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Resumen

La mala utilizacion de los plaguicidas principalmente su uso excesivo, las
sobredosis, la aplicacion inadecuada por los agricultores pueden ocasionar la
presencia de niveles traza de residuos de plaguicidas en las frutas y hortalizas;
lo anterior puede originar riesgos tanto para la salud humana como para la
comercializacion en los diferentes mercados mundiales. El presente estudio
tiene por objeto evaluar la presencia de residuos de plaguicidas
organofosforados en manzana, mediante HPLC como un método alternativo a
la CG mediante la comparacion de los limites de deteccidon y cuantificacion,
determinando de esta forma la calidad del alimento; requisito importante dentro
de convenios internacionales relacionados con la inocuidad de alimentos y su
comercializacion. Las muestras analizadas se obtuvieron de diferentes puntos
comerciales de la Ciudad de México, eligiendo para el analisis manzanas
obtenidas en el mercado de la Merced. Para la evaluacion de los plaguicidas
se disefla y estandariza una metodologia cromatografica multiresiduos,
trabajando con muestras contaminadas artificialmente. Esta metodologia se
basa en la extraccion de los plaguicidas con acetato de etilo, la limpieza de los
mismos por medio de extraccion en fase sodlida (SPE), presentando una
recuperacion del 80 %. Esta metodologia permitié determinar limites de
cuantificacion y limites de deteccién de hasta 1x10™ ppb.

Palabras Claves: Plaguicidas organofosforados, manzanas, cromatografia de

liquidos, extraccion en fase sélida



. INTRODUCCION

La produccion agricola se ha incrementado considerablemente debido a la
creciente demanda que se presenta afio con afio. Para poder cubrir estas
necesidades, se hace uso de fertilizantes y plaguicidas para preservar los
cultivos. Su empleo puede evitar grandes pérdidas en la cadena de abasto de
los alimentos, sin embargo, si no se hace de manera controlada puede
ocasionar deterioro ambiental y graves dafios a la salud humana; asi los
residuos de plaguicidas en suelos, agua, alimentos, aire o seres vivos aun en
pequefias concentraciones, son una forma de contaminacién al ambiente y

desequilibrio ecolégico™.

Los plaguicidas son clasificados y definidos por el Codex Alimentarius como,
“cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir
cualquier plaga, incluidas especies indeseadas de plantas o animales, durante
la produccién y/o almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de
alimentos, productos agricolas o piensos” 2. El término incluye a las sustancias
destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de la fruta o
inhibidores de la germinacion, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha para proteger el producto contra su deterioro durante el
almacenamiento y transporte. El término no incluye normalmente fertilizantes,
nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos alimentarios ni medicamentos
para animales. El uso inadecuado de estos compuestos ha generado como
consecuencia la aparicion de plagas mas resistentes a los plaguicidas de
control. Por lo cual se requiere plaguicidas mas potentes y nuevos productos,

para combatir estas amenazas.

En México cada afio se emplean aproximadamente 72,000 toneladas de
plaguicidas !, para la produccién y preservacién agricola (arroz, frijol, maiz,
etc.), dentro de los cuales la mayoria son altamente toxicos y persistentes en el
ambiente, lo que los convierte en uno de los grupos de contaminantes mas

importantes. Se han detectado residuos de plaguicidas en alimentos, aguas,



suelos, organismos acuaticos, fluidos bioldgicos, etc./*™ en lugares tan remotos
como la Antéartica y el Artico. Se han mencionado cifras tan impactantes, como
gue en algunos casos se calcula que anualmente se consume mas de medio
kilo de plaguicidas por persona °!. Estos compuestos representan un peligro
en varios aspectos, como en la fabricacion y formulacion, para el agricultor que
entra en contacto con ellos, para la ecologia asociada a desequilibrios en el
ambiente y para el consumidor, ademas de requerir técnicas muy costosas
para su cuantificacion y caracterizacion. A pesar de todos los inconvenientes
que plantean, dificilmente se puede prescindir de su uso en el estado actual de
desarrollo de la agricultura. El riesgo que plantea su aplicacion puede verse
reducido considerablemente si se aplican correctamente a los cultivos para los
que han sido elaborados, siguiendo las correspondientes medidas de
seguridad.

Con el objetivo de proteger la salud de los consumidores y asegurar que se
apligue a los alimentos la cantidad de plaguicida que realmente es necesaria
para combatir las plagas, la legislacion Mexicana sigue los Limites Maximos
Residuales (LMR’s). Los LMR’s indican la cantidad maxima de residuos de
plaguicidas permitidos en un determinado producto, basdndose en estudios de
ingesta diaria promedio de ese alimento y en la toxicidad que presente ese

plaguicida en particular .

Para determinar los residuos de plaguicidas en productos de cosecha tales
como frutas y hortalizas, es necesario el montaje de metodolologias analiticas,
sensibles, reproducibles, confiables y debidamente validadas que permitan su
cuantificacion y determinacion, para de esta forma evaluar la inocuidad y

calidad de los productos que ingiere el consumidor 2,

El objetivo del trabajo es la validacién de la cuantificacion de residuos de
plaguicidas organofosforados en manzanas mediante HPLC. Se desarrolla una
técnica de extraccion en fase soélida (SPE), en la cual se obtengan los maximos
niveles de recuperacion y mayor reproducibilidad. La manzana es uno de los
frutos con mayor nivel de produccion y consumo en el ambito nacional e

| (23]

internacional ", por lo cual es importante saber si este alimento se encuentra

exento de residuos de pesticidas.



ANTECEDENTES

Los plaguicidas han sido utilizados en cierta manera desde tiempos muy
remotos ™. El papiro de Ebers, escrito sobre el afio 1550 A.C., recoge el uso
de ciertos preparados “médicos o farmacéuticos” que se utilizaban para repeler
insectos de las casas. Incluso Homero (1000 A.C.) menciona en la Odisea la
quema de azufre para “purgar las casas, las habitaciones, etc.” (La Odisea,
Capitulo XXII). Dioscorides, médico griego (40-90 A.C.), ya conocia las
propiedades téxicas del azufre y del arsénico. Hay evidencias de que incluso
alrededor del afio 900 A.C. Los chinos utilizaban arsenicales para eliminar
insectos de los jardines. Los romanos, por su parte, utilizaban dos especies de
plantas (Veratrum album L. y V. nigrum L., pertenecientes a la familia de las

liliaceas) como raticidas ™.

La evidencia mas antigua que se tiene en occidente del uso de plaguicidas,
data de 1669, cuando se utilizaron arsenicales como insecticidas para eliminar
plagas de hormigas en mieles. Por otro lado, el uso de compuestos de cobre
como fungicidas se conoce desde 1807, mientras que el &cido cianhidrico, ya
conocido por egipcios y romanos fue utilizado a partir de 1877 para fumigar los
museos que guardaban colecciones de insectos ™.

Hasta mediados de los afios treinta, los plaguicidas utilizados eran de origen
natural o bien compuestos inorganicos. EIl tabaco (nicotina) fue y todavia es
utilizado en muchos paises como insecticida; el azufre, por ejemplo, se empezo6
a utilizar con frecuencia a principios del siglo XIX, época en la que ya se
conocian sus propiedades como pesticidas y, a pesar de la aparicion de
pesticidas organosulfurados como el Captan u otros a finales de la década de
los 50, todavia hoy es utilizado con frecuencia dada su baja toxicidad
comparada con otro tipo de compuestos. El cloruro de mercurio fue
ampliamente utilizado como fungicida a partir de 1891 y fue poco a poco
reemplazado por formas mercuriales organicas como el fenilmercurio (1915),
alquiloxialquilmercurio (década de los 20) y alquilmercurio (década de los 40).

Los graves envenenamientos acaecidos en lugares como lIrak en 1971 por el



consumo de cereales que contenian estos productos, hicieron que se

prohibiera su uso ™,

Los primeros plaguicidas obtenidos a partir de sintesis organica aparecieron a
principios de la década de los 30 y contenian grupos nitrogenados y
tiocianatos. Entre 1935 y 1950 aparecieron los pesticidas organoclorados,
entre los que se encuentra el DDT que, aunque fue sintetizado por Zeidler en
1874, no fue hasta 1939 cuando el Dr. Paul Muller descubrid su uso como
insecticida, por el que le dieron el premio Nobel de medicina en 1948. Desde
entonces el DDT fue ampliamente utilizado para eliminacion de plagas y fue de
gran utilidad para erradicar enfermedades como el tifus o la malaria en muchos

paises 4.

Con la aparicion de la cromatografia de gases en 1962, se pudo
comprobar la presencia de residuos de plaguicidas clorados en toda la
superficie terrestre, sobre todo de DDT, de ahi que a partir de 1970 diversos
paises hayan prohibido o restringido su uso, debido a su alta persistencia, su
capacidad de acumulacion en tejidos grasos y su alta toxicidad, aunque todavia
hoy se encuentran restos de DDT en muestras de diversa indole. En México
existen algunos organoclorados que todavia se comercializan como el DDT, el

metoxicloro y el lindano ™.

Por otro lado, entre 1940 y 1970 aparecieron los compuestos organofosforados
y los carbamatos, que presentan menor persistencia ambiental que los
anteriores y que han sido utilizados hasta nuestros dias. Quizas, el grupo de
pesticidas mas importante de reciente introduccién sean los piretroles o
piretrinas sintéticos, muchos de los cuales se encuentran de forma natural,

presentes en las flores de los crisantemos y otros 7,

Aunque hasta el momento son muchas las familias de plaguicidas existentes,
se estan desarrollando los denominados biopesticida o pesticidas bioquimicos
gue son sustancias naturales (de origen animal o vegetal, bacterias, minerales,
etc.) capaces de controlar plagas por mecanismos que no implican una via
toxica como los anteriores. En este grupo de compuestos se incluyen las
feromonas que son utilizadas para atraer insectos hacia trampas adecuadas.
Debido a la dificultad existente para poder asegurar que un determinado

producto es efectivamente un biopesticida, la Agencia de Proteccién



Medioambiental de Estados Unidos (Enviromental Protection Agency EPA por
sus siglas en ingles) ™® entre otros organismos, han designado comités
especiales con este fin. Por otro lado, la ingenieria genética también ha
generado especies vegetales resistentes a ciertas plagas, de forma que estos
vegetales sean capaces de sintetizar sustancias capaces de combatirlas.

1.1 CLASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS

Los plaguicidas se pueden clasificar en funcion de diferentes criterios como:

* Funcion
+ Toxicidad
» Grupo estructural

1.1.1 Clasificacion por funcién

Una clasificaciéon bastante extendida en su uso diario se caracteriza por
denominar a los plaguicidas segun la plaga que pretenden eliminar o controlar.
Siguiendo este criterio, la EPA, entre otros clasifica a los plaguicidas como se

describe en la Tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas segun el organismo a controlar |

Defoliantes
Desinfectantes
Fumigantes
Fungicidas
Herbicidas
Insecticidas
Larvicidas
Molusquicidas
Nematocidas
Ovicidas
Pisticidas
Repelentes

Raticidas

Tipo de plaga Organismo objeto
Acaricida Acaros
Antibioticos Microorganismos
Alguicidas Algas
Avicidas P4jaros
Bactericidas Bacterias

Hojas de plantas
Microorganismos
Plagas en edificios, suelos, etc.
Hongos
Plantas
Insectos
Larvas de insectos
Caracoles, babosas
Nematodos
Huevos de insectos
Peces
Insectos, pajaros

Roedores

1.1.2  Segun su toxicidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), por su parte ha recomendado,
sujeta a actualizaciones periodicas, clasificar a los plaguicidas en funcién de su
toxicidad *¥, entendiendo ésta como su capacidad de producir dafio agudo a la
salud cuando se da una o multiples exposiciones en un tiempo relativamente
corto; atendiendo a dos posibles vias de contacto (oral y topica) y a la

formulacion del producto (s6lido o liquido), tal como muestra la Tabla 2.

Un indicador de la toxicidad de un compuesto puede ser la dosis letal media o
DLso, que es la cantidad susceptible para provocar la muerte de un 50% de los

animales de experimentacion (generalmente ratas). Desde el punto de vista de

6
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los residuos de estos compuestos, interesa mucho mas su toxicidad a corto y

mediano plazo (toxicidad subcrénica) y sobre todo a largo plazo (toxicidad

cronica, por ejemplo el desarrollo de un cancer) que se averigua también con

otros ensayos en diferentes animales.

Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas recomendada por la OMS [19]

CLASIFICACION

DL en ratas (mg/kg de peso corporal)

Via oral Via tépica
Solidos Liquidos Solidos Liquidos
la Extremadamente peligroso <5 <20 <10 <40
I b Altamente peligroso 5-50 20 - 200 10 - 100 40 - 400
Il Moderadamente peligroso 50- 500 200 - 2000 100-1000 400 - 4000
Il Ligeramente peligroso <500 <2000 <1000 <4000
1.1.3  Segun su naturaleza quimica

Los Plaguicidas pueden tener diferente origen. Los hay de origen natural o

totalmente sintéticos (Tabla 3). ¢!

Tabla 3. Clasificacion de los plaguicidas segun su grupo quimico

[16]

Compuestos inorganicos

Compuestos organicos

Plaguicidas biologicos

Estos compuestos que carecen de atomos de
carbono, como los derivados de cobre, azufre, zinc
y aluminio.

Son aquellos que contienen atomos de carbono en su
estructura quimica. La mayoria son de origen sintético,
fabricados a partir de compuestos quimicos basicos;
algunos son extraidos de plantas, por lo que se conocen
como botanicos. Entre los més utilizados encontramos a
los Organofosforados, Organoclorados, Carbamatos,
Tirazinas y Piretrinas o Piretroles entre otros.

Se llaman asi a los virus, microorganismos o derivados
de su metabolismo, que pueden controlar a una plaga en
particular.




1.2 USOS DE LOS PLAGUICIDAS

El empleo de plaguicidas es muy versatil, lo que explica en parte su
propagacion. En funcién del consumo, la agricultura es la actividad econémica
que mas emplea este tipo de compuestos utilizando el 85 % de la produccion
mundial. La finalidad es controlar quimicamente las plagas que merman las
cosechas de alimentos y otros vegetales *°. A continuacién se describe cada

uno de los usos de plaguicidas en nuestro pais.

1.2.1 Uso agricolay forestal

Uso en diversas extensiones, en sistemas de produccion agricola y en
productos y subproductos de origen vegetal. El alto rendimiento y obtencion de
productos inocuos se debe al uso de plaguicidas en la agricultura. En la
actividad forestal, los plaguicidas tienen la mision de eliminar las plagas que
deterioran especies de arboles que son empleados para la obtencion de

madera o pulpa 1.

1.2.2 Uso pecuario

Uso en animales o instalaciones de produccién intensiva o extensiva cuyo
producto sera destinado al consumo humano o a usos industriales. Incluye el

uso en animales domésticos 1°1.

1.2.3 Uso en la salud publica

Relacionado con la salud publica, los plaguicidas se utilizan en actividades
sanitarias, como el control de insectos vectores implicados en la transmision de
enfermedades como la malaria, enfermedad de Chagas o el dengue. También
se utilizan para el control de roedores y tratamiento de agua para beber.
Aproximadamente 10 % de los plaguicidas utilizados a nivel mundial se dedica

a este fin 19,



1.3 CONTAMINACION POR PLAGUICIDAS

Generalmente, los plaguicidas son aplicados en estado liquido en forma de
espray sobre el cultivo y/o suelo, aunque algunas veces se incorporan
directamente como solidos (polvo o granulos) o a través del tratamiento de
semillas. En la industria quimica, la formulacién de estos productos suele tener
entre un 75 y un 99% de pureza. Hay que tener en cuenta que no todo el
pesticida que se aplica alcanza su objetivo, pues una parte va a parar al suelo,
otra se evapora en el momento de la aplicacién, etc.; es decir, s6lo una parte
de la depositada es absorbida. Este porcentaje depende de la naturaleza del
plaguicida, de la formulacion del producto (concentracién, dosis y presencia de
coadyudantes que aumenten la retencién por la planta), de las caracteristicas
de la aplicacién (pulverizacién, espolvoreo, etc.,), condiciones climaticas,

morfologia y naturaleza de la superficie vegetal .

Una vez que se encuentra el plaguicida sobre el vegetal, a lo largo del tiempo,
los residuos van disminuyendo progresivamente por accion de diversas causas,
como el crecimiento del 6rgano vegetal tratado, la eliminaciébn por agentes
mecanicos como el viento y la lluvia o por causas fisicas como la volatilizacion
y/o solubilizacion y la degradacién quimica, entre otras. Dicha disminucién
depende, por un lado, de la naturaleza de la especie vegetal asi como de la
velocidad del desarrollo de la misma y, por otro, de las caracteristicas del
plaguicida y de la formulacion aplicada, asi como de todo un conjunto de

factores climaticos 2%,

Se puede afirmar que en la actualidad es frecuente identificar residuos de
plaguicidas en los alimentos y en muchos casos se detectan concentraciones
de estos por encima de los limites de tolerancia recomendados por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

(FAO/OMS por sus siglas en Inglés). #

La contaminacion del ambiente por plaguicidas se produce por aplicaciones
directas en los cultivos agricolas, derrames accidentales, lavado inadecuado de

tanques o contenedores, filtraciones en los depdsitos de almacenamiento y



residuos descargados o depositados en el suelo. Una vez en el suelo, los
plaguicidas pueden pasar a los mantos freaticos superficiales y subterraneos
por lixiviacion, dependiendo de sus caracteristicas quimicas tales como
solubilidad en agua, capacidad de absorcion sobre el suelo, capacidad de
ionizacién, del tipo de suelo (contenido en arcillas, en materia organica,
porosidad, etc.). De forma genérica, la ausencia de luz, entre otros, hace que
la degradacion de los plaguicidas en aguas subterraneas sea lenta. Por otro
lado, existe una fraccion del producto de aplicacion que se volatiliza y pasa a la
atmosfera, de forma que son atrapados por el viento y, a su vez, pueden volver

a la superficie terrestre con las lluvias o por deposicion sélida 2.

g 2 7 Y A A B — ' Dispersion
Fotodescomposicion Volatilizacion s et by
global
Descomposicion /

Deriva Depdsito

Figura 1. Posibles mecanismos de transporte y transformacién de plaguicidas en el ambiente.

Para evaluar la distribucion ambiental de un plaguicida se utilizan parametros
como la constante de Henry, solubilidad en agua, coeficiente de adsorcién en
suelos, su coeficiente de particiobn octanol/agua, entre los mas utilizados. El
valor numérico de estos parametros determina el grado de afinidad del
plaguicida por los sistemas bi6ticos (animales y plantas) y por los abiéticos

(suelo, aire y agua).

10



1.4 Plaguicidas organofosforados

Bajo esta denominacion se incluyen a mas de 200 sustancias quimicas que se
emplean principalmente como insecticidas y acaricidas, en su mayor parte
actuan contra los insectos y los acaros por contacto y por ingestion; otros son
sistémicos y algunos tienen accion fumigante. La mayoria de ellos con téxicos
a los peces, abejas y a la vida silvestre. Algunos de ellos se utilizan como
herbicidas, fungicidas, plastificantes, combustibles y como armas quimicas

(Agentes nerviosos como Sarin, Tabun, Soman y Ziclone-B). [*¢ 22

Quimicamente los pesticidas érganofosforados son esteres derivados del acido
fosforico, fosforotioico o fosfonotioico, que a veces tienen grupos amidas o tiol
en donde uno o mas de los oxigenos del acido pueden encontrarse sustituidos
por azufre y sus radicales oxhidrilos, por diferentes radicales organicos,
encontrandose diversas combinaciones. Los sustituyentes de este acido
pueden ser grupos alcoxi, o alquil-tio de cadena corta o bien grupos amida o

atomos de azufre. 2?2

La formula estructural general de estos compuestos, que se caracterizan por la
presencia en general de tres funciones ester, es la siguiente (Figura 2):
RO
R,O— P| = O(S) [1]
|O(S.N)-X [2]

Figura 2. Estructura General de los Plaguicidas Organofosforados. 4

En estos compuestos, 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

fisicas, quimicas y biolégicas.
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Los plaguicidas organofosforados se pueden dividir en 14 grupos, los mas
importantes son: fosfatos, con un Oxigeno en las posiciones [1] y [2]; O-
fosforotioatos o tionatos, con un Azufre en [1] y un Oxigeno en [2],
S-fosfortioatos o tiolatos, con un Azufre en [2] y un Oxigeno en [1];
fosforoditioatos o tiolotionatos, con un Azufre en [1] y en [2]; fosfonatos,
con R; (en lugar de R;0), Oxigeno o bien Azufre en [1] y Oxigeno en [2], y
fosforoamidatos, con un Oxigeno en [1] y un Nitrégeno en [2].

Se trata de compuestos poco persistentes en el ambiente, en general,
marcadamente apolares, lo que significa que desde el punto de vista quimico la
mayoria son escasamente solubles en agua, aunque con grandes diferencias
de un compuesto a otro. Con excepcion del diclorvos, la mayoria de los
plaguicidas organofosforados tiene baja volatilidad. Desde el punto de vista
biolégico son liposolubles por lo que tienden a disolverse en grasas. Por tal
motivo, la piel, donde se encuentra una importante capa de tejido con elevado

contenido en lipidos, puede constituirse en una importante via de entrada. ™ 24

1.4.1 Toxicidad

Los plaguicidas organofosforados tienen diferentes caracteristicas comparados
con los pesticidas organoclorados, entre ellas, su baja persistencia en el
ambiente, su no acumulacion en el organismo y su bajo potencial de
carcinogenicidad; sin embargo, su toxicidad aguda es mayor. Su estructura
quimica puede ser muy variada y de ella dependera su toxicidad. Algunos
productos de este tipo son extremadamente toxicos y se han empleado con

fines bélicos como gases neurotoxicos.

Estos compuestos se absorben bien por inhalacién, ingestion o via cutanea. Su
mecanismo de accion es por inhibicion de la actividad de la acetilcolinesterasa,;
el fenomeno ocurre en las sinapsis nerviosas, en donde el neurotransmisor
acetilcolina actia sobre la membrana postsinaptica a la que despolariza. De
esta manera, excita a las células efectoras: glandula, fiboras musculares lisas,
fibras musculares estriadas y a otras neuronas. Una vez conseguido su

objetivo, la funcidon de este neurotransmisor debe terminar, lo que ocurre por
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accion de la acetilcolinesterasa, enzima que rapidamente hidroliza a la
acetilcolina, con lo que esta deja de actuar y las células efectoras entran en

reposo, para volverse a reactivar cuando el organismo lo demande.

El mecanismo de accion consiste en la liberacion de fosforo de la molécula del
plaguicida, el cual se asocia a la acetilcolinesterasa inhibiendo la transmision
nerviosa, lo que causa un bloqueo despolarizante en la sinapsis muscarinicas y
nicotinicas en las uniones mioneurales del esqueleto y los ganglios autbnomos
(efectos nicotinicos) asi como en el sistema nervioso central, en los insectos o

humanos, provocando la muerte ante una exposicioén prolongada.

Todos los plaguicidas organofosforados se degradan por hidrélisis en el higado
y en otros tejidos, generalmente durante las horas siguientes en que ocurre la
absorcién. Los productos de la degradacién o metabolitos son de baja toxicidad
y se excretan en la orina 0 en las heces. Sin embargo, algunos se convierten

en productos intermedios mas téxicos antes de ser metabolizados!*® 22,

1.4.2 Compuestos mas utilizados

Clorpirifos: Insecticida-acaricida activo por ingestiébn, contacto e
inhalacion. Su toxicidad es moderada (DLsp oral para la rata de 96-270
mg/kg). No es muy soluble en agua, de manera que se mezcla con liquidos
aceitosos antes de aplicarse a cosechas o animales. Posee un amplio
campo de actividad. Se utiliza no solo en la agricultura y en la ganaderia
para controlar garrapatas, sino también en los hogares, contra las

cucarachas, pulgas y termitas. %% 24 2

= Diazinon: Insecticida-acaricida no sistémico con accion por ingestién,
contacto e inhalacién. Su toxicidad es baja (DLso oral para rata de 300-400
mg/kg). La mayor parte del diazin6n se usa en forma liquida, aunque no se
disuelve facilmente en agua. Se usa en la agricultura, en los hogares y en

jardines, controla moscas, pulgas, cucarachas y hormigas.?* %!
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Dimetoato: Insecticida-acaricida sistémico con actividad por ingestion y
contacto. Su toxicidad es moderada (DLso oral para la rata de 255-310

mg/kg). Se utiliza con frecuencia en las zonas olivareras de nuestro pais.
[22, 25]

Fentidn: Insecticida penetrante, con accién por ingestion y contacto. Su
toxicidad es moderada (DLso oral para la rata de 250 mg/kg). Es muy toxico

para abejas y aves.!?* 24

Malation: Su descubrimiento en 1950 fue un hito en la historia de los
Pesticidas organofosforados (POF), puesto que fue el primer POF que
mostré un amplio espectro de accion y una baja toxicidad para los
mamiferos. Es un insecticida-acaricida de tipo sistémico, con accion por
ingestion y contacto. En los organismos vivos se metaboliza a malaxon, su
forma més téxica. Su toxicidad es baja (DLso oral para la rata de 1.000-
2.800 mg/kg). El malation es bastante liposoluble por lo que se absorbe
con rapidez en el organismo humano. Se usa en la agricultura para
eliminar mosquitos y la mosca de la fruta principalmente, en jardines y el

hogar para tratar piojos y pulgas®® 2% 2!,

Methamidophos: Insecticida-acaricida con actividad por via sistémica,
ingestion y contacto. Su toxicidad es alta (DLsp oral para la rata de 20
mg/kg), por lo que esta prohibido su uso en invernaderos y en recintos

cerrados.?? 24 2%l

Monocrotofos: Insecticida-acaricida con actividad por via sistémica y por

contacto. Su toxicidad es alta (DLso oral para la rata de 8-23 mg/kg).?

A pesar de que los plaguicidas actuales no son altamente persistentes en el

medio, el principal problema que se plantea es que muchos de ellos son

empleados en concentraciones muy por encima de las recomendadas o bien, a

pesar de estar prohibido el uso de ciertos grupos de ellos, se utilizan

ilegalmente o erroneamente en muchos lugares (por ejemplo, pesticidas de

aplicacion floral no permitidos en frutas o vegetales). Ademas, hay que tener

en cuenta que los permitidos en ciertos paises, pueden no estarlo en otros. *°
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El ser humano puede ingerir residuos de plaguicidas al consumir productos
vegetales que hayan sido tratados con los mismos. Cuando el plaguicida
presenta cierta resistencia y, ademas, es soluble en las grasas (tejidos
adiposos), dado que las cadenas alimentarias comienzan en los vegetales y
terminan en los animales superiores, en esos Ultimos casos pueden
encontrarse cantidades mayores de plaguicidas persistentes debido a su
sucesiva acumulacion en la cadena alimentaria. Actualmente, con la
prohibicién del uso de plaguicidas clorados de alta persistencia, este problema
se ha reducido considerablemente. Los productos actuales, aunque tienen una
velocidad de degradacion mas rapida, pueden causar cierta contaminacion,

aunque el problema sea mucho menor que antes 7.

En lo que a la exposicion del ser humano a residuos de plaguicidas se refiere,
el grado de exposicién depende de dos factores claramente diferenciados: por
un lado, el de los tratamientos efectuados por los agricultores y, por otro, de la
composicidon de la dieta alimentaria media en la zona geogréfica considerada.
Conocer este grado de exposicion es importante, pero ello exige realizar
estudios rigurosos a nivel estatal, regional y local, considerando tanto alimentos

vegetales como animales ",

1.5 LEGISLACION GLOBAL EN MATERIA DE PLAGUICIDAS

El incremento del volumen global de productos quimicos comercializados ha
provocado preocupaciones acerca de sus efectos a largo plazo en la salud
humana y en el ambiente. En las Ultimas décadas, varios acuerdos
internacionales se han centrado en controlar los riesgos asociados a las

sustancias quimicas peligrosas. ?®

Los acuerdos globales para la reduccion y eliminacién eventual de estas
sustancias mediante la restriccion de su produccién y comercializacion es un

proceso a largo plazo.

Desde la primera Conferencia Internacional sobre el ambiente [Estocolmo

1972] se ha planteado la necesidad de controlar los riesgos de las sustancias
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quimicas peligrosas, centrando la atencion internacional en temas relacionados
con el ambiente, especialmente lo concerniente a la degradacién ambiental y la
contaminacion transfronteriza, sefialando el hecho de que la contaminacién no
reconoce los limites politicos o geogréficos y afecta a los paises, regiones y
pueblos més alla de su punto de origen. Durante las décadas que siguieron a
la Conferencia de Estocolmo, este concepto se amplio para abarcar temas
ambientales que requieren una accion conjunta de todos los paises y regiones
del mundo para enfrentarse a ellos de un modo efectivo. En la Cumbre para la
Tierra de 1992 se reconoci6 internacionalmente el hecho de que la proteccién
del ambiente y la administracion de los recursos naturales deben integrarse en

las cuestiones socioecondmicas de pobreza y subdesarrollo.*

En 1994, 103 paises adoptaron el Programa Ambiental de las Naciones Unidas
(UNEP por sus siglas en Inglés) con un acuerdo para la proteccion del
ambiente marino (Washington Declaration on Protection of the Marine
Environment and Land Based Activities Agreement, 1994) que contemplan la
reduccion de 12 sustancias conocidas como Compuestos Organicos
Persistentes (COP’s). Se reconocié que los COP’s son transportados de
manera global por el aire y el mar, dando por resultado un aumento en sus

concentraciones lejos del sitio original de uso. *®!

Asi mismo, el Convenio sobre Procedimientos de Consentimiento con
Fundamento Previo o (CFP), (Prior Informed Consent Agreement o PIC) ¢
para ciertos productos quimicos peligrosos y plaguicidas en comercio
internacional, fue acordado en Rotterdam, Paises Bajos, en septiembre de
1998. Este convenio también conocido como Convenio de Rotterdam entro en

vigor el 24 de febrero de 2004 y tiene los siguientes objetivos:

e Promover la responsabilidad compartida y los esfuerzos conjuntos de las
Partes en la esfera del comercio internacional de ciertos productos
qguimicos peligrosos a fin de proteger la salud humana y el ambiente

frente a posibles dafos.
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e Contribuir a su empleo ambientalmente racional, facilitando el
intercambio de informacion acerca de sus caracteristicas, estableciendo
un proceso nacional de adopcion de decisiones sobre su importacién y

exportacion, y difundiendo esas decisiones a las partes.

El CFP regula las importaciones y exportaciones de determinados productos
quimicos y plaguicidas peligrosos; cualquier producto quimico especificado en
éste sblo puede ser exportado con el consentimiento previo del importador. El
Convenio del CFP crea un procedimiento para conocer y dar a conocer las
decisiones de los paises importadores, ampliando asi el principio CFP en el
comercio internacional de productos quimicos. Asi mismo, establece
disposiciones por las que se exige informacion detallada sobre los productos
que permita decidir la importacion de los mismos, conociendo las propiedades
y efectos de los productos quimicos industriales que han sido notificados para
su inclusién en el procedimiento de CFP. El Convenio se aplica a 39 productos
quimicos (incluyendo 24 plaguicidas, 4 formulaciones plaguicidas

extremadamente peligrosas) y 11 productos quimicos industriales (Tabla 4).

Tabla 4. Productos quimicos sujetos al procedimiento de Consentimiento

Fundamentado Previo, B%

Acido 2,4,5-Triclorofenoxiacético HCH
Aldrin Heptacloro
Captafol Hexaclorobenceno
Clordano Lindano
Clordimeformo Pentacloro fenol
Clorobencilato Menocrotophos
DDT Metamidofos
Dieldrin Fosfamidén
Dinoseb Metil-paration
Dibromoacetano Paration
Fluoroacetamida
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El 6 de febrero del 2006, en Dubai, la Conferencia Internacional sobre la
gestion de los productos quimicos (ICCM por sus siglas en inglés) aprobé el

Enfoque Estratégico para la Gestion de los Productos Quimicos @

que
constituye un marco de politica para la accion internacional ante los riesgos
internacionales destinadas a lograr la meta del Plan de aplicacion de las
Decisiones de Johannesburgo que para 2020 los productos quimicos se
produzcan y utilicen de manera que se reduzca al minimo los efectos. El éxito
de su aplicacion probablemente traiga consigo un mayor reconocimiento de la
seguridad quimica como cuestion del desarrollo sostenible que concierne a
todos los sectores y a la aceleracion de la creacion de capacidad para ayudar a
los paises en desarrollo y a los paises con economias en transicion a lograr la

gestién racional de los productos quimicos.

1.5.1 La situacion en México

En base al Procedimiento de Consentimiento con Fundamento Previo (PIC)
en México se tiene la Propuesta Ejecutiva Nacional del Registro de Emisiones y
Transferencia de Contaminantes (RETC), se elaboro una propuesta que incluye
plaguicidas cuyo uso estd prohibido en México (aldrin, endrin) y aquellos
prohibidos en su comercializacion y uso (mas no su produccién) como el caso
de Toxafeno®Y. EI RETC es limitado a la produccién industrial de plaguicidas
en México y no incluye un registro del uso de plaguicidas. En la tabla 5 se

muestran los pesticidas incluidos en el RETC.

Tabla 5. Plaguicidas incluidos en la propuesta del RETC en México B3
Lindano Captan Warfarina
Endosulfan DDT Trifuralin
Silbes Diazinon Clorpirifos
Acido 2,4,-diclorofenoxiacético Endrin * Aldrin *
Disulfuro de tetrametiltiuram Heptacloro * Toxafeno *

* Prohibidos en México
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En el caso de México, el plan de accién incluye los siguientes objetivos 2

+ Laeliminacién de los usos ilegales del DDT

* Su reduccioén gradual para el control del paludismo en un 80% para el afio
2001

« Su eliminacion total en los proximos 10 afos, si persiste la tendencia a la

baja del paludismo

El 15 de octubre de 1987 se publico en el diario Oficial de la federacién el
decreto que establece las bases de coordinacion entre la Secretaria de
Comercio y Fomento Industrial (actualmente de Economia), la Secretaria de
Agricultura y Recursos Hidraulicos (actualmente de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion), la Secretaria de Desarrollo Urbano y
Ecologia (actualmente de Medio Ambiente y Recursos Naturales) y la
Secretaria de Salud, para el ejercicio de las atribuciones respecto a
plaguicidas, fertilizantes y sustancias toxicas, que les confiere, la Ley de
Sanidad Vegetal, la Ley General del Equilibrio Ecologico y la Proteccion al

Ambiente y la Ley General de Salud.

En apego al decreto que crea la comision Internacional para el Control del
Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toéxicas
(CICOPLAFEST), la Comision Intersecretarial publico en los afios de 1998 el
Catalogo Oficial de Plaguicidas, que contiene los productos registrados y sus
usos autorizados, sus caracteristicas principales, asi como las indicaciones
para su uso informacion sobre los riesgos que los mismos implican y sobre el
tratamiento en caso de intoxicaciones. El propdsito de este catalogo es ayudar
al buen uso y manejo de estos productos en las areas de empleo: agricola,
forestal, pecuario, doméstico, urbano, industrial y en jardineria. Se integra en
este catalogo la informacion de los plaguicidas registrados en México, las
caracteristicas generales de los mismos, asi como las aplicaciones para las

gue se dio la autorizacion.

Los unicos plaguicidas cuya importancia comercial y uso estan permitidos en

México, son los que han sido registrados por la CICOPLAFEST.
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La principal actividad de la CICOPLAFEST, es la atencion al usuario en lo
relativo a la emisibn de registros y autorizaciones de importacion de
plaguicidas, fertilizantes y sustancias toxicas. EIl catalogo de plaguicidas es un
documento oficial elaborado por la Secretaria que Integran a la CICOPLAFEST.
La versidbn 2004 es una actualizacion del Catalogo Oficial de Plaguicidas
emitido en 1988, e incluye informacion sobre los usos, sinonimia, mezclas y
coadyudantes de las sustancias registradas, hasta junio de 2004. Los
pesticidas se encuentran regulados por disposiciones ambientales, sanitarias,

fito y zoosanitarias, laborales y de transportes.

Los plaguicidas de la tabla 6 solo pueden ser adquiridos en las
comercializadoras mediante la presentacion de una recomendacion escrita de
un Técnico Oficial o Privado que haya sido autorizado por el Gobierno Federal.
Su manejo y aplicacion se efectuara de acuerdo a la NOM que establece los
registros y especificaciones fitosanitarias para el manejo de Plaguicidas

Agricolas Restringidos.

Tabla 6. Plaguicidas agricolas restringidos en México ™°

1,3-dicloropropeno Metoxicloro Mevinfos
Alaclor Metamidofos Cloropicrina
Aldicrab Metan sodio Paraquat
Bromuro de metilo Lindano Pentaclorofenol
Clordano Dicofol Quintozeno
Fosfuro de aluminio Forato Clorotalonil

Isotiocianato de metilo

En la tabla 7 se presentan los pesticidas autorizados en México y ya prohibidos
en otros paises y considerados de interés prioritario en el Convenio de
Estocolmo sobre COP, como es el caso de Clordano, DDT, Lindano, Paracuat,

Metil Paration y Pentaclorofenol.
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Tabla 7. Plaguicidas prohibidos en otros paises y autorizados en México 2

Alaclor Pentaclorofenol Oxyfluorfen Diurén
Aldicarb Meditation Metil Paratién Dicofol
Azinfos Metilico Metamidofos Endosulfan Quintoceno
Captafol Metoxicloro Forato Sulprofos
Carbarilo Mevinfos Fosfaamiddn Triazofos
Captan Monocrofos Kadetrina 2,4-D
Clordano Ometoato Linuron Vamidothion
DDT Maneb

1.6 METODOLOGIAANALITICA PARA DETERMINACION DE
PLAGUICIDAS EN MUESTRAS AMBIENTALES

La elevada toxicidad de los plaguicidas presentes en el ambiente obliga a
disponer de métodos analiticos fiables, rapidos, econémicos y suficientemente
sensibles que permitan el control de los compuestos tdxicos en diversos tipos
de muestras, tanto en matrices bilégicas (alimentos, tejidos animales, tejidos

vegetales), como en ambientales (agua, suelo, aire).

La Quimica Analitica frente al analisis de residuos de plaguicidas tiene ante si
un reto importante, ya que existe una fuerte demanda social exigiendo el
control de todo tipo de contaminantes en el ambiente. Por otro lado, sélo es
posible establecer legislaciones restrictivas sobre nivele de contaminantes

cuando existan métodos adecuados para su analisis.

El andlisis de pesticidas en alimentos esta sujeto a la complejidad de la matriz y
a las bajas concentraciones a las cuales estos compuestos estan presentes.
Por lo tanto, la extraccién de los residuos constituye el paso mas critico. Este
paso consiste en la extraccion de los analitos desde su matriz con un
disolvente apropiado; opcionalmente se puede realizar la remocion de

sustancias que podrian causar interferencias mediante varios pasos de
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limpieza y finalmente, la reduccién del volumen del disolvente en el extracto

antes del analisis instrumental B3,

Los articulos revisados ™ 331 muestran los diferentes procedimientos de
extraccion a los que se suelen someter las muestras (principalmente aguas,
suelos y frutas), para su posterior analisis y cuantificacion, en lo que a

contenido en pesticidas se refiere.

Después de la extraccidén, el analisis se continla comunmente con la
separacion de los analitos. En los que a técnicas de separacion se refiere hoy
en dia la cromatografia de gases (GC) es la técnica mas ampliamente
empleada para el analisis multiresidual de plaguicidas, siendo, en general,
capaz de conseguir los limites de deteccion mas bajos (en el rango de los ug/L
incluso en algunos casos ng/L). Muchos métodos oficiales de andlisis estan
basados en esta técnica en los que se utilizan diferentes detectores, como el
de nitrogeno y fésforo (NPD), de captura electronica (ECD), de ionizacién de
llama (FID) o de espectrometria de masas (MS). Este ultimo caso, dada las
ventajas actuales que presenta la deteccion por MS, ésta es cada vez mas
utilizada, siendo el impacto electrénico la técnica de ionizacion mas utilizada en

casi todos los casos B4

Sin embargo, el andlisis de compuestos de alto peso molecular, altamente
polares o térmicamente labiles presenta grandes dificultades 0 e€s
practicamente imposible de realizar mediante GC. Este hecho ha provocado
que la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) haya ido ganando
terreno en el andlisis de este tipo de compuestos y mas aun, su acoplamiento a
un espectrometro de masas. La técnica HPLC presenta también la ventaja
adicional de permitir derivatizaciones pre- y post- columna de los analitos con
objeto de mejorar su deteccién. EIl reciente desarrollo de columnas de
cromatografia liquida que contienen polimeros impresos molecularmente (MIP)
ha sido bastante popular en el andlisis de pesticidas dada su gran estabilidad,

bajo costo y sencillez de preparacion .
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1.7 PREPARACION DE LA MUESTRA PARA LA
DETERMINACION DE ANALITOS ORGANICOS

El proceso analitico se define como “el conjunto de operaciones comprendidas
entre la muestra —sin tomar, sin medir, sin tratar- y los resultados expresados

segun los requerimientos”.

Generalmente la determinacién de plaguicidas en muestras ambientales no se
puede realizar de forma directa en la muestra, sino que son necesarias una

serie de etapas previas que constituyen el proceso analitico:
e Estrategia de muestreo (toma de muestra)
e Almacenamiento y conservacion
e Pre-tratamiento de la muestra

o Extraccion y separacion del analito de la muestra
o Limpiezay purificacion del extracto

o Pre-concentracion del extracto
e Determinacion instrumental

Dentro del mismo, se distinguen tres grandes etapas: las operaciones previas,
que preparan a la muestra para la medicion analitica en si, la medicién y la
transduccion de la sefial analitica, y la toma y el tratamiento de los dotas. En la
mayoria de los procesos analiticos actuales, mas del 80 % del tiempo de
analisis se invierte practicamente en la toma y pre-tratamiento de la muestra.
Pre-tratamiento que, por otro lado, es imprescindible en la actualidad dado que
en una determinada muestra existen multitud de compuestos que pueden
interferir en la medida analitica, siendo muy pocas las muestras que

actualmente pueden ser analizadas directamente.
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A. Muestreo

Por lo que respecta a la toma de muestra, hay que tomar en cuenta que en
muchas ocasiones la representatividad de la muestra, es decir, su capacidad
de reflejar la exposicion al plaguicida, dependera de la toma. Generalmente,
existen procedimientos estandarizados de toma de muestra para muestras

ambientales, normalmente se suelen utilizar volimenes de 1L.

En cuanto al transporte de este tipo de muestras, debe ser tal que evite
contaminaciones, evaporaciones, derrames, roturas, etc., que son las causas
mas frecuentes de que se pierdan las muestras, durante su transporte al
laboratorio o bien durante su almacenamiento. Por tal motivo, una vez
finalizada la toma, el cierre perfecto de los frascos, o recipientes conteniendo
las muestras, su colocacién en cajas adecuadas provistas de material de

relleno para evitar choques fortuitos y las consiguientes roturas.

B. Almacenamiento

El tiempo maximo de almacenamiento de las muestras antes de un andlisis
depende de los parametros o compuestos a determinar y para la determinacion
de plaguicidas se recomienda que sea lo antes posible. En general, el
almacenamiento de la muestra debe hacerse mediante refrigeracion
(aproximadamente 4 °C), lejos de la luz solar en todo momento; en algunos
casos concretos puede ser necesaria la adicion de algunos conservadores
quimicos o biocidas (para evitar la degradacion de algunos analitos por parte
de los microorganismos presentes. La colocacion en las condiciones
adecuadas de conservacion a partir del momento de la llegada al laboratorio,
son cuestiones que no pueden ser pasados por alto si se desea obtener una

buena fiabilidad en los resultados.
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C. Extraccion

En la etapa de preparacion de la muestra se incluye generalmente un paso de
extraccion de los plaguicidas o metabolitos y otro alternativo de purificacion,
que debe ser lo suficientemente efectiva para separar a los analitos de los
interferentes que estan formando parte de la matriz correspondiente a una
muestra extremadamente compleja. Muchos factores deben ser considerados
para la eleccion de la técnica de extraccion a desarrollar, principalmente los

relacionados con el tipo de matriz objeto de estudio.

El reto en la extraccion de pesticidas es maximizar la recuperacion de los
analitos y minimizar las interferencias mediante el uso de una extraccion
apropiada. El proceso de extraccion comienza con separar los analitos de la
matriz y presentar el material en una forma que pueda analizarse mas
facilmente. La extraccion selectiva de analitos se basa en sus diferentes
caracteristicas y propiedades quimicas y fisicas, como: peso molecular, carga,

solubilidad, polaridad, volatilidad.

Tipicamente, la mayoria de los procedimientos revisados en la bibliografia
requieren la extraccion de los plaguicidas mediante disolventes organicos,
solos 0 en mezcla, usando un homogeneizador, mezclador o sonicador; 0
mediante extraccion en fase sdlida (SPE por sus siglas en ingles), dependiendo
la naturaleza de la muestra. La SPE es una técnica de preparacion y
tratamiento de muestras, basada en la retencion selectiva de los analitos y su
posterior elucion. En ella, los solutos son extraidos de una fase liquida o
gaseosa mediante una fase estacionaria solida apropiada. Es la técnica mas
empleada en el analisis multi-residuos de pesticidas en vegetales, ademas esta
técnica es relativamente sencilla, rapida y se recupera un porcentaje alto de los

[38. 3% Otras técnicas mas

residuos de pesticidas presentes en los vegetales
novedosas son la microextraccion en fase soélida (SPME), extraccion asistida
por microondas (MAE) y la extraccion en punto de nube o cloud point (CPE) se
estan aplicando cada vez mas en la determinacion de plaguicidas en diferentes

matrices, debido a su simplicidad y a la poca manipulacion de la muestra 44,
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D. Purificacion de la muestra (clean-up)

La determinacion de contaminantes organicos, presentes en niveles de trazas
en muestras medioambientales o alimentos, requiere de un proceso de
purificacion o limpieza del extracto con el que se consiga separar los analitos a
determinar de las especies interferentes y que ademas se obtenga una
recuperacion cuantitativa de todos ellos. Las especies interferentes presentes
en este tipo de muestras son generalmente compuestos de elevado peso
molecular, como lipidos, polimeros o pigmentos, que imposibilitan la posterior
determinacion cromatogréfica (tanto por GC como por HPLC), ademas de
ocasionar el deterioro de la columna cromatogréfica. Las metodologias mas
frecuentemente empleadas para la limpieza de extractos cromatograficos son:
extraccion  liquido-liquido, extraccidbn en fase solida y cromatografia de

permeacion en gel.?% 42,

La extraccion en fase solida, es la que nos interesa describir, ya que fue la
empleada en el presente trabajo. Este método de extraccion también es
ampliamente utilizado como proceso de limpieza de extractos. Las fases mas
empleadas para realizar SPE en fase normal son generalmente adsorbentes
inorganicos polares, como gel de silice, alumina o florisil (gel de silice de
magnesio). Estos soportes retienen muy fuertemente los compuestos organicos
hidrofilicos y en menor medida los compuestos hidrofobicos. El proceso de
elucién se realiza con un disolvente hidrofébico, como por ejemplo hexano, al
gue se van afadiendo pequefias cantidades de modificador, que suele ser un
disolvente mas hidrofilico, produciéndose una separacién paulatina de los
compuestos segun su hidrofobicidad. También se pueden emplear soporte
hidrofébicos como carbdn garantizando o fases organicas unidad a silice como

la C18, donde se retienen los compuestos muy lipofilicos eluyéndose el resto.

El empleo de la SPE como método para realizar la limpieza de los extractos
cromatograficos estd ampliamente extendido para le determinacién de multitud

de analitos en matrices de distinta indole.!** *"
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E. Determinaciéon instrumental

La eleccion de técnicas analiticas para determinacion instrumental depende de
una variedad de factores incluyendo costo, disponibilidad, selectividad,
sensibilidad, propiedades de los analitos y capacidad de analisis. En el caso
de los plaguicidas, esta determinacion se lleva a cabo mediante técnicas
cromatograficas, cromatografia de gases (CG) o cromatografia de alta
resolucién (HPLC), acoplados a detectores que permitan la obtencion de una
sensibilidad y selectividad adecuadas. Aunque una gran variedad de
detectores, tales como espectrometria UV-Vis (UV), fluorescencia (FD), arreglo
de diodos (DAD), captura de electrones (ECD) o el de nitrégeno fosforo (NPD),
han sido tradicionalmente utilizados, actualmente tiene mucha més importancia
la espectrometria de masa (MS) como sistema de deteccion en el andlisis de

plaguicidas mediante GC o LC.

La eleccién entre la GC y HPLC depende de las caracteristicas fisicoquimicas
de los pesticidas. La GC se emplea principalmente para pesticidas que se
vaporizan facilmente sin degradarse, con puntos de ebullicion por debajo de los
250°C y polaridades bajas o intermedias en el analisis. En cambio, HPLC se
utiliza para pesticidas muy polares que no son facilmente vaporizables, con

puntos de ebullicion por encima de los 200°C y que son labiles térmicamente
[43, 44]
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1.8 MANZANA (MALUS DOMESTICA)

La manzana es una fruta poméacea de tipo climatérica, comestible obtenida de
la semilla del manzano domeéstico (Malus domestica), otros manzanos

(especies del género Malus) o hibridos de aquel “°.

1.8.2 Origen

El origen de los manzanos, como el de otras plantas cultivadas desde tiempos
remotos, posiblemente mucho antes de la era cristiana, es poco claro.
Actualmente se acepta que en la formacion de los manzanos cultivados han
intervenido especies como Malus sylvestris, Malus orientalis Uglitzk y Malus
sieversii. Algunos autores suponen que estos frutales se originaron en el
Céaucaso y Turkestan, por la gran variacion en la formas y en los sabores de las
manzanas que alli se encuentran. EI M. sieversii es una especie todavia

presente en las montafias de Asia central ** 4%/,

El manzano fue introducido en Europa por los romanos y en la actualidad
existen unas mil variedades, como resultado de innumerables hibridaciones
entre formas silvestres. El manzano se cultiva en regiones templadas y en las

partes mas altas y frias de los tropicos [

Entre los paises y regiones
productoras de manzanas mas importantes se pueden mencionar los

siguientes (Tabla 8):
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TABLA 8. PRINCIPALES PRODUCTORES DE MANZANA.

Segun Foods and Agriculture Ornanization of the United Nations. 2011!

13]

PRODUCTOR TONELADAS PRODUCTOR TONELADAS
China 35,987,221 Chile 1,169,090
USA 4,272,840 Argentina 1,115,950
India 2,891,000 Ucrania 954,100

Turquia 2,680,080 Alemania 898,448
Polonia 2,493,080 Corea 806,718
Italia 2,411,200 Africa del Sur 781,124
Francia 1,858,880 Uzbekistan 779,000
Iran 1,651,840 Espafa 670,566
Brasil 1,339,000 Japoén 655,300
Rusia 1,200,000 México 630,533

1.8.3 Morfologia

La manzana pertenece a la familia de las Roséaceas, al igual que la mayor parte
de las frutas de clima templado, cultivadas por su fruto, que es apreciado como
alimento. Esta fruta se incluye dentro del grupo de los frutales de pepita, junto
con la pera y el membrillo. Sin embargo, la clasificacion botanica de la
manzana es un tanto confusa ?. Este fruto es un arbol que puede alcanzar
hasta 12 m de altura y vivir hasta 80 afos, inerme, caducifolio, de copa
redondeada abierta y numerosas ramas que se desarrollan casi
horizontalmente 2. El tronco tiene corteza agrietada que se desprende en
placas. Las hojas, estipuladas, son ovaladas u obtusas, de base redondeada,
generalmente de bordes aserradas pero ocasionalmente sub-enteras, de fuerte
color verde y con pubescencia en el envés. Al estrujarlas despiden un

agradable aroma !,
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La inflorescencia también llamada cima puede estar compuesta de 4 a 8 flores
hermafroditas, siendo la central la primera en formarse en posicion terminal,
resultando la mas desarrollada y competitiva. A ésta se le llama comunmente
“flor reina" y generalmente produce los frutos de mayor tamafio y calidad.
Dichas flores son hermafroditas, con un céliz de cinco sépalos, una corola de 5
pétalos blancos, redondeados, frecuentemente veteados de rojo o rosa, con

ufia milimétrica y 20 estambres ** 47,

El manzano florece en primavera y su
fruto, la manzana, llamado pomo, es globoso, de color verde, amarillo o rojizo
que suele madurar hacia el otoflo. EI manzano silvestre se diferencia del

domestico por un color verde amarillento en su piel y sabor agrio 5.

1.8.4 Importancia nutricional

La manzana ha sido considerada por muchas civilizaciones un simbolo de vida
e inmortalidad. La creencia popular dice que una manzana al dia mantiene
lejos al doctor, y hoy tenemos suficientes evidencias cientificas para afirmar
que dicha creencia es verdadera. Las manzanas poseen altas cualidades
nutricionales que las hacen un alimento perfecto debido a que no contienen
grasas, colesterol, ni sodio, ademas de ser un alimento con escasa cantidad de
calorias " 100 g de manzana aportan solamente 50 kcal y la mayor parte de
Su peso es agua. El segundo constituyente en importancia son los hidratos de
carbono ya que contiene azUcares simples que le confieren un sabor dulce y
algunos acidos organicos que le otorgan un ligero sabor acido. La manzana es
una fuente importante de ciertos minerales (potasio, fosforo y magnesio) y es

rica en pectinas, fibra y vitamina C (Tabla 9).

Popularmente se le asignan propiedades antiinflamatorias del aparato
digestivo, gracias a la pectina que es a la vez laxante suave y astringente en
caso de diarreas o colitis; presenta ademas efectos diuréticos y depurativos asi

como anticatarrales e hipotensores.
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TABLA 9. VALORES NUTRICIONALES DE LA MANZANA.

Segun Nutritive Value of Foods. United States Department of Agriculture. 2002!*®!

Manzana

Valor nutricional por cada 100 g c/ piel

Carbohidratos 13819
Azlcares 10.39¢g
Grasas 0.17¢9
Proteinas 0.26 ¢
Agua 85.56 g
Vitamina A 3 ug (0%)
B-caroteno 27 ug (0%)
Tiamina (Vit. B1) 0.017 mg (1%)
Riboflavina (Vit. B2) 0.026 mg (2%)
Niacina (Vit. B3) 0.091 mg (1%)
Acido pantoténico (B5) 0.061 mg (1%)
Vitamina B6 0.041 mg (3%)
Acido félico (Vit. B9) 3 ug (1%)
Vitamina C 4.6 mg (8%)
Vitamina E 0.18 mg (1%)
Vitamina K 2.2 ug (2%)
Calcio 6 mg (1%)
Hierro 0.12 mg (1%)
Magnesio 5 mg (1%)
Manganeso 0.035 mg (2%)
Fosforo 11 mg (2%)
Potasio 107 mg (2%)
Zinc 0.04 mg (0%)

1.8.5 Cultivo en México

La manzana, gracias a su enorme adaptabilidad, logr6é dispersarse a diversas
regiones de tal forma que hoy es uno de los principales frutos que se producen

45]

y consumen a nivel mundial En México, la manzana fue introducida con la

colonizacion en el siglo XVII y actualmente ocupa el sexto lugar en produccién
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con el 4.2 % del volumen total de los productos fruticolas y un consumo de 6.5

kg. por persona al afio <.

De acuerdo a la forma de consumo de este producto, se pueden distinguir tres
grupos: manzanas para mesa, para cocinar, y para la agroindustria (sidra, jugos
y deshidratada). En el aspecto de produccion comercial, las variedades que

mayormente destacan en nuestro pais son 4> 490k

+ Golden Delicious. Fruto no muy resistente a la manipulacion; de cascara
amarillo intenso en plena maduracién. Su pulpa es de color blanca
cremosa, compacta, suculenta, bastante dulce, acida y medianamente

aromatica. Su cosecha se lleva a cabo entre los meses de agosto a octubre
[49, 50]

+ Red Delicious. Su tamafo es variable, con cascara delgada, lisa y
brillante; de color verde estriado de amarillo y rojo. Su pulpa es blanca y
verdosa, fina, fundente, azucarada, agridulce, jugosa y perfumada. Su

época de cosecha es en los meses de septiembre a noviembre 4% 59,

« Strarking. Es una mutacion de Red Delicious. Fruto grande, cénico, con
cinco I6bulos alrededor del ojo muy marcado. Carne amarilla crujiente, de
sabor muy agradable. Epidermis de color rojo vinoso y con estrias mas
oscuras. Arbol de buen vigor y fertilidad. Buena conservacion en frigorifico.

Recoleccion en octubre %,

+  Rome Beauty. Fruto grueso de forma esferoidal, su cascara es bastante
gruesa, amarilla verdosa, cerca de 40-60% de la superficie es de un color
intenso. La pulpa es blanca o blanca crema, no muy compacta, poco o
medianamente suculenta, poco dulce, poco acida, poco aromatica, de

mediana a escasa caracteristica gustativa *°'.

+ Dorset Golden. Fruto grueso a muy grueso, de alta resistencia a la
manipulacion. Su cascara es gruesa, verdosa y coloreada de rojo, mientras
gue su pulpa es blanca cremosa, muy compacta y poco suculenta, dulce,
medianamente a poco acida, poco aromatica, de mediana caracteristica

gustativa 1.
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En la dltima década, la superficie plantada de manzana en México ha
permanecido estable. En el 2012, ésta ascendi6é a 61,486 hectareas, cuando la
produccion nacional de manzana registr6 su récord al alcanzar
698,222 toneladas, nivel que representa un crecimiento de 4.1 % en relacién
con el afio previo P* *!. La produccién de manzana se realiza en 23 estados;
sin embargo, solamente 4 concentran mas del 80 % en la superficie sembrada,
y cosechada (Figura 3); siendo por orden de importancia: Chihuahua, Durango,

Coahuilay Puebla 9.

Figura 3. DISTRIBUCION DE PRODUCCION DE MANZANA EN EL PAIS.

Elaborada con datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SAGARPA) 31
de marzo del 2012 ¥

B Chihuahua ®m Durango ® Coahuila m Puebla m Resto del pais

De acuerdo con el avance de siembras y cosechas de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién ®* %Y 1|a
produccion de manzana en el estado de Chihuahua, principal entidad

productora, se ha reducido debido a problemas de sequia y heladas.

Estos efectos han ocasionado un importante incremento en los precios
nacionales de la fruta por lo que los precios del frutal alcanzados en el 2012
son los mas altos de los ultimos seis afios. Por estas razones, muchos

productores se vieron en la necesidad de incorporar innovaciones tecnoldgicas
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en sus huertos, entre los cuales se puede encontrar el uso de plaguicidas para

el cuidar sus frutos de enfermedades e insectos que pudieran atacarlas °?.

1.8.6 Plagas !> 552

+ Gorgojo de la flor del manzano (Anthonomus pomorum). Este
coledptero causa dafios exclusivamente a las flores del manzano, en cuyo
interior habitan las larvas que provocan su destruccion 4% %9,

+ Arafuelo del manzano y del ciruelo (Hyponomeuta malinellus). Esta
plaga destruye todas las partes verdes, y no sélo pierde la cosecha, sino

que se pone en peligro la vida del &rbol al quedar desprovisto de hojas *°.

* Pulgén lanigero del manzano (Eriosoma lanigerum). Es el enemigo
mas peligroso de este frutal. Este afido ataca en el tronco o en las ramas
del manzano y, a veces incluso en las raices. Los pulgones emiten, con su
picadura, una saliva, que estimula la formacién de tumores y nudosidades,
los cuales favorecen la infeccién del hongo responsable del chancro del
manzano 55052

« Zeuzera y Cossus. Ponen sus huevos en las fisuras profundas de la
corteza del manzano. La Zeuzera ataca a las ramas de unos 3 cm de
diametro, casi nunca al tronco ni a las ramas gruesas. El Cossus suele

abrir sus galerias en las ramas gruesas y en el tronco .

« Arafa roja (Tetranychus urticae). Varias especies de acaros,
denominados “arafas rojas”, causan dafios en el manzano. Pasan el
invierno en forma de huevo sobre la corteza, dandole a la madera un color

rojo caracteristico [*°!.

+ Bordadores de las frutas (Adoxophyes reticulana, Pandemis ribeana).
Se trata de pequefias mariposas que en estado de larva provocan en los

frutos erosiones superficiales irregulares %052,
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Agusanado de manzanas y peras (Cydia pomonella). En estado de larva
se nutre, exclusivamente, de las semillas del fruto en vias de desarrollo o

ya maduro. Se alimentan de las hojas hasta llegar a los frutos 5%,

Cochinilla perniciosa o piojo de San José (Quadraspidiotus
perniciosus). En los focos de contagio, la diseminacion natural se
manifiesta extendiéndose como manchas de aceite alrededor de los
primeros &rboles atacados y mas o menos rapidamente segun las
condiciones locales de clima y cultivo, densidad de plantacion, etc. El
contagio se produce por las larvas de primera edad que, llevadas por las
aves o arrastradas por el viento, pueden pasar de un arbol a otro % %2,

Psila comun del manzano (Psylla mali). Este insecto segrega una
melaza sobre los frutos y hojas, que constituye un excelente medio de
cultivo para determinados hongos. La piel de las manzanas queda marcada
y oscurecida y en el follaje se desarrollan manchas pardas. Las larvas
aparecen en la segunda quincena de marzo y abril, pican los botones
florales y provocan su aborto, asi como deformaciones en las hojas y mas

adelante en los frutos %),

Mosca de la fruta (Ceratitis capitata). Es la plaga que mas dafos
produce en los frutales. Este insecto, es una mosca de menor tamafio que
la domeéstica y de vivos colores. Los primeros sintomas del dafio se
manifiestan por pequeiias manchas marrones alrededor de la picadura,
posteriormente el fruto acaba por reblandecerse y pudrirse con emanacion

de liquido al exterior 1> %% 2]
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1.8.6 Enfermedades

Oidio del manzano (Podosphaera leucotricha (Ell. et Ev.) E.S. Salmon
f.c. Oidium farinosum). El oidio o ceniza es la principal enfermedad que
afecta al cultivo de manzano, si bien la importancia dependera de la
sensibilidad varietal. Los sintomas se pueden observar sobre todo el arbol
y frutos jovenes. En cualquiera de ellos el sintoma comun es el crecimiento
del hongo sobre su superficie que hace que su aspecto sea el de estar
cubierto por un polvillo harinoso. Si el ataque es muy intenso y
especialmente cuando se elevan las temperaturas puede llegar a producir
una caida prematura de la hoja > %,

Virosis del mosaico del manzano (Apple Mosaic Virus). Produce
manchas cloréticas en las hojas, siendo més visibles en primavera y a
principios del verano, bandas blancas en torno a las nerviaciones primarias,
y a veces secundarias, y amplias zonas cloréticas que pueden llegar a

necrosarse durante el verano %,

Chancro del manzano (Nectria galligena). Originado por un hongo
parasito que causa dafios muy importantes en ramas y provoca la
podredumbre de los frutos. Este hongo encuentra el ambiente favorable
para su desarrollo en las zonas de clima himedo y donde vegeten plantas
mal cuidadas. Las lesiones pueden afectar a todos los 6rganos lefiosos, del
tronco alas ramas y delas ramas mas gruesas a las de un afo.
Inicialmente, aparecen unas pequeiias manchas, que pueden localizarse,
sobre todo, alrededor de cualquier herida producida por los insectos, el
granizo, el hielo o por algun instrumento metalico. Alrededor de cada
mancha se necrotiza la corteza, que se separa y se desprende, la planta
trata de reaccionar formando tejidos cicatrizantes, pero, incluso, esta nueva

formacion se ve agredida por el hongo 1559,
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Rofia 0 moteado del manzano (Venturia inaequalis (Cooke) Winter

f.c. Spilocea pomi Fr. Ex Fr.). Es la enfermedad mas grave del manzano,

teniendo una importancia especial en las regiones de clima muy humedo.

Los sintomas de la enfermeda

d 14550, 52].

En las hojas: manchas aceitunadas, oscurecidas y regulares sobre el
haz. Cuando el ataque es grave, los tejidos mueren y toman un tinte
castafo.

Sobre los ramos: el ataque se produce en los ramos todavia verdes. Se
forman escamas en la corteza, especialmente en la base de los ramos, y
se detiene el crecimiento de éstos.

Sobre las flores: el moteado aparece generalmente después de la
floracién, pero cuando el ataque alcanza a las flores, éstas pueden
marchitarse y caer.

Sobre los frutos: la enfermedad obstaculiza su desarrollo, se deforman,

agrietan y caen. En el mejor de los casos quedan depreciados.

Moniliosis (Monilia laxa (Aderh. y Ruhl.) Honey. El dafio se produce
en la vegetacién y en la produccién cuando tiene lugar una elevada
humedad atmosférica. Las flores son atacadas en plena antesis y
sustituidas por el micelio del hongo y en las ramas se presentan chancros.
Estas formaciones cancerosas provocan abundantes exudaciones de
goma Yy la rapida muerte de la parte distal del ramo en el que estan
insertas. En los frutos de las variedades precoces se desarrolla un moho
pardo, sobre el que aparecen granulaciones de color gris P°.
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II. JUSTIFICACION

La mayoria de los métodos reportados por las diversas organizaciones a nivel
mundial destinadas a evaluar los limites de contaminacién por pesticidas en
alimentos son por cromatografia de gases, no obstante muchos pesticidas
tienen puntos de descomposicion bajos lo cual dificulta su cuantificacion. Hoy
en dia existen estudios sobre el empleo de la cromatografia de liquidos (HPLC)
para el andlisis de residuos de pesticidas, o que la postula como una opcion
para el desarrollo de una metodologia eficaz en la determinacién de este tipo

de compuestos en alimentos

11l. HIPOTESIS

Si el método propuesto por HPLC para la identificacion de plaguicidas
organofosforados se encuentra cercano a los limites de cuantificacion y limites
de deteccion que se obtienen en el andlisis por GC, entonces sera posible
utilizar dicha técnica para la cuantificacion de plaguicidas organofosforados en

frutos pomaceos.
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IV. OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia de una metodologia analitica alternativa para determinar y
cuantificar trazas de plaguicidas organofosforados (clorpirifos, diazin6n y
malation) en manzanas, por cromatografia de liquidos de alta resolucién con
deteccidn espectrofotométrica UV-Visible (HPLC-UV).

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Seleccionar las condiciones 6ptimas para llevar a cabo la separacion
cromatografica y la deteccidén de los plaguicidas organofosforados por
HPLC-UV.

» Desarrollar un método por la técnica de extraccion en fase soélida para
extraer de manera selectiva y cuantitativa los plaguicidas

organofosforados contenidos en la manzana.

« Optimizar el método de extraccion para el andlisis de plaguicidas en
manzana mediante el establecimiento de los limites de cuantificacion, de

deteccién y porcentaje de recuperacion.
« Determinar la longitud de onda 6ptima para la deteccion.

» Caracterizar cada uno de los plaguicidas en base a sus caracteristicas

fisico-quimicas.

* Llevar a cabo la aplicacién del método desarrollado a muestras de frutos

expuestos en el laboratorio a los plaguicidas en estudio.
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V. MATERIALES
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Figura 4. Diagrama de trabajo

5.1 MUESTRA BLANCOLas manzanas utilizadas como blanco matriz,
a las cuales se les realizo un andlisis previo para corroborar que no
presentaran residuos de plaguicidas; fueron obtenidas del mercado de la

Merced.

5.2 DISOLVENTES Y REACTIVOS

Los reactivos y disolventes empleados en el andlisis de residuos de pesticidas
de las manzanas se muestran en la Tabla 10. Con la finalidad de eliminar
algunas impurezas en los disolventes utilizados para la fase movil (FM), tanto el
acetonitrilo como el agua se filtraron a través de membranas Millipor y se
desgasificaron por medio de sonicacion. Los disolventes se almacenaron a

temperatura ambiente en frascos de vidrio protegidos de la luz.
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Tabla 10. Caracteristicas de los disolventes y reactivos empleados en el
analisis de pesticidas

Pureza

Disolvente/Reactivo (%) Marca
Acetona 99.5 JT Baker
Acetato de etilo 99.9 JT Baker
Acetonitrilo 99.98 JT Baker
Hexano 99.9 JT Baker
Metanol 99.96 JT Baker
Sulfato de sodio anhidro 100 JT Baker

(Na,SO,)

Para realizar las soluciones patrén de pesticidas, se peso la cantidad de polvo
o liquido de cada pesticida y se aforé con acetonitrilo, al igual que los
disolventes las muestras se utilizaron filtros MILLEX antes de inyectarlas. Las
soluciones patron se almacenaron en refrigeracion a 4 °C. Las caracteristicas
de los pesticidas asi como las concentraciones de las soluciones patron se

muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas de los pesticidas utilizados como estandares

Concentracion
Pureza

Pesticida (%) Marca solucion patron
(mg/mL)
Clorpirifos 99.9 SIGMA-ALDRICH 10.0
Diazinon 98.3 SIGMA-ALDRICH 10.0
Malation 97.2 SIGMA-ALDRICH 10.0

A partir de las soluciones patron, se prepararon soluciones de trabajo en
acetonitrilo a diferentes concentraciones. Todas las soluciones de trabajo se

mantuvieron en refrigeracién a 4°C.
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5.3 EQUIPO, MATERIAL E INSTRUMENTACION

Los equipos empleados durante el andlisis fueron: Balanza analitica marca
OHAUS (modelo EP124C Max. 210 g d=0.1 mg), Rotavapor marca Buchi
R-205, espectro UV/VIS marca PerkinElmer Modelo Lamda 25. Se utilizd6 un
cromatoégrafo de liguidos (HPLC) VARIAN equipado con dos bombas modelo
PS 210, un detector de UV — VIS modelo 310, un inyector manual Rheodyne
y una Columna Agilent Technologies Tipo ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6
X 150 mm, 5 um, empleada para el analisis de rutina a nivel trazas de

pesticidas.
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VI. METODOLOGIA

6.1 CARACTERIZACION Y ESTANDARIZACION DEL
METODO

Para seleccionar la longitud de onda (1) Optima se realiz6 un barrido (190-
1100 nm) de cada uno de los plaguicidas en el Espectro de UV/VIS para
conocer la longitud de onda a la cual presentan una mejor absorcion, y asi
poder establecer una longitud de onda de trabajo adecuada para el analisis de

los tres pesticidas.

La seleccion de la composicion de la fase movil éptima para el analisis se
bas6é en el estudio de la retencion de los 3 plaguicidas en una columna
empacada con fase estacionaria C-18, con diferentes mezclas de entre agua,
acetonitrilo y metanol, estableciendo como fase movil una mezcla de
acetonitrilo:agua, en una concentracion 90:10. Bajo estas condiciones se
logré obtener mejores resultados con respecto a la separacion de los picos,
aumentando también la resolucién de los mismos y teniendo un tiempo de

analisis corto.

Mediante inyecciones sucesivas en el cromatografo de liquidos (HPLC), se
caracterizaron los pesticidas comparandose los tiempos de retencion (TR) y
areas de cada uno de los organofosforados del estudio (clorpirifos, diazinon y

malation).

Una vez montada la separacion analitica se realizd el estudio de la
linealidad con soluciones estandar, a concentraciones en un intervalo de
0.03 a 0.3 mg/mL, a seis diferentes puntos de concentracion para cada
pesticida; cada solucion se inyecto por triplicado y se calculo el coeficiente de
correlacion (R).

La precision del sistema se evaluo mediante las areas de los picos

correspondientes a 5 inyecciones de una de las soluciones estandar
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preparadas para la curva de linealidad. Con los datos obtenidos se calcul6 la

media (X), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion (CV).

El limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC) de los plaguicidas
se obtuvieron por medio de diluciones sucesivas; considerando al LD como la
concentracion a la cual el analito proporciona una sefial significativa y
diferente a la sefial dada por la linea base, lo que permite identificar al
compuesto en cuestion, y para el caso del LC se refiere a la minima
concentracion del analito que nos proporciona una sefal clara diferente a la
sefal de “ruido” de fondo, con la cual se pueda trabajar cuantitativamente.
Estos fueron determinados inyectando soluciones cada vez mas diluidas de

los plaguicidas.

Los porcentajes de recuperacion se obtienen al tratar cada uno de los
compuestos de interés (de concentracion conocida) al procedimiento de
extraccion, limpieza (SPE) y cuantificacion, al cual se somete la muestra de

estudio, realizdndose también por triplicado.

6.2 MUESTRA BLANCO

Las manzanas exentas de plaguicidas, que fueron utilizadas como blanco
matriz, se obtuvieron del mercado de la Merced, con un peso aproximado de
162 a 186 g cada una y se almacenaron en refrigeracion (4 °C) hasta su
andlisis. Para el analisis se determind que las manzanas utilizadas
presentaban un 83 % de humedad. Al realizarse esta determinacion se
observd que la muestra sufria caramelizacion, lo que dificultaba el andlisis.
Por lo que se decidi6 trabajar en base hiumeda. Después de la adquisicion
la muestra se adecud, separando las partes no comestibles y cortandose en
trozos de menor tamafo para facilitar la molienda. Se utilizaron porciones de
83.0 + 0.10 g de muestra, las cuales se molieron hasta obtener una mezcla
homogénea con consistencia de papilla, que se contaminé con una mezcla de
los pesticidas en estudio a una concentracion de 6 mg/mL. Todo el estudio fue

realizado en base himeda.
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6.3 EXTRACCION DE RESIDUOS DE PESTICIDAS

Diferentes métodos, basados en un disolvente de extraccion sencillo, se han
utilizado en numerosos trabajos para la extraccién de plaguicidas > 53 el
acetonitrilo, acetato de etilo, metanol y etanol son utilizados con frecuencia
para la extraccion de pesticidas polares, el acetato de etilo por ejemplo, tiene
una polaridad media y la capacidad de extraccion de compuestos en un
intervalo amplio de polaridad, tal como los pesticidas. Los plaguicidas
empleados en el presente estudio presentan diferentes polaridades entre si
pero todos son solubles en acetato de etilo. Clorpirifos y diazindn son
ligeramente solubles en agua; malatiéon es poco soluble en agua. Ademas, la
efectividad de la extraccion de residuos de pesticidas empleando acetato de

etilo desde matrices vegetales esta demostrada en la literatura B* %!,

La técnica de extraccion solido-liquido consistio en el siguiente procedimiento;
Para cada muestra se utilizé una porcion representativa de 83.0 + 0.10 g
(base humeda) de muestra homogenizada y contaminada (media manzana),
dejandose atemperar por aproximadamente 20 a 30 min. Se pesaron 5.0 g de
pulpa y se mezclaron con 50.0 mL de acetato de etilo. Se agito durante 4 hrs.
En parrilla de agitacion a temperatura ambiente. Se deja sedimentar la
muestra durante media hora y el extracto obtenido se filtra a través de un
embudo con sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua que pudiera haber
arrastrado el acetato de etilo y materia sélida perteneciente a la muestra. El
extracto obtenido se evaporé hasta sequedad en rotavapor a vacio a una

temperatura de 48 a 50 °C, la muestra se redisolvié con 2.0 mL de hexano
[39, 54]
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6.4 EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE) O LIMPIEZA

Al analizar pesticidas en alimentos a nivel trazas, frecuentemente se tiene en
la muestra la remocion de materia organica de altos pesos moleculares y en
mayores proporciones comparados con el analito de interés, los cuales
pueden interferir con el estudio. Con el fin de eliminar impurezas de la matriz
tales como colorantes, lipidos, hidratos de carbono y proteinas se usan pasos
de limpieza adicionales para aumentar la selectividad del método de
extraccion y minimizar las interferencias durante la identificacion, como la
extraccion en fase solida (SPE) la cual se empleo en este trabajo. A todas las
muestras se les realiza un clean-up con cartuchos de florisil % #2535 en una
camara de SPE antes del analisis por HPLC. EIl cartucho se activa eluyendo
50.0 mL de hexano. El extracto de manzana redisuelto (2.0 mL) en hexano se
transfiere al cartucho, el cual se eluye con 50.0 mL de hexano:acetona (90:10)
para el analisis. La fase orgénica obtenida se evapora a sequedad en
rotavapor a una temperatura de 45 a 50 °C. El residuos seco se redisolvio
en 1.0 mL de acetonitrilo y se mantiene en refrigeracion (4 °C) hasta su

analisis por HPLC.

6.5 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION

Una vez realizada la extraccion y limpieza de cada una de las muestras, se
procedio a la separacién e identificacion de cada uno de los plaguicidas
mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) con detector de
UV-VIS. Las muestras se inyectaron manualmente utilizando un sistema

isocrético (acetonitrilo:agua 90:10), con inyecciones de 20 ulL, flujo de

1.0 mL/min y una longitud de onda () de 205 nm.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

La importancia de proponer un método alternativo para el analisis de matrices
alimentarias se debe a que oficialmente la Unica metodologia empleada para la
deteccion y cuantificaciéon de este tipo de compuestos es por medio de la
Cromatografia de Gases (GC), por lo que se propuso como método alternativo

la cromatografia de liquidos (HPLC).

En la estandarizacion de las técnicas de extraccion y cuantificacion se

obtuvieron los siguientes resultados.

7.1 DETERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA
OPTIMA PARA LA DETECCION

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV/VIS) es una espectroscopia de
emision de fotones. Utiliza radiacion electromagnética (luz) de las regiones
visible, ultravioleta cercano (UV) e infrarroja cercano (NIR) del espectro
electromagnético. La radiacion absorbida por las moléculas desde esta region
del espectro provoca transiciones electronicas que pueden ser cuantificadas,
por medio de la cuales se puede identificar algunos grupos funcionales de las

moléculas, asi como su conformacion.

Para fines practicos es conveniente mencionar la clasificacion convencional de

los orbitales moleculares en la capa de valencia de los compuestos organicos.

* Los orbitales tipo o se dan cuando se tienen presentes enlaces sencillos de
tipo C—H o C—C, teniendo un caracter fuertemente enlazante.

* Los orbitales © indican la presencia de enlaces multiples (croméforos,
compuestos con insaturaciones y sistemas aromaticos, entre otros).

* Los orbitales tipo n describen pares de electrones libres asociados con
heteroatomos (O, S, N).
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Figura 5. Longitudes de onda de absorcion en la region UV para los diferentes compuestos
en estudio.

Analizando los picos que aparecen en los espectros obtenidos (Figura 5) se
puede decir que las moléculas presentan tres estados de transicién. Los
cuales indican los enlaces y conformacion que tienen los compuestos. Estos

picos se encuentran en la region que va del UV lejano — UV proximo.
Los estados de transicion presentes en las moléculas son:

Clorpirifos:

o s o—ch—ck n—» o* Enlaces sencillos unidos a heteroatomos
z 3
IV 4 R-C—Cl
SN .
ol \ g 0—CH—CH, n—» 7w+  Dobles ligaduras R—C=C-R
Enlaces multiples unidos a heteroatomos

Cl n—-» *
R—C=N-R
Diazinon:
i oc—> o* Enlaces sencillos de tipo H-C—-C—-H y C—H
CH,—CH 5 O—CH,—CH,
>=N \F'/ i
AN n—» 7w+ Dobles ligaduras R—C=C-R
N\ / 0" 0—CH,—CH, ) )
N . Enlaces multiples unidos a heteroatomos
5 —> T
« R-C=N-R
Malation
N oc—» o* Enlaces sencillos de tipo H-C-C-H y C-H
| s O—CH, . . .
f|:Hz N 0 . Enlaces sencillos unidos a heteroatomos
(|3H—S/ \O—CHg ¢ H-C-O
oy Enlaces multiples unidos a heteroatomos
CH;—cH,—a” o n—» m* R-C=0
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De igual forma al observar los espectros de absorcion de los plaguicidas en
estudio se puede apreciar que la mayoria de ellos muestran mas de un
maximo de longitud de onda de absorcién (A) en un rango que va de los
200 nm a 313 nm. Para poder realizar el estudio de los tres plaguicidas
simultaneamente, era necesario encontrar una longitud de onda a la cual se
asegurara que absorbieran los tres compuestos, por lo que al realizar el
scanning de los tres plaguicidas se encontré que a las longitudes de onda de
205 nm y 223 nm se tiene una convergencia de los tres plaguicidas, lo que
indica que a esas longitudes de onda los tres compuestos presentaran una
buena absorcién al realizar el andlisis simultaneo de los tres compuestos. Por
lo que se realizd el estudio de identificacion de los compuestos en mezcla a
estas longitudes de onda, para asi conocer cual era la optima en la

determinacion simultanea de los plaguicidas (Figuras 6, 7).

L
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1200
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Flujo: 1 mL/min

0 A: 205 nm
20 Columna: Eclipse XDB-C18
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Figura 6. Cromatograma para determinar la longitud de onda de trabajo, realizado a 205 nm.
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Figura 7. Cromatograma para determinar la longitud de onda de trabajo, realizado a 223 nm.

En base a los cromatogramas obtenidos se eligio la longitud de onda de

205 nm, ya que en estas condiciones los plaguicidas presentan una mejor

absortividad.
7.2 SELECCION DE LA COMPOSICION DE LA FASE
MOVIL

Los tres disolventes con los cuales se sugiere trabajar en un andlisis de este

tipo son metanol, agua y acetonitrilo.***"

Al inicio del trabajo se seleccion6
como fase movil acetonitrilo:agua (70:30), tomando en cuenta los trabajos
revisados para montar el experimento® % %°: ademas de plantear que al ser
los compuestos de tipo hidrofébicos, y trabajando con una fase movil acuosa se
podria tener una mejor separacion de los compuestos, al igual que una mejor
resolucién. Los resultados obtenidos no fueron del todo favorables ya que se
tenian tiempos de corrida de 45 minutos y la resolucién que presentaron los
picos de cada compuesto no eran del todo buena. Por lo cual se realizo una
variacion en los gradientes de la fase modvil, hasta encontrar las

concentraciones optimas (ACN:H,O 90:10) a trabajar de cada disolvente. Con
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esto se logré disminuir la polaridad de la fase movil, y asi obtener un menor
tiempo de analisis, una buena separaciéon de los picos y mejorar la resolucion

de los mismos, como se puede apreciar en la figura 8.
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Figura 8. Cromatograma correspondiente a la inyeccién de una mezcla de estandar de los
tres plaguicidas a una concentracion 0.5 mg/mL cada uno.
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7.3 CARACTERIZACION

El tiempo de retencion de cada compuesto se puede estudiar en base a
parametros fisicoquimicos caracteristicos de cada molécula como pueden ser
su peso molecular, polaridad, pKa, dureza, entre otros valores. En el presente
trabajo se busco evaluar el tiempo de retencién de cada plaguicida en base a
estos parametros para asi entender y explicar las caracteristicas de cada

molécula.

7.3.1 PESO MOLECULAR VS TIEMPO DE RETENCION

Se sabe que entre mayor sea el tamafio del compuesto mas tiempo tardara
en salir de la columna debido al impedimento estérico que se presenta por
parte de la molécula al ser eluida. Para comprobar este parametro se realizo
una comparacion entre el tiempo de retencion y el peso molecular de los

plaguicidas empleados (grafica 2).

Tabla 12. Valores de peso molecular y tiempos de
retencion de los plaguicidas.

Peso Tiempo de
Plaguicida molecular retencién
(g/mol) (min)
Clorpirifos 350.59 3.12+0.3
Diazinén 304.35 2.7+0.2
Malation 330.36 1.86+0.2
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Figura 9. Tiempo de retencion en funcion del peso molecular.

En base a los datos presentados en la tabla 12 con respecto al peso molecular
de cada plaguicida se esperaria que el orden de aparicion fuera
diazindn-malatidn-clorpirifos, teniendo asi una grafica lineal ascendente, sin
embargo, como se observa en el cromatograma presentado anteriormente
(figura 4) el primer compuesto en ser eluido de la columna es el malation. La
razén de que este sea el primero en salir y no el diazin6n tiene que ver con la
estructura que presentan las moléculas. Los compuestos con los que se
trabajé son hidrocarburos derivados del acido fosférico; siendo el diazinén vy el
clorpirifos compuestos de tipo heterociclicos mientras que el malatiébn presenta
una conformacion de tipo alifatica. Por lo que se puede pensar que al
presentar el diazinbn una conformacién de tipo ciclica tendrd mayor
impedimento conformacional al pasar por la columna, a diferencia del malation
que al no estar ciclada podria acomodarse mejor para poder pasar mas rapido
y de esta forma presenta un menor tiempo de retencion. Tomando en cuente
lo antes mencionado, podemos observar que en la grafica realizada del peso
molecular contra el tiempo de retencion (figura 9) los compuestos presentan
cierta tendencias lineal. Por lo que podria decir que el peso molecular no es
uno de los parametros que mas influye en el estudio con respecto a tiempo de

retencién de cada compuesto.
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7.3.2 pKa VS TIEMPO DE RETENCION

La definicion que se tiene de pKa es la siguiente. “pKa es la fuerza que tienen
las moléculas de disociarse”. Una forma conveniente de expresar la relativa
fortaleza de un acido es mediante el valor de su pKa, valores pequefios de
pKa equivalen a valores grandes de Ka (constante de disociacion) y, a medida

que el pKa decrece, la fortaleza del acido aumenta !,

Sabiendo esto, podemos deducir que cuanto menor sea el valor de pKa del
plaguicida serd mas acido por lo que se disociara mas facilmente en el agua.
Al estar compuesta la fase mdvil por una pequefia parte de agua (90:10
ACN:H,0), puede decirse que el plaguicida que aparecera primero es el
presente un valor de pKa bajo y por lo tanto el mas acido de los tres, por lo

que irdn apareciendo segun su valor de pKa.

Compuesto pKa Compuesto pKa Compuesto pKa

Clorpirifos Diazin6n Malatién

—N /:
N\ ) 5.12 ‘N, 1.58
cl /=N Hz_ 0
2—”> 1.13 ”>\ ) 2.48 \E
\ l -6.74
|

o]

\ H;C Jy HiC - gz__ D/&D
.@ -0.38 =" 3.16
\

.
I
[¢]

c N
/ N />
H,C
cl
=" HC—C—0_
N\ / -2.29 cH, H,
he HS 0—C—CH s, 0—C—CH
cl : %:N \LoH Y CH, N7 H, 3
/\ -4.06 /il -6.82
gi N 0 0—C—CH; § 0—C—CH
s, ,0—C—CH, \ / H, nos
=N E " H,C H ’
e _ 3
cl \ o o ﬁz CH, 4.24 Hac—Cz—-O ;

Cl

Tabla 13. Valor de pKa con respecto a los sustituyentes en la molecula, obtenidos con ayuda del programa
MarvinSketch.®%
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Como se puede observar en la tabla 13 la acidez de compuesto cambia con
forme aumenta su numero de atomos. Ya sea que esto haga que la molécula
se haga mas acida, como en el caso del clorpirifos que al ir aumentando el
numero de sustituyentes cloro se observa una disminucion en su valor de pKa.
Esto es debido a que los atomos de cloro hacen que la molécula sea més
estable, ya que estos al ser mas electronegativos atraen con mayor facilidad a
los electrones, haciendo asi que a la molécula le sea mas dificil donar
electrones, logrando con esto aumentar la acidez del compuesto. Finalmente
se puede observar que el grupo fosfato en la molécula hace que disminuya

aun mas el valor de pKa del ahora plaguicida, teniendo asi un valor de -4.24.

En el diazindn, los sustituyentes metilo hacen que la molécula presente un
comportamiento diferente al observado con el clorpirifos. En este caso los
metilos son menos electronegativos que la piridina, por lo que los electrones de
estos van a ser atraidos hacia el anillo aromatico, aumentando asi el valor de
pKa de la molécula y por lo tanto haciéndola menos &cida. Pero como
podemos observar en la tabla este valor cambia drasticamente de igual forma

que en el clorpirifos, al unirse el grupo fosfato al compuesto.

Con el malation la estructura base o de la que partimos es de un &cido
dicarboxilico, el cual ya presenta un valor de pKa bajo, debido a que en este
caso los oxigenos estan atrayendo con mayor fuerza los electrones del enlace
con el carbono haciendo que la molécula sea muy acida, aumentando esta
caracteristica, la adicién del grupo fosfato, dando el valor de pKa mas bajo de
los tres plaguicidas y caracterizandolo asi como el mas acido, siendo asi el

primero en salir de la columna.

En la Figura 10 se presenta la tendencia que siguen los plaguicidas con

respecto a sus valores de pKa.
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Figura 10. Tiempo de retencion en funcion del pKa.

Como se puede observar en la grafica los compuestos siguen una tendencia,
aunque el diazindn se encuentra un poco desplazado, al presentar el valor de
pKa mas alto de los tres, a pesar de ser el segundo plaguicida en ser eluido de

la columna.

En los valores obtenidos de pKa se tiene, que el clorpirifos es un compuesto
mas acido que el diazinon, por lo cual este deberia salir antes que el diazindn.
La razdén por la cual ocurre esto es debido a la conformaciéon que presenta la
molécula del plaguicida. Como se menciond anteriormente y como se puede
observar la molécula del clorpirifos presenta tres atomos de cloro rodeando la
molécula, los cuales al ser mas electronegativos van a atraer con mayor fuerza
los electrones libres que tenga la molécula, dandole mayor estabilidad al anillo
y presentando asi un caracter mas acido; contrario a lo que pasa con el
diazinbn el cual presenta sustituyentes metilo, que al ser menos
electronegativos que los nitrdgenos del anillo van a perder sus electrones,
haciendo mas electronegativo al anillo y otorgandole asi un caracter mas
basico, por lo cual su valor de pKa va a ser mas alto que el de el clorpirifos.
Ademas de esto, la fuerza de un acido se refiere a su habilidad o tendencia a
perder un protdn, por lo que si analizamos las estructuras de los pesticidas con
los cuales se trabaj6é podemos decir que, en efecto el malation es el primero en

salir por el hecho presentar una estructura alifatica lo cual hace mas facil el
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hecho de que pueda donar sus H" mas facilmente, y siguiendo esta tendencia
el siguiente en aparecer es el diazindn, que aun que presente un valor mas alto
de pKa que el clorpirifos, los metilos que se encuentran presentes en su aiiillo
aromatico le otorgan una mayor fuerza, al poderse desprotonar mas facilmente
y por ende disociarse mejor que el clorpirifos el cual presenta como
sustituyentes del anillo aromatico CI, que en este caso reducen la

desprotonacion de la molécula.

7.3.3 DUREZA VS TIEMPO DE RETENCION

La teoria acido-base duro-blando, también conocida como teoria ABDB,
concepto acido-base de Pearson o teoria HSAB (por sus siglas en inglés) es un
modelo ampliamente utilizado en quimica para explicar la estabilidad de los
compuestos y mecanismos de reaccion. Esta teoria asigna los términos 'duro’ o
'blando’, y 'acido’ o "base' a las especies quimicas. Se aplica el término 'duro’ a
aquellas especies que son pequefias, tienen estado de oxidacién o carga
electronegativa alta (el criterio de carga se aplica principalmente a los acidos,
aungue también en menor grado a las bases), y son débilmente polarizables.
Se aplica el término 'blando’ a aquellas especies que son grandes, tienen
estado de oxidacibn o carga electronegativa baja, y son fuertemente

polarizables 7.

En la Tabla 14 podemos observar los valores de dureza calculados para cada
unos de los plaguicidas, los cuales se graficaron contra su tiempo de retencién
(Figura 11), para de esta forma observar como podrian estar asociadas estas

caracteristicas en el analisis de los compuestos.
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Tabla 14. Valores de dureza y tiempos de retencién
de los plaguicidas.

Tiempo de
Plaguicida Dureza retencion
(min)
Clorpirifos 2.489 3.12+0.3
Diazin6n 253 27+02
Malation 2 204 1.86+0.2
2,6
Diazion ¢
2,5 °
Clorpirifos
S 241
(]
2,3
2,2 ® Malation
min
2,1 T T T 1
15 2 2,5 3 3,5

Figura 11. Tiempo de retencion con respecto a la dureza

En la Figura 11 podemos apreciar que con respecto a la dureza los
compuestos siguen una tendencia decreciente. En este caso se tiene que el
malation sale un poco de esta tendencia. Esto puede ser explicado en base a
los conceptos revisados anteriormente con respecto a la dureza de un
compuesto los cuales nos dicen que, algunos de los parametros a los cuales
esta asociado son el tamafio de la molécula y su densidad electrénica con
forme a estos, se verd modificada la dureza de un compuesto, por lo cual este
tardara mas o menos en ser excluido de la columna. Tomando en cuenta

lo antes mencionado, en la Tabla 15 se presentan los valores de
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electronegatividad y dureza de los plaguicidas buscando explicar los resultados

obtenidos.

Tabla 15. Valores de dureza, densidad electrénica y
peso molecular de los plaguicidas.

Plaguicida Dureza Densidad
Electronica

Clorpirifos 2.489 8.573 ™

Diazinon 2.53 9.150 e

Malatiéon 2204 7939 o2

Como se sabe, entre mas electronegativo sea un compuesto mayor sera su
dureza, y como se puede ver en la tabla anterior de las tres moléculas la mas
electronegativa es la del diazindn, seguido por el clorpirifos y teniendo al
malatiéon como el compuesto menos electronegativo de los tres. Retomando la
explicacion que se dio para los valores obtenidos de pKa, la estructura base de
los plaguicidas es la que va a tener mayor influencia en las propiedades
fisico-quimicas de cada uno, las cuales se van a ver reflejadas en los valores
obtenidos. En este caso, como se habia mencionado, en la molécula del
clorpirifos los electrones se van a ver atraidos hacia los atomos de cloro,
dandole mayor electronegatividad a la molécula en esa zona, causando una
deficiencia electronica en el anillo aromatico lo que le da valores menores de
electronegatividad que los obtenidos para el clorpirifos, el cual los electrones se
atraen con mayor fuerza hacia los sustituyentes nitrégenos del anillo, haciendo
gue sea mayor la nube electronica en esta zona y teniendo con esto un valor
de electronegatividad mayor en el anillo aromatico. Por otra parte los
oxigenos y el azufre presentes en su grupo fosfato van a tener influencia en la
nube electrénica de las moléculas. En el caso del malation se aprecia que a
pesar de ser el primer compuesto en ser excluido de la columna, es el que
presenta el valor mas pequefio de dureza y electronegatividad, debido a los
enlaces que presenta su estructura, hace que los electrones en su capa se

encuentren mas distribuidos en la molécula.
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La razén por la cual los valores obtenidos no concuerdan con el tiempo de
retencidn de este plaguicida es que, como se puede observar en la tabla 13,
tanto el diazinbn como el clorpirifos presentan similitud en su estructura, son
moléculas de tipo heterociclico, por lo cual comparten ciertas tendencias y
caracteristicas. Ha diferencia del malation que presenta una estructura
alifatica, lo que le otorga caracteristicas diferentes, debido a lo cual no se
podria realizar una comparacion con respecto a la dureza, entre estas
moléculas, aunque los tres compuestos pertenezcan al mismo grupo de

plaguicidas organofosforados.

7.3.4 POLARIDAD VS TIEMPO DE RETENCION

Los plaguicidas estudiados presentan diferentes tiempos de retencion, que se
encuentran relacionados directamente con su polaridad, la cual les confiere
diferente afinidad a la fase movil y estacionaria. Teniendo en cuenta que los
compuestos estudiados son poco polares, esta caracteristica hace que tengan
una mayor afinidad por la fase estacionaria (columna C18), que por la fase
movil (ACN:H,O 90:10), que es mas polar que la fase estacionaria. Por lo que
entre menor sea la polaridad del compuesto su tiempo de retencidén sera mayor.
Dicho esto se busco conocer la polaridad de cada plaguicida y compararla con
el tiempo de retencién que presenta cada uno (tabla 16), para asi corroborar

gue el tiempo de retencién de la molécula esta determinado por su polaridad.

Tabla 16. Valores de polaridad y tiempos de retencion de los
plaguicidas.

- _ Tiempo de
Plaguicida Polaridad , ,
retencion (min)

Clorpirifos 40.58 3.12+0.3
Diazin6n 50.58 27+02
Malatién 71.06 1.86+0.2

60



80 -

Malation

70 -
k:
o 60 -
c_T; Diazindn
[e) i
c 50

40 Clorpirifos

30 T T T 1 -

Figura 12. Tiempo de retencién en funcion de la polaridad

Los datos obtenidos dan como resultado una pendiente decreciente, como se
puede observar en la Figura 12, la cual indica que la polaridad es una
propiedad es inversamente proporcional al tiempo de retencion de cada

molécula, en las condiciones establecidas para este analisis.

La literatura® nos dice que, la polaridad es una propiedad de las moléculas
que determina la separacién de las cargas eléctricas en la misma. Al formarse
una molécula organica el tipo de enlaces que une a los &tomos son los enlaces
covalentes, en este tipo de enlaces, los electrones tienden a desplazarse hacia
el &tomo que tiene mayor electronegatividad. El enlace sera tanto mas polar
cuanto mayor sea la diferencia entre las electronegatividades de los atomos
que se enlazan. En base a esto se puede explicar porque el malation es el
compuesto con mayor polaridad y el clorpirifos es el de menor polaridad; para
poder tener una mejor perspectiva con respecto a este punto se modelaron los
plaguicidas por medio del programa Gaussian 097 en la cual se busco
conocer la morfologia de cada compuesto como se puede observar en la figura
13.
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Clorpirifos Diazindén Malation

Electronegativo — || RN " + Electronegativo

neutro

Figura 13. Mapas de potencial electrostatico de los plaguicidas.[62]

Al analizar el potencial electrostatico de las tres moléculas se puede observar,
que como se habia mencionado antes, los sustituyentes cloro en la molécula
del clorpirifos disminuyen la densidad electronica dentro del anillo (aparicién del
color azul), haciendo que la molécula sea menos polar. Para el diazindn se
tiene que la mayoria de los electrones se van a encontrar en el anillo, cercanos
a los enlaces nitrégeno, lo que le va a dar un caracter mas neutro a la molécula
en esa zona. En el malation se tiene una mayor cantidad de enlaces
covalentes. Los de menor electronegatividad son los formados por los enlaces
estrés en su cadena alifatica, en los cuales al estas dos oxigenos va a atraer
con mayor fuerza a los electrones, formando dipolos eléctricos en esa zona.
De igual forma en el grupo fosfato de la molécula los electrones del fosforo van
a ser atraidos hacia los oxigenos y azufres del enlace. Se puede observar que
los oxigenos unidos a este fosforo presentan una mayor electronegatividad
(aparicion del color rojo), debido a que también estan atrayendo los electrones
del grupo metilo unos a ellos lo que les da una mayor electronegatividad.
Todos estos momentos dipolares que presenta la molécula del malation hacen
gue sea esta el compuesto con mayor polaridad de los tres. En base a esto y
tomando en cuenta que se utilizd una columna de fase reversa (fase apolar), el
tiempo de retencion de las moléculas menos polares es mayor que el de las
moléculas polares, debido a las interacciones hidrofébicas que resultan por la
fuerzas de repulsion entre la fase movil, los compuestos (clorpirifos, diazinon y

malatién) y la columna.'®®
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7.3.5 ESTUDIO ELECTROQUIMICO

El empleo de la voltamperometria ciclica en el presente trabajo, tiene como
finalidad determinar las propiedades redox de los compuestos
organofosforados como los potenciales de media onda (Ei), con objeto de
conocer la estabilidad de los compuestos estudiados. El estudio se efectué en
una celda electroquimica compuesta de tres electrodos: electrodo de referencia
(AgBr-Ag°), electrodo de trabajo (carbén vitreo) y electrodo auxiliar (Pt°);
empleando como disolvente acetonitrilo y [CH3(CH>)3]aNPFs, (BusNPFg) 0.10 M

como electrolito soporte.

La carga incidida en la solucion del electrolito soporte, en el cual se encuentra
disuelto el compuesto, hace que se produzcan reacciones de oxido reduccion
las cuales se pueden identificar con la aparicion de picos en el
voltamperograma. Esta determinacion se realiz6 con el propésito de corroborar
la estabilidad entre los pesticidas estudiados, ya que como se sabe algunos de
los plaguicidas al descomponerse llegan a formar compuestos mas téxicos. En
este caso lo que podemos apreciar es la descomposicion de los plaguicidas en
estudio por medio de la oxidacién de los mismos. Una vez fijado el valor de
potencial al cual se realizara la mediciéon se determina la corriente necesaria
para que se produzca la oxidacién del compuesto. La cantidad de corriente que

requiera un compuesto es proporcional a su facilidad de descomposicion.

En la Figuras 14 a, b y ¢ se muestran los voltamperogramas de los plaguicidas

obtenidos sobre el electrodo de carboén vitreo.
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Figura 14 a. Voltamperometrias ciclicas para 1mM de Clorpirifos
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Figura 14 b. Voltamperometrias ciclicas para 1mM de Diazinén.
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Figura 14 c. Voltamperometrias ciclicas para 1 mM de Malatién.
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Analizando los voltamperogramas obtenidos se aprecia que de los tres
plaguicidas en estudio el que requiere una menor cantidad de corriente es el
malation por lo que se puede decir que es el compuesto que se descompone
méas facilmente de los tres estudiados, seguido del Diazin6n y siendo el
clorpirifos el que mas tarda en descomponerse. Esto se debe a la conformacion
que presentan las moléculas ya que el diazindn y el clorpirifos siendo
moléculas cicladas presentan mayor estabilidad en sus enlaces al incidirles
carga, sin en cambio en el caso del malatiobn que tiene una estructura alifatica
hay una mayor facilidad de romper los enlaces de la molécula. En el caso del
clorpirifos como se ha mencionado anteriormente los cloros que rodean a la
molécula son los que le brindan mayor estabilidad, haciendo que tarde mas
tiempo en degradarse, por lo que se puede decir que es el mas estable y es el
gue presenta una mayor persistencia en el medio ambiente como se puede

apreciar en la Tabla 17.

Tablas 17. Persistencia de los plaguicidas en el ambiente

DTgo
Plaguicida Persistencia
Suelo Agua
Clorpirifos Moderadamente 60a120dias  3.5a20 dias
persistente
Diazinén Poco persistente 2 a 4 semanas 5 a 15 dias
Malation Ligeramente 1 a25dias 1 a 6 semanas

persistente
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7.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

74.1 CURVAS DE CALIBRACION DE ESTANDARES

Se lograron identificar los plaguicidas en base a sus tiempos de retencion (TR)

obtenidos de los cromatogramas realizados, como se puede apreciar en la

Figura 15.
8003 ma v
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Figura 15. Cromatogramas de los Plaguicidas.

Una vez optimizada la separacion cromatografica y el método de extraccion de
los compuestos elegidos, se estudian las caracteristicas analiticas de cada uno
de ellos. Se obtuvieron las curvas de calibracibn para cada compuesto,
porcentajes de recuperacion, el limite de deteccién, el limite de cuantificacion y
el coeficiente de variacion. Para establecer las concentraciones de los niveles
de calibracion se revisaron los Limites maximos residuales (LMR) establecidos
por la CICOPLAFEST para cada plaguicida, pero al no establecer un valor

especifico para el clorpirifos, se seleccionaron los valores, tomando en cuenta

66



los LMR establecidos por el CODEX/FAO para realizar las curvas de

calibracion.
Tabla 18. Ecuaciones de linealidad de los plaguicidas.
Intervalo de L . .
- TR : ., Ecuacion de la Linealidad
Plaguicida (min) calibracion recta (r2)
(mg/mL)
Malatién 1.86+0.2 0,03-0.30 y=11892x + 37.893 0.9996
Diazinén 2.7+0.2 0,03-0.30 y = 24249x + 3.2733 0.9994
Clorpirifos 3.12+0.3 0,03-0.30 y = 33243x + 436 0.9919
3,50E+03 A
3,00E+03 -
2,50E+03 -
o 2,00E+03 -~
&
S 1,50E+03 y=11892x + 37,893
2
E 1,00E+03 R"=0,9996
5,00E+02
0,00E+OO T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
mg/mL

Figura 16 a. Curva de calibracion del malation.
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Figura 16 b. Curva de calibracién del diazinén.
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Figura 16 c. Curva de calibracion del clorpirifos.

En la Tabla 18 se presentan las ecuaciones con las que se modelaron las
curvas de calibracion a 6 diferentes concentraciones. Los resultados de
cuantificacion se obtuvieron por medio del los valores obtenidos del area bajo
la curva. En las Figuras 16 a, b y ¢ se muestra la linealidad de las respuestas
de cada plaguicida en concentraciones dentro del intervalo de la prueba, con

coeficientes de correlacion lineal (r*) superiores a 0.99.
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7.4.2 PORCENTAJES DE RECUPERACION DE LOS ESTANDARES

Para conocer este valor, se somete cada uno de los estandares en
concentraciones conocidas, al proceso de extraccion, siguiendo la metodologia
aplicada a las muestras. A partir de los datos obtenidos y teniendo en cuenta la
concentracion inicial del compuesto, se calculan los mg extraidos y el
porcentaje de recuperacion de cada compuesto (Tabla 19) a partir de la

siguiente formula:

. .. mg extraidos
Porcentaje de recuperacion = — x 100
mg adicionados

Ecuacién 1

Tabla 19. Porcentajes de recuperacion de estandares de los plaguicidas.

Plaguicida Porcentaje de recuperacion
Malation 84 +0.7
Diazinén 87 +0.6
Clorpirifos 90+ 0.4

Se obtuvieron valores de recuperacién por arriba del 87 + 3 % lo que indica que
tanto el método de extraccion propuesto como la como la etapa de limpieza con
cartuchos de extraccién de fase soélida (SPE), son eficientes. Es posible que
las etapas en las cuales se dieron las pérdidas del analito en la
pre-concentracion una vez realizada la extraccion, ya que la fase organica en la
cual se encuentran disueltos los analitos (acetato de etilo) se filtra a través
sulfato de sodio anhidro, proceso en el cual puede es adsorbida una pequefia
porcién de los compuestos por el sulfato de sodio. Accidén que se puede ver
repetida al realiza la limpieza de las muestras en las columnas de florisil.
Razones por las cuales los porcentajes de recuperacion de cada uno de los

compuestos en estudio se ven influenciados.
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7.4.3 COEFIEFICIENTE DE VARIACION, LIMITES DE
DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

Para asegurar la calidad de los resultados de la metodologia propuesta, se
establecieron algunos criterios de calidad interna, se considero el coeficiente de
variacion, el limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC), en este
trabajo, utilizando los estandares para estas determinaciones. Los valores
obtenidos para el LD y LD se presentan en la tabla 20.

Tabla 20. Limites de deteccion, Limites de cuantificacién de los plaguicidas.

Plaguicida Limite de Deteccidn Limite de cuantificaciéon
(mg/mL) (mg/mL)
Malation 1.5x10%-1.0x10° 1.5x10*-1.0x10°
Diazin6n 1.0x10%-1.0x10° 1.2x10*-1.0x10°°
Clorpirifos 1.5x107 -1.0x10°° 0.5x10°-1.0x10~’

HPLC marca VARIAN modelo 310, detector UV, A= 205 nm, Flujo: 1 mL/min, Fase movil
ACN:H,O (90:10), Vol. Inyeccién: 20 uL, Presion: 797 PSI. Columna Agilent Technologies
Tipo ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6 X 150 mm, 5 um

Como ya se dijo, todos estos estudios se realizan por triplicado, asi los valores
que aparecen en las tablas de los rendimientos es el promedio de los
resultados obtenidos en cada ensayo.

Como se sabe la GC es la técnica mas empleada para el analisis multiresidual
de plaguicidas, debido a la sensibilidad que presenta, capaz de conseguir LD
en el rango de lo ug/L o incluso en algunos casos de ng/L. En este caso como
se puede observar en la Tabla 20 los valores obtenidos tanto para el LD como
para el LC, se encuentran cercanos a los rangos reportados en estudios en

donde se emplea la GC como técnica instrumental.[®: 3¢ 37 &4

Por lo que la
HPLC se podia proponer como una metodologia alternativa en la determinacion

plaguicidas organofosforados
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Para evaluar la precision de la técnica se obtuvieron los coeficientes de
variacion de cada uno de los estandares, realizando cinco inyecciones (n=5)
consecutivas a una concentracion conocida (0.1 mg/mL). En la Tabla 21 se
presentan los valores de reproducibilidad, empleando la ecuacion 2 para

calcular estos valores.

Ecuacion 2

Coeficiente de Variacion = (5/7) x 100

Donde:

S: desviacion estandar

X: valor de la réplica

X: promedio

n: numero total de réplicas

Tabla 21. Reproducibilidad de estandares de los plaguicidas.

Plaguicida Coeficiente de variacion (%)
Malation 1.80
Diazin6n 1.65

Clorpirifos 1.02

Los coeficientes de variacion de las areas de cada uno de los compuestos
presentan valores menores al 2 % lo que indica que los valores obtenidos
para este estudio son reproducibles, por lo que la metodologia empleada es

estadisticamente confiable.
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7.5 ANALISIS DE PESTICIDAS EN MANZANA

Tal como se ha indicado anteriormente, la determinacion de residuos de
plaguicidas en muestras reales plantea serias dificultades como la baja
concentracion de los mismos en este tipo de muestras, asi como la gran
cantidad de interferencias de la propia matriz de la muestra. Con objeto de
aplicar la metodologia propuesta se realizé el analisis de plaguicidas en
muestras reales. La muestra en la cual se desarrolla el estudio corresponde a
manzana Red Delicius, la cual presenta una humedad de 83.6 %, 2% de fibra y
un contenido de azucares del 13 %. Al comienzo del estudio se analizaron
manzanas obtenidas en diferentes sitios buscando residuos de plaguicidas en
estudio. Después de analizar un gran nimero de muestras y sin tener
resultados de utilidad, se opto por contaminar las manzanas con una mezcla de
los plaguicidas estudiados, buscando conocer la eficiencia del método en una

matriz alimentaria.

751 PORCENTAJES DE RECUPERACION

La determinacion se realiz6 utilizando una manzana con un peso aproximado
de 183.84 + 10.55 g, de esta la mitad se contamind con la mezcla de
plaguicidas (M1) y se tomo una alicuota de 5.0 + 0.1 g para realizar el analisis,
la otra mitad se dejo como muestra blanco (M2) tomandose también 5.0 + 0.2 g
para el analisis y se obtuvieron los cromatogramas de ambas muestras para

hacer una comparacion de estos.
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Figura 17. Cromatogramas de la manzana blanco.

La Figura 17 pertenece a la muestra blanco, en el se puede apreciar picos

pertenecientes a materia organica que no pudo ser eliminada en el clean-up.

Como podemos observar, ninguno de los picos correspondientes a los

plaguicidas analizados.
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Figura 18. Cromatogramas de la manzana contaminada.
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La Figura 18 muestra el cromatograma obtenido del extracto de manzana
contaminada. Los picos presentan una buena resolucion, se puede observar
que las impurezas de la muestra siguen apareciendo, aunque son casi
imperceptibles. Una vez obtenidos los cromatogramas de las muestras
analizadas se calcula la concentracion de cada pico con ayuda de las
ecuaciones obtenidas de las curvas patrén (tabla 17), para asi poder conocer el

porcentaje de recuperacion de cada compuesto.

Para poder calcular los porcentajes de recuperacion es necesario saber la
concentracion de plaguicidas en los 5.0 g de muestra con los cuales se realiz6

el estudio. Para eso se utilizé la ecuacion 4:

e s . ., mg de plaguicida )
Concentracioén inicial del plaguicida = X g de alicuota
g de muestra

Ecuacion 4

Tomando en cuenta que los gramos de muestra utilizada fueron 83.905 g de
manzana (base humeda) y que la alicuota tomada fue de 5.306 g de manzana

contaminada se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 22).

Tabla 22. Porcentaje de recuperacion de los plaguicidas en manzana (base humeda).

mg de Concentracion Concentracion Porcentaje
Plaguicida plaguicida inicial final de
(mg/mL) (mg/mL) Recuperacion
Malation 6.0 0.38 0.30 78+ 1.7
Diazinon 6.0 0.38 0.29 75+1.2
Clorpirifos 6.0 0.38 0.36 96 +1.3
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Como se puede observar el clorpirifos presenta un porcentaje de recuperacion
mayor al 90 %, se podria decir que se debe a que el plaguicida no fue
absorbido completamente por la muestra, por lo cual al encontrarse una mayor
cantidad en la superficie, facilitd su extraccion de la muestra. En el caso del
Diazin6n y el Malation los porcentajes de recuperacion estan por arriba del
70 % lo que nos indica que el método empleado de extraccion sdlido-liquido
(extraccion con acetato de etilo durante 5.0 h) es eficiente ya que en base a
estos resultados se puede afirmar que los plaguicidas tiene una buena afinidad
por el disolvente utilizado. De igual forma, la técnica de limpieza empleada
(extraccion en fase sélida), da buenos resultados al eliminar la mayor parte de
la materia organica presente en la muestra y retener pocas cantidades de

analito.
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VIIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente Tesis, se pueden
concluir que se logré optimizar una serie de metodologias analiticas para la
determinacion de plaguicidas organofosforados en muestras de manzana, las
cuales combinan el uso de cromatografia de liquidos y métodos de extraccién
(solido-liquido y extraccion en fase sdlida (SPE) con florisil). Dando como
resultado, alcanzar limites de deteccion del orden de 0.01 mg/L (ppm) para el
caso del Diazinon y el Malation y de 0.1 pg/L (ppb) para el colrpirifos. Asi
también se demostré la utilidad de los métodos de extraccion optimizados en la
determinacion de plaguicidas organofosforados en muestras reales, obteniendo
porcentajes de recuperacion mayores al 70%.

Asi también se logro caracterizar a cada uno de los plaguicidas en base a sus
propiedades fisicoquimicas, lo cual permitié6 entender el comportamiento que
presentan los compuestos estudiados tanto en el andlisis como en la

interacciéon con el medio ambiente.
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