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GLOSARIO

Adsorbente: Tipo de material sélido capaz de retener selectivamente sustancias
provenientes de matrices acuosas o0 gaseosas.

Analito: Es el componente de interés analitico de una muestra. Puede ser un elemento,
un ion o0 una molécula. Son especies cuya concentracion se desea conocer.

Carbohidrato: Se refiere a moléculas compuestas por carbono, hidrégeno y oxigeno.

Columna cromatogréfica: Corresponde al sitio en donde se lleva a cabo la separacion
de los componentes. Alli se aloja la fase estacionaria, de modo que la fase movil fluya a
través de la primera y los analitos se distribuyan segun sus afinidades.

Cromatografia: Método quimico para la separacién de los componentes de una mezcla
por distribucién entre dos fases inmiscibles, una estacionaria y otra mévil.

Cromatografia de gases (GC): Técnica analitica util en la separacion, identificacion y
cuantificacion de los compuestos de una mezcla. Se fundamenta en la diferencia de
velocidades de migracién de sus compuestos individuales al ser arrastrados por un gas
inerte a través de una columna de cromatografia que soporta un medio liquido fijo o
estacionario.

Cromatograma: Representacion grafica de los picos de elucion de una mezcla en un
plano de coordenadas en cuya abscisa se encuentra el tiempo o volumen de retencion y
en ordenadas la sefal del detector en mv. Es el registro obtenido al representar
graficamente la salida de los distintos componentes de una mezcla.

Desorcion: Es el proceso que remueve sustancias retenidas desde un material
adsorbente.

Detector: Dispositivo que responde a cierta caracteristica del sistema que esta sujeto a
observacion y convierte esa respuesta en una sefial susceptible de medirse.

Dosis letal 50: Cantidad de sustancia necesaria por kilogramo de peso de una animal
para matar el 50% de la poblacion.

Enzima: Son moléculas de tipo proteico que catalizan reacciones quimicas al interior de
un organismo, siempre que sea termodindmicamente estable.

Espectrometria de masas: Técnica analitica empleada para identificar compuestos
desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos y para elucidar la estructura de
moléculas, a través de la determinacion exacta de la masa moleculary la de sus
respectivos fragmentos.

Estandarizacion: Es el conjunto de procesos que buscan establecer la forma de realizar
una actividad, de manera adecuada, l6gica y secuencial. Consiste en la redaccién y
aprobacién de normas que se establecen para garantizar la calidad de un proceso.



Exactitud: Es la medida de la cercania entre el valor medido y el valor real de un
resultado.

Extraccion: Procedimiento quimico que busca separar uno 0 mas compuestos de interés
de otros que no lo son.

Extraccion en fase Sdlida (SPE): Técnica analitica por medio de la cual se emplea una
matriz sélida, ya sea para purificar una muestra y retener compuestos que no interesan,
como para retenerlos.

Extraccion liquido-liquido: Procedimiento analitico por medio del cual se separa uno o
varios compuestos de una muestra, a través de la diferencia de solubilidad de los mismos
entre dos solventes inmiscibles.

Ganaderia: Actividad econOdmica dedicada a la crianza de animales para el
aprovechamiento de estos.

Grasa: Término genérico que hace referencia a varias clases de moléculas de tipo
lipidico, ya sean saturadas o insaturadas.

Leche cruda: Es la leche gue ha sido extraida de cualquier animal mamifero y que no ha
sido sometida a ningun tipo de tratamiento antes de su consumo.

Limite de cuantificacion: cantidad mas pequefia del analito en una muestra que puede
ser cuantitativamente determinada con exactitud aceptable.

Limite de deteccidon: Cantidad mas pequefia de analito en una muestra que puede ser
detectada por una uUnica medicion, con un nivel de confianza determinado, pero no
necesariamente cuantificada con un valor exacto. Es comunmente expresado como
concentracion del analito.

Matriz: Conjunto de sustancias que constituyen el medio en el que se encuentra un
analito.

Pastoreo: Actividad por medio de la cual, los animales consumen pasto en un area
definida y destinada para tales fines.

Plaguicida: Se le denomina plaguicida a toda sustancia quimica, pura o mezclada
destinada a la prevencion, destruccion, repulsion o disminucion de cualquier plaga.

Platos tedricos: Son las unidades por medio de las cuales se busca medir la eficiencia
de una columna cromatografica.

Precision: Es la capacidad que tiene un instrumento de dar el mismo resultado en
diferentes mediciones realizadas bajo las mismas condiciones.

Split: Sistema de introduccién de muestra en cromatografia de gases que consiste en un
inyector-divisor (Split), que toma 1 uL de muestra e inyecta 0.01 pL.



Splitless: Sistema de introduccion directa (sin divisor) de muestra en cromatografia de
gases. Se usa cuando la cantidad de muestra es muy poco y la concentracion de los
analitos es muy baja.

Validacion: Confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos para una utilizacion o aplicacién especifica prevista.

Vaporizacién: Proceso que busca pasar rapidamente una muestra de la fase liquida a la
fase gaseosa.

Vitamina: Son compuestos imprescindibles para la vida, que al ingerirlos en forma
equilibrada y en dosis esenciales, promueven un correcto funcionamiento fisiolégico.



RESUMEN

En el presente documento se hace una descripcion de la evoluciéon en la produccion
lechera en los ultimos 20 afios en Colombia, a la vez que muestra el crecimiento paralelo
en las areas de suelos del pais dedicados para la siembra de pasto para alimentar el
ganado vacuno productor de leche.

En este sentido, se definen los plaguicidas y la funcibn que estos cumplen como
mecanismo de control, sobre las plagas que afectan la productividad de los cultivos de
pasto, asi como la forma en que estos llegan al ganado lechero. Se describe la
importancia en la aplicacion de metodologias analiticas modernas, sensibles y adecuadas
para la determinacién cualitativa y cuantitativa de dichos plaguicidas en la leche, para
verificar si cumple con los estandares de calidad descritos por las normas vigentes.

Este documento recoge y compila las técnicas para preparacion de muestras y de analisis
instrumental, desarrolladas para el analisis de plaguicidas en leche cruda, ademas de
estudiar la evolucion de las metodologias de analisis en los Ultimos tiempos, se detallan
las mejores combinaciones y adaptaciones mas usadas y eficaces. Por (ltimo se
muestran las tendencias agro-forestales para reducir el uso de plaguicidas y asi atenuar el
impacto en la salud y el medioambiente.
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JUSTIFICACION

La agroindustria productora de leche en Colombia ha visto un progresivo crecimiento en
los ultimos 50 afios en su actividad productiva. En el afio 1990, el promedio de produccion
lechera anual se ubico en 3900 millones de litros, mientras que en el afio 2005 se
reportaron en promedio 6000 millones de litros anuales [1]. La ganaderia bovina dedicada
a la produccién lechera representd para la economia colombiana el 25,4% del PIB
agropecuario del pais para 1994, para el afio 2000 la participacion de este sector era del
29,9% en el mismo rubro y para el afio 2006 fue de 27% [1,2]. Ademas de esto, la
generacion de empleo de este sector pasa particularmente por los micros y pequefios
productores que representan el 95% de los productores lecheros, mientras que las
medianas y grandes industrias solo representan el 5% de la produccién total anual, y en
general representa el 2,3% del empleo generado por la agroindustria en Colombia [3].

La importante participacion de la agroindustria lechera como aparato productivo del pais,
vuelve necesario evaluar todos los factores que determinan la calidad de la materia prima
producida por este sector que sera usada para la produccion de gran cantidad de
productos de valor agregado de alta demanda en el mercado. Es por esto que evaluar la
calidad de la leche cruda como materia prima para la produccién de sus derivados, es
fundamental a la hora de determinar si es apta para tales usos o no. Entre dichos factores
que determina la calidad de la leche, se toman en cuenta los que definen alteracion de la
composicion quimica o fisica de la leche cruda, como lo es la condicion higiénica y la
adicién de sustancias no propias de la leche cruda. La condicion higiénica de la leche
hace referencia a la medida de la carga bacteriana a través del recuento total de
bacterias mesoéfilas aerobias totales medidas en unidades formadoras de colonias (UFC)

[4].

Las sustancias presentes en la leche cruda que no tienen origen natural en la misma son
basicamente de dos tipos, alterantes y contaminantes. Las sustancias alterantes son las
gue modifican ciertas caracteristicas quimicas y fisicas de la leche para manipular alguno
de los factores fisicoquimicos que definen la calidad de la misma. Mientras que las
sustancias contaminantes, son las que llegan a la leche por distintos origenes como
contaminacion cruzada o adicion de forma indirecta, donde el caso representativo son los
plaguicidas.

Los plaguicidas llegan a la leche producida por las vacas a través del pasto que
consumen y que ha sido previamente tratado con pesticidas como agentes de control
quimico de plagas que afectan la calidad del mismo y su aporte energético a los bovinos.
Los pesticidas interaccionan y se solubilizan principalmente en las lipoproteinas y lipidos
presentes en el torrente sanguineo de las vacas, y progresivamente se van depositando
de distintas partes del organismo del animal, pero particularmente en la leche de la
misma. Entendiendo la inmensa importancia que tiene la leche para la economia nacional,
pero principalmente para la dieta alimenticia de los seres humanos, que en Colombia el
promedio de consumo anual se ubica en 145 litros por personas [3], es que se hace de
alta importancia el monitoreo de la calidad de la leche, particularmente en la presencia de
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sustancias de alta peligrosidad para la salud de los seres humanos como lo son los
plaguicidas.

Es por esto que se hace de vital importancia el desarrollo de técnicas analiticas sensibles
que permitan determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de pesticidas en la
leche de forma reproducible y efectiva. Por esta razén se requiere documentar las
técnicas instrumentales y analiticas que sean efectivas para tales fines, asi como su
desarrollo en el tiempo y las perspectivas a futuro de la evolucion de estas técnicas para
optimizar el proceso analitico de dichas determinaciones.A su vez, esta investigacion
busca ser un insumo técnico y conceptual para los centros de investigacién dedicados al
analisis de plaguicidas en aguas y alimentos, como el grupo de investigacién del recurso
hidrico y alimentos de la Universidad Tecnolbégica de Pereira, que se pueda traducir en
mejorar las metodologias de analisis de plaguicidas en leche cruda usadas en la region.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La creciente demanda de leche cruda para la produccion de derivados lacteos y leche
procesada ha llevado a un aumento de territorios dedicados a la siembra de pasto para
alimentar ganado vacuno lechero, que ha derivado en un progresivo incremento en el uso
de pesticidas como agentes de control de plagas, las cuales afectan los rendimientos en
el crecimiento de los pastos y la calidad de los mismos como fuentes de alimento para el
ganado lechero,que consumira dichos pastos contaminados con plaguicidas, los cuales
serdn acumulados en el organismo del animal, particularmente en la leche del mismo, lo
gue generaria cierto grado de contaminacion toxica de la leche para consumo humano.

Teniendo en cuenta la estricta normatividad internacional, se requiere de metodologias
adecuadas para la extraccion y andlisis, las cuales han venido evolucionando
constantemente, encontrando una variada oferta de las mismas, y que permiten detectar
este tipo de contaminantes a nivel de trazas; sin embargo la existencia de diversidad de
protocolos, hace necesario un detallado andlisis de las ventajas y desventajas de las
diferentes combinaciones posibles, para la obtencién de los mejores resultados.

El presente documente busca documentar las mejorescombinaciones entre lasmas
modernastécnicas de preparaciéon de muestras e instrumentales,Utiles y adecuadas en la
determinacién cuali ycuantitativa de plaguicidas existentes en la leche cruda,como guia
técnicapara los centros y grupos de investigacion dedicados al analisis de plaguicidas en
alimentos.
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OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
Documentar la informacion pertinente y disponible de las metodologias analiticas para la
determinacién cualitativa y cuantitativa de plaguicidas presentes en leche cruda de
ganado bovino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Justificar la eleccion de las técnicas pertinentes en la preparacion de muestras
para el andlisis de plaguicidas.

e Evidenciar las ventajas, desventajas y mejores combinaciones entre las técnicas
adecuadas en el analisis instrumental de plaguicidas.

e Exponer el tratamiento de datos estadisticos necesario para asegurar la calidad de
los datos obtenidos en el laboratorio.

o Referir alternativas al uso de plaguicidas en pastos como procedimientos de
control de plagas sostenibles econémica y ecolégicamente.
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CAPITULO 1

GENERALIDADES

1.1 ASPECTOS GENERALES DE LA LECHE

1.1.1 Definicion de leche

De acuerdo con el decreto 616 de 2006, La leche cruda es “el producto de la secrecion
mamaria normal de animales bovinos, bufalinos y caprinos lecheros sanos, obtenida
mediante uno o0 mas ordefios completos, sin ningun tipo de adicion, destinada al consumo
en forma de leche liquida o a elaboracion posterior” [1].

1.1.2 Clasificacién

Existen diferentes formas de diferenciar la leche, ya sea desde su proceso de fabricacion,
su tratamiento térmico, o bien por su contenido de agua. A continuacién se muestra la
clasificacion de las leches de acuerdo con la norma Colombiana (Decreto 616 de 2006).

Las leches se clasifican de la siguiente forma:

e Segun su contenido graso:

a)

b)

Entera: Es aquella que conserva todas las caracteristicas fisicoquimicas de la
leche cruda de vaca, particularmente contenido de grasa y lactosa(expresada
como indice lactométrico), pero que ha sido sometida a un tratamiento térmico
con el objeto de eliminar cualquier agente patdgeno.

Semidescremada:Es un tipo de leche cuyo contenido graso ha sido reducido
de tal forma que solo contiene entre 1,5% y 1,8% de materia grasa, teniendo
en cuenta que la leche entera tiene como minimo un 3,5% de contenido
lipidico.

Descremada: contiene menos del 0,3 % de grasa pero a su vez también
pierde contenido de vitaminas liposolubles, hasta llegar al orden de trazas de
vitaminas A, Dy E [2].

e Segun su proceso de fabricacion:

a)

b)

Pasteurizada: Tanto la leche pasteurizada como la Ultrapasteurizada (UHT),
son sometidas a tratamientos térmicos con el objeto de obtener una calidad
nutricional y organoléptica mas alta con completa seguridad.

Deslactosada: En este tipo de leche, la lactosa ha sido desdoblada por un
proceso tecnoldgico en glucosa y galactosa, como maximo en un 85%. Esta
linea de leche fue elaborada para responder a la necesidad de consumidores
gue presentan deficiencia para desdoblar la lactosa en sus subproductos.

En polvo: Siempre se busca que tras su reconstitucion al ser disuelta en
agua, el consumidor obtenga el producto mas similar posible a la leche liquida.
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Casi toda la leche en polvo que se comercializa es descremada para evitar la
alteracion de la grasa.

1.1.3 Contenido nutricional

La leche de vaca esta constituida por agua en un 90%, grasa, vitaminas, minerales,
proteinas, lactosa y otros componentes minoritarios como enzimas y sustancias
nitrogenadas cuyo contenido varia segun la regidon de procedencia de la leche. El valor
energético depende esencialmente del contenido de grasa y aporta un promedio de 131,8
Kcal que supone entre el 6-7% de las necesidades energéticas de un adulto [2].

1.1.3.1 Proteina

Constituyendel 3-4% del peso total y tienen un alto valor biolégico. Esta formada por
caseinas (a y B-caseinas) que aportan cerca del 80% del valor proteico, y las proteinas
del suero que aportan aproximadamente el 20%. Las caseinas aparecen en forma de
micelas formadas por complejos de fosfoproteinas y glicoproteinas. Por otro lado, las
proteinas del suero son proteinas solubles, principalmente albumina y globulinas. En
cuanto al contenido de aminoacidos de estas proteinas, un litro de leche suple le
necesidad de todos los aminoacidos esenciales, excepto aquellos que contienen azufre,
como es el caso de la metionina y la cisteina.

1.1.3.2 Grasa

Esta al igual que las vitaminas liposolubles se encuentra formando una emulsion de
microgldébulos de un diametro promedio de 1um, después de la homogenizacion de la
leche. Esto posibilita la hidrélisis rapida por parte de las enzimas digestivas, lo cual a su
vez aumenta la absorcion de la grasa lactea. Los acidos grasos presentes en la leche son
principalmente saturados de cadena larga, pero también se encuentra una fraccion
importante de acidos grasos monoinsaturados y una pequefia fraccién de poliinsaturados.
De los &cidos saturados de cadena larga, los principales son el &cido miristico, palmitico y
estedrico que representan el 75% del total de los 4cidos grasos de la leche.

1.1.3.3 Carbohidratos

La lactosa (que es un disacérido) junto con el agua son los principales componentes de la
leche, y es éste carbohidrato el que proporciona el 25% del valor energético del alimento.
Tanto su hidrélisis como su absorcion en el intestino se llevan a cabo lentamente, lo cual
le brinda al alimento una sensacién de saciedad posterior a su ingesta. Ademas de la
lactosa, la leche también contiene otros carbohidratos como glucosa, galactosa, amino-
azucares y azucares fosforilados [2].
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1.1.3.4 Vitaminas

Dentro de las mas abundantes en la leche se encuentra la vitamina A, en forma de retinol,
carotenos, riboflavina y niacina, expresado este Gltimo como equivalentes de niacina, toda
vez que la leche presenta un alto contenido del amino&cido triptéfano, precursor de la
niacina. De igual forma, algunas de estas vitaminas se degradan por el tratamiento
térmico prolongado que sufren algunos tipos de leche, como las esterilizadas. Sin
embargo las leches UHT conservan casi la totalidad de su valor nutricional, excepto por la
pérdida de vitamina C [2].

1.2 ESTADO DE LA AGROINDUSTRIA LECHERA EN COLOMBIA

La produccién de leche cruda de origen bovino en Colombia tiene una particular
importancia en la economia, ubicandose como uno de los alimentos de mayor demanda
en el pais, a la par que sus derivados. En la década de los 70’s, Colombia experimentd un
crecimiento en la produccion lechera a razén del 4,7% anual, en la década siguiente la
tasa de crecimiento aumentd llegando a un promedio de 6,5% anual. En los noventa esta
tasa de crecimiento disminuy6 pero se mantuvo en un promedio de 3,8% [3]. Para el 2007
el inventario bovino fue de 23'600.000 cabezas de ganado, de las cuales
aproximadamente el 5 % esta destinado para produccion de leche y un 42% empleado
con doble propdsito (leche y carne) [4]. En el mismo afio la produccién lechera fue de
6.170 millones de litros.

En el afio 2009 se presentd un descenso del 1,8% en la produccion de leche en promedio,
principalmente a razéon de los efectos del fenbmeno del nifio presentados con fuerza
durante el primer semestre de este afio reduciendo la produccién de costa pacifica donde
se concentra la mayor cantidad de cabezas de ganado usadas para la produccién lechera,
y sumado a esto el acopio de leche por parte de la industria se contrajo un 5,38%, debido
a restricciones a la demanda. Estos factores se estabilizaron a inicios del 2010 a razén de
una normalizacion de la compra de leche como materia prima de los sectores industriales
gue la necesitan [5].

El sector lechero colombiano en su conjunto se ha vuelto més productivo y competitivo.
Comparando la evolucién del sector con estudios realizados 12 afios atras, se observa
que la productividad de leche/Ha aumentd en un 44% en los sistemas de doble propdsito
y 14% en las lecherias especializadas [6]. Con este panorama, la perspectiva trazada
para el afio 2019 es llegar a un inventario bovino de 32,5 millones de cabezas de ganado,
siendo Colombia el pais con mas alto potencial de crecimiento de inventario ganadero en
el mundo (30%) [7].

1.3 ESTADO DE LOS CULTIVOS DE PASTO EN COLOMBIA
En Colombia la porcion continental de territorio ocupa un area cercana a los 114,17

millones de hectareas donde para fines agropecuarios se usan alrededor de 50,91
millones de hectareas, de los cuales el territorio dedicado a los pastos para la ganaderia
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era de casi 38,6 millones de hectareas [8]. A partir de esta actividad ganadera, al afio en
Colombia se producen entre 500 y 12.000 litros de leche cruda de ganado vacuno por
hectarea usada para esta actividad [9], por lo que es importante evaluar la calidad de la
misma.

Ante esta tendencia de crecimiento de los territorios usados para la actividad ganadera en
el pais, se ha venido incrementando de igual forma el uso de pesticidas de distintos tipos
para la contencion de las plagas que atacan a los pastos que alimentan al ganado, que
para 1996 era del 16% del total usado en todas las aéreas de la agricultura [10].Antes de
ahondar en el tema de los pastos, cabe aclarar que dentro de este término se encierran
todos los tipos de plantas que sirven para alimentar ganado y que se cultivan en forma
masiva para satisfacer la demanda alimenticia de estos animales. Dentro de las plantas
gue se pueden emplear para alimentar ganado, se pueden resaltar los siguientes grupos

[9]:

v Forrajes (Gramineas de origen americano y europeo).
v" Leguminosas Nativas y Exéticas.
v' Plantas rastreras, arbustos y arboles cuyos frutos son consumidos por los bovinos.

En Colombia se ha acrecentado la actividad ganadera lo que ha conllevado a un
incremento en las areas de pastoreo para alimentar el ganado. Debido al desarrollo
creciente de la produccién ganadera, el mantener pastos abundantes y de buena calidad
es prioritario. Tanto la cantidad como la calidad de estos se ve afectada por diversos
factores; unos no controlables por el hombre, como las condiciones climaticas y
geogréficas. Otros en los que si puede intervenir, como la fertilidad del suelo, y el control
de plagas.

Esto enmarcado en un contexto de produccién a gran escala y de reduccion de costos
para incrementar utilidades, hace que la gran mayoria de los ganaderos se valgan de
fertilizantes y de plaguicidas para mantener controladas las condiciones de sus pastos,
logrando masificar el control sobre estas variables. Es en este campo donde las
preparaciones quimicas hacen su aparicién. Aunque las consecuencias de la fertilizacion
guimica desmedida solo se observen en el mediano-largo plazo, el uso de plaguicidas si
conlleva a un impacto negativo en el corto-mediano plazo en los tres escenarios donde
esta presente debido a su residualidad; en los suelos, donde ademas de exterminar las
plagas que afectan los pastos, destruye y/o inhibe el crecimiento de bacterias que se
encargan de nutrir el mismo. El otro lo conforman los animales que se alimentan de los
pastos, pues ingieren estos plaguicidas, lo que conlleva al desarrollo posterior de
enfermedades de tipo canceroso. El Ultimo escenario lo conforma el hombre quien
consume estas especies de animales o sus productos derivados.

Sin embargo, pese a los efectos nocivos de estos compuestos, muchos ganaderos ven en
los plaguicidas un método econémico, sencillo y contundente de controlar la aparicion de
plagas en sus pastizales. Para el caso del ganado bovino, su metabolismo le permite
excretar los residuos de plaguicidas a través de la leche, y es por esta razén que se hace
importante el implementar métodos de control de calidad en la misma, para garantizar la
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inocuidad de este alimento en cuanto a presencia de plaguicidas, o por lo menos que
estos se encuentren dentro de los limites maximos de residualidad (LMR).Es por ello que
en la actualidad, se desarrollan constantemente nuevas metodologias para determinar
cualitativa y cuantitativamente la presencia de plaguicidas en muestras de leche,
mejorando aspectos como sensibilidad, porcentajes de recuperacion, facilidad de
extraccion y por supuesto reduccion de costos de estos analisis.

En la tabla 4 del anexo se profundizara en la informacion relacionada con las plagas que
afecta a los cultivos de pastos en Colombia, los plaguicidas que se usan para su control,
su concentracién, la dosis de uso y su categoria toxica.

1.4 PLAGUICIDAS

El desarrollo de la agricultura y la creciente demanda de alimentos, han llevado a los
agricultores, en su afan por mejorar la calidad de sus productos, a implementar en su
cultivo distintas técnicas de control de plagas que en dltimas, es el factor mas
determinante en términos de la calidad del producto en cuestion. Dentro de estas se
encuentran las técnicas de control biolégico a través de sustancias quimicas que
destruyen una plaga o previenen la apariciéon de la misma. A estas sustancias se les
conoce generalmente como plaguicidas. Un plaguicida es esencialmente una sustancia o
mezcla de sustancias destinada a la prevencion, destruccion, repulsién o disminucion de
cualquier plaga [11,12].

Dado que la cantidad de plagas que afectan la agricultura es tan variada, de diferentes
origenes e impacta de formas distintas cada una, también es muy amplia la cantidad de
plaguicidas usadas para contrarrestar el impacto de dichas plagas en los cultivos. Como
ejemplo, el uso de estas sustancias como agentes de control quimico de las plagas en
pastos destinados a la alimentaciéon de ganado lechero, puede producir una acumulacion
de estos compuestos en el torrente sanguineo gracias a la liposolubilidad de los mismos,
gue finalmente generara una acumulacion de estas sustancias en distintas partes del
organismo de la vaca, y posteriormente en la leche [13]. Para discriminar de forma
adecuada a los plaguicidas se hace necesario entonces, efectuar una clasificacion desde
distintos parametros, a fin de diferenciar estas sustancias, ya sea desde su aplicacion,
desde su composicién quimica, su toxicidad, o su efectividad.

1.4.1 Clasificacién de los plaguicidas
Como ya se ha dicho, es importante clasificar los plaguicidas de acuerdo a distintos
criterios, con el objeto de poseer informacion suficiente para elegir el plaguicida que

mayor efecto tenga sobre las plagas y en lo posible el menor dafio produzca al medio
ambiente. Por tal motivo, se plantean las siguientes clasificaciones [12].
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1.4.1.1 Plaguicidas segun su toxicidad

Los plaguicidas diferenciados mediante este parametro se dividen en 4 categorias [12].

Clase IA: Extremadamente Peligrosos: Dentro de esta categoria entran productos
como el Paration y el Dieldrin.

Clase IB: Altamente Peligrosos: Dentro de esta categoria estan productos como el
Eldriny el Diclorvos.

Clase Il: Moderadamente Peligrosos: Dentro de esta categoria estan plaguicidas
como el conocido DDT y el Clordano.

Clase llI: Ligeramente Peligrosos: En esta categoria se encuentran productos
como el Malation.

1.4.1.2 Plaguicidas segun su familia quimica

Estos plaguicidas son divididos de la siguiente manera [12]:

Compuestos organoclorados: Esta es la familia de plaguicidas mas ampliamente
usados. Su estructura quimica les confiere una alta estabilidad fisica y quimica,
haciéndolos insolubles en agua y altamente solubles en disolventes organicos.
Estas caracteristicas favorecen su permanencia en el medio ambiente y su lenta
biodegradabilidad. Ejemplos de estos plaguicidas pueden ser entre otros el DDT,
aldrin y endosulfan.

Compuestos organofosforados:Estos compuestos son ésteres, amidas, o
tiolesderivados del acido fosférico, fosfonico, o fosfotoico. Se descomponen con
mayor facilidad y se degradan por oxidacion e hidrélisis dando origen a productos
solubles en agua. Pertenecen a este grupo, el paration, clorpirifos, malatién entre
otros.

Carbamatos:Son otro tipo de plaguicidas que pueden ser divididos en tres grupos
principales:

a) Derivados de ésteres carbamatados, empleados comUnmente como
insecticidas.

b) Derivados del 4cido tiocarbamico, utilizados como fungicidas.

¢) Carbamatos propiamente dichos, usados como herbicidas.

Todos son relativamente inestables, se les atribuye un tiempo corto de persistencia
ysu degradacion se realiza por oxidacion. Sus metabolitos finales son solubles
en agua, permitiendo que sean eliminados por via urinaria y/o fecal.

Piretroides:Antes de hablar de piretroides, se debe tener claridad sobre las
piretrinas, que son compuestos obtenidos de la molienda, secado y pulverizacion
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de la flor del crisantemo. Este polvo contiene entre el 1 al 3% del principio activo,
cuya actividad plaguicida es relativamente selectiva. Ya en materia, los piretroides
son piretrinas sintéticas con una actividad méas potente. Son metabolizados por
hidrdlisis, oxidacion y conjugacion, con poca tendencia a acumularse en los
tejidos. Ademas son rapidamente degradados en el ambiente, pues aunque son
absorbidos masivamente, son eliminados facilmente con el agua. Entre estos
plaguicidas se encuentran el cypermetrin, fenvalerato, permetrin entre otros.

1.4.2 Aplicaciones de los plaguicidas

A continuacion se ilustrar los principales usos de los plaguicidas en la vida cotidiana del
hombre [12].

e Agricultura: Se usa para el control de mudltiples plagas que intervienen en
diferentes etapas de la cosecha.

e Salud Publica: Control de vectores de enfermedades de alto grado de contagio e
impacto social como: Malaria, Dengue, Mal de Chagas, Leishmaniasis, Tifo, entre
otros.

e Ganaderia y Cuidado de Animales Domésticos: En la desinfeccidon de ganado y de
animales domésticos como perros y gatos.

e Mantenimiento de Areas Verdes: Tratamiento de parques, jardines, areas de
recreo campos de golf, etc.

e Hogar: Son incorporados como productos cosméticos, Champus, repelentes para
insectos, para desinfectar alfombras, ademas de los conocidos insecticidas
comerciales.

1.4.3 Caracteristicas quimicas de los plaguicidas

Dentro del desarrollo de este trabajo, se han tratado las 4 familias méas importantes de
plaguicidas, dentro de lo que respecta a su estructura quimica. Por tal motivo, a
continuacién se analiza con mas detalle los aspectos estructurales mas importantes de
cada familia [10].

1.4.3.1 Compuestos organoclorados

Los compuestos organicos halogenados, fueron los primeros productos sintéticos en
emplearse como plaguicidas, ya que uno de los primeros productos, el DDT, mostrd un
amplio espectro de accién y una alta efectividad, lo que impulsé el desarrollo en la
produccién de mas plaguicidas de este tipo. Dentro de los compuestos organoclorados
existen tres familias clasificadas de acuerdo a la estructura de los mismos. La primera de
ellas es la de los anillos bencénicos clorados, y el DDT es uno de los exponentes mas

26



importante de esta familia. Como su nombre lo indica, corresponden a esta familia,
compuestos cuya estructura se compone uno o mas anillos bencénicos con atomos de
cloro enlazados en la mayoria de los casos en la posicién para.

Cl
Cl Cl

Cl Cl
Figura 1. Estructura Quimica del DDT

Durante los afios cincuenta y sesenta, se recopilaron pruebas sobre la resistencia que
habian desarrollado diversas especies de insectos frente al DDT, y sumado a esto se
desarrollaron técnicas de analisis cuantitativo de plaguicidas en matrices complejas, de
gran exactitud que permitieron determinar que el DDT y sus metabolitos persistian en el
medio ambiente y que se acumulaban en los tejidos grasos de organismos superiores.un
caso particular que cabe destacar es el del Lindano (Hexaclorociclohexano), empleado
como fungicida para granos, y cuya preparacion comercial contiene 6
hexaclorociclohexanos, aunque la estereoquimica del ciclohexano permite mas isbmeros
tedricos. La segunda categoria de estos plaguicidas es la de los ciclodienosen la cual se
encuentra el hexaclorociclopentadieno que posee actividad herbicida. Cuando este se
hace reaccionar con diversos diendfilos, y los productos resultantes se modifican se
obtiene una gran nimero de plaguicidas utiles [14].

Un ejemplo de estos productos modificados es el clordano, empleado en agricultura y
también para el control de plagas en el hogar y en jardines, ademas de poseer actividad
herbicida.Compuestos como el aldrin, dieldrin, heptacloro y endrin también hacen parte de
esta familia, caracterizados todos ellos por tener un amplio espectro de actividad
insecticida, y una toxicidad que varia de moderada a aguda para los mamiferos.Como
una tercera categoria puede considerarse el vasto numero de plaguicidas cuyas
estructuras quimicas convergen en torno a constituir el grupo de los derivados de acidos
organicos. Aunque algunos de ellos dominaron el mercado de los herbicidas por muchos
afios, actualmente se han impuesto serias restricciones a su uso, ya que en los procesos
de fabricacion de los mismos, adquieren impurezas de altisima toxicidad y de efectos
teratogénicos.

En el desarrollo de estos compuestos se han planteado modificaciones quimicas como
transformarlos en ésteres y en amidas volatiles y no volatiles. La volatilidad es un factor
de gran importancia, toda vez que debido a la potencia de la sustancia, el vapor diluido y
las gotas mindsculas en suspension, pueden perjudicar seriamente las cosechas de
plantas de hojas anchas, debido a corrientes de aire que fluyan hacia éstas desde el
punto de aplicacion del plaguicida, en este caso, particularmente del herbicida [14]. Un
ejemplo de los herbicidas obtenidos mediante estas modificaciones es el &cido
triclorobenzoico.
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1.4.3.2 Compuestos organofosforados

También llamados ésteres fosforicos, estos compuestos comparten entre todos una
similitudestructural que les confiere su actividad plaguicida, debido a que la gran mayoria
atacan principalmente el sistema nervioso. A continuaciéon se ilustra un ejemplo de
compuesto organofosforado y el patron estructural que comparte dicha familia [14].
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Figura 2. Estructura quimica del clorpirifos. Figura 3. Patrén estructural de los compuestos
organofosforados.

De acuerdo con lo relacionado en la figura, los grupos R1 y R2 por lo general son
unidades de bajo peso molecular, como grupos alcohilo, alcoxi, alcohiltio o alcohilamilo
con menos de cuatro carbonos. X puede ser un atomo de oxigeno o azufre y Y es casi
siempre un grupo hidroliticamente inestable que se separa de la molécula, formando
residuos que pueden atacar enzimas. Esta familia de compuestos posee gran versatilidad,
pues recientemente se han desarrollado productos con alta toxicidad y selectividad,
variaciones de persistencia en el medio ambiente, entre otras actividades.Frente a las
prohibiciones que han surgido contra los compuestos organoclorados y su larga
persistencia ambiental, los compuestos organofosforados y los carbamatos son una
oportunidad en el control de plagas. Sin embargo, estos al ser una solucién también
requieren de mas inversion, toda vez que son mas costosos.

1.4.3.3 Carbamatos

Los carbamatos se caracterizan por presentar el siguiente patron estructural [14]:
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Figura 4. Patrén estructural de los Carbamatos
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Su mecanismo de accién es muy similar al de los compuestos organofosforados, descritos
anteriormente, pero no es idéntico. En muchos carbamatos, R1 corresponde a un grupo
aromético. Por lo general R2 es un grupo metilo y R3 es Hidrogeno aunque algunas
veces puede ser metilo. En muchas estructuras de plaguicidas recientes pertenecientes a
esta familia, el protén de R3 es sustituido por un grupo acilo, sulfenilo o fosforilo. Estos
compuestos son muy empleados en el cultivo de granos, ya que permiten bloquear la
reproduccion de las plagas que atacan a la especie de planta mencionada.

1.4.3.4 Piretroides

Los piretroides son derivados sintéticos de dos grupos de piretrinas, que a su vez son
extraidas de las flores de plantas del género Chrisanthemum. Las piretrinas se pueden
subdividir en piretrinas | y piretrinas Il, que son respectivamente derivados del acido
crisantémico y pirétrico. Aunque alrededor de este grupo de plaguicidas se han realizado
a través del tiempo diversas modificaciones estructurales con el fin de conferirles
estabilidad y potencializar se pueden nombrar algunas caracteristicas que comparten
todos ellos [14]:

e Se definen como ésteres de acidos derivados del ciclopropano. Aunque esta regla
excluye el fenilvalerato.

e Son poco toxicos para los mamiferos quienes los metabolizan y excretan con
rapidez.

¢ Dejan residuos muy bajos o nulos en el suelo y en el agua.
e Existe la posibilidad de fabricar isomeros

e Son poco volatiles.

1.5 CARACTERISTICAS TOXICOLOGICAS DE LOS PLAGUICIDAS

Debido a que muchos de los plaguicidas son creados con el objeto de matar plagas tales
como hongos, insectos, bacterias, u otros organismos vivientes no deseables, y como los
seres humanos comparten algunas funciones basicas con las mismas, estos compuestos
quimicos pueden también causar efectos extremadamente dafiinos e incluso la muerte en
los seres humanos. Ya sea por via oral, respiratoria, cutdnea o por contacto con los 0jos,
la sintomatologia puede variar y manifestarse con determinada agudeza dentro de un
lapso de tiempo posterior al contacto con el plaguicida. Sin embargo los dafios mas
graves ocurren cuando la sustancia ingresa al cuerpo, es decir, cuando es inhalada o
ingerida [12].La aplicacion persistente y desmedida de estas sustancias por parte de los
agricultores, esta llevando a que estos compuestos se acumulen en pequefias cantidades
en muchos alimentos de la ingesta diaria de los seres humanos, como leche, carnes,
legumbres, frutas, etc.
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Por tal razén los andlisis para al determinacion de residuos de estos plaguicidas en
diversas variedades de alimentos cada vez se vuelven mdas precisas y sensibles.
Adicionalmente, las instituciones de salud publica han endurecido sus criterios frente a la
cantidad minima permitida de estos compuestos en los alimentos. En el caso de algunos
plaguicidas, como el endosulfan, su uso y su presencia en alimentos 0 en agua ya estan
prohibidos por dichas instituciones [15]. Muchos plaguicidas se han producido con el
objeto de que actuen de forma rapida y eficaz sobre el organismo no deseado, de modo
que esto ha llevado a desarrollar compuestos que logren ingresar faciimente al érgano,
sistema o ruta metabolica que deben atacar.

En el caso de muchos de los compuestos organoclorados, su objetivo es inhibir la enzima
citocromo oxidasa, que interviene en el intercambio gaseoso durante el proceso de
respiracion de los animales. Ademas de desestabilizar el sistema nervioso. Sin embargo,
el mayor problema yace en que durante su excrecion pueden ser absorbidos por los
intestinos, con lo cual se prolonga su actividad biolégica dentro del organismo, con lo que
se pueden provocar efectos a largo plazo. Es por ello que los sintomas mas frecuentes
debido a esta intoxicacion, correspondan a convulsiones, dificultad para respirar entre
otros. Los compuestos organofosforados son menos persistentes en el medio ambiente,
pero son mas peligrosos para los seres humanos debido a su alto grado de toxicidad.
Muchos tienden a permanecer en el sistema vascular de los vegetales, por lo que son
ingeridos tanto por insectos chupadores, como por las personas [12]. Uno de sus
principales efectos es la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa, lo que desencadena
un efecto tardio (dias, incluso semanas después) en el sistema nervioso, conocido como
neuropatia retardada. Por lo tanto, esta anomalia se caracteriza por afectaciones
considerables en el desarrollo psico- motriz, y puede llegar hasta el sistema nervioso
central. Su ventaja frente a los organoclorados es que no se acumula en el organismo, por
lo que se elimina con mayor facilidad. Uno de los problemas mas serios ocurre cuando se
presenta una intoxicacion por varios plaguicidas, pues la interaccion entre algunos de
estos puede potencializar su toxicidad, o bloquear los procesos de desintoxicacion del
organismo.

Los carbamatos poseen un mecanismo de accion muy similar a los organofosforados,
pero con la diferencia de que al parecer no presentan neurotoxicidad retardada, lo que
implica que la inhibicion de la acetilcolinesterasa es transitoria, de algunas horas
solamente [15]. Algunos piretroides atacan el sistema nervioso, mientras que otros
intervienen en procesos hormonales tanto de los animales como de las personas. Es por
ello que los piretroides desarrollados mas recientemente, actiGan como reguladores de
crecimiento, no se acumulan en el organismo y no persisten en el medio ambiente [14].

1.6 IMPACTO AMBIENTAL Y EN SERES VIVOS DEL USO DE PLAGUICIDAS

Los estudios sobre las consecuencias de exposicion prolongada a plaguicidas, por parte
de los ecosistemas, incluyendo la estructura y composicion de los suelos asi como la
biota victima de los mismos, no han sido extensos alrededor del mundo. Sin embargo,
muchos investigadores y ecologistas convergen en la tesis de que el dafio que se ha
causado al medio ambiente y a los organismos vivos en general, obedece mas al uso
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desmedido de estos compuestos y a formulaciones donde mezclan varios ingredientes
activos, que a su naturaleza quimica [16].

Los efectos varian de una familia quimica a otra, pero se podrian mencionar algunos de
los efectos mas comunes de los plaguicidas sobre los organismos vivos y sobre el suelo
en particular [16,17]

e En el hombre.

Intoxicaciones Agudas y Envenenamientos.
Dafos genéticos irreversibles.
Enfermedades Crdnicas degenerativas.
Alteraciones Endocrinas

Esterilidad y/o dafos graves en el ADN.

ANANENENEN

o Enlavida silvestre [17].

v' Destruyen los ecosistemas, ya que son altamente tdxicos para muchos
tipos de organismos (variando segin familia quimica y plaga que controle).

v' Destruyen y/o contaminan fuentes de alimento para animales herbivoros.

v' Debido a su alta bio-concentracién, impacta todas las etapas de la cadena
alimentaria.

v' En ocasiones, sus productos derivados de la degradacién en el tiempo son
aln mas nocivos

e En los suelos

v' Contaminacién de aguas subterraneas.
v’ Esterilizacion parcial por eliminacion de la microflora.
v Alteracion fisicoquimica a largo plazo.

Como conclusion, si bien los plaguicidas poseen efectos nocivos sobre muchos
organismos, el hombre los ha potencializado debido al abuso que ha hecho de estos.

1.7 TENDENCIAS ACTUALES PARA EL CONTROL DE PLAGAS

La creciente toma de conciencia sobre los aspectos negativos de los plaguicidas, esta
dando como resultado el desarrollo de practicas que buscan reducir el uso de estas
sustancias en la agricultura, abriéndole las puertas a propuestas novedosas, asi como al
rescate de practicas tradicionales empleadas para el control de estas plagas [18]. Se
abren paso alternativas rentables, amigables con el medio ambiente, y que permiten
recuperar parte de la biodiversidad que se pierde debido al uso extensivo de terrenos para
pastoreo. Estas tendencias se pueden resumir de la siguiente manera:
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o Los cultivos asociados permiten diversificar la biota en las areas de pastoreo,
reduciendo los brotes severos de plagas que atacan los monocultivos, en este
caso de pastos y forrajes. Esta técnica introduce varios tipos de cultivos con el fin
de reducir los efectos causados por plagas, sin menoscabo de afectar la
produccibn de pastos. Se fundamenta en principios ecoldgicos, imitando
mecanismos de equilibrio y estabilidad de la naturaleza.

e Asi como existe una gran variedad de plagas de distinta naturaleza (animal,
vegetal, fangica) existen también métodos muy variados para controlar las
mismas. Otro método que permite controlar plagas eliminando el uso de
plaguicidas es el control biol6gico mediante la produccion masiva de enemigos
naturales y el desarrollo de plaguicidas microbiolégicos.

e Otro ejemplo concreto consiste en la produccién masiva de machos estériles de la
mosca mediterrdnea, con el objeto de erradicar o contener la poblacion de este
insecto [18].

e Aunque las técnicas que simulan equilibrios naturales son eficientes, y muy
amigables con la restauracion de la biodiversidad, existen métodos de control méas
practicos y menos costosos, desde la 6ptica del trabajo en el campo. Este método
se refiere a los plaguicidas botanicos, que consisten en preparaciones quimicas
con variadas actividades biolégicas (repelentes, feromonas, biocidas) a partir de
extractos de plantas [19].

No obstante, las practicas tradicionales de proteccidbn de plantas continlan siendo
importantes. Métodos como la labranza, la inundacién y la quema siguen siendo efectivos
para reducir la presencia de todo tipo de plagas. Del mismo modo, la rotacion de cultivos y
la eliminacion de los residuos vegetales contribuyen también a reducir las pérdidas
causadas por las plagas [19].

En el siguiente capitulo, se hara una exposicion de las metodologias usadas en la
actualidad en la preparacion de muestras para el analisis de plaguicidas, mas
exactamente en muestras de leche cruda.
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CAPITULO 2

TECNICAS DE PREPARACION DE MUESTRAS

Dentro de la leche se encuentran diversos analitos cuyos analisis se efectlan con
multiples propdésitos, lo que hace que la seleccién de un método de extraccién que pueda
recuperar los analitos de un medio acuoso como este sea de vital importancia para
garantizar la confiabilidad de los resultados. Algunos de los plaguicidas que se encuentran
presentes alli se inclinan por un comportamiento hidrofobico (insoluble en agua) lo que
facilita su extraccion a través de un medio de la misma naturaleza. Sin embargo, otro
grupo de estos se comporta de manera contraria, lo que dificulta su extraccién de la leche.

La quimica analitica abarca un amplio espectro de tépicos dentro de los que se incluye un
aspecto clave como lo es la preparacién de las muestras antes de efectuar el andlisis ya
sea cualitativo o cuantitativo. En el presente capitulo se describirdn las técnicas de
extraccion de plaguicidas mas usadas en la actualidad como lo son la extraccion liquido-
liquido (LLE), la extraccion en fase sélida (SPE) y la microextraccion en fase sdlida
(SPME) [21]. En cada técnica se ilustraran los respectivos principios fisicoquimicos que
las rigen, asi como también se mencionaran brevemente sus parametros, enfocandolos
hacia la extraccion de plaguicidas en la matriz de estudio (Leche).

2.1 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO

2.1.1Fundamento de la técnica

La extraccién liquido-liquido permite la extraccidn, pre-concentracion y/o limpieza de uno
0 mas componentes de una muestra. Se basa en la distribucién de la muestra entre dos
fases inmiscibles en las que el analito y la matriz poseen diferentes valores de
solubilidades [20]. La técnica busca separar una o varias sustancias disueltas en un
disolvente mediante su transferencia a otro disolvente insoluble, o parcialmente insoluble,
en el primero. La transferencia de materia se consigue mediante el contacto directo entre
las dos fases liquidas. Una de las fases es dispersada en la otra para aumentar la
superficie de contacto entre las mismas y aumentar el caudal de sustancia extraida [21].

De acuerdo con lo postulado en un trabajo realizado en Guatemala en el 2010, las tres
etapas fundamentales de le extraccion liquido-liquido son [21]:
a) Generacion del contacto de la matriz con el solvente extractante.
b) Separacion de las fases liquidas una vez hecha la transferencia de las sustancias
a extraer.
c) Recuperacion del solvente.

Generalmente se efectlla sobre una fase acuosa, que contiene un compuesto de interés
gue es extraido gracias a su mayor solubilidad en una fase organica. La relacion entre las
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solubilidades que posee el analito en las fases inmiscibles se conoce como constante de
distribucion, o coeficiente de reparto [21].

Esta expresion se describe de la siguiente manera:

L

A

Donde [Aq] corresponde a la concentracion del analito en la fase organica, mientras que
[Aac] hace referencia a la concentracién del analito en la fase acuosa. De esta forma, el
coeficiente de reparto depende de las fases involucradas. Asi, un cambio en el solvente
modificard la solubilidad del analito en esta fase y por ende afectard el valor de esta
constante. Tanto la eficacia como la selectividad de la técnica dependen de algunos
factores que pueden ser controlados o en su defecto maniobrados de forma que no
entorpezcan la extraccion. Algunos de estos son [21]:

Seleccion adecuada del solvente extractante y naturaleza del mismo.
Presencia de agentes complexantes que incrementen la solubilidad del analito.
Adicion de sales neutras que reducen la solubilidad del analito en fase acuosa.
pH.

Temperatura.

La seleccién adecuada del solvente extractante depende a su vez de:

Inmiscibilidad de ambas fases y polaridad el analito.

Solubilidad en agua de menos del 10%.

Volatilidad para su posterior evaporacion.

Compatibilidad con técnicas analiticas empleadas posteriormente.

En el caso de la leche existe una situacion que hace necesario implementar métodos
complementarios de extraccion para garantizar el enriquecimiento y purificacion de los
extractos que pudieran llevarse a un analisis instrumental. Debido a la presencia
considerable de materia grasa en la leche cruda, y a que muchos plaguicidas son
liposolubles, la extraccion termina siendo sélido liquido para este caso. En estos casos,
suele emplearse un solvente que logre extraer tanto los plaguicidas hidrosolubles como
los liposolubles sin menoscabo de disminuir los respectivos porcentajes de recuperacion.

En este sentido, Romero desarrollé6 una metodologia para la extraccion de 15 plaguicidas
(clorpirifos, clorpirifos metil, coumafos, diazinon, diclorvos, dimetoato, disulfoton, etion,
fenamifos, forato, isofenfos, malation, metilparation, paration y terbufos) en leche usando
acetonitrilo como agente particionante en un procedimiento de extraccion liquido-liquido.
Para este caso, se obtuvo un limite de deteccion minimo de 2ug/L para el diclorvos y
maximo de 17 pg/L para el coufamos [22].
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Asi mismo, Morales plantea una metodologia para la extraccion de clorpirifos, con el
objeto de determinar la relacion existente entre los residuos de este plaguicida en leche y
sangre, y los niveles de estradiol y tiroxina en vacas Holstein, por medio de extraccion
liquido-liquido, usando acetonitrilo como solvente particionante y apoyando el proceso de
separacion por medio de centrifugacion. En este caso obtienen porcentajes de
recuperacion entre 80,96 y 115,97% con coeficientes de variacion entre el 2,75 y el
4,82%. Los patrones se prepararon en un rango de concentraciones entre 0,008-0,1 ppm.
De acuerdo con las relaciones entre sefial y ruido para este método, obtuvieron un limite
de deteccion de 1ug/L y un limite de cuantificacion de 8ug/L [23].

Como ya se menciond, al ser la leche una matriz compleja compuesta por diversos tipos
de compuestos quimicos, el empleo de acetonitrilo no solo extrae los plaguicidas sino que
también extrae determinada cantidad de compuestos liposolubles no deseados, por lo que
se requiere una técnica complementaria de purificacibn del extracto organica. En la
siguiente seccidn se expondra la técnica de extraccion en fase sélida (SPE), ampliamente
utilizada para la purificacion de extractos y/o para la retenciéon de analitos presentes en
los mismos, en este caso plaguicidas.

2.2EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)

Tradicionalmente, las extracciones liquido-liquido se han usado para la preparacion de
muestras para andlisis de plaguicidas, pero este método es largo, consume mucho
tiempo, y ademas es costoso. Este método no solo requiere muchos pasos para su
desarrollo, también presenta varios problemas como la formacion de emulsiones, gastar
grandes volumenes de solvente, extractos himedos e impuros, como también resultados
irreproducibles en muchos casos [24]. Es asi que a mediados de los afios 70’s se
introduce un método alternativo de extraccion, llamado extraccion en fase sélida (SPE o
solid phase extraction) el cual consiste en un dispositivo en forma de reservorio de una
jeringa, en el cual se introduce un material adsorbente (fase estacionaria) que cumple la
funcion de atrapar o retener una sustancia que esta contenida en un solvente determinado
(fase movil). Es asi que la SPE comprende la interaccién de tres componentes descritos:
el material adsorbente, el analitos y el solvente [25] (ver figura 5). En este capitulo del
presente trabajo se hard una descripcién de los parametros relacionados con el proceso
de la SPE usada en la preparacion de muestras para analisis de plaguicidas.

2.2.1 Fundamentos de la SPE

La extraccibn en fase sélidaes una técnica ampliamente usada actualmente en
la preparacion de muestras para el analisis de plaguicidas de forma rapida y selectiva. El
principio de la SPE es similar a la de extraccion liquido-liquido (LLE), el cual consiste en
un reparto de solutos entre dos fases. Sin embargo, en vez de dos fases liquidas
inmiscibles, como en LLE, la SPE implica la particiébn entre un liquido (o matriz de la
muestra solvente conlos analitos)y una fase soélida o fase estacionaria (material
adsorbente). La introduccion de un amplio espectro de materiales absorbentes en los
procedimientos de analisis dio un nuevo impulso para el desarrollo de la metodologia SPE
desde la década de 1960 hasta finales de los 80’s [25].
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Fig. 5. Diagrama de proceso de extraccion en fase solida, SPE.

El primer paso de la SPE consiste en un acondicionamiento del material adsorbente con
una sustancia apropiada que solvente los grupos funcionales de dicho material. Luego, la
solucién que contiene el plaguicida en este caso, se hace pasar por la columna usando si
es necesaria una bomba de aire que aplique presion positiva para forzar la solucién a
pasar por el material de la columna. La columna contiene ahora los analitos e impurezas,
los cuales se lavan con un solvente apropiado que eluye las impurezas, y preserva en
analito en la columna. Finalmente los plaguicidas purificados son eluidos con un solvente
suficientemente fuerte para desplazar el analito del material adsorbente. Para el proceso
descrito anteriormente se tienen dos variantes.

La SPE en fase normal hace referencia a un sistema en el cual el material adsorbente es
mas polar que la fase movil o la solucion de la muestra. La SPE en fase reversa se refiere
a un sistema en el cual el material adsorbente es menos polar que la fase movil o la
solucién de la muestra [27]. La extraccién en fase sélida se compone de tres modalidades
de uso, consistentes en la limpieza o cleanup, concentracion del analito y remocion de la
matriz. En el cleanup se busca que el material adsorbente o fase estacionaria retenga el
analito, mientras que el solvente o fase movil arrastra las impurezas [26]. La
concentracion del analito se da cuando éste esta retenido en el material adsorbente y es
eluido por un volumen de solvente inferior al que inicialmente lo contenia previo
atrapamiento, lo que resultara en un extracto “enriquecido” con el analito. En la remocién
de la matriz, la fase estacionaria cumple un papel inverso al del cleanup, donde las
impurezas son retenidas mientras que el solvente arrastra el analito a través de la fase
estacionaria. El correcto desarrollo de la SPE depende fundamentalmente de un profundo
conocimiento de las caracteristicas quimicas del analito tales como su indice de polaridad,
peso molecular, estructura quimica, grupo funcional y otras como la solubilidad en
solventes comunes en la técnica [26].

2.2.2 Parametros involucrados en la SPE

En esta seccién se describen los parametros o mecanismos involucrados en la extraccion
en fase solida.
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2.2.2.1 Fuerzas intermoleculares

Las interacciones moleculares en la SPE ocurren fundamentalmente entre las moléculas
del analito y los grupos funcionales del material adsorbente. Esas fuerzas son iénicas,
puentes de Hidrogeno, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido, y fuerzas de dispersion [25].
Los puentes de hidrogeno ocurren cuando un atomo de hidrégeno se enlaza
covalentemente con un elemento fuertemente electronegativo como oxigeno, o fluor. La
fuerza relativa de los puentes de hidrogeno esta condicionada por la electronegatividad y
el tamafio del elemento electronegativo. Las fuerzas dipolo-dipolo son el resultado de la
interaccion de momentos dipolares de moléculas polares. Un dipolo molecular se da a
través de la diferencia de electronegatividad de los atomos de las moléculas en
combinacion y sus geometrias moleculares. Las moléculas simétricas compuestas de
atomos de diferente electronegatividad no tienen un dipolo permanente, mientras que las
moléculas asimétricas tienen un momento dipolar permanente. Ambos tipos de interaccion
se presentan en igual medida en el analisis de plaguicidas, ya que la amplia variedad de
estas sustancias hace que los diferentes tipos de polaridad de las mismas presenten las
diversas interacciones descritas con su entorno [26].

2.2.2.2 Rata de flujo

En general se sugiere una rata de flujo de 5 ml/min, ya que la interaccién polar y no polar
puede llegar a ser lenta en algunos casos [27].

2.2.2.3 Fuerza eluotropica

En el proceso de la extraccion en fase solida, se presentan dos tipos de interacciones
fundamentales entre las sustancias que constituyen el sistema descrito anteriormente
(analito, solvente y material adsorbente) que son la interaccion entre el analito y la fase
estacionaria y entre la fase movil o solvente y el analito. Para la interaccion entre solvente
y el analito se establece un parametro conocido como la fuerza eluotropica (€°) que es una
medida de la energia de adsorcion del disolvente en la silica pura comparado con un
solvente determinado [27]. Este pardmetro es de gran importancia en el momento de
determinar si el material adsorbente atrapara o no el plaguicida presente en el solvente
gue funciona como fase mdévil en la extraccion.

Para ejemplarizar la definicion anterior, se puede considerar un caso donde se tiene
Florisil® como material adsorbente y se pretende atrapar un plaguicida moderadamente
polar, para el cual se debera usar un solvente con valores de €° menores de 0.30, ya que
estos valores bajos indican que la fuerza de adsorcion del solvente hacia analito es baja
con respecto a la marcada polaridad del Florisil®, por tanto este material podra generar
una interaccién efectiva a través de alguna de las fuerzas intermoleculares anteriormente
descritas para retener el analito. Planteando otro caso, para clarificar la practicidad de
este parametro, se plantea un experimento donde se tiene un material adsorbente no-
polar como el octadecilsilano y se pretende extraer un plaguicida débilmente polar, para lo
cual se usa un solvente de alto valor de €° como la mezcla acetonitrilo-agua (1:10) con un
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valor de €° cercano a 0.65. Este valor indica que la fuerza de adsorciéon de este solvente
con respecto a un material polar como la silica o el Florisil® es grande, pero con un
material de baja polaridad como lo es el octadecil la fuerza eluotropica del solvente usado
es débil, ya que el material descrito generara una interaccion mas fuerte con el analito de
baja polaridad ya que tiene mas afinidad con este, por lo que se esperaria que el analito
quedara atrapado en el material adsorbente mencionado [27].

Es de anotar que la polaridad no tiene un relacién directa con la fuerza eluotropica de un
solvente ya que dicha fuerza no depende directamente de la polaridad de la molécula
para interaccionar con un analito dado, teniendo en cuenta la naturaleza del material
adsorbente de la fase estacionaria. Xie reporta un experimento en donde uso cartuchos
Oasis HLB, que son cartuchos universales de sorbente para SPE en fase reversa, con
acetonitrilo como solvente para la extraccion de 6 plaguicidas (Dinotefuran,
Thiamethoxam, Clathianidin, Imidacloprid, Acetamiprid y Thiaclorpid) [28].

2.2.2.4Propiedades del material adsorbente

En los afios 60’s, se llevaron a cabo los primeros tratamientos a los grupos silanol de la
silica con el objeto de sintetizar nuevos materiales creando asi derivados alcoxisilil y
mono-, di- y tri-halo sustituidos que fueron los productos iniciales de dichas sintesis con
un uso practico. Fue asi que surgieron inicialmente materiales apolares a partir de la
sintesis con la silica altamente polar, posteriormente se sintetizaron materiales con grupos
terminales polares y apolares que ampliaron el espectro de aplicaciéon de la extraccion en
fase solida como método de separacion selectivo [27].Zief sefiala como se da la sintesis
de materiales mono-funcionales, es decir con un solo sitio de interaccion por seccion del
grupo funcional (ver figura 6).

|
—éa—uu Cl —Si—0H

|
—3Si—(0H + EI—S:H—(EH:)E _*—Si—ﬂ—?i—':[:”s)ﬂ

—?i—I]H Cl —?i—I]H Cl

Figura 6. Reaccion de formacién de derivados monofuncionales de la silica.

Asi mismo, también sefala las reacciones de formacion de derivados trifuncionales (figura
7).
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Figura 7. Reaccion de formacidn de derivados trifuncionales de la silica.

Como se muestra, en los dos tipos de reaccién, se conservan dos grupos silanol sin ser
ocupados lo que genera que hayan caracteristicas diferentes en la superficie del material:
Aquellas que se encuentran en los grupos R unidos y las que se tienen en los grupos
silanol sin reaccionar. Un ejemplo de como minimizar o eliminar la adsorcion competitiva
por estos grupos silanol remanentes es cubriéndolos por medio de una terminacion tal
gue reaccione en esos puntos, como el caso de el trimetilclorosilano (figura 8).

|
_éi—UH —Ti—U—Si(EHa}s
—3—0 —S5—0
| >Si(EH=}E =S —— | >Si(EHs]'R
—5—0" | —§—0|
i 0—Si(CH)s

Figura 8. Reaccion de “endcapping”1 de los grupos silanol con trimetilclorosilosano.

Los grupos que se usan en el proceso de endcapping son realmente importantes en la
determinacién de las interacciones que se dan en la superficie del material sintetizado.
Generalmente se le da el nombre al material a partir del grupo funcional que genera las
interacciones con el compuesto a separar.

2.2.3 Proponer un método preliminar
Para desarrollar un método de extraccion se deben establecer parametros como el modo

de extraccién, el material adsorbente a usar y los solventes de transporte y elucion del
analito.

La expresioén en ingles“endcapping” traduce “terminacién”, y en este caso se usa para denotar que
sereemplaza un grupo hidroxilo por un grupo alcoxisilil.
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2.2.3.1 Seleccion del modo de extraccion

Las modalidades de uso para la SPE mas usadas, que consisten en el cleanup,
concentracion de la muestra y la remocion de la matriz, y a la misma vez, depende del
grado de concentracion requerido para el analito, la complejidad de la matriz y la
naturaleza del analito y las interferencias presentes en la matriz, el poder escoger una u
otra modalidad de uso de este método de extraccién. Para el analisis de plaguicidas se
debe tener en cuenta la polaridad de la molécula de interés como un indicador del sistema
solvente de transporte-sorbente-eluyente mas adecuado para su extraccion de la matriz,
pero cuando se trata de analisis multiresiduo se debe buscar un material adsorbente de
tipo universal para modalidad SPE en fase reversa, haciendo que los plaguicidas de
interés tengan mayor afinidad por el material adsorbente que por el solvente polar,
aprovechando una caracteristica particular de los plaguicidas de que en gran parte son
moderada y débilmente polar. Como el trabajo desarrollado por Bogialli, donde realizé un
analisis multiresiduo de plaguicidas en leche de bovino usando SPE en fase reversa con
un material conocido como Carbograph 4%y una mezcla de metanol y agua como solvente
de arrastre o transporte [29].

2.2.3.2Cleanup de la muestra

El proceso de cleanup consta fundamentalmente de la adsorcion del analito por parte de
la fase estacionaria mientras que la fase mévil arrastra las impurezas presentes y que
pueden dificultar la determinacion instrumental del analito [24].Cuando el analito es més
polar que las impurezas presentes, se debe usar un solvente de baja polaridad, para que
este arrastre las impurezas y no arrastre al analito, para que quede atrapado en el
material adsorbente de alta polaridad. Este sistema que se describe hace referencia a una
extraccion en fase normal, dado que la fase movil es menos polar que la fase estacionaria
y se usa cuando se tiene conocimiento de que las impurezas presentes son menos
polares que el analito.Cuando las impurezas son mas polares que el analito, se debe
disolver en un solvente de alta polaridad, para que dichas impurezas interactien mas
fuertemente con el solvente y el analito menos polar interactué mejor con la fase
estacionaria. Cuando se tiene que la fase movil es mas polar que la fase estacionaria, se
trata de una extraccion en fase reversa, que finalmente busca eliminar las impurezas mas
polares que el analito [27].

2.2.3.3 Remocion de la matriz

Este procedimiento se ejecuta cuando la complejidad de la composicion de la matriz es
alta, y se requieren realizar una purificaciéon optima del analito tras la retencion de las
impurezas que interfieren en la deteccidn del mismo. Bogialli describe una metodologia de
extraccion multiresiduo de herbicidas y fungicidas (Carbendazim, chloridazon, dicamba,
bentazone, carbetamide, cyanazine, monuron, simazine, metsulfuron, chlorsulfuron,
monolinuron, Atrazine, methazachlor, isoproturon, diuron, 2,4-D, bensulfuron, sec-

2Carbograph 4 es un ejemplo de la familia de carbon grafitado negro absorbente que tiene una superficie de
aprox. 200m2/g. Es el mercado a que se refiere también como Carboprep®
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butylazine, Linuron, terbutylazine, propanil, propyzamide, molinate, mecoprop, dichlorprop,
chloroxuron, metolachlor, 2,4-DB, 2,4,5-TB, neburon, propiconazole, prochloraz y
pentachlorophenol) en muestras de leche, con una mezcla metanol-agua (altamente
polar) como solvente de arraste, usando cartucho de SPE Carbograph 4 y usando una
mezcla de agua-metanol (50/50) como mezcla de transporte, seguido de 0,3 mi
de metanol como mezcla de elucion con un caudal de salida de 5.6 mL /min. Este
experimento se desarroll6 por SPE en fase reversa obteniéndose porcentajes de
recuperacion de 93% en promedio [29].

En otro ejemplo de remocién de la matriz fue la desarrollada por Romero, el cual analizo
15 plaguicidas organofosforados (clorpirifos, clorpirifos metil, coumafos, diazinon,
diclorvos, dimetotato, disulfoton, etion, fenamifos, forato, isofenfos, malation, metil
paration, paration y terbufos) con una mezcla de acetonitrilo-agua como mezcla de
arrastre o transporte y adiciones sucesivas de mezclas hexano-acetona (90:10) y
acetona-tolueno (75:25) como solventes de arrastre. Este analisis arrojé porcentajes de
recuperacion de un promedio de 92% [22].

2.2.3.4 Seleccidon del material adsorbente

La seleccion del material adsorbente depende de las caracteristicas del analito, las
caracteristicas de la matriz de la muestra y el método analitico para su determinacion.
Para la SPE en fase normal un ejemplo de estos materiales es el cianopropil [25] (figura
9).

— Si—l]\ 0—Si(CHs)3
s<
— Si— CH2CHzCHzC=N

Fig. 9. Estructura del material adsorbente cianopropil

El grupo ciano (CN) es el que le brinda el caracter polar al material descrito, y es
precisamente en este punto donde se dara la interaccion con el compuesto a separar.
Para SPE en fase reversa un material cominmente usado para este fin es el octadecil
(figura 10).
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— Si—D\ 0—Si(CHz)3
Si<
— Si— (CHz)17CH:

Fig. 10. Estructura del material adsorbente octadecil.

El grupo en el que se generan las interacciones es el grupo octadecil, exactamente en el
carbono inicial y terminal de la cadena por la cual se compone, que como se observa es
una cadena alifatica, que es practicamente apolar y es por esto que es Util en la
extraccion en fase reversa.Las impurezas que acompafian al analito en la matriz en
ocasiones representan interferencias en el mismo proceso de separacion a través de la
SPE, como obstaculizar la interaccién entre el analito y el material adsorbente o taponar
los filtros de superior y/o inferior del reservorio.Por ejemplo los carbohidratos y
polisacaridos son contaminantes solubles en solventes polares pero tienden a pasar sin
retenerse en materiales adsorbentes no polares.Las proteinas son grandes
macromoléculas que en muchos casos no pueden pasar a través de los poros de muchos
materiales con terminaciones sintetizadas, para lo cual se usa el acetonitrilo en el proceso
de extraccién con el objeto de que este haga precipitar las proteinas para que quede una
soluciéon supernadante de acetonitrilo acuoso que contendra el analito.

Las sales inorganicas son las impurezas mas comunes en matrices polares, las cuales
pasan faciimente a través de materiales no polares y casi todos los materiales polares.
Las carnes y los tejidos adiposos poseen grandes cantidades de grasas, las cuales son
altamente solubles en solventes polares. Una vez se hayan solubilizado en dicho
solvente, el analito podra ser atrapado en un material polar mientras que el solvente
arrastrara estos componentes apolares [27].

2.2.3.5 Seleccion del solvente

En la seccion 2.2.2.3se menciono que la fuerza eluotropica (€°) se define como la fuerza
de adsorcién de un solvente en la silica. El uso de este parAmetro permite saber cual es
solvente mas adecuado para realizar determinada extraccion a ciertas condiciones
conocidas en el analito y el material adsorbente. Ademas de la €° también se puede usar
el indice de polaridad que se determina para solventes cromatograficos de acuerdo a su
habilidad para solvatar determinados solutos. El indice es una medida de la polaridad de
determinados solventes en extracciones liquido-liquido.Adicionalmente se comprende las
series eluotropicas como un listado de compuestos ordenados segun su poder de elucion
con respecto a un material adsorbente dado. Estas series estdn comunmente
acompafadas de los valores del indice de polaridad de cada una. En la tabla 1 del anexo
se describe una de estas series eluotropicas con respecto a la silica [25].
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Segun los datos expuestos el acetonitrilo tiene mayor fuerza de elucién que la acetona en
la silica, que es un material polar. Pero si se determinaran estos valores para un material
de baja polaridad como el decilsilano o el octadecilsilano, se tendria que la acetona en
ese caso tendra mayor poder de elucion que el acetonitrilo. El indice de polaridad es util
para determinar la solubilidad o no de un solvente en otro, pero no refleja el
comportamiento adsorbente del solvente como si lo hace la €°.En muchos casos se hacen
necesarias mezclas binarias de solventes para alcanzar valores precisos de €°, pero dicha
fuerza no varia linealmente con proporciones que si varian linealmente, pero aun asi es
atil cuando se necesitan valores precisos.

Experimentalmente se ha demostrado que valores de €° menores que 0,38 son los
solventes mas efectivos para la adsorcion de componentes moderadamente polares en
materiales adsorbentes polares como la silica y sus derivados polares. Mientras que
solventes con valores por encima de 0,5 se pueden usar como disolvente de compuestos
no polares en materiales adsorbentes no polares como los materiales con terminaciones
decil y octadecil [27].Para la elecciéon de un solvente de elucion se debe comprender su
valor de €° y la del indice de polaridad del analito, por ejemplo el alto valor de €° del
metanol (0,73) indica que es efectivo para arrastrar o eluir moderadamente y fuertemente
analitos polares de materiales adsorbentes muy polares. El cloruro de metileno, con un
valor de €° de 0,32, se usa para eluir analitos apolares de materiales no polares o con
terminaciones apolares. Popularmente se tiene una apreciacion como “polar disuelve a
polar” o “apolar disuelve apolar”, pero el metanol desmiente en varios casos esta frase, el
cual posee un alto valor de €°, y puede diluir igualmente grupos polares y apolares por
igual. Por esta razén, el metanol es un excelente solvente acondicionador para los
materiales adsorbentes [27].

2.3 MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME)

La preparacion de muestras previo al analisis en los equipos adecuados, es un paso
critico a la hora de una adecuada determinacion de plaguicidas. El gasto de solventes, el
tiempo de extraccion del analito, la complejidad de la matriz del mismo vy la fiabilidad y
efectividad del método de extraccidbn son factores determinantes en los andlisis
semicuantitativos y cuantitativos en campos como el andlisis de la calidad de los
alimentos. Los andlisis a través de la cromatografia de gases (GC) con detectores de
captura de electrones (ECD) y con detectores de ionizacion de llama (FID), ademas de la
cromatografia de gases acoplada a detector de masas (GC/MS), la cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC) y esta misma acoplada a detector de masas (HPLC/MS) son las
técnicas mas usadas en el analisis cuantitativo y cualitativo de plaguicidas en diferentes
matrices, que generalmente requieren de procesos de extraccidbn y preparacion de
muestras eficientes y rapidos dados los volimenes de muestras comunes.

La microextraccion en fase solida (SPME) fue desarrollada por el Dr. Januzs Pawliszyn en
1989, como un método que simplifica los procesos de extraccion, recortando el tiempo de
la misma y minimizando el uso de solventes. El dispositivo para la SPME consta
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basicamente de una fibra de silice fundida inerte que estd recubierta de un polimero
organico como fase estacionaria, unidos a través de un entrecruzamiento permanente sin
presencia de enlaces entre los dos. La base de silica tiene un espesor entre 100 y 200
micrometros, mientras que el recubrimiento de la fase estacionaria mide entre 10 y 20
micrometros. Para el uso de la SPME se tienen dos modalidades fundamentales para su
aplicacion, que es el muestreo de gases (Headspace, HS) y la inmersion directa en la
matriz del analito (Direct Inmersion, DI) [30].La modalidad HS-SPME se usa cuando el
analito esta presente en forma gaseosa o la volatilidad del mismo en la matriz liquida o
solida es muy alta, y puede ser retenido en forma en la atmosfera adyacente a la matriz
del mismo, mientras que la modalidad DI-SPME implica la inmersion total del tubo de
extraccion en la matriz liquida. La SPME se puede acoplar facilmente a los sistemas
GC/MS y HPLC/MS, siendo este ultimo muy atil para los andlisis de plaguicidas
débilmente volatiles o termolabiles, los cuales no son faciles de analizar por GC o0 GC/MS,
pero en general el uso del sistema SPME-MS es el idoneo porque se usa una extraccion
rapida, simple, limpia y efectiva con una deteccion sensible y que permite el analisis de
practicamente cualquier plaguicida.

2.3.1 Fundamentos de la SPME

El sistema de SPME es un dispositivo muy simple, estd constituido por una jeringa
modificada que sirve como proteccién a la fragil fibra de soporte, que cominmente es una
fibra de silice inerte fundida recubierta por una delgada pelicula de un polimero, que
convencionalmente también se usan como material de recubrimiento en cromatografia. En
la figuras 11 y 12 se exponen las dos modalidades de uso para la SPME, que son la HS-
SPME y la DI-SPME [31].

Aguja con Fibra SPME  Aguja con Desorcion en bial o
la fibra expuesta - la fibra en puerto de
retraida Extraccion retraida inyeccion del GC,

de los GC/MS, HPLC o
analitos HPLC/MS

Figura 11. Diagrama del proceso de extraccion DI-SPME.
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Aguja con Fibra SPME Aguja con Desorcion en hial o
la fibra expuesta - la fibra en puerto de
retraida Extraccion retraida inyeccion del GC,

de los GC/MS, HPLC o
analitos HPLC/MS

Figura 12. Diagrama del proceso de extraccion HS-SPME.

El funcionamiento del dispositivo es simple para ambas variaciones de la SPME, donde el
dispositivo se ubica dentro de una cadmara que contiene el analito, se libera la fibra del
interior de la jeringa para que interactué con el ambiente o la solucion determinada, el
polimero de la fibra funciona como una esponja y ejecuta los procesos de
adsorcion/absorcion® con el analito de la muestra. Esta interaccion es similar a la que se
presenta en la cromatografia entre la particion gas/liquido o liquido/liquido, pero en
general los tiempos de muestreo son de unos pocos minutos. Para ambas
configuraciones se hace necesario cierto nivel de agitacion de la muestra para facilitar la
interaccion entre el analito y el material de recubrimiento, y si es en solucién acuosa
necesitara una agitacion mas intensa como agitacion magnética o incluso sonicacion. En
la HS-SPME se necesita que el analito sea suficientemente volati como para
interaccionar con el material de recubrimiento, y esto sin que la fibra tenga contacto con la
matriz del analito, lo que hace que se proteja ante ambientes hostiles para la misma,
como matrices con altos o bajos pH y altas cantidades de proteinas. Este modo de
extraccion ademas permite que se extraiga en mayor proporcién el analito a evaluar si
este tiene una volatilidad mayor que la de los demas componentes de la muestra. La
eleccién de una u otra modalidad de extraccion, implica ciertas variaciones en la cinética
de la extraccibn. Para ambos casos de la SPME, se entiende que la extraccion es
completa cuando se logra un equilibrio en la distribucion del analito entre la matriz que lo
contiene y la fase estacionaria, Pawliszyn propone una ecuacién que describe la
condicién de equilibrio:

3a adsorcién hace referencia al proceso de atraccion de las moléculas del analito en la superficie de la fase
estacionaria, siendo este un proceso fisico, donde el tipo mas frecuente es el que se da en la adhesién de
liquidos y gases en la superficie de materiales sélidos, que tienen la cualidad de ser materiales porosos, con
gran area de superficie total, pero donde los analitos “compiten” por un lugar en la superficie y las fibras tiene
una determinada capacidad de carga.

La absorcion hace referencia a la retencion del analito por las moléculas de la fase estacionaria en estado
liquido, que se hace a través de todo el espesor del material de retencion y estas condiciones el material no
compite por posiciones en la fase estacionaria ya que la fibra puede contener una gran cantidad de moléculas
del analito [32].
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Donde n es la cantidad de analito extraida por la fase estacionaria, K es el coeficiente de
distribuciéon entre la fibra y la muestra de la matriz, V; es el volumen de la fibra que
sostiene el recubrimiento, Vs es el volumen de la muestra y C, es la concentracion inicial
del analito en la muestra [18]. Esta ecuacién indica una relaciébn directa entre la
concentracion del analito en la muestra y la cantidad extraida del mismo. Asumiendo que
el volumen de la muestra es mucho mayor al volumen de la fibra de soporte, la cantidad
de analito extraido en la muestra es insignificante ante la cantidad que esta contenida en
la muestra, en este caso la ecuacién se simplificaria de este modo

n= KfszCO

En esta ecuacion, la cantidad de analito extraida es independiente del volumen de la
muestra inicial. Lo que indica que no es necesario tener un volumen de muestra fijo antes
de la extraccion, lo que posibilita que la muestre sea expuesta a la atmosfera (HS) o a
soluciones acuosas o de disolventes comunes (DI) y la cantidad de analito extraida sera
directamente proporcional a la cantidad de analito en la muestra. Esto ofrece una
reduccién sustancial de pérdidas del analito, ya que la muestra podra extraerse desde el
sitio de origen de la misma y evitar pérdidas por descomposicién o absorcion en las
paredes de los recipientes de muestreo. Ademas de esto, lo hace idéneo para el analisis
de sélidos o materiales de una viscosidad muy alta. Pero es de anotar que ademas de la
configuracion en el modo de extraccion, otros factores importantes a ser determinados
son el grosor de la fibra y los coeficientes de difusion de la molécula del analito en la
muestra [30].

Cuando la extraccion se ha llevado a cabo, es decir cuando se ha llegado al equilibrio en
el recubrimiento de la fibra, esta se retrae de nuevo al interior de la jeringa y se introduce
la fibra directamente en el puerto de inyeccion del instrumento. Después del proceso de
desorcién en el puerto, la fase estacionaria habra quedado limpia y podra ser usada en un
nuevo proceso, reduciendo asi el gasto de solventes para sus lavados siendo favorable
para el medioambiente, ademés de ser sumamente simple en su uso y de que su tamario
favorece su transporte con mucha facilidad. Los rendimientos en la extraccion de la SPME
son comparables con los obtenidos por técnicas de extraccion liquida, siendo incluso
superior que la LLE. En la SPME es extraida una pequefia cantidad del analito contenido
en la muestra, pero se deposita todo el contenido del mismo en el equipo de andlisis tras
la desorcion, mientras que en la LLE se extrae casi completamente todo el analito de la
muestra, pero solo una pequefia cantidad de este llega al equipo de analisis [30]. Para el
analisis de muestras polares, se usa cominmente la configuracibn HS-SPME usando
como analizador un equipo GC/MS, usando un sistema de inyeccion splitless que hace
gue el analisis sea mas sensible. Las muestras polares y no volatiles se analizan con la
configuracion DI-SPME usando como sistemas de andlisis GC/ECD, GC/FID o HPLC y
posiblemente también por electroforesis capilar (CE) [31].
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2.3.2 Parametros involucrados en la SPME

En la presente seccion se describen los parametros principales a tener en cuenta a la
hora de usar la SPME como método de preparacién de muestras.

2.3.2.1 Materiales de recubrimiento

El principio de extraccion de los analitos se basa en los procesos de equilibrio cinético del
analito en el material de recubrimiento o fase estacionaria, tal como el equilibrio gas-
liguido (HS) y liquido-liquido (DI), en el caso de usar como fase estacionaria el PDMS
(polimero liquido) o en el caso de gas-solido (HS), que se usa carboxeno (polimero solido)
como fase estacionaria. Si se tuviese una agitacion perfecta, para ambas configuraciones
en la SPME, la extraccion solo dependeria de la geometria de la fibra y del coeficiente de
distribucion del analito en la fibra. Asi mismo, el principal factor que condiciona el
rendimiento de la SPME es el grosor y el tipo de material de recubrimiento. Para el
andlisis de plaguicidas en leche se usan fibras de PDMS, DVB (Divinilbenceno) y PDMS-
DVB de 100 y 65 um principalmente [33.34]. En la tabla 2 del anexo se exponen los
materiales de recubrimiento mas usados donde se especifica el modo en el que la fase
estacionaria esta unido a la fibra inerte de silice fundido, que puede ser por una unién con
enlace (bonded), unién sin enlace (non-bonding), unién por entrecruzamiento (cross-
linking), unién parcial de entrecruzamiento (partial cross-linking) o uniéon de alto
entrecruzamiento (high cross-linking), ademés de pardmetros que definen el modo de uso
y para cuales tipos de analitos es adecuado cada material [30].

Mientras mas gruesa sea la fibra del material de recubrimiento, mas tiempo tomara el
tiempo de extraccion pero, en general, son mejores los rendimientos y cominmente se
usan fibras delgadas cuando se hace trabajo en campo. Cuando la fibra ha sido usada,
puede ser reutilizada posteriormente, pero se recomienda siempre hacer lavados
posteriores a su uso a través de los mismos gases de arrastre del GC, ya que puede
existir acumulacién oxidativa de oxigeno al interior de la fibra. Igualmente se puede usar
lavados por 10 minutos de metanol para acondicionar la fibra antes de su uso. Las fibras
pueden ser usadas entre 20 y 150 veces dependiendo de la matriz de la muestra donde
se use [31].

2.3.1.2 Procedimiento de extraccion

En las figuras 11 y 12 se exponen las dos modalidades para la extraccion para la SPME,
en las cuales se espera que se produzca la concentracion del analito en la fase
estacionaria de la fibra. Después de alcanzado el equilibrio del analito en la fibra, que
puede tardar unos pocos minutos a horas dependiendo de la matriz de la muestra y las
propiedades del analito, se extrae la fibra para ubicarla en el puerto de inyeccion del GC o
HPLC. La fibra debera estar expuesta, para que se produzca la desorcion térmica del
analito en el puerto de inyeccién del GC y por el flujo de solventes en la camara de
desorcion en el caso del HPLC, donde posteriormente se eluye la muestray se aplica la
cromatografia de forma convencional [31]. En matrices complejas como lodos, alimentos o
material bioldgico se recomienda usar la modalidad HS. En las dos modalidades de la
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SPME, la agitacién de distintos tipos (magnética, sonicacion, etc.) mejora sustancialmente
los rendimientos de la extraccion, aunque la agitacibn magnética puede ser perjudicial
para la fibra cuando se usa la DI-SPME, ya que la puede romper [34]. Para el caso del
andlisis de plaguicidas en una matriz como la leche, se usa comunmente la configuracién
DI-SPME con una adecuada agitacion, previniendo que no se afecte la fibra. Fernandez-
Alvares realiz6 una serie de experimentos para determinar que material era el idoneo para
la extraccion de 35 plaguicidas (a-Lindane, B-Lindane, y-Lindane, Tefluthrin, &-Lindane,
Acethoclor, Transfluthrin, Alachlor, Heptachlor, Fenitrotion, Aldrin, Chlorpyrifos, Heptachlor
epoxide, Allethrin, y-Chlordane, Endosulfan |, a-Chlordane, 4,4 -DDE, Dieldrin, Endrin,
Endosulfan Il, 4,4°-DDD, Endosulfan sulfate, 4,4°-DDT, Endrin ketone, Tetrametrhin,
Metoxichlor, A-Cyhalothrin, Cyphenothrin, Permethrin, Cyfluthrin, Cyphermetrin,
Flucythrinate, Fenvalerate, Deltramethrin) por GC/UED, ademas de cual configuracién era
la mas indicada para este proceso. Lo que obtuvo fue que el material mas adecuado fue
el PDMS-DVB (ver tabla 2 del anexo) para la extraccion efectiva de casi todos los
plaguicidas mencionados, ademas de usar la DI-SPME como configuracion para la
preparacion de la muestra, obteniendo finalmente limites de cuantificacion promedio de
0,1 ng/L y limites de deteccion de 0,04 ng/L, los cuales pueden inferir que la técnica de
preparacion es altamente efectiva y la técnica de analisis instrumental es muy sensible
[33].

De igual forma, Rodrigues expone una metodologia para la determinacién de plaguicidas
en muestras de leche de bovino (Demeton-S, Sulfotep, Dimpylate, Disulfoton,
Methylparathion, Parathion, Diclorvos, Fenitrothion y Chlorpyrifos) por GC/MS, usando la
HS-SPME como método de preparacion de muestras y PDMS, PDMS-DVB Y PA (ver
tabla 2 del anexo) como materiales de recubrimiento, donde la fibra con mejor desempefio
para la extraccion de plaguicidas en este caso fue la PDMS-DVB. Con estas condiciones
obtuvo un limite de deteccién promedio 3,6 ug/L (excepto para el Methylparathion que fue
de 10,9 pg/L) y un limite de cuantificacion promedio de 12 pg/L (excepto para el
Methylparathion que fue de 32 pg/L) [34]. Estos resultados igualmente implican que la
técnica aplicada es altamente eficiente en la extraccién y andlisis instrumental de los
plaguicidas descritos.

Para que la técnica conserve la precision y reproducibilidad, deben mantenerse
constantes los factores tales como latemperatura de extraccion, la velocidad de
agitacion de la muestra, pH de la muestra, el volumen de muestra, y las condiciones de la
desorcion. Ademas se recomienda que cuando se analicen trazas, se desactive el
material de vidrio para evitar pérdidas por adhesién de los analitos a las paredes del los
recipientes. Para la desorcién en el puerto de inyeccion del GC se recomienda que sea en
puerto con un calibre estrecho para garantizar un alto flujo de gas portador, para asi
reducir el tiempo de desorcién y evitar ensanchamiento en los picos del cromatograma y
ya que no se usan solventes en el proceso, se usa la modalidad de inyeccién splitless
para asegurar transferencia completa del analito y aumentar la sensibilidad de la
determinacion.

La interfaz de HPLC consta de una vélvula de inyeccién de seis puertos y una camara
de la desorcién especial, ya que la fibra requiere el uso de un solvente o una mezcla de
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estos para la desorcidn de los analitos antes del analisis HPLC o HPLC/MS. Después de
la extraccion del analito en la muestra, la fibra se inserta en la camara de desorcién en la
posicion de "cargar" a presion ambiente. Cuando el inyector se cambia a la posicién de
"inyectar", la fase movil hace contacto con la fibra y libera los analitos y estos entran en la
columna HPLC. El andlisis por SPME/HPLC también tiene la ventaja de eliminar el
pico del disolvente en el cromatograma. Por desgracia, se observa un ensanchamiento de
los picos del cromatograma porque la desorcion de los analitos de la fibra puede ser lenta
[32].

2.3.1.3 Optimizacién de la desorcién

La desorcion térmica eficiente del analito en un puerto de inyeccién en el GC depende
principalmente de la volatilidad del analito, el espesor de la fase estacionaria de la fibra
SPME, la temperatura del inyector y el tiempo de exposicion de la fibra al interior del
mismo. (SPME-HPLC)La mayoria de los inyectores capilares split/splittess en los
instrumentos modernos de GC son adecuados para la introduccién directa de la fibra. El
volumen de inyeccion afecta la forma de los picos cromatograficos, por ejemplo mayores
volimenes causan un ensanchamiento de los picos. Los inyectores split/splitless deben
ser operadosen el modo splitless. En general, la éptimatemperatura de
desorcion es aproximadamente igual a la del punto de ebullicion del
analito menos volatil. En la practica, la temperatura de extracciéon debe ser10 a 20°
C mas baja que el limite de temperatura de la fibra [31]. Para evitar ensanchamiento de
los picos, la temperatura inicial en la columna del GC debe mantenerse baja. El tiempo
de desorcion depende de la temperatura del inyector y elcaudallineal del gas
portador alrededor de la fibra.

Existen dos técnicas para la desorcion de los analitos de la fibra en las interfaces del
sistema SPME/HPLC, que son la desorcién dindmica y estatica. En la desorciéon
dinamica, los analitos se extraen de la fibra por la fase mavil en movimiento. La desorcién
estatica es cuando los analitos deben ser absorbidos en la fase mévil o en un disolvente
fuerte por un tiempo determinado antes de la inyeccién en la columna de HPLC, ya que
son mas fuertemente absorbido porla fibra. En ambos casos, la desorcion rapida vy
completa de los analitos se debe conseguir usando una cantidad minima de disolvente
para la optimizacion de los métodos SPME/HPLC o SPME/HPLC-MS [31].

2.3.1.4 Cuantificacién

La SPME se uso principalmente para andlisis cualitativos o semicuantitativos. El analisis
para la cuantificacion también es posible, en este caso es recomendable el usode
estandares internos, como se usan en otras formas de cuantificacion en relacion con la
preparacion de muestras y andlisis instrumental. El revestimiento de la fibra retira los
compuestos de la muestra por la absorcién en el caso de los recubrimientos liquidos
(PDMS) o por adsorcién en el caso de los revestimientos solidos (Carboxen) [31].
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Los métodos tradicionales de preparacién de la muestra tratan de separar por completo
los analitos de interés de la muestra, pero la SPME no funciona en este modo.Con la
SPME, la cantidad de analito removido por la fibra (o la extraccién capilar) es proporcional
a la concentracion de los compuestos en la muestra, por lo cual no es necesario la
extraccion total de los analitos de la muestra, lo que la hace mucho mas versatil que otras
metodologias de preparacion de muestra ya que solo se necesitara una pequefa parte de
analito de una gran cantidad de muestra [31]. La decisibn sobre qué método de
cuantificacion se va a seleccionar depende de la matriz de la muestra, su complejidad y el
método de extraccion (HS o DI) que se utlliza. Cualitativamente se debe aplicar la
optimizacion de los pardmetros de SPME para determinar la fibra méas adecuada y las
condiciones de muestreo a utilizar antes de seleccionar un método de cuantificacion y la
calibracién del instrumento. La reproducibilidad y la precision se pueden mejorar con fibra
de SPME a través de un cuidadoso control y seguimiento de tiempo y temperatura (que
debe ser precisamente constante) durante la extraccion de la muestra, donde el tiempo de
extraccion es un pardmetro critico en el proceso de muestreo SPME. Después de que
el equilibrio se ha alcanzado (por lo general unos pocos minutos en HS y con agitacién
para la DI), pequefios cambios en los tiempos de extraccion no tiene influencia decisiva
en la resultados cuantitativos [32].
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CAPITULO 3

TECNICAS DE ANALISIS INSTRUMENTAL PARA LA DETERMINACION DE
PLAGUICIDAS

3.1 CROMATOGRAFIA

Antes de describir los aspectos concernientes a la cromatografia de gases, que es una de
las variaciones de la cromatografia empleada para el andlisis de plaguicidas, vale la pena
hacer primero una breve mencion de los fundamentos de la técnica cromatografica en
general como método de analisis.

3.1.1 Fundamentos de cromatografia

La cromatografia tiene como principio la diferencia de distribucién de los componentes de
una mezcla entre dos fases inmiscibles. Una de ellas, la fase mévil, que puede ser un
liquido o un gas, fluye a través de una fase estacionaria, que puede ser un liquido o un
soélido. Durante el proceso de separacion cromatografica la fase moévil fluye de manera
continua sobre la fase estacionaria. De esta manera los componentes de la mezcla, y sus
respectivas diferencias de afinidad con la fase mévil y la fase estacionaria, crean un
equilibrio dindmico, permitiendo que los componentes que sean mas afines a la fase
estacionaria, se muevan lentamente bajo el influjo de la fase mévil. Andlogamente,
aguellos componentes que son retenidos con poca fuerza por la fase estacionaria, se
mueven con mayor rapidez al paso de la fase mévil. Como consecuencia de las diversas
velocidades de desplazamiento, los componentes de la mezcla se separan en bandas o
zonas discretas, que pueden analizarse cualitativa y cuantitativamente [35].

Existen diferentes tipos de separaciones cromatograficas, con diferentes tipos de fases
estacionarias y moviles. Habra consideraciones particulares para las distintas variaciones
de la cromatografia, pero de manera general, el proceso consta de 4 etapas
fundamentales:

1. Preparacién de la placa o columna: Esto hace referencia a la disposicién espacial
que adoptara la fase estacionaria.

2. Siembra, inyeccion o desorcion: Es el primer contacto entre la mezcla a separar
con la fase estacionaria, para su posterior desarrollo.

3. Desarrollo o separacion: Corresponde al paso de la fase movil a través de la fase
estacionaria permitiendo la separacion de la muestra.

4. Deteccion: Implica la localizacion de las zonas en que se encuentran los
compuestos ya separados.

Como ya se dijo, las técnicas cromatograficas se fundamentan en las diferencias de
distribucién de una muestra entre dos fases inmiscibles. Con respecto a esta distribucion,
hay un aspecto que debe tenerse muy en cuenta en una separacion, y es el llamado
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coeficiente de distribucion.Si se efectla un experimento de extraccion de un determinado
analito entre dos fases inmiscibles, a diferentes concentraciones, los resultados de cada
extraccion se veran descritos por la siguiente expresion.

Esta expresion se conoce como factor de reparto, coeficiente de particion, o coeficiente de
distribucién. En ella, C; corresponde a la concentracion de la molécula de interés
(expresada en Molaridad) en la fase organica, y C, corresponde a la concentracién de
esta en la otra fase, que en muchos casos es acuosa. Asi, esta expresion es una relaciéon
de concentraciones, la cual es constante a determinadas condiciones de temperatura y
presion, y se puede emplear para determinar concentraciones en alguna de las fases, y
aun si se conoce el volumen de las fases, se puede llegar hasta conocer la cantidad de
analito presente en cada fase [35].

3.2 CROMATOGRAFIA DE GASES

Dentro de la cromatografia de gases se presentan fundamentalmente interacciones gas-
soélido y gas-liquido y esta recibe su nombre particular por el uso de un gas como medio
de arrastre (fase mavil). Aunque ambas comparten un fundamento general, difieren en la
naturaleza de la fase estacionaria, pues en la primera es un material sélido, mientras que
en la segunda se trata de un liqguido. Ambas operan de tal manera que los componentes
de una muestra vaporizada son separados como consecuencia del reparto entre una fase
movil gaseosa y una fase estacionaria contenida en una columna. La muestra es
vaporizada e inmediatamente sembrada en la columna, mediante un dispositivo de
inyeccion. Una vez sembrada en la columna, es eluida a causa del flujo de un gas inerte,
gue desempeiia el rol de fase movil.

A diferencia de la mayoria de las técnicas de separacion cromatograficas, la fase mévil en
la cromatografia de gases no interactia con los componentes de la muestra, toda vez que
su Unica funcion es transportar los componentes de la misma a través de la columna. La
cromatografia gas-sélido se fundamenta en una fase estacionaria sélida en la cual los
analitos son retenidos gracias al fendmeno de la adsorcién, y su aplicacion es limitada a
separar compuestos de bajo peso molecular. Los materiales finamente divididos como
carbén activado, alimina activa o silica-gel microporosos con una gran area superficial
activa (superficie de contacto) son fuertes adsorbentes, motivo por el cual son muy
empleados como fases estacionarias en la cromatografia gas-sélido. Esto se debe al
fendmeno de adsorcidon preferente, que ocurre cuando las moléculas de dos o mas
sustancias estan presentes en un material adsorbente y las moléculas de una de esas
sustancias pueden ser retenidas mas facilmente que las de las otras. Estos materiales
también suelen ser empleados como soportes de la fase estacionaria liquida, en la
cromatografia gas-liquido [35].
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3.2.1 Componentes de un cromatégrafo de gases (GC)

En la figura 13 se muestra un esquema general de las partes de un cromatografo de
gases, seguido de una descripcion del recorrido que hace la muestra, asi como de una
descripcion de cada parte del equipo.

DE FNU\FEPE-:I-SON HORNO DEL PUERTO
DE INYECCION
MEDIDOR DE DETECTOR DAC
VALVULA PRESION

DEL TANQUE

ELECTROMETRO
O PUENTE

COLUMNA

CAPILAR
COMPUTADOR
CON SOFTWARE
ESPECIALIZADO

HORNO
TERMOSTATIZADO

TANQUE DE
GAS DE ARRASTRE

Figura 13. Esquema general de un Cromatdgrafo de gases.

Todo el proceso inicia con la inyeccion de la muestra, efectuado por la microjeringa, y
cuyo objetivo es depositar la misma en la cadmara de inyeccién calorifica o inyector. A
través de un flujo constante del gas portador, que pasa por el inyector, la muestra es
transportada a la columna, donde los componentes de la misma se comienzan a distribuir
en la fase estacionaria debido a las distintas formas de interaccion con la misma. La
columna que puede ser rellena o capilar, ubicada en el interior de un recinto
termostatizado u horno.

La velocidad de movimiento de los distintos compuestos de la mezcla a lo largo de la
columna, da como resultado tiempos de retencion diferentes para cada compuesto. Si el
coeficiente de particion favorece la fase estacionaria, la velocidad de migracion del
compuesto a través de la columna serd baja. Analogamente, aquellos que sean retenidos
débilmente por la fase estacionaria, se desplazaran con mayor velocidad a lo largo de la
columna.El compuesto que tenga menor afinidad por la fase estacionaria llegara mas
rapidamente al final de la columna Los primeros componentes que emergen de la
columna junto con el gas portador, ingresan al detector, cuya sefial emitida es amplificada
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por el electrdmetropuente, activando el registrador, que permite manejar un registro
permanente de la separacion, al trazar un gréafico llamado cromatograma, que muestra los
tiempos de retencion de cada sustancia, y la intensidad de la sefial (directamente
proporcional a la concentracion del analito) expresada en milivoltios (mV). Este grafico
consta de una serie de picos, cuyo tiempo de retencidn permite identificar el compuesto, y
con el area bajo el pico se determina la concentracién, por ende el tamafio del pico sera
directamente proporcional a la intensidad de la sefial recibida desde el detector y esta
sefial a su vez es directamente proporcional a la concentracion del analito. En la figura 14
se ilustra un cromatograma tipico. Si la sefial es digitalizada por un convertidor analogo
digital DAC (Digital AnalogConverter), se puede llevar a un computador con un software
especializado para ser mostrada en un monitor [35].

SENAL DEL
DETECTOR

{en mVf)

T

TIEMPO DE
RETENCION

Figura 14. Representacion de un cromatograma tipico

3.2.1.1 Puerto de inyeccién

La introduccion de la muestra se logra por medio de una microjeringa graduada en
microlitros provista de una aguja hipodérmica que atraviesa un tapon de caucho (séptum)
del recipiente tipo vial que contiene la muestra. De alli se extrae para luego ser
depositada en el puerto de inyeccion. La muestra puede ser introducida alli mediante el
empleo de valvulas y en forma automatizada para minimizar errores en la cantidad
inyectada. Es un recinto calentado eléctricamente y recubierto de un material refractario
gue lo mantiene a elevadas temperaturas, lo que permite la vaporizacion de la muestra.
Ademas se puede ubicar en su interior un tubo capilar de vidrio, para la retencion de los
soélidos que pueda poseer la muestra y asi proteger la columna de posibles contaminantes
de este tipo. A la salida de la cAmara de inyeccion, la muestra en fase de vapor, se
encuentra con el gas portador, que la conduce a la columna.
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3.2.1.1.1 Sistemas de Inyeccidén de muestras en cromatografia de gases

Dependiendo de la cantidad de muestra disponible, del tipo de columna que se emplee y
en Ultimas de la concentracién de los analitos, existen dos sistemas usados para inyectar
la muestra en la columna de separacion:

a)

b)

Inyeccion en Split: Al momento de trabajar con columnas capilares, es necesario
reducir el volumen de muestra para no sobrecargar el sistema. Generalmente se
inyecta 1uL de muestra por medio de un inyector-divisor (inyeccion en split) pero
realmente solo ingresan 0.01uL a la columna. Este método impide la sobrecarga
de la columna pero desperdicia una cantidad considerable de muestra.

Inyeccién en splitless: Cuando la cantidad de muestra disponible es muy limitada
y las concentraciones de los analitos estan en niveles considerablemente bajos, si
se empleara inyeccion en Split se introduciria muy poca muestra en la columna.
Para estos casos se requiere un sistema de inyeccidn sin division (inyeccion
splitless). A través de este mecanismo, la muestra completa incluyendo el
disolvente se introducen en la columna a través de un vaporizador instantdneo
caliente. Se evita un exceso de solvente en la columna, abriendo hacia la
atmésfera el puerto de inyeccion, poco tiempo después de inyectada la muestra,
cuando una buena parte del disolvente y la totalidad de la muestra han ingresado
a la columna. Este método de inyeccion es el mas empleado actualmente en el
analisis de plaguicidas en leche cruda, debido a las bajas concentraciones como
se comprueba en el trabajo publicado por Rodrigues [34], el cual alcanzé los
siguientes criterios de mérito:

v' Coeficientes de variaciéon en un rango entre 6,15 y 29,25% para Sulfotep y
demeton-S respectivamente. Estos valores son aceptables teniendo en cuenta
la complejidad de la matriz de la muestra (leche).

v' Coeficientes de correlacién lineal que varian en un rango de 0,9253 y 0,9987.

3.2.1.2 Gas Portador

Se debe disponer de una fuente de gas portador, ya sea un cilindro, un depdsito o un
gasémetro. Deben disponer de mandmetros y reductores de presién. Generalmente uno
de ellos marca la presion interna del cilindro y el otro marca la presién de salida. Los
gases de mayor uso para estos fines son: N,, He, Ar, Ar mas metano, CO,, H,, pero estos

deben

de reunir ciertos requisitos para cumplir la funciéon de arrastre eficazmente, las

cuales se describen a continuacion.

e Debe de poseer un comportamiento inerte frente a la fase estacionaria y los
componentes de la muestra.
Debe ser térmicamente estable.

e Su seleccién depende de:

O
O

Disponibilidad del Gas.
Pureza del gas.
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o Consideraciones particulares del analisis y del detector empleado.
EIN, y el e son los mas empleados debido a la facil adquisicion y bajo costo. El contenido
de O, en el gas de arrastre no debe superar las 20 ppm, toda vez que existe el riesgo de
gue al estar en contacto con la mezcla durante un tiempo a elevadas temperaturas, se
pueda producir una degradacion o algun tipo de alteracion de la muestra.

3.2.1.3 Columna cromatografica

Es al interior de esta donde se efectla la separacién, por lo que se le conoce como el
“corazon del cromatégrafo”. Debido a la amplisima variedad de andlisis que se pueden
realizar por cromatografia de gases, existen diferentes tipos de columnas que pueden
variar en muchos aspectos como longitud, material de la columna, diametro interno, etc.
Sin embargo, la diferencia fundamental entre un tipo de columna y otra radica en la
constitucion de la fase estacionaria, asi:

a) Empacadas
e [Fase estacionaria liquida, que recubre un soporte sélido, para cromatografia gas-
liguido.
e Fase estacionaria sélida, en los casos de cromatografia gas-solido.

b) Capilares
e Columna Capilar de pared recubierta (W.C.O.T)*
e Columna Capilar de soporte recubierto (S.C.O.T)

En el caso de las columnas capilares W.C.O.T son tubos capilares donde la pared interna
esta cubierta de una finisima capa de fase estacionaria. Las segundas (S.C.O.T) poseen
en su parte interna una fina capa de material adsorbente, como el empleado en las
columnas empacadas, donde se ha adherido la fase estacionaria. Cada tipo de columna,
trae sus ventajas y desventajas frente a las demas. En el caso de las columnas
empacadas, su capacidad de carga es mayor, por lo que puede trabajar con mucha mas
cantidad de muestra que una columna capilar. Anadlogamente, la ventaja de las columnas
capilares frente a las empacadas es su eficacia en el proceso de separacidon de las
mezclas determinadas.

La columna se encuentra ubicada en el interior de un recinto termostatizado u horno. Esto
se debe a que la temperatura influye de manera importante en la retenciéon de los
componentes por la columna, y por ende en la separacién de éstos. Por tal motivo, la
temperatura debe ser uniforme a lo largo de la columna y facilmente controlable. Se
consigue uniformidad en la temperatura a lo largo de la columna haciendo circular aire
caliente por todo el recinto que la contiene. Esto se hace por medio de un ventilador. En la
mayoria de los equipos la temperatura se puede regular de un modo continuo a un valor
deseado. De igual forma en algunos equipos se acopla un programador lineal de
temperatura para calentar la columna con una o varias rampas de calentamiento.

* Las siglas W.C.O.T y S.C.O.T hacen referencia a la abreviatura en inglés del tipo de columna: Wall Coated
Open Tubular y SupportCoated Open Tubular.
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Para los analisis de plaguicidas por cromatografia gaseosa, como en el caso del analisis
hecho por Fernandez, las rampas de calentamiento para la columna se programaron de la
siguiente manera [33]; 60°C por dos minutos. Luego 30°/min hasta llegar a 200°C, 3°/min
hasta 230°C y finalmente 4°C/min hasta 300°C, con un programa de consecucion total de
34,17 minutos.

3.2.1.3.1 Soporte Sdlido

Las sustancias empleadas para este fin son muy diversas. Sin embargo, todas se eligen
con la finalidad de aumentar la superficie efectiva de contacto entre la fase estacionaria
liguida a la cual sirve de soporte y los componentes de la mezcla que se encuentran en
fase de vapor. Un soporte solido debe de poseer las siguientes caracteristicas:

Superficie especifica de contacto extensa.

Estructura porosa con diametro uniforme.

Debe ser inerte, no tener interaccion quimica con la muestra.
Las particulas deben ser de tamafio uniforme.

Debe tener resistencia mecanica y no romperse facilmente.

No se ha encontrado un soporte que redna todos estos requisitos. Por lo general habra
una de las caracteristicas que determine el tipo de soporte a usar. Las sustancias
empleadas como soporte solido para cromatografia de gases son de tres tipos: Tierras
diatoméceas, esferas de vidrio y teflébn. Las tierras diatomaceas son los soportes mas
empleados. Reciben varios nombres segun el fabricante y el tratamiento quimico que
reciban con objeto de mencionar algunas caracteristicas mencionadas anteriormente.
Segun el fabricante pueden tener nombres como: Chromosorb, Gas-Chrom, Anakrom,
Celite, etc. Ademas llevan el sufijo que indica el tipo de tratamiento quimico que han
recibido. Estos pueden ser: Lavado con Acido (AW), silanizado(HMDS) o (DMCS).

En el trabajo realizado por Romero, se emplea una columna PE-1 con relleno de
polidimetilsiloxano (PDMS) de 25 m de largo, 0,33 mm de diametro interno y 0,25um de
espesor de pelicula [22].

3.2.1.3.2 Fase Estacionaria Liquida

La fase liquida debe poseer caracteristicas fisicoquimicas similares a la muestra a
analizar. Asi, para el analisis de hidrocarburos saturados se emplea un hidrocarburo
saturado como fase liquida. Es conveniente relacionar esta semejanza con base a
polaridades. Ademas de ser semejante a la muestra, la fase liquida debe cumplir ciertos
requisitos que permitan un buen desempefio de la misma, y por ende ofrecer una
separacion efectiva de los componentes de la muestra. Dentro de estas caracteristicas las
mas importantes son:
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e Viscosidad: No debe ser muy alta a la temperatura de trabajo, para proporcionar
un rapido establecimiento de los equilibrios de reparto entre las fases.

e Tension Superficial: Debe mojar bien el soporte, asegurando que la adherencia
soporte-liquido sea suficiente para evitar que la fase movil arrastre la fase
estacionaria, provocando mala distribucién en la columna.

e Tension de Vapor: Debe ser minima, con el objeto de prevenir que una
evaporacion de la fase estacionaria haga que la misma pase a la fase mavil. Lo
cual presentaria perturbaciones en la separacion y en el andlisis posterior.

e Selectividad respecto a los componentes de la fase mévil: Esta condicién es la
que define en si a la cromatografia de gases. Las constantes de reparto de los
componentes a separar deben ser suficientemente diferentes para que la fase
estacionaria oponga distintas resistencias al paso de los componentes a través de
la columna, proporcionando asi una buena separacion de los componentes de la
misma.

o Reversibilidad de reparto: El reparto de cada componente entre las fases debe
ser reversible para favorecer que los procesos consecutivos de absorcion vy
desorcion, que se llevan a cabo a lo largo de la columna, sean rapidos y completos
al momento de alcanzar el equilibrio. Esta condicion excluye por defecto, cualquier
reaccion quimica entre los componentes de la muestra y la fase estacionaria.

Para los analisis de plaguicidas en leche, no se han encontrado autores que empleen
fases estacionarias liquidas, pues la tendencia es emplear columnas capilares con
recubrimientos internos como PDMS [35] y fenil-metilpolisiloxano [36,37].

3.2.1.4 Detectores

Los detectores son dispositivos que determinan la presencia o no de un analito de interés
y miden la cantidad del mismo en la corriente del gas portador, convirtiendo una sefial
no medible directamente en una sefial elaborable de una propiedad fisica. Esta sefal
es elaborada por una comparacion entre el gas acarreador puro (blanco) y el mismo
gas llevando cada uno de los componentes previamente separados en la columna,
esto es traducido en una sefal eléctrica que es amplificada y registrada al momento de
salir de la columna [36].

Los detectores usados en cromatografia de gases son transductores de concentracion, es
decir, instrumentos con la capacidad de medir, en este caso, la variacion de la
concentracion de las sustancias eluidas en el seno del gas portador, convirtiéndola en una
sefal eléctrica proporcional, facilmente medible y registrable en funcion del tiempo. En
general, los detectores empleados en cromatografia de gases, deben reunir ciertos
requisitos propios de las exigencias y de la naturaleza de la técnica cromatografica como
tal; esto implica que debe ser un transductor de concentracién en fase de vapor, poseer
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una adecuada sensibilidad asi como un bajo nivel de ruido, estabilidad y reproducibilidad,
que le confieran por ende una alta fiabilidad y manejo sencillo [35].

Por otra parte, debe ser rapido, capaz de revelar casi instantAneamente variaciones de
concentracion en el gas portador que emerge de la columna. Esta rapidez de respuesta
es particular para cada detector, pero puede decrecer si el volumen interno del mismo es
grande. En vista de ello, para obtener una rapida respuesta y evitar pérdida de resolucion
de las sustancias separadas, el volumen interno del detector debe ser lo mas pequefio
posible. En conclusién, al comparar la calidad de los detectores empleados en
cromatografia de gases, se deben tener en cuenta aspectos fundamentales como:
sensibilidad, rapidez de respuesta, una respuesta lineal adecuada, asi como un bajo nivel
de ruido pero sensible a las variaciones de flujo y temperatura.

3.2.1.4.1 Clasificacion de los detectores

Una de las formas de clasificar los detectores puede ser de acuerdo al modo en que
ofrecen la sefial, que se puede expresar de modo integral o de modo diferencial, universal
o0 selectivo y como destructivos o no destructivos

3.2.1.4.1.1 Detectores Integrales

Estos detectores ofrecen una sefial en funcion del tiempo, proporcional a la cantidad total
de analitos que han pasado por el detector; la sefial se mantiene en el valor que indica la
totalidad de la sustancia detectada, incluso cuando esta ya ha pasado en su totalidad por
el detector. Cuando aparece una segunda sustancia, la sefial correspondiente se adiciona
a la anterior. El registro obtenido con este tipo de detectores corresponde a una grafica
donde cada sustancia se asemeja a un “peldano” o pendiente [35]. Para tener mayor
claridad sobre como es el registro de un detector integral, se presenta la siguiente figura:

Cantidad

Tiempo

Fig. 15. Representacién de un cromatograma tipico para detector integral
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3.2.1.4.1.2 Detectores Diferenciales

Estos presentan la informacién en una curva, que en realidad es la derivada del registro
integral, pues registra la relacion (As/ At). El punto de inflexion en el registro integral,
corresponde a un maximo en el registro diferencial y la linea de registro volvera a cero
entre dos sustancias que estén perfectamente separadas. Para este caso, se obtendran
registros que por su forma reflejan la distribucion de las concentraciones de las sustancias
eluidas al salir de la columna. De esta forma la sefial es proporcional a la concentracion
de la sustancia, y la cantidad de sustancia detectada sera proporcional al area del pico
[35]. La representacion de un registro diferencial se muestra continuacion.

Cantidad

Tiempo

Fig. 16. Representacién de un cromatograma tipico para un detector diferencial

3.2.1.4.1.3 Detectores Universales y Selectivos

Esta clasificacion, diferencia los detectores de acuerdo con el tipo de sustancias capaces
de detectar, y segun su especificidad de respuesta. Son considerados detectores
universales aquellos capaces de detectar cualquier sustancia de modo lineal, cuya
respuesta sea independiente de la naturaleza de la sustancia a detectar.

3.2.1.4.1.4 Detectores destructivos y no destructivos

Dentro del interés que cobra desde el punto de vista quimico, existe otra clasificacién de
los detectores, muy importante en los casos donde se debe recurrir a técnicas auxiliares
de analisis cualitativo. Se entiende por detectores no destructivos aquellos cuya
capacidad de detectar una sustancia no modifica quimicamente la misma. Analogamente,
si la sustancia queda alterada al pasar por el detector, éste se considera destructivo [35].
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3.2.1.4.2 Detectores usados en el analisis de plaguicidas por cromatografia de
gases

Aunque muchos detectores son eficientes para reconocer plaguicidas, la probabilidad de
solapamiento de sefales debido a la presencia de otros compuestos arrastrados desde la
matriz o por impurezas adquiridas en la extraccién de los analitos de interés (plaguicidas),
cobra mucha importancia al momento de analizar los registros obtenidos en el
cromatograma. A continuacion se exponen los detectores mas empleados en el analisis
de plaguicidas por la alta eficiencia documentada en este tipo de andlisis [35,36].

3.2.1.4.2.1 Detector de lonizacion de llama (FID, Flamelonization Detector)

El FID consta de una flama hidrogeno/aire y una placa colectora (sistema electrénico). Las
muestras que salen de la columna pasan a través de la flama, la cual rompe las moléculas
organicas y produce iones. Los iones son colectados en un electrodo parcial (electrodos
filiformes) y produce una sefial eléctrica. Es sumamente sensible en un amplio rango
dindmico, perola Unica desventaja es que destruye la muestra.. Este detector es
considerado dentro del grupo de los detectores universales. Su esquema de
funcionamiento se muestra en la figura 17:

COLECTOR
REMOVIBLE

COLECTOR
CON AISLADORES ENTRADA
DE AIRE

—~— ENTRADA
DE HIDROGENO

SALIDA DE LA COLUMNA

FLAMA HIDROGENO-AIRE @

Fig. 17. Detector de ionizacién de llama (FID)

Al ser un detector universal, no es el detector mas adecuado para el andlisis de
plaguicidas, toda vez que las sefiales se pueden solapar y arrojar falsos positivos sobre
los valores de los porcentajes de recuperacion. Como se vera en los siguientes apartados,
la tendencia consiste en emplear detectores altamente selectivos con plaguicidas para la
cuantificacion de estos compuestos procedentes de leche y otras matrices.
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3.2.1.4.2.2 Detector de Captura Electrénica (ECD, Electron Capture Detector)

Cuando los compuestos ingresan al detector se produce una disminucién de la intensidad
de la corriente que circula por él. Este efecto es similar a la absorbancia que presentan las
sustancias coloreadas y sigue una ecuacion del tipo de la Ley de Beer. Este sistema de
deteccion es muy empelado cuando se desea obtener una alta sensibilidad y selectividad
con compuestos halogenados, nitrogenados o fosforados, lo que coincide con las
estructuras de una gran cantidad de plaguicidas y a la vez da respuesta a hidrocarburos y
otros carbonilos conjugados. En la figura 18 se expone el esquema de funcionamiento del
detector ECD.

SALIDA DEL EFLUENTE

ELECTRODO DEL COLECTOR
FUENTE DE
Ni SENAL

(CORRIENTE)

T

SALIDA DE LA COLUMNA

Fig. 18. Detector de Captura de Electrones.

La selectividad y sensibilidad del ECD permite incrementar la eficacia de algunos
parametros estadisticos muy tenidos en cuenta en los analisis de plaguicidas, como la
desviacion estandar y el coeficiente de correlacion (R?). En el método propuesto por
Fernandez, en el andlisis multiresidual de 35 plaguicidas en leche de ganado bovino,
empleando un detector de microcaptura de electrones (LECD), cuyo funcionamiento es
similar al ECD, obtienen unos coeficientes de correlacién que le brindan al método alta
confiabilidad y sensibilidad. Es asi como obtiene valores de R? que oscilan entre 0.9901
para el Alachlor y 0.9999 para el Methoxychlor[33].

3.2.1.4.2.3 Detector Fotométrico de Llama (FPD, FlamePhotometric Detector)
Es un detector espectroscOpico desarrollado para determinar la pareja Azufre-Fésforo
contenidos en distintos compuestos organicos, como plaguicidas. El FPD consiste de una

flama reductora que produce especies quimioluminiscentes, donde estas especies emiten
una luz caracteristica que es 6ptimamente filtrada en la longitud de onda deseada,la cual
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determina que componentes son los detectados. La luz filtrada es medida por un
fotomultiplicador (PMT) vy transducida a wuna sefal. Se puede agregar un
segundofotomultiplicador, el cual permite una deteccion simultanea de una segunda
sefal.

3.2.1.4.2.4 Detector de Nitrégeno Fosforo (NPD, NitrogenPhosphorus Detector)

Es un detector selectivo dentro de la familia de los detectores de ionizacion. Se trata de
un sistema disefiado para responder selectivamente ante la presencia de compuestos
orgénicos que posean grupos funcionales que contengan nitrégeno o fosforo. El principal
campo de empleo de estos detectores es en el analisis de compuestos con actividad
biolégica, como farmacos y plaguicidas en matrices complejas donde el empleo de un
detector selectivo es clave para evitar el solapamiento de sefiales por interferencias de la
matriz.

Una corriente de hidrégeno mezclada con el gas portador que emerge de la columna, y
otra de aire, inciden sobre una perla alcalina termostatizada a alta temperatura,
produciendo iones negativos alrededor de la misma, que en el caso de compuestos
nitrogenados o fosforados, son recolectados y provocan un aumento considerable de la
corriente de fondo. La amplificacion de la corriente eléctrica detectada por un sistema
electrénico, brinda una sefal exterior sobre la cual se acopla el sistema de registro de
datos.

En el estudio realizado por Romero, en el cual analiza plaguicidas organofosforados por
cromatografia gaseosa con detector NPD, obtiene porcentajes de recuperacion muy
elevados para casi todos los plaguicidas, siendo la excepcion el diclorvos con un
rendimiento del 32% [22].

3.2.1.4.3 Detector de espectrometria de masas acoplado a cromatografia de gases.

Un espectrometro de masas ofrece la ventaja de ser un instrumento que se puede acoplar
como detector tanto a cromatégrafos de gases (GC) como a cromatdgrafos liquidos
(HPLC). No en vano es uno de los detectores mas empleados en el andlisis de
plaguicidas. Sin embargo, su funcionamiento no es tan sencillo como los otros detectores
gue se han descrito. Es por esto que merece ser ilustrado con mas amplitud.

La espectrometria de masas es una técnica que se basa en la separacién de especies
cargadas segun la relacién masa/carga (m/z), formadas a partir de la ionizacién de una
muestra [37]. La muestra se introduce en fase gaseosa y es bombardeada con un haz de
electrones de alta energia, formando iones del compuesto a analizar de la siguiente
manera [38].

M+e —» M* +2e
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Cuando la muestra comienza su interaccion con el haz de electrones, forma una especie
ibnica llamada ion molecular, que corresponde a una especie de carga positiva, con un
electron desapareado, sin alteracion de la masa molecular del compuesto. Asi, la
formacion del ion molecular del etanol seria de esta forma:

HaC——CH,~OH 4+ e ——» HC—CH,~OH 4+ 2¢

Normalmente el ion molecular sufre fragmentaciones, y debido a que es un radical
catiénico con un nimero impar de electrones, se puede fragmentar ya sea para dar un
radical un ion con un nimero par de electrones, o para originar una molécula neutra y un
nuevo radical catibnico como se muestra a continuacién [38].

PE* + R’
M

\ IE™* + N

La ruta indicada en la parte superior muestra la fragmentacion del ion molecular dando
origen a una especie con un namero par de electrones y a un radical. La otra ruta indica la
formacién de una molécula neutra y un nuevo radical catiénico. De la misma forma IE™ y
PE" pueden fragmentarse sucesivamente. Todos los iones producidos son separados en
un espectrémetro de masas de acuerdo con su relacibn masa-carga (m/z). La masa se
expresa en unidades de masa atomica (uma) o en Dalton de manera que la relacion m/z
se expresa en Thompson (Th=Da/z). Los iones separados son detectados como
corrientes idnicas, dando una sefial proporcional a la abundancia respectiva de cada uno
[38].

Al procesar esta informacion se obtiene un gréfico, en cuya abscisa se registra la relacion
m/z y la abundancia se muestra en la ordenada. El resultado es un espectro de masas
que proporciona valiosisima informacion estructural de un compuesto que se desea
identificar. Sin embargo, su mayor virtud esta en la determinacién precisa de la masa
molecular del mismo.

3.2.1.4.3.1 Proceso de obtencién del Espectro de Masas.

Para obtener un espectro de masas de una muestra ese necesario seguir los pasos que
se describen a continuacion [38]:

1) Introduccion de la muestra en forma y cantidad apropiada (Sistema Introduccion
de Muestras).

2) Formacién de los iones de la muestra en la camara de ionizacion.

3) Separacion de los iones de acuerdo con su relacion m/z en el analizador mésico.
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4) Detectar los iones que emergen del analizador y medir su abundancia a través del
detector que convierte la presencia de los mismos en sefales eléctricas.

5) Procesar las sefiales del detector que son transmitidas a un computador que
representa los resultados.

El siguiente esquema representa los componentes béasicos de un espectrémetro de
masas.

iones pesados

haz
iomico

haz
electrimico

- ) iomes de m'z adecuada
iones ligeros

ANALIZADOR

FUENTE - rendijas
IONICA (
¢ rendijas
a bomba de "’ DETECTOR
vacim
placa
aceleradora
— nestra registrador

SIST. INTRODUCCION |

Fig. 19. Esquema general de un espectrometro de masas.

Todos los espectrometros de masas tienen que funcionar en condiciones de alto vacio,
para lograr que los iones puedan llegar al detector sin interactuar con otras moléculas
gaseosas [38].

3.2.1.4.3.2 Sistema de Inyeccion de Muestras.

Debido a que la ionizacion de la muestra ocurre en fase gaseosa, en la mayoria de las
técnicas utilizadas para el andlisis de compuestos de baja masa molecular, es necesario
que la muestra se vaporice sin comprometer las condiciones del vacio [28]. Para fuentes
de ionizacién electronica y quimica, existen diversas opciones para introducir la muestra,
como los siguientes sistemas:

a) Recipiente de Calentamiento de Tabique con Valvula de Entrada.
b) Sonda de Inyeccion Directa.

c) Cromatografia de Gases.

d) Interfase de Flujo de Particulas.

65



3.2.1.4.3.3Fuentes de lonizacion.

Existe una amplia variedad de fuentes de ionizacion en espectrometria de masas. Sin
embargo, la eleccién de una fuente idonea para el andlisis depende de la energia que se
transfiere durante el proceso de ionizacion y de las propiedades fisicoquimicas de la
especie a ionizar [38].

3.2.1.4.3.3.1 lonizacién Electrénica.

También conocida con el nombre de “Impacto Electrénico”, esta fue la técnica inicialmente
mas utilizada. Consiste en un filamento cargado negativamente que es calentado por una
corriente que circula por este, que actia como emisor de electrones. Los electrones son
acelerados hacia un 4nodo de modo que interactien con las moléculas procedentes del
sistema de introduccibn de la muestra. Empleando esta fuente de ionizacion,
Rodriguezlogra obtener limites de deteccion entre 2,2 y 10,9 ug/L, a la vez también se
obtuvo un coeficiente de correlaciéon en un rango entre 0,9720 y 0,9944 para el analisis de
10 plaguicidas organofosforados (Demeton-S, Sulfotep, Dimpylate, Disulfoton,
Methylparathion, Parathion, Diclorvos, Fenitrothion y Chlorpyrifos) en leche de vaca [30].
Ademas obtiene picos base (iones de mayor abundancia), asi como iones de referencia,
los cuales se relacionan a continuacion.

Plaguicida Picos base lones de Referencia
Dichlorvos 220 109y 185
Sulfotep 322 202y 266
Demeton-S 88 170y 171
Dimpylate 304 137y 179

Disulfoton 274 88y 89

MethylParathion 263 109y 125
Fenitrothion 277 260y 278
Chlorpyrifos 314 197y 199
Parathion 291 109y 292
Ethion 384 153y 231

Tabla 1. lones de Referencia y Picos base de plaguicidas organofosforados [30].

3.2.1.4.3.3.2 lonizacion Quimica.

Este es un método blando que produce iones con poco exceso de energia. La fuente de
ionizacién quimica (similar a la de Impacto Electronico) crea un plasma de gas reactivo
ionizado gracias al flujo de electrones. Este gas reactivo se encuentra a una
concentracion muy superior a la de la muestra, y generalmente se trata de metano [37].
La ionizacion es originada por la interaccion entre las moléculas del gas reactivo y las de
la muestra, mas no por la interaccién de la muestra con el flujo electrénico.
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3.2.1.4.3.3.3Bombardeo con Atomos Rapidos

También llamada FAB por sus siglas en inglés “Fast Atom Bombardment®, tiene como
aspecto esencial la disolucién de la muestra en una matriz liquida no volatil, tal como la
glicerina [37]. Sobre esta solucion incide un flujo de atomos (Xe, Ar) con elevada energia
cinética, que logran extraer iones y particulas neutras hacia la fase gaseosa. Los atomos
golpean la solucion de la muestra, provocando una onda de choque que expulsa iones y
moléculas de la soluciéon [38]. En condiciones favorables las moléculas forman una
monocapa en la superficie de la disolucibn que se mantiene continuamente pese al
bombardeo, por difusién de otras moléculas de la muestra que migran desde el interior de
la disolucién hacia la superficie de la misma. Esto garantiza reproducibilidad y reduce la
presencia de iones procedentes de la matriz en el espectro.

3.2.1.4.3.3.4 lonizacién Mediante Desorcion por Laser Asistida por Matriz

La Desorcion por laser en mas conocida como MALDI por su significado en inglés (Matrix-
Assited Laser Desorptionlonization). La ionizacion por MALDI se logra en dos etapas. En
la primera, la muestra a analizar se mezcla con un solvente que contiene moléculas
organicas pequefias en disolucion, que se emplearan como matriz. Estas deben presentar
una absorcion fuerte a la longitud de onda del laser. Antes de ser analizada, la mezcla se
seca removiendo el solvente liquido utilizado. De esta manera se forma una matriz sélida
en la que las moléculas de la muestra se encuentran aisladas unas de otras. Durante la
segunda etapa de MALDI, se aplican pulsos cortos e intensos de laser sobre la matriz
sélida, induciendo un rapido calentamiento debido a la acumulaciéon de gran cantidad de
energia que excita las moléculas de la matriz. Esto causa la sublimacién localizada de los
cristales de la matriz y la expansion de la misma en la fase gaseosa, lo que permite la
entrada del compuesto en la matriz extendida. EI mecanismo de origen de los iones
producidos por esta técnica no esta aun suficientemente elucidado [38].

3.2.1.4.3.3.5 lonizacion por Electronebulizacién

Reconocida en el mundo por sus siglas en inglés ESI (Electro-Spraylonization), es
considerada como una de las fuentes ionizantes mas suaves. La muestra se disuelve en
una fase movil volatil, tal como una mezcla de agua-acetonitrilo o agua-metanol. A
continuaciéon se bombea a través de un fino capilar de acero inoxidable cuyo extremo se
encuentra a un potencial eléctrico elevado (3-6 Kv) [38]. Este elevado potencial unido al
pequefio radio de curvatura final del capilar crea un fuerte campo eléctrico, que produce
reacciones de oxido-reduccion, haciendo que el liquido emerja en forma de finas gotas
cargadas eléctricamente.

La nebulizacién ocurre a presion atmosférica y es asistida por un flujo de nitrégeno
gaseoso (gas nebulizador). De esta manera se forma una niebla que atraviesa una serie
de cdmaras con vacio creciente de tal forma que las gotas se evaporan y se van haciendo
mas pequefias por la evaporacion del solvente. Al mismo tiempo, dado que el area
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superficial de las gotas se reduce, se incrementa la densidad de carga eléctrica hasta
llegar a un limite en que se desestabilizan y estallan.

Una de los aspectos interesantes de este tipo de fuente ionizante se observa en el trabajo
publicado por Bogialli, donde emplea la fuente ESI obteniendo iones positivos y negativos,
desarrollados simultdneamente. En este trabajo se ejecuta un andlisis multiresidual de
plaguicidas en leche de bovino, empleando extraccion en fase sodlida (SPE) y
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en TANDEM. En este analisis
se involucran herbicidas y fungicidas de variadas familias quimicas, logrando una
sensibilidad considerablemente elevada, que se revela en limites de deteccion que van
desde 1,4 ug/L para el 2,4 D-B (Acido Dicloro-fenoxiacético) hasta 0,004 pg/L para el
Metazaclor, que corresponde al grupo de las cloroacetamidas (Herbicidas de ultima
generacion) [29].

3.2.1.4.3.4 Analizadores de Masas

Una vez han sido producidos los iones en la fuente de ionizacién, éstos se deben separar
de acuerdo con su relaciébn m/z para luego ser detectados. Esta es la funcion de los
analizadores de masas, que emplean campos eléctricos, magnéticos o dinAmicos para
lograr la separacion de los iones originados. Las caracteristicas principales que debe
tener un analizador son: El limite o alcance de masas, la transmisién y el poder de
resolucion [38]. El limite de masas es el valor mas alto de relacion m/z que puede ser
medido. La transmisidn tiene que ver con la relacion entre el nimero de iones que llega al
detector y el numero de iones producidos en al fuente. Finalmente, el poder de resolucion
es la capacidad del analizador para detectar sefiales diferentes correspondientes a iones
cuyas diferencias de masa son pequefas.

3.2.1.4.3.4.1 Analizador de Sector Magnético

Cuando los iones emergen de la fuente, estos son acelerados para que atraviesen un
campo magnético, donde las trayectorias de los iones mas ligeros se desvian mas que las
trayectorias de los iones mas pesados [39]. De esta forma, los iones mas pesados son los
primeros que llegan al detector. Este analizador también es conocido como “deflector
magnético” y ejerce una fuerza perpendicular a al movimiento del ion para deflectar los
mismos de acuerdo con su momento (relacion entre masa y velocidad).

3.2.1.4.3.4.2 Analizador Cuadrupolar

El analizador cuadrupolar se vale de la estabilidad de trayectorias en campos eléctricos
oscilantes para lograr separar los iones de acuerdo con su relacion m/z. el dispositivo se
compone de cuatro varas o polos, que deben estar perfectamente paralelas y
equidistantes una de otra, y a su vez estar colocadas de tal manera que adopten la forma
de dos hipérbolas ortogonales [38]. En la figura 20 se ilustra la disposicién de las varillas
transportadoras de diferencias de potencial, sobre las que a su vez se hace incidir
radiofrecuencia.
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Fig. 20. Esquema de un analizador cuadrupolar.

A las varillas opuestas que corresponden a una de las hipérbolas, se aplica un potencial
electrostatico de igual signo y se aplica el mismo potencial de diferente signo a las otras
dos varillas. Adicionalmente se aplica un potencial externo asociado a radiofrecuencia
[37]. En estas condiciones, los iones se desplazaran a través del cuadrupolo siendo
atraidos y repelidos continuamente por las varillas polares. Los iones comienzan a
atravesar el analizador sucesivamente cuando la relacion de oscilaciones en el campo
electrostéatico generado por los polos (varillas) se hace constante. Esta oscilacion estable
permite el paso de ciertos iones de un extremo a otro del analizador, sin chocar contra los
polos. Lo anterior, depende de la relacién m/z de cada ion. Los iones gue no pasan una
condicién de oscilacién estable en el cuadrupolo, chocan contra el mismo y se pierden
[37].

3.2.1.4.3.4.2 Analizador de Tiempo de Vuelo

El mecanismo de funcionamiento de este analizador es el siguiente. Los iones se extraen
por pulsos de la fuente de ionizacion e inmediatamente son acelerados mediante la accion
de un campo eléctrico. Lo anterior con el propdsito de lograr la uniformidad en las
energias cinéticas antes de que los iones ingresen al analizador. Posteriormente los iones
con movimiento rectilineo uniforme atraviesan un tubo que termina en el detector. El
tiempo que tarda un ion en atravesar el tubo, es el llamado tiempo de vuelo, conocido
como “TOF” por sus siglas en inglés (Time Of Flight) y depende de la relacién m/z que
posea el mismo [38]. En principio no existe un limite superior en el rango de valores de la
masa de los analizadores de tiempo de vuelo, lo que los hace especialmente Utiles
combinados con fuentes de ionizacion blandas para el andlisis de macromoléculas. Son
muy sensibles gracias a que tienen una transmision iénica eficiente, y sumado a esto,
hacen barridos espectrales répidos convirtiéndolos en componentes ideales de
espectrémetros de masas acoplados con cromatégrafos.
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3.2.1.4.3.5 Detectores

Luego de que los iones son separados en el analizador, estos deben pasar a ser
detectados. La deteccion de los iones dependerd de la manera en la que se haya
efectuado la separacion, es decir del tipo de analizador empleado. Por ejemplo, un
analizador cuadrupolar, o de trampa de iones separa estos de acuerdo con su relacién
m/z de forma secuencial, lo que indica que pasaran al detector uno después de otro [38].
De esta manera, el detector situado en la parte final del analizador solo necesita cubrir un
punto o foco en el espacio, razén por la cual el espectro de masas se registra en el
dominio del tiempo. Este tipo de detector es conocido como detector i6nico puntual.

Por otro lado, un analizador de sector magnético separa los iones en el espacio, lo que
permite que su llegada al detector pueda ser registrada de forma simultanea. El tipo de
detector que se emplea en estos casos se denomina detector compuesto y el registro del
arribo de los iones se efectia en el dominio del espacio.

3.2.1.4.3.5.1 Espectrometria de masas en TANDEM

La espectrometria de masas en TANDEM ha alcanzado en los ultimos tiempos un lugar
privilegiado como herramienta para la identificacion vy cuantificacion de compuestos
presentes en mezclas complejas. Esta técnica permite que el espectrémetro de masas
pueda ser acoplado a distintos tipos de cromatdgrafos (GC, HPLC, LC) lo que la hace
muy versatil. Dado que el impacto electronico era la Unica técnica que proporcionaba
informacién estructural, surgi6é la necesidad de desarrollar andlisis mas sensibles y que
permitieran obtener la masa molecular exacta de cada ion generado en esta fuente. La
espectrometria de masas en tAndem permite acoplar varios analizadores de masas en
serie, de manera que adicional a la masa molecular del analito, se puede obtener
informacién estructural valiosa. En el primer analizador se selecciona y aisla el ion
molecular deseado y en el segundo se origina la fragmentacion para obtener un espectro
de masas por cada ion molecular seleccionado.

Como se comprueba en multiples trabajos, uno de los instrumentos mas empleados para
desarrollar este tipo de analisis (en la determinacién de plaguicidas) es el analizador de
triple cuadrupolo (Qs) [28,29,40]. Gracias a la disposicion en serie de los tres
cuadrupolos, el mecanismo de formacién del espectro de masas funciona de la siguiente
manera [32]:

a) El primer cuadrupolo selecciona el ion molecular que se desea analizar.

b) El segundo analizador funciona como celda de colision y produce la
fragmentacion.

c) El tercero enfoca los iones generados en el segundo y los conduce finalmente
hacia el detector.

Debido a este importante desarrollo en la espectrometria de masas, el analisis de

plaguicidas por esta técnica ha mejorado sustancialmente, toda vez que lo hace mas
completo. En el caso del trabajo publicado por Xie, este realiza una determinacion de 6
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plaguicidas de tipo neonicotinoide (dinotefuran, thiamethoxam, clothianidin, imidaclorpid,
acetamiprid, y thiaclorpid) combinada con cromatografia liquida (LC) acoplada a
espectrometria de masas en tandem (MS). El cromatograma obtenido se muestra en la
figura 21 [28].
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Figura 21. Cromatograma de una muestra de jengibre contaminada con una soluciéon de 0.01
ppm de 6 plaguicidas. a) Dinotefuran, b) Thiamethoxam, c¢) Clothianidin,
d) Imidaclorpid, e) Acetamiprid, y f) Thiaclorpid [28].

Ademas de los cromatogramas, Xie también consigue los espectros de masas de los 6
plaguicidas, los cuales se relacionan en la siguiente pagina en la figura 22.
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Figura 22. Espectros de masas de los plaguicidas analizados en el cromatograma anterior(el orden
literal es el mismo al que se maneja en el cromatograma) [28].
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Un aporte interesante de este trabajo, es presentar los patrones de fragmentacién de los
plaguicidas analizados. Estas rutas consisten en secuencias donde se exponen paso a
paso las pérdidas de masas y la estructura resultante de cada ion que genera la sefial
exhibida en el espectro. Estas rutas se muestran en la figura 23.
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Fig. 23.Rutas de fragmentacion de plaguicidas analizados por LC/MS-tandem [29].

Como se observa en las 6 rutas de fragmentacion, el comun denominador yace en el
primer paso, en el cual todas las especies son protonadas (H*) con el objeto de
desestabilizar su estructura, lo que genera las fragmentaciones posteriores. Para los 4
primeros plaguicidas de la lista (Dinotefuran, Thiamethoxam, Clothianidin e Imidacloprid)
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es comun luego de la protonacion, la pérdida de 46 unidades de masa, correspondientes
al desprendimiento del grupo NO,. Algunas de estas rutas no siguen una secuencia lineal
en sus fragmentaciones, es decir, que una vez protonadas las especies originen un
fragmento, que lleve a otro y asi sucesivamente. Esto se observa en el Dinotefuran (A),
Thiamethoxam (B) y Thiacloprid (F) que después de la protonacién generan una cadena
de fragmentaciones subsiguientes. En los casos C, D y E, las estructuras protonadas
pueden experimentar dos vias de rompimiento, lo cual no sigue la secuencia de los tres
casos mencionados anteriormente (A, B, F).

En el anexo 5se exponen una serie de curvas de calibraciébn correspondientes a 5
plaguicidas organofosforados (chlorpiriphos, malathion, deltametrin, fipronil y fenitrotion)
analizados en un rango de concentracion entre 0,025 y 0,8 ppm, los cuales fueron
analizados por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas en el
laboratorio de calidad de productos naturales de la Universidad Tecnoldgica de Pereira.

Estos plaguicidas fueron escogidos a través de la tabla correspondiente al anexo 4, que
indican los plaguicidas usados en el control de plagas en pastos en el departamento de
Risaralda. Una vez seleccionados, el listado de plaguicidas se discrimina por factores
como su termolabilidad y volumen de consumo por los agricultores del departamento,
obteniendo finalmente este grupo de 5 plaguicidas organofosforados. Estas curvas de
calibracion podran servir de insumo técnico para el desarrollo de un trabajo experimental,
por cuanto posee unos aceptables criterios de merito para su uso en la determinacion
cuantitativa de dichos plaguicidas. En el capitulo 5 se expondra un estudio de caso
desarrollado por los autores del actual documento como una propuesta metodoldgica para
el andlisis cuantitativo y cualitativo de estos plaguicidas mencionados, desde la
preparacion de la muestra hasta su andlisis instrumental.

Aunque la cromatografia de gases es una excelente técnica para la determinacién
analitica de plaguicidas, gracias a su rapidez de analisis, su sensibilidad y su capacidad
para separar mezclas complejas, posee algunas limitantes. Una de ellas yace en el hecho
de que algunos plaguicidas no soportan altas temperaturas para ser llevados a la fase
gaseosa y se degradan (termolabiles). Debido a esto, algunos plaguicidas no se pueden
analizar por cromatografia gaseosa y por lo tanto el espectro de compuestos que abarca
esta técnica se ve reducido. En el siguiente tema, se expondra un tipo de cromatografia
que permite analizar compuestos termolabiles por cuanto no requiere de altas
temperaturas para la separacion de mezclas. A continuacion se ilustran con detalle los
aspectos mas importantes de la Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) como
técnica aplicada al analisis de plaguicidas contenidos en una matriz como la leche.

3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC).

Desde el surgimiento de los conceptos generales descritos por Swett acerca la
cromatografia, este campo de la quimica analitica ha visto un vertiginoso ascenso en las
innovaciones técnicas y cientificas aplicadas a la misma para desarrollar y mejorar los
procesos basados en el principio cromatografico. A partir de todos estos avances en las
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formas de aplicacién de la cromatografia, se da unos afios después el desarrollo de un
método que reuniria los principios de las metodologias desarrolladas hasta el momento
para fusionarlos en uno solo y ese método es conocido como cromatografia liquida
moderna. La cromatografia liquida (LC) se refiere a todo método cromatogréafico donde la
fase moévil sea un liquido, en contraste a la cromatografia de gases, donde la fase movil
es precisamente un gas. Ejemplos de esto son la cromatografia en columna (sea por
adsorcion, particion o intercambio i6nico), la cromatografia en capa delgada y la
cromatografia en papel ademés de la moderna LC. Las diferencias entre estas
metodologias y la moderna LC radican en los equipos usados mas sofisticados, mejores
materiales, técnicas mas elaboradas y el fundamento tedrico del método [41]. Respecto al
analisis de plaguicidas, la LC ofrece mayores ventajas en cuanto a la precision, la
versatilidad, la velocidad y la capacidad de analizar complejas mezclas de estas
sustancias.

La LC contiene algunas ventajas operacionales frente a la GC, particularmente en la
capacidad de analizar ciertos plaguicidas que por GC se hacen muy dificiles o
simplemente imposible, tal como compuestos de este tipo que sean débilmente volatiles y
no pasen por la columna de separacion o que sean muy sensibles al aumento de
temperatura y se descompongan con facilidad por este hecho (termolabiles). Se tiene un
estimado comun de que solo el 20% de los compuestos organicos conocidos pueden
llegar a ser analizados por GC, dadas las limitaciones descritas anteriormente, mientras
que virtualmente cualquier tipo de compuesto puede ser analizado por un equipo de LC ya
gue operativamente, estos equipos no dependen de la volatilidad de los compuestos y no
afectan a los que son termol&biles.

La LC tiene la capacidad de separar complejas mezclas de compuestos gracias a que
posee dos fases estacionarias que realizan una interaccion selectiva con las moléculas de
interés, para las cuales existen una gran variedad de fases para un amplio espectro de
aplicaciones y finalmente de que realiza estas operaciones a menores temperaturas que
en técnicas como la GC. La separacion realizada en la LC es el resultado de la interaccion
del analito con la fase estacionaria y la fase movil, mientras que en la GC no existe
interaccion con la fase mévil (gas inerte), lo que significa que es un pardmetro mas a
controlar y optimizar [41].

Asi mismo, la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) es un método fundamentado en los principios de la cromatografia y
usando la particularidad de la cromatografia liquida en cuanto al uso de una fase mavil
liguida. La HPLC se caracteriza por ser una técnica de una aplicacion casi que universal
respecto al tipo de compuestos que se puede analizar por este método, siendo muy
reducido el grupo de los que no se pueden analizar, una notable precision en los ensayos
ademas de una gran cantidad de equipos disponibles, columnas y materiales usados en
los procedimientos que son los que posibilitan la gran cantidad de los analisis posibles en
HPLC [41].
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El desarrollo de la HPLC comienza por los afios 1900°s con la implementacion de la
primera aplicacion de la cromatografia liquida en un montaje conocido como columna
cromatogréfica clasica (Fig. 24a-d.) que consistia en un cilindro de vidrio relleno de una
fino polvo, como la tiza (Fig. 24a), donde en la parte superior de la columna de vidrio se
aplicaba la muestra de interés (Fig. 24b) y luego se adiciona el solvente que arrastrara la
muestra al interior de la columna (Fig. 24c). El solvente comienza a avanzar en la
columna por gravedad y los componentes de la mezcla (A, By C en el ejemplo) avanzan
a diferentes velocidades entre el material y se comienza a producir la separacion de la
mezcla (Fig. 24d). En este momento, se procedia a evaporar el solvente usado y tomar
cada una de las partes de la mezcla separada para ser pesada para un analisis
cuantitativo determinado, pero este proceso debia llevarse a cabo en columnas por
separado una vez se determinase a qué altura se separaba alguno de los componentes
de la mezcla, por lo que podia ser un proceso que consumia mucho tiempo ya que era
completamente manual, pero incluso a este nivel, la cromatografia liquida ofrecia unas
potencialidades muy amplias comparadas con otras técnicas de separacion de mezclas.

En los aflos 40’s se introduce otra variacién de la cromatografia liquida denominada
cromatografia en papel, en donde el material de relleno de la columna descrito (fase
estacionaria) es remplazado por una tira de papel (Fig. 24e), en donde basicamente la
mezcla era “sembrada” en la parte inferior de la tira de papel y esta se ubicaba en el fondo
de un recipiente que contenia el solvente determinado, el cual era absorbido en el
material del papel por accion capilar y simultdneamente arrastra los componentes de la
mezcla a través del papel. Este principio fue modificado posteriormente para usar una
placa de silica gel en vez de una tira de papel, en la cual se replicaba la operacion
descrita y asi naci6 la técnica conocida como cromatografia en capa delgada (TLC, Thin-
Layer Chromatography). La aplicacion de estos dos métodos permitia una facil
identificacion de varios componentes simultaneamente de una mezcla, los cuales se
podian diferenciar facilmente por accion de un agente colorimétrico y asi definir la
cantidad de componentes de una mezcla.

La HPLC (Fig. 24f) representa la culminacién de la integracién de los principios descritos
en las metodologias sefaladas a través de un sistema de separacién automatico y de
cuantificacion sumamente sensible. El proceso en el diagrama comienza con el bombeo
continuo del solvente a través del detector al igual que la muestra, donde este esta
constantemente analizando los componentes que se van separando en la misma, dando
como resultado un diagrama de sefial de respuesta del detector vs tiempo, el cual se
denomina cromatograma (fig. 24q) [41].
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Fig. 24. Diferentes estados en el desarrollo de la cromatografia liquida.

Todo el proceso es manejado por computadora, donde el Gnico proceso manual es ubicar
la muestra en el equipo. La HPLC se caracteriza por usa bombas de alta presién para
agilizar el proceso de separacion y deteccion de la muestra. En la siguiente seccion se
hara una descripcion suficiente de los componentes constituidos de un equipo de HPLC
comun.

3.3.1 Componentes de un equipo HPLC

La HPLC moderna se basa en el concepto descrito por Tswett en cuanto a los procesos
de separacion implicitos en el principio de la cromatografia, en donde la adsorcion de las
moléculas del analito esta condicionada a la afinidad (o tipos de interaccién) que tenga
este con las superficie de la fase estacionaria, por ende los analitos que tengan baja
afinidad con la fase estacionaria no seran retenidos suficientemente y viceversa [42,43].

Un equipo HPLC tipico tiene los siguientes componentes fundamentalmente [42]:
e Reservorio del solvente: Debe contener la cantidad suficiente de solvente para que
el proceso se realice en operacion continua. Este reservorio comunmente tiene un

sistema de desgasificacion y filtros que aislen el solvente del ambiente
circundante.
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e Tuberias: Usadas para la conexion de los diferentes dispositivos al interior del
equipo HPLC por donde circulara el efluente desde el reservorio hasta el detector
y el colector de fracciones.

¢ Bomba de inyeccién: Posibilita la inyeccién continua y constante de un flujo de
solvente al interior del sistema HPLC. Las bombas de inyeccién modernas pueden
arrastrar mezclas de solventes de diferentes reservorios.

¢ Inyector: Permite la introduccién (inyeccion) de la mezcla de analitos en la
corriente de solventes antes de entrar a la columna cromatografia. Los sistemas
de inyeccién actuales son automuestreadores a los cuales se les programa para
gue tomen volumenes precisos y en el orden en el que el analista desea que se
hagan las inyecciones.

e Columna: Se le considera como el corazon del equipo HPLC. Es alli donde ocurre
el proceso de separacién de los analitos en las mezclas determinadas. Esto ocurre
a través de la interaccién que ocurre entre la fase estacionaria y la fase movil que
contiene los analitos de interés. La gran mayoria de desarrollos obtenidos en la
HPLC se refieren a optimizar los sistemas e interaccion analito-fase estacionaria-
fase movil al interior de la columna.

e Detector: Detecta las variaciones en la sefial determinada, por la presencia de una
sustancia distinta a la del solvente (blanco de medicién) donde esta variacion es
directamente proporcional a la concentraciébn del analito en la mezcla. Los
detectores mas comunes actualmente en el andlisis de plaguicidas en HPLC son
los detectores UV y masas.

e Sistema de adquisicion y control de datos: A través de un software especializado
se pueden controlar todos los parametros operacionales del equipo HPLC
(composicion del efluente con mezclas de diferentes solventes, temperatura,
secuencias de inyeccion, etc.) como también sistemas de monitoreo del detector y
su rendimiento.

3.3.1.1 Reservorio del solvente

El reservorio es un recipiente adecuado que contiene el solvente determinado para el
andlisis por HPLC, en ocasiones pueden ser recipientes de uso comun en el laboratorio
(vidrio o polimero resistente) que garanticen el aislamiento adecuado del solvente.
Normalmente se ubica a centimetros por encima de la bomba de inyeccion para que por
gravedad los solventes siempre estén llenando los conductos desde el reservorio hasta
este. Los recipientes usados deben garantizar el aislamiento del solvente del espacio
circundante, para evitar la contaminacion del mismo. Comunmente se usa un filtro de
acero (2 a 10 um de porosidad) al final del conducto de salida del solvente hacia la bomba
para proteger a esta del ingreso de materiales que puedan afectar su desempefio. El
tamafio del recipiente del tipo de analisis que se utilice: pocos mililitros en el modo
microbore, de 0,5 a 1 litro en el modo de operacién convencional y varios litros en HPLC
preparativa. Los procesos que necesitan sistemas de desgasificacion continuos, necesitan
una tapa especialmente disefiada para tal fin, en donde existe una entrada para el ingreso
del gas inerte desgasificador, una salida para el solvente y una valvula que permite una
presion positiva al interior del recipiente [43].
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3.3.1.2Tuberias

Son conductos que conectan el reservorio con la bomba de inyeccién, las véalvulas de
distribucién, la columna cromatografia, el detector (o los detectores conectados en serie) y
eventualmente un contenedor de fracciones. El material de los que estén hechos los
conductos dependen fundamentalmente de la presion del caudal del efluente que tienen
gue transportar ademas de que deben de ser inertes, es por esto que existen tuberias de
acero inoxidable (de referencia 316 o 304) y de polimeros (polipropileno o teflén), siendo
las tuberias de acero 316 y teflon las mas usadas. Las tuberias de acero se conectan
entre los componentes que reciben efluente a alta presién (entre la bomba y el inyector, el
inyector y la columna y entre detectores conectados en serie) y los poliméricos usados
cuando la presion es atmosférica o ligeramente superior (del reservorio del solvente a la
bomba, ultimo detector y frasco de desperdicios). Otro parametro a tener en cuenta es la
longitud de las columnas, ya que si son muy largas pueden producir ensanchamientos en
los picos del cromatograma, donde es particularmente importante revisar este aspecto en
las conexiones entre la bomba de inyeccion y el detector (Inyector-bomba de inyeccién-
columna-detector) [43].

3.3.1.3 Bomba de inyeccidn

La bomba de inyeccién extrae las cantidades de solvente necesarias del reservorio hacia
el inyector y de alli hacia la columna. Las bombas usadas en la actualidad permiten
modificar la escala del volumen de la fase movil a usar en el analisis. Existen bombas
capaces hacer pasar caudales del orden de microlitros/minutos en analisis de
cromatografia microbore, de cientos de mililitros para cromatografia convencional y de un
litro y superiores para separaciones semipreparativas y preparativas. Basicamente existen
dos tipos de bombas, las de piston (bombas reciprocantes o de entrega de solvente por
pulsos) y las de desplazamiento continuo (Bombas de jeringa). Las primeras son las mas
comunes ya que son mas faciles de adaptar al volumen de muestras comun de un
laboratorio.

Los materiales de los cuales esta4 hecha la bomba de inyeccion tienen que ser resistentes
al ataque quimico y al desgaste mecanico. Usualmente los materiales que estan en
contacto con los solventes son acero inoxidable, zafiro, rubi y teflén, pero en general se
usa el acero inoxidable como cuerpo de la bomba pero no necesariamente como
recubrimiento interno. Existen muestras en las que se puede generar interaccion
indeseada con el acero de la bomba, como las muestras de origen biolégico, para lo cual
se remplaza por bombas de titanio. Habitualmente los pistones estan constituidos de
zafiro y las valvulas de retencion estan hechas de una pequefia esfera de rubi que se
apoya en un asiento de zafiro y una malla de acero inoxidable que retiene la esfera de sus
movimientos [43].
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3.3.1.4 Sistema de gradientes

Comunmente la HPLC en modo isocratico® posibilita la separacion de un nimero limitado
de picos en el cromatograma, en general por la polaridad variada de los componentes de
la mezclas. Para sistemas mas complejos, de muchos componentes y con una polaridad
muy variada, la modalidad isocratica puede que no de buenos resultados. Es en caso
donde se usa el sistema de gradientes, el cual es comparable operacionalmente con la
programacién de la rampa de calentamiento del horno en GC. Lo que se hace en el
sistema de gradientes para HPLC es variar la composicion porcentual del solvente
respecto al solvente que tenga mas afinidad de arrastre a los analitos de interés,
comenzando la elucién con una mezcla con alto porcentaje de un solvente “débil” y que
vaya aumentando porcentualmente la composicion hacia el solvente mas “fuerte”. La
variacion en esta composicién se gradua por un intervalo de variacioén, es decir por la
velocidad de cambio porcentual en la composicidon de un solvente “débil” a “fuerte”, Este
cambio de concentracion en la mezcla de solventes debe ir siempre desde el mas “débil”
hacia el mas “fuerte”

No debe confundirse la programacion del sistema de gradiente del solvente con la
programaciéon de caudales. La primera involucra una variacion de la fuerza de elusion
efectiva de la fase movil sobre el analito en la fase estacionaria durante la corrida
cromatogréfica, mientras que la segunda solo implica modificar el caudal del efluente del
solvente.

Existen fundamentalmente dos formas de configurar los sistemas de gradientes, y son los
gradientes de baja presion y los gradientes de alta presion (ver Fig. 25a-b). Los gradientes
de baja presion funcionan con solo una bomba y vélvulas solenoides que entregan cada
solvente en una camara de mezclado pequefia (Fig. 25a), el cual permite mezclar entre 2
y 4 solventes diferentes regulando el ciclo de apertura de cada valvula individual. La
ventaja de este método es fundamentalmente el costo (ya que solo usa una bomba), pero
ademas también ofrece una adecuada precisién del gradiente de solventes ya que todos
son entregados por el mismo dispositivo a la columna. Este sistema requiere la
desgasificacién continua de cada solvente, ya que la solubilidad de un gas en cada
solvente individual es diferente que en la mezcla deseada. Los gradientes de alta presion
usan una bomba de presién para cada solvente individual (Fig. 25b), donde cada bomba
es maneja por un programador de gradiente para cada una y el solvente necesario se
mezcla a alta presién con los demas componentes de la mezcla de solventes en una
camara de bajo volumen. El principal inconveniente de este sistema es el costo que
supone tener una bomba por cada solvente ademas de que las bombas deben ser muy
precisas y exactas para que el gradiente mantenga su calidad en todo momento, en
especial a bajos caudales [43].

°En este caso, isocratico hace referencia a que se mantiene constante el parametro de funcionamiento del
sistema, es decir, para la HPLC se estaria hablando del caudal del solvente y la composicion del mismo [42].

79



\
C

ala

columna
[Siazs ) Programador Bomba
Cooo lolv::hs OOQO fonica

Fig. 25a. Sistema de formacién de gradiente a baja presion.

B '\h A\s

]  Bomba
oleole) A Mezclador
ala
columna

Bomba
OO0 B

Fig. 25b. Sistema de formacién de gradiente a alta presion.

En este sentidoBogialli desarrollé6 una metodologia para determinar la presencia de ciertos
plaguicidas tipo fungicida y herbicida (carbendanzim, chloridazon, cyanazine, monuron,
methazachlor, isoproturon, diuron, linuron, terbutylazine, propyzamide, molinate,
chloroxuron, metolachlor, neburon, propiconazole, prochloraz y pentachlorophenol), que
pudieran estar presentes en muestras de leche cruda de bovino, usando cromatografia
liquida. Para este caso uso un perfil de gradientes que consistia en dos soluciones, donde
la solucién A era conformada por 1 mmol/L de &cido férmico en metanol y la solucién B
era una dilucién acuosa de 1Immol/L de &cido férmico, en donde los porcentajes de las
mezclas en el tiempo fueron (con t en minutos): to= A:30% ; B:70, tzs: A:100%, tzo: A:30% ;
B:70%, t4s: A:30% ; B:70%. Con este gradiente obtuvo porcentajes de recuperacion entre
85y 102% para los plaguicidas descritos [29].
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3.3.1.5 Inyectores

El inyector es fundamentalmente el sistema que permite introducir la muestra en el equipo
HPLC sin interrumpir el caudal del solvente (o0 mezcla de solventes) en el sistema. Para
gue permita un andlisis 6ptimo el inyector debe ser facil de operar, debe ser inerte
quimicamente, debe soportar altas presiones, debe ser preciso en cuanto a la cantidad de
muestra introducida en el sistema y no debe provocar diluciones importantes en la
solucién inyectada.

La inyeccion de muestra a partir de inyectores de septum se ha ido retirando
paulatinamente de los sistemas modernos de HPLC, ya que se presentaban
contaminaciones de la columna y demas sistemas del equipo por el desprendimiento del
material del septum, ademas de la contrapresién que debia vencerse para poder inyectar
la muestra, para lo cual en muchos casos se requeria disminuir los caudales altos
momentaneamente. Actualmente los inyectores en HPLC son valvulas que orientan el
caudal del efluente del solvente hacia la columna y que permiten la introduccion de la
muestra a través de una conexidon al caudal conocida como loop, que conecta dos
entradas de la valvula que posibilitan la inyeccién de la muestra al sistema sin interrumpir
el caudal. Los inyectores estan constituidos por un cuerpo fijo, un rotor con un sello que
gira y un loop de muestra externo que contiene la muestra a analizar. El loop es
intercambiable que posibilita cambiar la cantidad de muestra inyectada por medidas
estandarizadas (entre 5y 2000 pl). Las valvulas de inyeccion comunmente tienen 6 vias y
el funcionamiento para la carga de la muestra es simple, donde se gira el rotor en la
posicion de carga, en la que el caudal del solvente pasa directamente hacia la columna
mientras las conexiones del loop quedan aisladas de este sistema y abiertas para la
inyeccién a presidn atmosférica de la muestra por medio de una jeringa. Una vez esto
ocurre, se gira el rotor a la posicidén de inyeccién en la que el caudal de solvente se desvia
hace una de las entradas del loop, que ya contiene la muestra, y el solvente arrastra
consigo la muestra ubicada en el mismo al interior de la columna [43].

3.3.1.6 Detectores

El detector en los equipos de HPLC son los sistemas que determinan el momento de
salida de cada componente de la columna y la cantidad del mismo en ese instante. Los
detectores deben tratar ciertas caracteristicas para que puedan ser usados en los
sistemas HPLC [43]:

Amplio rango dindmico de respuesta: Para un detector en HPLC, el rango dinamico esta
definido como el rango de concentraciones de una sustancia en analisis en la que un
cambio en la concentracion produce un cambio en la sefal, lo cual incluye la respuesta
lineal como no lineal donde el minimo valor de este rango se le conoce como limite de
deteccion.

Poseer una respuesta lineal: El detector debe medir alguna cualidad o propiedad del
analito que aumente en la medida que aumente la concentracién del mismo. El rango
lineal de un detector es el rango de concentraciones donde se obtiene una respuesta
lineal del mismo, donde se incluye al rango dinamico.
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No contribuir al ensanchamiento de bandas extracolumnar: Normalmente, el
ensanchamiento de las bandas cromatograficas tiene su origen en las interacciones
ocurridas en la columna y es desde alli desde se manipulan ciertas condiciones para
corregir esta situacién. Se espera que el detector no influya en forma alguna en este
hecho y para ello se usa una celda de contencién de la muestra con el tamafio adecuado
para que no induzca el ensanchamiento en las bandas.

Responder a todos los solutos: Es una de las mayores dificultades en HPLC ya que se
deben buscar sistemas de deteccién que determinen la cualidad diferencial de un liquido
(fase movil) y un sdlido (analitos disueltos). Esto configura una de las mayores diferencias
entre la HPLC y la GC, ya que en la GC es muy facil diferenciar entre un gas y un soélido
por lo que es frecuente encontrar detectores especificos para determinados tipos de
compuestos.

Tener la sensibilidad apropiada: Generalmente, la relacion entre la universalidad en
deteccion de un detector y la sensibilidad del mismo es inversa. Mientras mas analitos
este en capacidad de detectar, menor es la sensibilidad y viceversa.

Poseer una buena relacién sefal/ruido: El ruido del detector (perturbaciones en la linea
base cromatogréafica) depende fundamentalmente a las particularidades electrénicas del
mismo, a las variaciones de temperatura, oscilaciones en la tension de la linea eléctrica o
fluctuaciones en el caudal de entrada.

No destruir la muestra: Es una caracteristica de casi todos los detectores en HPLC y
resulta muy atil cuando se desea tener el analito separado por ejemplo en la HPLC
preparativa.

Tener una constante de tiempo baja: Indica la velocidad con la que este responde a un
cambio instantdneo en la concentracion del analito de interés.

Los detectores en HPLC son de dos tipos fundamentalmente, los detectores generales y
los detectores selectivos. Los detectores generales miden el cambio de algin parametro
fisico en la fase mévil con el analito en comparacién con la fase movil pura, como en el
caso del detector de indice de refraccion y el de conductividad. Los detectores selectivos
son sensibles a algln parametro fisico particular del analito, por ejemplo los detectores
UV, que generan una sefal en forma de absorbancia directamente proporcional a la
concentracion del analito en una longitud de onda dada. En la presente seccién se dara
una descripcion de los detectores mas comunes entre estos dos grupos [43].
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3.3.1.6.1 Detector general
3.3.1.6.1.1 Detector de indice de refraccién

Este detector determina la diferencia entre el indice de refraccion del solvente y el del
analito. Se le considera un detector universal, ya que es altamente improbable que un
solvente tenga el mismo indice de refraccion que el del analito ademas de que no
destruye la muestra. El problema de este detector es que no es muy sensible, se ve muy
afectado por los cambios de temperatura y no se puede usar un sistema de gradiente en
él, ya que al cambiar la composicion de la fase moévil, cambia su indice de refraccion y
este es el blanco en la determinacion del indice de refraccion del analito y como
consecuencia de esto no es posible estabilizar efectivamente la linea base del
cromatograma. Se conocen tres tipos fundamentales de detectores de indice de
refraccion, que son el Fresnel, Deflexion e Interferometrico.

El detector tipo Fresnel es un detector diferencial que tiene dos celdas para, una por
donde pasa el solvente mas la muestra y en la otra por donde pasa solo el solvente. La
determinacién se realiza comparando los indices de refraccion de las dos celdas, usando
un prisma para cada celda que abarca todo el rango de indices de refraccion (1,33 — 1,63)
en donde uno de ellos funciona con solventes en fase reversa y el otro en fase normal
(seccion 3.3.2).

El detector por deflexion funciona bajo el mismo principio diferencial que el detector tipo
Fresnel, pero este solo usa un prisma para todo el rango de indices de refraccion ademas
de celdas mas grandes, del orden de 8 a 10 pl. El detector Interferometrico usa una
radiacion de luz polarizada que es dividida en dos haces por un divisor de onda, luego
estas ondas se focalizan para que atraviesen la celda con la muestra y la de referencia.
Finalmente se recombina por una lente para llegar al fotomultiplicador, el cual detecta los
cambios en la cantidad (concentracién) del analito que pasa por la celda a través de
variaciones en la intensidad de luz que llega al fotomultiplicador.

3.3.1.6.2 Detectores selectivos
3.3.1.6.2.1 Detector UV

Es el detector mas usado en HPLC, tiene una alta sensibilidad y permite detectar analitos
por el orden de nanogramos con un buen rango lineal, no es destructivo y puede usarse
con gradientes de solventes, con la Gnica condicion de que estos no sean coloreados a la
longitud de onda de trabajo, ademas de que no es muy sensible al cambio de caudal del
efluente ni a la temperatura. Normalmente opera en un rango espectral de 190-350 nm.
Como se puede suponer, el principio y la determinacién cuantitativa se plantean a través
de la ley de Beer, que dice infiere una relacion proporcional entre la concentracion del
analito y su capacidad de absorber las radiaciones electromagnéticas, de acuerdo a la
siguiente expresion:

A=axbxC

83



Donde A es la absorbancia, a es la absortividad molar del analito, b es la distancia que
recorre el haz de luz transversalmente en la celda que contiene al analito medido en
centimetros y C es la concentracion del analito en la muestra.

Un ejemplo representativo en la aplicacion de este detector para el analisis de plaguicidas
es a través del trabajo desarrollado por Ashnagar en donde determiné 7 pesticidas
organoclorados (lindane, aldrin, dieldrine, o,p"-DDT, p,p"-DDT, p,p’-DDE, p,p"-DDD) a
través de un sistema HPLC/UV en fase reversa (ver seccion 3.3.2) en el cual usaron como
solvente de arrastre una solucion de acetonitrilo-agua (60:40 V/V). Los andlisis arrojaron
una desviacion estandar que va desde 0,012 hasta 0,128 mg/kg, lo cual indica que la
metodologia aplicada tiene una adecuada reproducibilidad, evaluando solamente este
parametro [44].

3.3.1.6.2.2 Detector de Onda Fija 0 Fotométrico

El detector opera a longitudes de ondas fijas, determinadas por las lineas de emision
caracteristica de la lampara que se usa, que comiunmente es de mercurio de baja presion,
particularmente la linea de emision de 254 nm. Generalmente no se usa monocromador,
ya que esta tarea la hace la misma fuente de emisién descrita pero si se usan filtros de
interferencia para eliminar longitudes de onda indeseadas que se salen de la linea de
trabajo deseada. Algunos filtros permiten trabajar a longitudes de onda que no tiene la
lampara de mercurio comunmente, por ejemplo el filtro de 6xido de fésforo que permite
obtener radiaciones a 280 nm, que no se obtienen por la laAmpara de mercurio.

3.3.1.6.2.3 Detector de onda variable o Espectrofotométrico

Funciona bajo el mismo principio de emision de una fuente de radiacién que produce las
longitudes de onda necesarias, pero en este caso se hace uso de una red de difracciéon
que permite seleccionar libremente la longitud de onda de trabajo en un rango espectral
determinado, lo que permite seleccionar la longitud de onda de maxima absorcion del
analito de interés. Comunmente se usan lamparas de deuterio y xenon de emision
continua, que dirige su radiacion por medio de una red de espejos hacia un
monocromador, generalmente una red holografica de difraccién, el cual dirige la emision
de luz escogida hacia la celda de medida y de alli hacia el fotomultiplicador

3.3.1.6.2.4 Detector de fluorescencia

EL detector de fluorescencia se usa para el analisis de sustancias que poseen la
propiedad de ser fluorescentes naturalmente o ser conferidas por la accién de un reactivo
fluorogénico. Su alta selectividad y sensibilidad permite realizar andlisis de trazas. Esta
selectividad esta sujeta a dos factores implicitos en los andlisis, el primero es que muchas
sustancias no poseen fluorescencia natural por lo que es necesario usar un reactivo
derivatizante que produzca una especie fluorescente, lo cual implica que la molécula del
analito tenga un grupo funcional que sea reactivo a alguno de estos agentes
derivatizantes. Ademas de esto se usan dos emisiones de longitudes de onda diferentes,
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una de emisién y otra de absorcion, donde al excitar la muestra con determinada longitud
de onda puede que existan especies que absorban esta emision, pero que no van a emitir
la longitud de onda elegida. ComuUnmente se usan lamparas de Xenén como fuentes de
emision de radiacion para la excitacién de la especie de estudio y al igual que con los
detectores UV se puede hacer uso de filtros monocromadores para seleccionar la longitud
de onda deseada en el espectro de emision de la lampara, tanto de excitacién como de
emision.

3.3.1.6.2.5 Detector electroquimico

Es un detector altamente sensible, casi 1000 veces mas sensible que los detectores UV y
ademas es ampliamente selectivo, no solo porque tiene la capacidad de oxidar y reducir
los compuestos de analisis, sino porque puede ejecutar una cuidadosa seleccién del
potencial aplicado para analizar analitos particulares. La deteccion de compuestos electro-
oxidables y electro-reducibles ocurre en la superficie de un electrodo interpuesto en el
paso del efluente que sale de la columna.

Este detector emplea tres electrodos: el de trabajo, el de referencia y el auxiliar. La
reaccion redox ocurre en el electrodo de trabajo mientras el electrodo auxiliar provee una
carga de neutralizacion complementaria. Entre estos dos electrodos se fija el potencial de
la reaccion determinada, mientras que el electrodo de referencia mide un potencial fijo y
estable el cual se compara con el obtenido en el electrodo de trabajo y un potenciostato
ofrece una diferencia de potencial estable entre el electrodo de trabajo y el electrodo
auxiliar, y es este potencial con el que se compara contra la determinacién del electrodo
de referencia. La sefal final que se obtiene por un amplificador de corriente de
nanoamperes proviene del flujo de corriente entre el electrodo auxiliar y el electrodo de
referencia.

Este método tiene una limitacion respecto al solvente a usar como fase movil, ya que este
tiene que ser un solvente que conduzca la electricidad, por lo que la metodologia se
reduce la HPLC de fase reversa y de intercambio idnico; por otra parte el detector
destruye el analito en el analisis. La desgasificacion es muy importante en el modo
reductivo, ya que la presencia de oxigeno disuelto en la solucion de la muestra da lugar a
un gasto de potencial en la reduccidon de este oxigeno disuelto, generandose sefales
ruidosas y bajos niveles de deteccion. Para esto se emplea la desgasificacion por medio
de una corriente de helio, la cual no es necesaria en el modo oxidativo y en la cual se
puede aplicar una desgasificacion menos intensa.

3.3.1.6.2.6 Determinaciones de plaguicidas por HPLC/MS
En la seccién 3.2.1.4.3 del presente documento se hizo una exposicion suficiente del
fundamento tedrico de la espectrometria de masas y de su uso en la determinacion de

plaguicidas como sistema analizador, acoplado a un equipo de cromatografia de gases
(GC/MS) como sistema de separacion de muestras. En la presente seccion se hara
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referencia a los trabajos representativos para el analisis cuantitativo y cualitativo de
plaguicidas a través del sistema HPLC/MS.

Un ejemplo claro en este sentido, es el de la metodologia desarrollada por Hongzhedonde
analizé cuantitativa y cualitativamente 29 plaguicidas (bentazone, flumorph, fomesafen,
clethodim, fipronil, butilene fipronil, triflumuron, hexaflumuron, teflubenzuron, imidacloprid,
allidochlor, cyanazine, simazine, nicosulfuron, sulfometuron-metyl, chlorsulfuron,
rimsulfuron, metazachlor, tribenuron-methyl, diuron, diphenamid, clomazone, chlorimuron-
ethyl, mefenacet, primisulfuron-methyl, eluthiacet-methyl, diflufenican, piperophos y
trifluralin) y dos medicamentos veterianarios (chloramphenicol y enrofloxacin)
analizandolos a través de un equipo de LC/MS-tandem, obteniendo el siguiente
cromatograma que contiene algunos de los plaguicidas analizados:
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Fig. 26. Cromatograma LC/MS obtenido de 10 de los plagumdas analizados a un nivel de
0,10mg/kg[45].

Este andlisis arroj6 un coeficiente de correlacion comprendido entre 0,9931 y 0,999, un
limite de deteccién en un rango entre 0,01x10° y 1,5x10° mg/kg excepto el fomesafen
que resulto tener un LDD de 4,8x107, de igual forma el limite de cuantificacién para los
plaguicidas dados se ubico en un rango entre 0,15x10° y 11,6x10° mg/kg. De igual forma
se obtuvieron porcentajes de recuperacion que muestran que esta técnica es adecuada
para el andlisis de los plaguicidas descritos, los cuales se determinaron a través de tres
niveles conocidos (0,05, 0,10 y 0,19 mg/kg) de las sustancias descritas, donde se
obtuvieron porcentajes de recuperacion para el primer nivel (0,05 mg/kg) entre 71 y 89%,
para el segundo nivel (0,10 mg/kg) entre 82 y 89%, para el ultimo nivel (0,19 mg/kg) entre
82 y 107%. Los resultados obtenidos indican que esta técnica es adecuada para el
analisis de los plaguicidas descritos a las condiciones establecidas por el autor [45].

En este mismo sentido, Dagnac aporta una metodologia para el analisis de 45 plaguicidas
(acetochlor, alachlor, atrazine, atrazine-ds, bentazone, bromacil, bromoxinyl, carbetamide,
chlorfenvinphos, chloridazon, chloroxuron, chlorpyriphos, chlortoluron, cyanacine,
desethylatrazine (DEA), desethylterbutylazine (DEBTA), desisopropylatrazine (DIA),
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diazinon, dimefuron, dinoterb, diuron, ethidimuron, fipronil, imidacloprid, ioxynil,
isopruturon, linuron, malathion, metabromuron, metamitron, metazachlor,
methabenzthiazuron, methyl-pirimiphos, metolachlor, mevinphos, monolinuron, phosalone,
prometryn, propazine, quinmerac, simazine, terbutryn, terbutylazine, triadimefon vy
triazophos) en leche cruda, usando un equipo LC-MS/MS de triple quadrupolo equipado
en una fuente termostatada de electrospray ionizado (heated electrospray ionization
source — HESI), que usaba una gradiente de 2 solventes que eran agua/acido formico (0,
15%)/formiato de amonio (3mM) y la siguiente era metanol/acido formico (0,15%)/formiato
de amonio (3mM). En este analisis se obtuvo un limite de deteccion en un rango entre 6,4
ng/L y 214 ng/L, ademés de un limite de cuantificacion en un rango entre 21 ng/L y 713
ng/L. Estos resultados indican una alta sensibilidad del método, dada la escala a la que se
analiza, lo que posibilita el inferir que se trata de un método altamente eficaz para el
analisis multiresiduo de plaguicidas en leche.

3.3.2 Modalidades de operaciéon de laHPLC

La principal caracteristica de las diferentes técnicas de HPLC que existen son los tipos de
interacciones que se dan en el proceso de separacion de las mezclas. Estas interacciones
son fundamentalmente de fuerzas iénicas, fuerzas polares y fuerzas dispersivas.

Cada técnica de HPLC se fundamenta en un tipo particular de las interacciones descritas,
donde las fuerzas polares son las interacciones dominantes en la HPLC de fase normal,
las fueras dispersivas son las mas abundantes en las interacciones de la HPLC de fase
reversa y las fuerzas idnicas son las principales interacciones que se presentan en la
HPLC de intercambio iénico. Existe una cuarta técnica de HPLC conocida como HPLC por
tamafio de exclusion, la cual no se fundamenta en ningun tipo de interaccion electrostatica
como las descritas anteriormente a la hora de producir la separacion de los componentes
de la mezcla determinada [42].

3.3.2.1 HPLC en fase normal (NP-HPLC, Normal phase-HPLC)

Se fundamenta en las interacciones de caracter polar que se dan en la mezcla de
solventes y analitos con la fase estacionaria, donde mientras méas fuertes sea esta
interaccion entre analito y fase estacionaria, mas tiempo sera retenido en la columna.
Pero en la NP-HPLC se presenta una separacion competitiva, entre los espacios donde
se puede dar la interaccion de las moléculas de la fase estacionaria con las moléculas del
solvente y del analito, por tanto, mientras méas fuerte sea la interaccion entre solvente y
fase estacionaria, mas débil sera la retencion del analito en la columna.

La NP-HPLC esta basada en el uso de solventes no polares (hexano, heptano, etc.) con
pequefias cantidades de solvente polar (metanol, isopropanol, etc). La variacion de la
concentracion de estas cantidades de solvente polar permite que se dé una retencidon mas
efectiva de los analitos en la columna. Las interacciones de tipo polar que se presentan en
estas situaciones son relativamente fuertes, tanto que si se varia en solo un 1%v/v la
concentracion de la fraccion de solvente polar en la mezcla de solventes respecto a la
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necesaria, se puede presentar un cambio significativo en la retencion del analito en la
columna.

Tradicionalmente esta técnica se basaba en el uso de materiales de empaque de la
columna como silica (SiO,) o alimina (Al,O3). Las superficies de estos materiales son
densamente polares, por la alta presencia de grupos OH en su superficie, esto hace que
la retencién del analito en esta superficie sea muy sensible a la variacion de la
composicion de la fase maovil. En los dltimos afios de desarrollo en esta técnica, se han
ido incorporando terminaciones a las moléculas de la silica o la alamina con la intencion
de reducir la polaridad del material para algunas aplicaciones particulares. Tal es el caso
de la modificacién de la silica con trimetoxiglusidoxipropilsilanos (también conocidos como
fases diol), el cual es un material con una polaridad superficial mucho menor que la silica.
El uso de fases estacionarias tipo diol junto con solventes de baja polaridad en los
modificadores (acetato de etilo y esteres en lugar de alcoholes) posibilitan incrementar la
robustez y la reproducibilidad del analisis comparado con el uso de solo silica y
modificadores de solventes altamente polares. La NP-HPLC también debe de tener en
cuenta la solubilidad del analito en el solvente o fase movil, ya que como se indico esta
técnica usa principalmente solventes no polares, lo que posibilitan el analisis de
sustancias altamente hidrofobicas o no polares.

3.3.2.2 HPLC en fase reversa (RP-HPLC, Reverse Phase-HPLC)

Esta técnica de la HPLC se fundamenta en el uso de fuerzas dispersivas (interacciones
de van der Vaals) entre las moléculas del analito, la fase estacionaria y la fase mévil. Las
polaridades de la fase mdvil y la fase estacionaria son contrarias, es decir, si una es polar
la otra es apolar y viceversa. Esta técnica es la mas ampliamente usada en las
determinaciones por HPLC, en especial en las determinaciones de analitos de bajo peso
molecular, ya que permite la determinacién de componentes de una mezcla muy similares
entre si con una variacion relativamente facil de la selectividad y la retencidn.

Las fuerzas de van der Vaals son las interacciones intermoleculares mas débiles que se
presentan en todas las técnicas de HPLC. Estos bajos niveles de interaccién energética
entre las moléculas del sistema permiten una diferenciacion clara en las interacciones
moleculares de sustancias quimicamente similares. Esta diferenciacion se puede explicar
haciendo uso de un ejemplo analogo de dos sistemas de deteccion (descritos en la
seccion de detectores de este documento) de HPLC como los son la UV y la
fluorescencia. Mientras que la fluorescencia realiza sus determinaciones sobre la
comparacién de una medida de una variacién en la sefial determinada contra un blanco
de sefal igual a cero, la UV lo hace sobre la comparacion de la absortividad del solvente
como blanco, por ende las determinacion con detector de fluorescencia son ampliamente
méas sensibles que con detector UV, ya que la energia de fondo neta (energia de
comparaciéon para la medida o blanco) es igual a cero mientras que en UV es muy alta, lo
que lo hace poco sensible. Asi mismo, ocurre analogamente en RP-HPLC, donde la
sensibilidad resultante de la interaccion de baja energia entre el analito y la superficie de
la fase estacionaria es muy alta, lo que se le atribuye a la baja diferencia energética en la
interaccion de los dos componentes del sistema.
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Los materiales usados en las columnas de la RP-HPLC son materiales con una superficie
fuertemente hidrofobica, donde se supone el mismo principio que para las demas
interacciones positivas de la HPLC (NP, RP y IEX) que mientras mas grande sea la
superficie efectiva de contacto del material de la columna, més tiempo sera retenido el
analito y mejor sera la separacion del mismo en el proceso. Los materiales usados son
derivados de la silica que se transforman en compuestos de terminacion apolar e
hidrofobica.

3.3.2.3 HPLC de intercambio iénico (IEX-HPLC, lon-Exchange- HPLC).

Como su nombre lo indica, esta técnica de HPLC se fundamenta en la interaccion de tipo
electrostatica que se da entre los componentes del sistema donde se presenta dicha
interaccion por la accion de las cargas opuestas entre el analito y los iones de carga
contraria de la fase estacionaria hidrofobica. Para entender este hecho, se plantea la
siguiente ecuacion:

AE + BB«—»BE + A"

Donde la constante de equilibrio de este proceso estard determinada por la siguiente
expresion:

_[4*][B.E]
K= TaEB

La cual determina la afinidad de ambos cationes por los puntos de intercambio en la fase
estacionaria, por tanto si la constante es igual a 1, no se esperaria que se dé ningln tipo
de interaccion en ese caso. Por tanto, mientras mas alta de 1 sea la constante de
equilibrio, méas alta seréa la capacidad del cation B de sustituir al componente A en la fase
estacionaria. Dependiendo de la carga que tengan estos puntos de intercambio, la fase
estacionaria puede ser un intercambiador aniénico (centros de carga positiva de
intercambio en la superficie) o intercambiadores catiénico (centros de carga negativa de
intercambio en la superficie).

Los materiales de las fases estacionarias mas comunes para la IEX-HPLC son los hechos
con estireno-divinilbbenceno a través de un entrelazado entre las moléculas de estos,
usados como centros de intercambio idnico en las resinas. Otras cuatro moléculas usadas
como centros de intercambio idnico comuUnmente son el SOj; (intercambiador
catidnicofuerte), CO," (intercambiador cationicodébil), aminas cuaternarias (intercambiador
anionico fuerte) y las aminas terciarias (intercambiador anidnico débil). La retencién del
analito y la selectividad de la IEX-HPLC dependen fuertemente del pH y la fuerza i6nica
de la fase movil.
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CAPITULO 4

ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

4.1 ESTANDARIZACION

El proceso de estandarizacion de una metodologia analitica consiste en verificar y
documentar, que ésta conduzca en un alto grado de seguridad, a la obtencién de
resultados precisos y exactos dentro de los atributos y especificaciones de calidad
prestablecidos.La estandarizacion de un método analitico es un proceso riguroso que
dependiendo de la técnica a la que pertenezca el método, la matriz, el analito, la cantidad
de parametros de la estandarizacion, y de la logistica empleada para su desarrollo, puede
requerir de un tiempo mas o menos considerable [46].

4.2PARAMETRO DE CALIDAD

Los parametros de calidad son los criterios cuantitativos que se utilizan para decidir si un
método es adecuado o no para resolver un determinado problema analitico. Son por lo
tanto lo criterios que se utilizan en la validacion de los métodos analiticos (para demostrar
su validez en la resolucion de un problema de este tipo). Los parametros de calidad son la
materializacion, expresion numérica de caracteristicas o indicadores de calidad de los
métodos tales como la precision, exactitud, sensibilidad, selectividad, linealidad, rango,
limite de deteccion y limite de cuantificacion[47].

Caracteristica Parametro de calidad

Precision Desviacion estandar absoluta, desviacion estandar relativa, coeficiente
de variacion, varianza.

Exactitud Error relativo, error absoluto, porcentaje de recuperacion

Sensibilidad Pendiente de recta de calibrado

Selectividad Coeficiente de selectividad

Robustez Desviacion estandar absoluta, desviacion estandar relativa, coeficiente

de variacion, varianza.

Tabla 2 Parametros de calidad estudiados en los métodos analiticos.
Fuente: Adaptado de Skoog 2001.
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4.2.1 Exactitud

Se define exactitud como la cercania de la medida de una variable a su valor verdadero
[46]. Cuando un método posee un alto valor de exactitud, la medida de la muestra
proporciona un valor que idealmente es idéntico al valor verdadero (previamente
conocido). Generalmente la exactitud de un método se calcula mediante estudios de
porcentajes de recuperacion, pero también se puede determinar por analisis de un
material estandar o de referencia, asi como por comparacion con un método previamente
validado.

4.2.2 Precision

Se define precisibn como el grado de concordancia entre los resultados de pruebas
individuales cuando el procedimiento es aplicado repetidas veces para una muestra
homogénea. Generalmente, la precision de un método se expresa en términos de
desviacion estandar (SD) o desviacion estandar relativa en porcentaje (coeficiente de
variacién, RSD). La precision de un método puede estimarse de varias formas:

e Repetibilidad Instrumental: Grado de concordancia entre los resultados obtenidos
cuando una misma muestra es analizada repetidamente por el mismo analista, en
el mismo equipo y a bajo las mismas condiciones en un corto periodo de tiempo.

e Repetibilidad del Método: grado de concordancia entre los resultados obtenidos
cuando el método es aplicado repetidamente por el mismo analista, en el mismo
equipo y en un corto periodo de tiempo.

e Precision Intermedia: Grado de concordancia entre los resultados que se obtienen
cuando se realizan pequefias variaciones en el laboratorio como distintos dias,
diferentes analistas o equipos.

e Reproducibilidad: grado de concordancia entre resultados obtenidos cuando el
método es aplicado en distintos laboratorios.

Los estudios de precision de un método analitico deben realizarse con un numero
suficiente de alicuotas que permita un calculo estadistico correcto de la desviacion
estandar y del coeficiente de variacion.

4.2.3 Selectividad o especificidad

La selectividad es uno de los aspectos mas importantes de un método analitico y puede
definirse como la capacidad que posee el mismo para medir especificamente un analito
en presencia de otros componentes que pueden formar parte de la muestra. La
determinacién de la selectividad de un método se lleva a cabo comparando los resultados
de un andlisis obtenido para una muestra que contiene los posibles componentes
interferentes que se pueden encontrar en una muestra real (impurezas, compuestos de
degradacion, componentes de la matriz) con los resultados obtenidos para una muestra
pura o sin interferencias.
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4.2.4 Limite de deteccién y limite de cuantificacion

El limite de deteccion (LOD) se puede definir como la concentracion mas baja del analito
presente en una muestra que puede ser detectable, pero no necesariamente cuantificable,
en las condiciones experimentales de trabajo. El limite de cuantificacién (LOQ) se puede
definir como la concentracién mas baja del analito presente en una muestra que puede
ser determinada con una precision y exactitud aceptable en las condiciones
experimentales de trabajo. Ambos se expresan normalmente en términos de
concentracion de analito en la muestra, y en un método instrumental se pueden
determinar de varias formas. En algunos casos se determinan como la relacion
sefal/ruido (S/R) obtenida entre resultados de muestras con concentraciones conocidas
de analito y resultados obtenidos en muestras blanco y se establece que el LOD es la
concentracion que proporciona una relacion S/R de 2 o 3 y que el LOQ es la
concentracion que proporciona una relacion S/R de 10. En otros casos se estiman a
través de la desviacion estandar multiplicada por un factor de 10 proporciona una
estimacién de la sefial minima cuantificable, siendo este ultimo el modo mas usado para
obtener este parametro estadistico.

Un ejemplo de esto, esta descrito en el trabajo desarrollado por Filhoen donde determino
la presencia de 16 plaguicidas (trichlorfon, diazinon, methyl parathion, malathion, fenthion,
ethyon, bifenhin, permethrin, cypermethrin, imizalil y prochloraz) usando DI-SPME/GC-MS
(SIM) en muestras de agua subterranea, para el cual encontré un limite de deteccién en
un rango de 0,02 a 0,3 ng/mL y un limite de cuantificacion de 0,05 a 1 ng/mL. Lo que
infiere que se trata de un método de alta sensibilidad, dada la escala a la que se posibilita
hacer los andlisis [49].

4.2.5 Linealidad y rango

La linealidad de un método analitico es su habilidad para proporcionar resultados que
sean, directamente o mediante transformacion matematica, proporcionales a la
concentracion de analito presente en la muestra dentro de un rango determinado.

El rango de un método analitico puede definirse como el intervalo de concentraciones,
incluyendo la mas baja y la mas alta en el cual se pueden realizar determinaciones del
analito con adecuada precision, exactitud y linealidad [47].

La linealidad de un método analitico se determina mediante el tratamiento matematico de
los resultados obtenidos en el andlisis de disoluciones patrén con diferentes
concentraciones conocidas de analito incluidas en el rango.El rango de un método debe
ser comprobado realizando un estudio conveniente de precision, exactitud y linealidad en
los extremos del mismo.El trabajo desarrollado por Rodrigues describe en el método
desarrollado para la determinacion de plaguicidas en muestras de leche, un intervalo de
linealidad que se ubica en un rango entre 6,5 - 32 ug/L y 32,9 - 56 ug/L.
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4.2.6 Sensibilidad

Es la capacidad de un método para distinguir pequefas diferencias en la concentracién
del analito. Los factores que de terminan la sensibilidad son la pendiente de la recta de
calibrado y la precisién, de manera que si dos métodos tienen igual precision sera mas
sensible que tenga una recta con mayor pendiente, y si dos métodos tienen igual
pendiente serd mas sensible el que presente mayor precisién. La sensibilidad de un
método puede expresarme como:

e Sensibilidad de la calibracién (m): Es la pendiente de la recta de calibrado.
e Sensibilidad Analitica (y): Se expresa como la pendiente de la recta de calibrado
dividida entre la desviacion estandar de las medidas (precision).

La sensibilidad de calibraciéon tiene la ventaja de que es independiente de la
concentracion. Por su parte, la sensibilidad analitica tiene la ventaja de ser insensible a
los factores de amplificacion.

4.2.7 Robustez

Es la capacidad del método analitico para no ser afectado por pequefios pero deliberados
cambios en las condiciones experimentales. El estudio de la robustez del método trata de
evaluar como la variacion aleatoria de las condiciones experimentales repercuten en la
variabilidad de los resultados obtenidos, expresada como desviacion estandar absoluta,
desviacion estandar relativa y coeficiente de variacion de los mismos. Para evaluar la
robustez del método hay que identificar cuales son los factores experimentales [47].

En el siguiente capitulo se ilustrara una propuesta metodolégica para el andlisis de 5
plaguicidas organofosforados escogidos de acuerdo a los factores descritos al final del
capitulo 3.
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CAPITULO 5

ESTUDIO DE CASO

En el presente capitulo se dara una descripcion suficiente de una propuesta metodol6gica
para el analisis de plaguicidas organofosforados en muestras de leche cruda de bovino.
Este método se plantea teniendo en cuenta las condiciones técnicas de la instrumentacion
disponible en los laboratorios destinados a la investigacion de la Escuela de Quimica en la
Universidad Tecnoldgica de Pereira. El desarrollo del presente capitulo se dividird en dos
apartados, comprendidos en dos propuestas metodoldgicas para la determinacion de
plaguicidas en muestras de leche cruda, en las cuales se hara énfasis en el procedimiento
para la extraccion, asi como las condiciones operativas necesarias para su analisis
instrumental

5.1 METODOLOGIA 1: SPME-GC/UECD

Como se describi6 en el capitulo 1, en el apartado referente a las caracteristicas
fisicoquimicas de la leche, el contenido total de grasa en la leche cruda se encuentra en
un rango entre 3 y 4% del peso total de la misma. Este parametro es definitivo por cuanto
es en la fase grasa donde los plaguicidas interaccionan para acumularse en el organismo
del bovino, mas exactamente en la leche del mismo. Es por esto que el proceso de
extraccion de los plaguicidas de la leche cruda como matriz inicial es definitivo para la
seleccion de los pardmetros inmersos en el proceso de extraccion por la técnica escogida.

En el capitulo 2 se describieron 3 metodologias usadas cominmente en la preparacién de
muestras para el analisis de plaguicidas (LLE, SPE y SPME), haciendo énfasis en
caracteristicas operativas ademds de sus aplicaciones en la extraccion de plaguicidas de
matrices complejas como lo es la leche. En este sentido, para el desarrollo de una
metodologia que permita la determinacion cuantitativa y cualitativa de plaguicidas
organofosforados en muestras de leche cruda en el departamento de Risaralda, se debe
de tener en cuenta distintos factores para la seleccion del método adecuado para tales
determinaciones, como lo pueden ser: facilidad y practicidad en la aplicacién del método,
bajos costos de operacion, eficiente en la recuperacion del analito y accesible para su
adquisicion. Es de mencionar, que este método es planteado para ser usado y aplicado
en las instalaciones de los laboratorios de investigacion de la escuela de Quimica en la
Universidad Tecnol6gica de Pereira.

De acuerdo a los autores citados, a los resultados obtenidos por estos y la conjugacion de
los mismos con los factores descritos anteriormente, se concluye que la microextraccion
en fase solida (SPME) es el método que ofreceria mejores resultados ante la posible
exigencia de desarrollar un andlisis de los plaguicidas organofosforados descritos. En este
sentido, daremos paso a una propuesta metodoldgica para la extraccion de los analitos de
interés en muestras de leche cruda a partir de la SPME como método de preparacién de
muestra previo al analisis instrumental.
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Inicialmente se tienen las estructura quimica de los 5 plaguicidas de interés
(chlorpyriphos, malathion, deltamethrin, fipronil y fenitrotion) expuestos en la figura 27,
para los cuales en el trabajo desarrollado por Rodriguesse referencia un procedimiento
destacado para la extraccion de plaguicidas organofosforados, con el cual se determinaria
el porcentaje de recuperacién ademas de las otras variables estadisticas necesarias para
definir la técnica como reproducible, eficiente y sensible.
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Fig. 27. Estructura quimica de cinco plaguicidas organofosforados.

5.1.1 Preparacion de la muestra

Se tomd una alicuota de 12 mL de leche cruda de vaca previamente contaminada con el
estandar de plaguicidas adecuado para la determinacidn, la cual se ubica en un recipiente
cerrado que sea adecuado para que se dé el equilibrio liquido-gas en la atmosfera del
recipiente. Este periodo puede durar entre 20 y 30 minutos con agitacion constante,
posiblemente magnética. La fibra adecuada para el andlisis de este tipo de plaguicidas es
referenciada por diversos autores como la PDMS-DVBJ[33,34]. Una vez este periodo de
espera haya pasado, se inserta la fibra en el recipiente determinado, para el cual se
puede hacer uso de alguna de las dos configuraciones (DI o HS) para la extraccion del
analito, teniendo en cuenta que las dos necesitan agitacion permanente de la muestra de
leche, particularmente la HS ofrece la ventaja de no poner en riesgo la fibra por efectos de
dicha agitacion ademas de no someter a la fibra al desgaste que supone la inmersion de
la misma, pero aun asi la configuracién DI ofrece la ventaja de reducir el tiempo de espera
para que se de el equilibrio del analito en la superficie de la fibra. Este proceso se debe
hacer a una temperatura de 90°C, para garantizar la volatilizacién suficiente de los
analitos de interés, ademas de una agitacién constante de 600 rpm. El tiempo de este
proceso puede variar, entre 45 minutos por muestra si es en la configuracion HS o 15-20
minutos por muestra si es en la configuracion DI.
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Cuando este proceso termina, se retira la fibra del recipiente y se ubica directamente en el
puerto de inyeccién del cromatégrafo de gases, para el cual el autor recomienda que se
realice una desorcién a una temperatura de 250°C durante 5 min. Finalmente vendra el
proceso de andlisis instrumental que se describe a continuacion.

5.1.2 Analisis instrumental

La eleccion de los 5 plaguicidas mencionados en el apartado anterior, fue realizada con
base en distintos criterios. El empleo de estos compuestos en el control de plagas en
pastos en el departamento de Risaralda, asi como su versatilidad de analisis, y teniendo
en cuenta los equipos disponibles en los laboratorios de la Escuela de Quimica de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira, fueron los factores que conllevaron a la conclusién
de que la cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas seria la técnica
mas apropiada para el desarrollo de un trabajo de andlisis experimental.

Como primera medida, la cromatografia gaseosa requiere poca cantidad de muestra para
llevar a cabo la separacion de la mezcla. Ademas, durante el proceso de separacion, los 5
plaguicidas seleccionados se pueden separar de una manera eficiente, sin presentar
solapamientos en las sefales del cromatograma.

Como se evidencia en el trabajo de Fernandez, donde se analizan los plaguicidas
fenitrothion, chlorpyrifos, y deltamethrin mostrando tiempos de retencion de 10.1, 10.6 y
27.5 minutos respectivamente. En este trabajo se emplea Split/Splitless como sistema de
inyecciébn de muestra y unas rampas de calentamiento programadas de la siguiente
manera: 60°C por dos minutos. A continuacion se calienta el horno a una rata de 30°C por
minuto (°C/min) hasta llegar a 200°C. Posteriormente las ratas son de 3°C/min hasta
230°C y finalmente 4°C/min hasta los 300°C. La separacion se efectla en una columna
capilar HP-5 MS 5% phenyl-methylpolisiloxane de 30m de largo con 0,25mm de diametro
interno y 0,25um de recubrimiento interno, empleando Nitrdgeno como gas portador.
Utilizando un detector HECD, obtiene un coeficiente de correlacion de 0,9968 para el
fenitrothion, 0,9992 para chlorpyrifos y 0,9984 para Deltamethrin.

En los resultados publicados por este autor se observan valores de coeficiente de
correlacién adecuados, lo que indica un buen factor de respuesta del equipo.
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Fig. 28. Cromatograma obtenido por un anélisis DI-SPME/GC-uECDI[33].

A continuacion se expone una metodologia propuesta para determinacion de los
plaguicidas descritos a partir de SPE como metodologia para la preparacion de muestras
y GC/MS como técnica instrumental para la determinacion cualitativa y cuantitativa de los
mismos.

5.2 METODOLOGIA 2: SPE-GC/MS

Esta metodologia fue desarrollada por los autores del presente trabajo, la cual se
fundamenta en la SPE como técnica preparativa para la GC/MS como técnica analitica de
las muestras de leche cruda que se necesiten analizar. De la misma forma que la anterior,
se plantea el andlisis de los 5 plaguicidas descritos bajo los mismos criterios de seleccion.
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5.2.1 Preparacion de muestras

El procedimiento a seguir para la extraccién de los plaguicidas de interés se describe a
continuacion:

e Se toman 25ml de leche cruda y se mezclan con una solucién de 50ml
Acetonitrilo/5g de NacCl.

e Lamezcla se coloca en agitacion magnética por 20 minutos.

o Posteriormente se centrifugan por 20 minutos a 4200 RPM.

e Luego de la centrifugacion la fase organica se hace pasar por el cartucho LC-18 y
se recoge sobre sulfato de sodio Anhidro.

e De este solucion filtrada se toman 5 ml y se aforan en agua hasta 50ml.

¢ Ahora los 50ml de solucién se hacen pasar por otro cartucho LC-18 para atrapar
los plaguicidas.

e Los plaguicidas se eluyen con una mezcla Hexano-Acetona 9:1 y Acetona-Tolueno
75:25. Posteriormente el eluato se concentra por rotaevaporacion y se lleva a un
vial en un volumen de 1ml para ser analizado por GC/MS.

5.2.2 Analisis instrumental

Para el andlisis de los 5 plaguicidas descritos se deben analizar en un equipo GC/MS, se
deben configurar el modo de inyeccion splitless, seguido de unas rampas de
calentamiento de este modo: 50°C por 1 minuto. 25°C/min hasta 125°C, luego 10°C/min
hasta 320 °C y por ultimo 320°C dos minutos. El equipo estaba conformado por una
columnaRtx-5Sil-MS. (longitud 30m, didmetro 0.25mm y recubrimiento Interno 0.25 pum)

En estas condiciones se desarroll6 un analisis en el laboratorio de calidad de productos
naturales de la universidad tecnolégica de Pereira para construir las curvas de calibracién
de los plaguicidas descritos, las cuales se exponen a continuacion.
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Fig. 29. Curvas de calibracion de Malathion, Fenitothion, Chlorpyriphos,Fipronil y Deltametrin.

En la siguiente tabla se exponen las concentraciones de los plaguicidas analizados en
cada nivel.

Concentraciones de Plaguicidas en las curvas de Calibracion (ppm)

1 2 3 4 5 6
Malathion 0.025 0.05 0.1 0.2 0.4 0.8
Fenitrothion 0.0025 0.005 0.01 0.02 0.04 0.08
Clorpyrifos  0.012 0.025 0.05 0.1 0.2 0.4
Fipronil 0.0005 0.001 0.002 0.004 0.008 0.016

Deltametrin  0.025 0.05 0.1 0.2 0.4 0.8

En estas curvas el coeficiente de correlacion indica que la relacion de los datos graficados
es lineal lo que implica que son adecuadas para las determinaciones de porcentaje de
recuperacion necesarias para definir la técnica como reproducible o no, ademas de los
pardmetros estadisticos necesarios. A continuacion se exponen los cromatogramas
obtenidos en este mismo analisis.

Malathion Chlorpyrifos Deltamethrin
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Fig 30. Cromatogramas de Malathion, Fenitothion, Chlorpyriphos,Fipronil y Deltametrin.

Referenciando los tiempos de retencion de cada plaguicida se facilita la determinacién de
a cual corresponde cada espectro de masas que resulta en el analisis por medio del
espectrometro de masas. En el anexo 5, se exponen los espectros de masas tipicos para
estos plaguicidas.

Los métodos descritos se plantean como insumos técnicos para el desarrollo practico de
metodologias que permitan analizar plaguicidas en muestras de leche de forma eficiente,
sensible y reproducible. Ambos métodos cuentan con criterios de merito suficiente para
usados para tal objeto.

101



6. CONCLUSIONES

1. Se documento la informacién necesaria y concerniente a las técnicas mas empleadas y
efectivas en la preparacion de muestras para el analisis de plaguicidas en leche cruda de
ganado bovino, las cuales son la extraccion liquido-liquido (LLE), extraccién en fase solida
(SPE) y la microextraccion en fase solida (SPME), con porcentajes de recuperacion de
analito entre 80 y 115% para la LLE, 90 y110% para la SPE, 92 y115% para la SPME,
asicomo reproducibilidades con coeficientes de varianza inferiores a 5% para todos los
casos expuestos.

2. Se encontré que las tendencias en el andlisis instrumental de plaguicidas, se centran
en la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC),
que ofrecen los mejores resultados al ser acopladas a la espectrometria de masas (GC-
MS, HPLC-MS) como sistema de deteccion, cualificacion y cuantificacion.

3. Las Técnicas GC MS y HPLC MS, presentan figuras de merito faciles de calcular y con
resultados coherentes con lo exigido en las buenas practicas de laboratorio, con Cvs5% y
r> promedio de 0,996 para la GC-MS y para la HPLC-MS un r?> de 0,999asegurando la
disminucion de la incertidumbre en el analisis experimental que permiten obtener
resultadosverdaderos, comparables con la legislaciébn vigente para los andlisis de
plaguicida en muestras de leche.

4. Los métodos de control de plaga alternativos al uso de plaguicidas mas usados se
fundamentan en la diversificacién de la biota en las areas de pastoreo, que reduzcan los
atagues de plagas a los monocultivos de pasto, asi como el uso de organismos enemigos
naturales de las plagas comunes en el pasto y el uso de plaguicidas de origen
microbiolégico.
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5. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de fuerza eluotropica de solventes tipicos para la extraccion en fase
solida (SPE).

Tabla 1.

Fuerza Eluotropica del Solvente / Polaridad [27]
Solvente g! p°
Acido Acético Glaciar >0,73 6,2
Agua >0,73 10,2
Metanol 0,73 6,6
2-Propanol 0,63 4.3
20% Metanol, 80% Cloruro de Metileno 0,63
20% Metanol. 80% Dietileter 0,65
40% Metanol, 60% Acetonitrilo 0,67
Piridina 0,55 5,30
Alcohol Isobutilico 0,54 3,00
Acetonitrilo 0,50 6,20
Acetato de Etilo 0,45 4,30
Acetona 0,43 5,40
Metiletil Cetona 0,39 4,50
Tetrahidrofurano 0,35 4,20
Cloruro de Metileno 0,32 3,40
Cloroformo 0,31 4,40
Terbutilmetil Eter 0,29
Eter anhidrido 0,29 2,90
Benceno 0,27 3,00
Tolueno 0,22 2,40
Tetracloruro de Carbono 0,14 1,60
Ciclohexano 0,03 0,00
Pentano 0,00 0,00
n-Hexano 0,00 0,06
n-Heptano 0,00 0,20

! Determinado como la fuerza de elucion de un solvente en la silica.
2 indice de polaridad. Medida de la habilidad del solvente de actuar como donador de proton, aceptor de
protén o dipolo.

Anexo 2. Tabla de caracteristicas operacionales de materiales de recubrimiento para
microextraccion en fase solida (SPME; Pagina siguiente).
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Tabla 2.
Materiales de recubrimiento como fase estacionaria para SPME [31]

Recubrimiento de la Espesor de la fase Método de unién del Maxima Técnica de Componentes
fibra (Fase pes: . Polaridad L temperatura de PG a ser
. . estacionaria (um) recubrimiento AN analisis .
estacionaria) operacion (°C) analizados
PDMS* i
100 No polar Non-bonded 280 GC/HPLC Volatiles
PDMS 30 No polar Non-bonded 280 GC/HPLC No polares

semivolatiles
Medianamente
PDMS 7 No polar Bonded 340 GC/HPLC polares
semivolatiles

2
PDMS-DVB 65 Bipolar Cross-linking 270 GC Polares volatiles
PDMS-DVB 60 Bipolar Cross-linking 270 HPLC Uso general
3
PDMS-DVB 65 Bipolar Cross-linking 270 GC Polares volatiles
Polares
PA* 85 Polar Cross-linking 320 GC/HPLC semivolatiles
(fenoles)
5
CAR™ PDMS 75 Bipolar Cross-linking 320 GC Gasesy
volatiles
CAR - PDMS . . Gases y
85 Bipolar Cross-linking 320 GC volatiles
CW°®- DVB 65 Polar Cross-linking 265 GC Analitos polares
(alcoholes)
CW - DVB 70 Polar Cross-linking 265 GC Analitos polares
(alcoholes)
CTR’ 50 Polar Cross-linking 240 HPLC Surfactantes
Compuestos
Dggr'go?(zlns' 50/30 Bipolar Cross-linking 270 GC aromatizantes y

saborizantes
! Polidimetilsiloxano (PDMS)
% Divinilbenceno (Divinylbencene, DVB)
% Cconocido como PDMS-DVB StableFlex, es una fibra de 2 cm de longitud.
* Poliacrilato (Polyacrylate, PAg
® Carboxeno (Carboxen, CAR)” Carbowax (CW)
" Resina templada de Carbowax (Carbowax Template Resine CTR)
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Anexo 3.Descripcion de las técnicas cromatograficas, asi como de sus caracteristicas

operacionales.
Tabla 3.
Clasificacién de las técnicas cromatogréaficas [35]
Nombre del Tipo de Fase Lo
i . Fase Movil.
proceso fases Estacionaria
Cromat(’)grafla de Solido-Liquido Absorbente Sélido Solvente o Mezcla de
absorcion Solventes
” Polvo fino sostenido
Cromatografia en capa Sélido-Liquido | sobre placa de vidrio o Solvente o Mezcla de
delgada Solventes
metal
Cromatografia de - Lo Resina de Intercambio .
intercambio iGnico Solido-Liquido iénico Solucion
Cromatografia de Particién | liquido-liquido L|qU|dq z_;\bsorb|do enun Solventes Inmiscibles
sélido poroso
Cromatografia en Papel liquido-liquido Matriz de papel Disolvente Inmiscible
Liquido sostenido en los
Cromatografia de Gel liquido-liquido intersticios de un Solvente
polimero Sdlido.
Cromatografia gas solido Solido-Gas Absorbente Sélido Gas Inerte
Cromatografia gas liquido Liquido-Gas D|solventseéﬁ82re matriz Gas Inerte
Cromatografia de Fluidos Liquido-Fluido Liquido Fluido supercritico

supercriticos.

supercritico

Anexo 4.Base de datos de los plaguicidas usados para el control de plagas para pastos
en Colombia, registrado por el Instituto Colombiano Agropecuario (pagina siguiente).
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TABLA 4

Registro de plaguicidas empleados para el control de plagas en pastos en

INGREDIENTE

ACTIVO

Carbaryl

Carbaryl

Clorpirifos
Clorpirifos

Clorpirifos
Mancozeb
Deltametrina
M.S.M.A.

M.S.M.A.

M.S.M.A.
M.S.M.A.
M.S.M.A.

M.S.M.A.

M.S.M.A.
M.S.M.A.

M.S.M.A.
M.S.M.A.
M.S.M.A.

M.S.M.A.
M.S.M.A.
M.S.M.A.

M.S.M.A.

M.S.M.A.
M.S.M.A.
M.S.M.A.

M.S.M.A.
M.S.M.A.

Malathion

OBJETO DE
CONTROL

INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA
INSECTICIDA

INSECTICIDA

FUNGICIDA

INSECTICIDA
PIRETROIDE

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
INSECTICIDA

CAT
TOXIC

Colombia [48]

NOMBRE
CIENTIFICO
(PLAGA,
ENFERMEDAD O
ARVENSE )

Spodoptera
frugiperda

Mocis sp

Nylanderia fulva
Aeneolamia sp

Collaria
columbiensis

Puccinia spp

Collaria sp
Digitaria
sanguinalis
Echinochloa
colonum

Eleusine indica
Avena fatua

Paspalum dilatatum

Panicum
purpuracens

Panicum maximum
Leptochloa filiformis

Sorghum
halepense

Setaria sp

Paspalum
paniculatum

Cyperus rotundus
Cyperus ferax

Portulaca oleracea

Kallstroemia
maxima
Amaranthus sp
Physalis sp
Desmodium sp
Xanthium
occidentalis
Boerhaavia sp

Antonina graminis
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NOMBRE

COMUN(PLAGA,

ENFERMEDAD O
ARVENSE )

Gusano cogollero

Falso gusano
medidor

Hormiga loca
Midn 6 Salivita
Chinche de los
pastos

Roya negra

Chinche de los
pastos

Guarda rocio

Liendre puerco

Pata de gallina
Avena silvestre
Pasto dallis

Pasto para

Pasto guinea
Pajamona

Pasto johnson
Rabo de zorra
Pasto cabezon

Coquito
Cortadera
Verdolaga

Atarraya

Bledo
Uchuva
Cadillo pegajoso

Falso cadillo

Lagafna
Cochinilla de los
pastos

DOSIS

06-1,2
kag/ha
06-1,2
kag/ha
3,51/ha
1,0 I’ha
0,25-0,5
I/ha
25-30
kag/ha

0,4-0,51/ha
3,5-451/ha

3,5-451/ha

3,5-451/ha
3,5-4,51/ha
3,5-451/ha

3,5-4,51/ha

3,5-4,51/ha
3,5-451/ha

3,5-451/ha
3,5-451/ha
3,5-451/ha

3,5-4,51/ha
3,5-451/ha
3,5-4,51/ha

3,5-451/ha

3,5-451/ha
3,5-4,51/ha
3,5-451/ha

3,5-4,51/ha
3,5-451/ha
15-2,01l/ha



Malathion

Malathion

Malathion

Malathion

Malathion

Fenitrotion

Fenitrotion

Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Metanoarsenato
monosodico
Lambda
cihalotrina

INSECTICIDA
INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

INSECTICIDA

Aeneolamia spp

Blissus sp

Arctia sp

Collaria
columbiensis

Rhammatocerus
Spp

Rhammatocerus
schistocercoides

Collaria sp

Paspalum
paniculatum
Echinochloa
colonum
Digitaria
sanguinalis

Eleusine indica
Setaria sp

Leptochloa filiformis

Sorghum
halepense

Brachiaria mutica
Paspalum dilatatum
Cyperus rotundus
Cyperus ferax
Amaranthus sp

Portulaca oleracea

Kallstroemia
maxima

Physalis sp

Boerhaavia sp

Xanthium
occidentalis
Collaria
columbiensis
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Mion de los pastos

Chinche de las
raices

Gusano
Santamaria

Chinche de los
pastos

Langosta

Grillo de los pastos

Chinche de los
pastos

Pasto cabezon
Liendre puerco
Guarda rocio
Pata de gallina
Rabo de zorra
Pajamona
Pasto Johnson
Pasto para
Pasto dallis
Coquito
Cortadera
Bledo
Verdolaga
Atarraya
Uchuva
Lagafia

Falso cadillo

Chinche de los
pastos

15-2,0l/ha
15-2,0l/ha

15-201l/ha
15-201l/ha

15-201l/ha

1,0-2,0
cmd/ | de
agua
1,0-2,0
cm3/ | de
agua

3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
3,5 I/ha/ 400
| de agua
0,5-0,75
cm3/ | de



Mancozeb

Clorpirifos
Clorpirifos

Clorpirifos

Clorpirifos
Carbaryl

Betaciflutrin

2,4-D Amina

2,4-D Amina
2,4-D Amina
2,4-D Amina
2,4-D Amina
2,4-D Amina

2,4-D Amina
2,4-D Amina

Etofenprox

Clorpirifos
Clorpirifos

Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

FUNGICIDA

INSECTICIDA
INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA
INSECTICIDA
INSECTICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
INSECTICIDA

INSECTICIDA
INSECTICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

Puccinia spp

Nylanderia fulva
Aeneolamia sp
Collaria
columbiensis
Pennisetum
clandestinum

Paratrechina fulva
Collaria scenica

Amaranthus
spinosus

Ipomoea heredifolia
Rumex crispus
Verbena litoralis
Bidens pilosa
Jussiaea linifolia

Chenopodium
paniculatum

Urtica urens
Collaria scenica

Collaria
columbiensis

Aeneolamia sp

Bidens pilosa

Commelina diffusa

Echinochloa
colonum

Galinsoga ciliata

Cyperus diffusus
Ipomoea spp
Oryza sativa

Cynodon dactylon

Cyperus rotundus

Paspalum
conjugatum
Paspalum
fasciculatum

Paspalum virgatum
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Royas

Hormiga loca
Mién 6 Salivita
Chinche de los
pastos

Pasto kikuyo

Hormiga loca
El chinche de los
pastos

Bledo

Batatilla
Lengua de vaca
Verbena
Masiquia

Palo de agua

Cenizo

Ortiga
Chinche de los
pastos

Chinche
Mion

Masiquia
Siempreviva
Liendre puerco

Guasca

Cortadera
Batatilla
Arroz rojo

Pasto Argentina
Coquito

Pasto horqueta
Gramalote

Maciega

agua

20-25
kg/ha

3,5 I/ha
1,0 I’ha
0,25-0,5
I/ha
0,25-0,5
I/ha

12 kg/ha

300 cm3/ha

10-20%

10-20%
10-20%
10-2,0%
10-2,0%
10-20%

10-20%

10-2,0%
0,40 - 0,50
I/ha

1,0l/ha

1,0 l/ha
10-15
kag/ha
10-15
kag/ha
10-15
kag/ha
10-15
kag/ha
2,0 kg/ha
2,0 kg/ha
2,0 kg/ha
2,0-3,0
kag/ha
2,0-3,0
kag/ha
2,0-3,0
kg/ha
2,0-3,0
kag/ha
2,0-3,0
kag/ha



Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato
Imidacloprid
Pyridafention
Fenitrothion

Fipronil

Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

Paspalum
paniculatum
Pennisetum
clandestinum

Cynodon dactylon
Cyperus rotundus

Paspalum
conjugatum
Paspalum
fasciculatum

Paspalum virgatum

Paspalum
paniculatum
Pennisetum
clandestinum

Post emergencia de

malezas
Collaria scenica

Collaria
columbiensis
Collaria
columbiensis

Collaria spp

Amaranthus dubius

Bidens pilosa

Boerhaavia erecta
Cenchrus brownii

Chloris sp

Commelina diffusa
Cynodon dactylon

Cyperus iria
Cyperus luzulae
Cyperus spp
Cyperus ferax
Desmodium sp
Desmodium
tortuosum
Digitaria
sanguinalis
Echinochloa
colonum

Eclipta alba
Eleusine indica

Emilia sonchifolia

Euphorbia hirta
Eragrostis
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Pajon
Pasto kikuyo

Pasto Argentina
Coquito

Pasto horqueta

Gramalote
Maciega
Pajon

Pasto kikuyo

Plateo

Chinche de los
pastos
Chinche de los
pastos

Chinche

Chinche de los
pastos

Bledo
Papunga
Rodilla de pollo
Cadillo

Falso rodes

Suelda con suelda

Pasto Argentina
Limoncillo
Cortadera
Cortadera
Cortadera

Pega pega

Pega pega
Guarda rocio

Liendre puerco

Botoncillo
Pata de gallina
Liberal
Lechosa

Cola de zorro

2,0-3,0
kag/ha
2,0-3,0
kag/ha
1%

1%

1%

1%
1%
1%

1%

3,0 I/ha
150 ml/ha
1,5L/ha
1,51/ha

30 - 60 g/ha

3,0 I/ha
3,0 I’ha
3,0 I/ha
3,0 I’ha
3,0 I/ha
3,0 I/ha
3,0 I’ha
3,0 I/ha
3,0 I’ha
3,0 l/ha
3,0 I’ha
3,0 I/ha

3,0 I’ha
3,0 I’ha

3,0 I’ha

3,0 I/ha
3,0 I’ha
3,0 I/ha
3,0 I’ha
3,0 l/ha



Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

Clorpirifos
Clorpirifos

Clorpirifos
Mancozeb

Mancozeb

Clorpirifos

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

INSECTICIDA
INSECTICIDA

INSECTICIDA

FUNGICIDA

FUNGICIDA

INSECTICIDA

glomerata

Fimbristylis annua

Ipomoea batatas
Ipomoea spp

Ischaemum
rugosum

Leptochloa filiformis

Ludwigia linifolia
Malva sp

Momordica
charantia

Murdannia nudiflora

Oryza sativa
Panicum laxum
Paspalum sp
Paspalum
conjugatum
Paspalum
hydrophilum
Paspalum
maximum
Paspalum
paniculatum

Paspalum pilosum

Pennisetum
clandestinum
Polygonum
segetum

Portulaca oleracea

Rottboellia
cochinchinensis

Rumex crispus
Sida acuta
Sida rhombifolia

Sesbania exaltata

Urochloa
fasciculatum

Nylanderia fulva
Aeneolamia sp

Collaria
columbiensis

puccinia spp

Puccinia spp

Atta spp

113

Barba de indio
Batatilla
Batatilla

Falsa caminadora

Paja mona
Palo de agua
Malva

Balsamina
Pifiita
Arroz rojo

Paja blanca
Pasto horqueta

Pasto horquilla

Invasora 6 Canutillo

Pajon
Pajon
Paja peluda

Kikuyo

Gualola
Verdolaga
Caminadora

Lengua de vaca
Escoba

Escoba
Sesbania

Granadilla

Hormiga loca
Mién o salivita
Chinche de los
pastos

Royas

Royas

Hormiga arriera

3,0 I’ha
3,0 I’ha
3,0 I’ha

3,0 I’ha

3,0 I’ha
3,0 I/ha
3,0 I’ha

3,0 I/ha

3,0 I/ha
3,0 I/ha
3,0 l/ha
3,0 I/ha

3,0 I’ha
3,0 I’ha
3,0 I’ha

3,0 I’ha
3,0 I’ha
3,0 I’ha

3,0 I’ha
3,0 I’ha
3,0 I’ha

3,0 I’ha
3,0 I’ha
3,0 I’ha
3,0 I’ha

3,0 I’ha

3,51/ha
3,5 I/ha
0,25-0,5
I/ha
25-3,0
kg/ha
25-3,0
kag/ha

100 g/ m2
de
hormiguero



Deltametrina

Beta-ciflutrin

Tiametoxam

Lambda
cihalotrina
Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato

Glifosato

Glifosato

INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

INSECTICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

Rhammatocerus
schistocercoides

Collaria scenica

Collaria sp

Collaria
columbiensis
Amaranthus spp
Bidens pilosa
Commelina diffusa

Echinochloa
colonum

Galinsoga ciliata
Cyperus spp
Ipomoea spp
Oryza sativa
Cynodon dactylon
Cyperus rotundus
Paspalum
conjugatum
Paspalum
fasciculatum
Paspalum virgatum
Paspalum
paniculatum
Pennisetum
clandestinum

Digitaria
sanguinalis
Eclipta alba
Phyllanthus niruri
Paspalum pilosum
Fimbristylis
miliacea

Cucumis melo
Phaseolus
lathyroides
Corchorus
orinocensis
Caperonia palustris
Desmodium
tortuosum

Indigofera sp

Gossypium
hirsutum

Guazuma ulmifolia
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Grillo de los pastos
( langosta)
Chinche de los
pastos
Chinche de los
pastos
Chinche de los
pastos

Bledo
Masiquia
Siempreviva

Liendre puerco

Guasca
Cortadera
Batatilla

Arroz rojo
Pasto Argentina
Coquito

Pasto horqueta

Gramalote
Maciega 6 Pajon
Pajon

Pasto kikuyo

Guarda rocio

Botoncillo
Viernes santo
Paja peluda

Barba de indio -
Arrocillo

Meloncillo

Frijolillo

Espadilla
Verbena

Pega pega
Afil
Algodon

Guazuma

0,2-0,25
I/ha

0,3 I/ha

75 g/ha
0,15-0,23
I/ha

1,5 kg/ha
1,5 kg/ha
1,5 kg/ha

1,5 kg/ha

1,5 kg/ha
1,5 kg/ha
1,5 kg/ha
1,5 kg/ha
1,5 kg/ha
1,5 kg/ha

1,5 kg/ha

1,5 kg/ha
1,5 kg/ha
1,5 kg/ha

1,5 kg/ha

1,5 kg/ha

1,5 kg/ha
1,5 kg/ha
1,5 kg/ha

1,5 kg/ha
1,5 kg/ha
1,5 kg/ha

1,5 kg/ha

1,5 kg/ha
45-5.0
kg/ha
45-5.0
kg/ha
45-5.0
kg/ha
45-5.0
kg/ha



Glifosato

Glifosato

Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato
Glifosato

Glifosato
Glifosato

Glifosato

Glifosato
Glifosato

Mancozeb

Malathion
Malathion
Malathion

Malathion

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
HERBICIDA

HERBICIDA
HERBICIDA
FUNGICIDA

INSECTICIDA
INSECTICIDA
INSECTICIDA
INSECTICIDA

Croton
leptostachyus

Acacia farnesiana
Citrus spp

Ficus sp

Amaranthus spp
Bidens pilosa
Commelina diffusa

Echinochloa
colonum

Galinsoga ciliata
Cyperus spp
Ipomoea spp
Oryza sativa
Cynodon dactylon
Cyperus rotundus
Paspalum
conjugatum
Paspalum
fasciculatum

Paspalum virgatum
Paspalum
paniculatum
Pennisetum
clandestinum

Digitaria
sanguinalis
Eclipta alba
Phyllanthus niruri
Paspalum pilosum
Fimbristylis
miliacea
Cucumis melo
Phaseolus
lathyroides
Corchorus
orinocensis

Caperonia palustris

Puccinia sp

Antonina graminis
Aeneolamia spp
Blissus sp

Arctia sp
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Croton

Espino - Corona de
Cristo

Limoncillo

Ficus

Bledo
Masiquia
Siempreviva

Liendre puerco

Guasca
Cortadera
Batatilla

Arroz rojo
Pasto Argentina
Coquito

Pasto horqueta

Gramalote
Maciega 6 Pajon
Pajon

Pasto kikuyo

Guarda rocio

Botoncillo
Viernes santo
Paja peluda

Barba de indio -
Arrocillo

Meloncillo

Frijolillo

Espadilla
Verbena
Roya negra

Cochinilla de los
pastos
Mion de los pastos

Gusano de las
raices
Gusano

45-5.0
kag/ha
45-5.0
kag/ha
45-5.0
kag/ha
45-50
kag/ha
1,5%
1,5%
1,5%
1,5%
1,5%
1,5%
1,5%
1,5%
1,5%
1,5%

1,5%

1,5%
1,5%
1,5%

1,5%

1,5%

1,5%
1,5%
1,5%

1,5%
1,5%
1,5%

1,5%

1,5%
450 g/ 200 |
de agua

2,0 I’ha
2,0l/ha
2,01/ha
2,0 I’ha



Santamaria

. Collaria Chinche de los
Malathion INSECTICIDA Il columbiensis pastos 1,51/ha
Malathion INSECTICIDA | 1II Eﬁs‘mmatocerus Langosta 1,5 Ilha
Mancozeb FUNGICIDA I Puccinia sp Roya negra 2,5 kg/ha
Deltametrina | INSECTICIDA | 1l | Collaria sp Chinche de los 0.4-05
pastos I/ha
Anexo 5. Espectros de masas de Ilos plaguicidas Malathion, Fenitothion,
Chlorpyriphos,Fipronil y Deltametrin.
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