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RESUMEN

Los pesticidas son compuestos téxicos y peligrosos que se emplean en los
cultivos de alimentos para combatir diversas plagas, algunos de estos compuestos
son altamente persistentes en los medios donde son aplicados, es por esto que la
determinacion de pesticidas en diversas matrices de alimentos es un analisis cada
dia mas rutinario en los laboratorios que trabajan con alimentos. Es conocido que el
paso critico en un estudio analitico es el tratamiento de la muestra pues involucra
una mayor manipulacion de la misma teniendo en cuenta que debe asegurarse la
obtencion total de los analitos estudiados. En el presente estudio se evaluaron los
métodos de extraccion QUEChERS y extraccion asistida por microondas (MAE) para
la determinacion de los pesticidas organoclorados Aldrin y Heptacloro y los
organofosforados Malation y Metilparation en muestras de fresas.

Se determind el método de cuantificacion idoneo para cuantificar tanto para
MAE como para QUEChERS, evaluando los métodos curva de estandar interno y
curva de calibracion externa, se encontrd que la curva de calibracion externa generé
resultados mas cercanos al valor real en comparaciéon con estandar interno para

ambos métodos de extraccion.

Se evaluaron parametros analiticos de calidad a nivel instrumental, se obtuvo
un buen ajuste lineal con valores de R? >0,9986 para las curvas de calibracién de
todos los pesticidas estudiados. Los limites de deteccion variaron entre 0,95 a
1,47mg/Kg vy los limites de cuantificacion variaron entre 1,56 y 4,90 mg/Kg a un nivel

de confianza de 95%.

Para la extraccién asistida por microondas se evaluaron los parametros
experimentales que afectan la recuperacion a través de un estudio estadistico de
disefio de experimento por andlisis factorial. Los resultados demuestran la necesidad
de optimizacién de forma individual para cada pesticida evaluado encontrandose

degradacion de los pesticidas organofosforados a las condiciones mas fuertes de



extraccion en términos de tiempo y de temperatura. Las condiciones optimas de
extraccion para todos los pesticidas evaluados fueron a un tiempo de extraccion de
5 minutos, a una temperatura de extraccién de 60°C y una concentracion afiadida de
pesticida de 50mg/Kg. Bajo estas condiciones se obtuvo valores de coeficientes de
variacion CV< 5% y valores de recuperacion superiores a 90% para todos los
pesticidas estudiados.

En el método QUEChERS al ser un protocolo establecido no requiri6 un
proceso de optimizacién, se evalud la precision y exactitud a concentraciones
afiadidas de pesticida de 10 y 20mg/Kg obteniendo que el método es preciso dando
unos valores de coeficientes de variacion entre 1-6% y 3-4% respectivamente y que
el método es exacto obteniendo porcentajes de recuperacion entre 86-95% y 86-
94% respectivamente.

Se evalué una muestra representativa de fresas que fue expuesta a la
aplicacion de diversos pesticidas, a la misma se le aplico la condicion optima de
extraccion asistida por microondas y el método QUEChERS, con la extracciones
realizadas se observo la ausencia de los pesticidas estudiados en la muestra.
También se detecté la presencia de sustancias propias del fruto como acidos grasos
de cadena larga y compuestos antioxidantes, asi como un compuesto perteneciente
la familia de los triazoles que se emplea en la agricultura debido a sus propiedades

fungicidas.
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1) INTRODUCCION

Los pesticidas o plaguicidas se han usado a lo largo de los afios como agentes
principales en el control de vectores de parasitos, insectos y enfermedades que afectan
los sembradios de alimentos. Debido a que la mayoria de los pesticidas son
compuestos quimicos altamente contaminantes se les clasifica en la categoria de
Compuestos Orgéanicos Persistentes (COPS), por tanto su uso inadecuado trae

consecuencias negativas sobre la salud y el ambiente.

En 1953 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconocié por primera vez
gue el incremento en el uso de agroquimicos en la industria de alimentos ha creado un
problema de salud publica [1], debido a esto la Organizacién Mundial de la Salud junto
con la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO
por sus siglas en ingles) tomaron medidas para: disminuir el uso de plaguicidas en los
cultivos, limitar la presencia de los mismos en los alimentos y desarrollar pesticidas con

un menor impacto ambiental y sobre la salud.

En Venezuela la regulacion de pesticidas adquiere importancia debido a la alta
actividad agricola ejercida en zonas rurales del pais [2], por lo que se ha estudiado
cuales de esas zonas ejerce una gran actividad de aplicacion de pesticidas y se han
evaluado las consecuencias ambientales, sociales y de salud que esto acarrea [3]. Se
sospecha que ciertas enfermedades estan directamente relacionadas con la presencia
de pesticidas en altas concentraciones en zonas campesinas, ya que sus pobladores
presentan frecuentemente problemas congénitos, enfermedades mentales y hasta
depresion lo que conlleva a un alto porcentaje de suicidios, sin embargo no se han
establecido estudios epidemiolégicos que permitan establecer de forma clara una

relacion entre la morbilidad y la aplicacion de pesticidas [4].
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La determinacion de los residuos de pesticidas en alimentos, especificamente en
frutos y vegetales adquiere importancia debido a que los mismos usualmente no son
tratados como los alimentos empacados y se distribuyen directamente del productor al
consumidor. El andlisis quimico de residuos de estos agroquimicos es un gran desafio
debido a los procesos a los cuales debe ser sometida la muestra para asegurar que
todos los componentes de interés sean extraidos totalmente de la matriz del fruto, para
después ser analizados. Asi mismo se requieren equipos que puedan detectar estos
compuestos a niveles muy pequefios de hasta pg/g como los equipos de cromatografia
de gases con espectrometria de masas (GC-MS por sus siglas en ingles) los cuales
poseen una sensibilidad elevada y limites de deteccion que pueden detectar
compuestos hasta por el orden de particulas por billon (ppb). Se han aplicado diversas
técnicas de extraccion para pesticidas en frutos que van desde las mas convencionales
como la extraccion Soxhlet [5,6] y ultrasonido [7,8] hasta las mas modernas como
fluidos supercriticos [9,10] y extraccion asistida por microondas [11,12]. En los
Ultimos10 afios se ha venido aplicando el método QUEChERS (Quick Easy Cheap
Effective Rugged Safe) el cual se reporta como un método facil en su aplicacién con

resultados altamente confiables [13,14].

En el presente trabajo de investigacion se comparara los métodos de extraccion
QUEChERS vy extraccion asistida por microondas (MAE) en la determinacion de los
pesticidas: Aldrin, Heptacloro (familia de los organoclorados) Malation y Metilparation
(familia de los organofosforados) en fresas (fragaria Vesca L) provenientes del sector
Cumbote en la Colonia Tovar, Municipio Tovar del estado Aragua, posteriormente se
utilizara la técnica de Cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de

masas (GC-MS) para el analisis.
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2) JUSTIFICACION

Los pesticidas son biocidas y, por lo tanto, sustancias toxicas y peligrosas. Sin
embargo, estos compuestos al ser usados correctamente pueden prevenir de
enfermedades como la malaria y el paludismo, las cuales son transmitidas por insectos
y otros vectores como animales, bacterias y microorganismos; también aseguran la
disponibilidad de alimentos al proteger las plantaciones de especies indeseables. Sin
embargo, el uso indiscriminado de dichos productos, especificamente en el sector
agricola, afecta principalmente al entorno ambiental como el suelo, el agua y la
vegetacion, estos al persistir y bioacumularse afectan también a la cadena trofica [15].
Tales caracteristicas generan la preocupacion del hombre ante la presencia de residuos
de pesticidas en alimentos que pueden afectar su salud al momento de consumirlos. El
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA por sus siglas en ingles) logré
establecer una lista con los frutos que mas absorben pesticidas, entre ellos se
encuentra la fresa (Fragaria Vesca L), la cual puede retener hasta un 90% de estos

productos al momento de su aplicacion [16].

La fresa es un producto de alto consumo en Venezuela debido a su agradable
sabor, su accesibilidad en costo y a las propiedades nutricionales que se le atribuyen,
estudios cientificos han demostrado que el consumo periédico de fresas puede traer
como consecuencias beneficios potenciales contra el cancer y enfermedades
neuroldgicas [17,18]. Entre las zonas de mayor produccion de fresas en el pais se
encuentran los Paramos Andinos, estado Mérida, El Jarillo, estado Miranda y la Colonia

de Tovar, estado Aragua, en todas ellas existe una aplicacién intensa de pesticidas [3].

El analisis de pesticidas a nivel quimico es un reto debido a diversas variables
gue deben ser tomadas en cuenta como: la naturaleza de los pesticidas que se quieren
determinar, la matriz en la que se encuentran, la abundancia de estos en dicha matriz,

entre otros; es por ello que se presenta la necesidad de desarrollar y aplicar métodos
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de andlisis altamente sensibles y confiables para la determinacion de dichos
compuestos. El paso critico en este tipo de andlisis lo determina el proceso de
extraccion de los residuos de pesticidas del fruto de forma representativa y exacta para

su andlisis.

Se han desarrollado numerosos métodos para la extraccion de pesticidas en
distintas matrices, cada método tiene sus particularidades asi como sus ventajas y
desventaja [19]. EI Método QUEChERS es muy aplicado a nivel mundial para la
determinacién de residuos de pesticidas en alimentos, debido a las multiples ventajas
gue presenta, sin embargo no ha sido establecido como método oficial de analisis. Por
otro lado la extraccion asistida por microondas es un método util debido a que se logran
recuperaciones muy altas en sistemas cerrados, se emplea poca cantidad de solventes
y poco tiempo de extraccion. Escasos son los estudios de residuos de pesticidas en
fresas que se han publicado a nivel mundial en la actualidad; en Venezuela hasta
donde se tiene conocimiento no se ha realizado ninguna publicacion al respecto, es por
ello que es de suma importancia iniciar los estudios para la determinacion de

contaminantes organicos tipo pesticidas en fresas y otros frutos en nuestro pais.
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3) REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1) Contaminantes Organicos Persistentes (COPS).

Son compuestos quimicos en cuya estructura predominan grupos funcionales
organicos, se denominan persistentes ya que estos compuestos son poco
biodegradables, conservando por largo tiempo su potencial toxico y cuyas propiedades
de bioacumulacion y biomagnificacién son conocidas [20]. Algunos pesticidas usados
en la actualidad estan clasificados como organicos persistentes.

3.2) Pesticidas.

Muchas definiciones han sido formuladas para los pesticidas, desde las mas
simples, hasta las mas complejas, el diccionario de la real academia espafiola lo define
como todo aquello que se destina a combatir plagas [21]. Una definicion alterna y
simple considerando el sentido etimoldgico de la palabra seria: aquellos productos o
compuestos quimicos, utilizados en las zonas agricolas o en medios urbanos para

combatir o aniquilar las plagas.

La FAO a través del cddigo internacional de conducta para la distribucion y
utilizacion de plaguicidas amplia la definicion de plaguicidas y a su vez hace una
clasificacion de la siguiente manera: Un pesticida o plaguicida es cualquier sustancia
0 mezclas de sustancias, de caracter organico o inorganico, destinada a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas
o de los animales, las especies de plantas o0 animales indeseables que causan perjuicio
0 que interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracién,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos agricolas,
madera y productos de madera o alimentos para animales, o que pueden administrarse

a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos.
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El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del
crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de
fruta o agentes para evitar la caida prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a
los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto contra la
deterioracion durante el almacenamiento y transporte [22].

3.3) Residuo de pesticida.

Por residuo de pesticida se entiende cualquier sustancia especifica, toxica o
contaminante, presente en alimentos, productos agricolas o alimentos para animales,
como consecuencia del uso de plaguicidas. Aqui se incluye cualquier derivado de un
plaguicida, como productos de conversion, metabolitos y productos de reaccion y las

impurezas de importancia toxicolégica [22].
3.4) Clasificacion de los pesticidas.

Los pesticidas historicamente se han clasificado en funcion de la especie que se
desea combatir, sin embargo actualmente se han desarrollado distintas clasificaciones

las mas resaltantes se indican a continuacion:
3.4.1) Segun su actividad.

Se refiere al tipo de plaga que se desea combatir, es la clasificacibn mas
empleada debido a la utilidad que ofrece a los agricultores que emplean estos
productos. En la tabla 1 se muestra la clasificacion de los pesticidas segun su actividad
[23].
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Tabla 1: Clasificacion de pesticidas segun su actividad.

MINERALES

Compuestos arsenicales, compuestos fluorados, azufre,

derivados del selenio

ORGANICOS DE

Organofosforados, organoclorados, carbamatos

SINTESIS
INSECTICIDAS
A BASE DE ACEITES ) ) )
Aceites antracénicos, aceites de petréleo
MINERALES
DE ORIGEN VEGETAL Nicotina, piretrina, rotenona
Sales de NH4", ca™, cu™, Fe™™", Mg™™, K*, Na®, en forma
MINERALES ]
de sulfatos, nitratos, cloruros, cloratos.
Fitohormonas, derivados de la urea, triazinas y diazinas
HERBICIDAS derivados de los fenil sustituidos, las quinoxalinas,
ORGANICOS ] o
derivados de la oxiquinoleina,
derivados de las tiadizinas y tiadiazoles
OTROS Parquat, diquat, piclorame
MINERALES Sales de cobre, compuestos arsenicales
ORGANOMETALICOS Derivados érganomercuriales
FUNGUICIDAS
Carbamatos y ditiocarbamatos, derivados del benceno,
ORGANICOS o . ) ]
amicidas, benzonitrilos y aceites minerales
DERIVADOS
CUMANIRICOS ) )
RODENTICIDAS Warfarinas, sales de talio
INORGANICOS
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Mas de la mitad de los pesticidas que se fabrican son del grupo de los
insecticidas debido a que los insectos como los escarabajos, orugas, moscas Yy
mosquitos entre otros son los que mas inconvenientes causan a los cultivos originando

grandes dafos en las cosechas y transmitiendo enfermedades.

3.4.2) Segun su regulacién.

Se refiere a la aprobacidn que tenga el pesticida para ser comercializado 0 no en
una localidad especifica, esta aprobacién debe ser emitida por las autoridades con
competencia en la materia y varia de acuerdo a las regulaciones especificas de cada
pais [23].

Pesticida prohibido: Son pesticidas del que se han prohibido todos los usos mediante
una medida definitiva de reglamentacion, con el fin de proteger la salud humana o el
ambiente. El término comprende todo producto que no haya sido aprobado para
utilizarse por primera vez o que la industria haya retirado del mercado interno de
examen ulterior en el proceso nacional de aprobacion, cuando haya pruebas claras de

gue esta medida se ha adoptado con objeto de proteger la salud humana o el ambiente.

Pesticida rigurosamente restringido: Es todo pesticida del que para proteger la salud
humana o el ambiente, se han prohibido practicamente todos los usos mediante una
medida definitiva de reglamentacion, pero siguen autorizandose ciertos usos
especificos. Comprende todo producto al que practicamente para todos los usos se
haya negado la aprobacion o que la industria haya retirado ya sea del mercado interno
o de consideracién ulterior o en el proceso nacional de aprobacion cuando existan

pruebas claras de que esta medida se ha adoptado para proteger la salud o el ambiente
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Pesticida regulado: Es aquel pesticida cuya aplicacion esta permitida siempre que se
cumplan con los estandares exigidos por las regulaciones nacionales e internacionales,
los fabricantes estdn obligados a especificar en sus productos las medidas y
precauciones que se deben tomar para la correcta aplicacion de estos productos. Su
venta, distribucion y aplicacion estd controlada y supervisadas por los entes
reguladores de la materia. La mayoria de los pesticidas empleados en la actualidad

encajan en esta definicion

Pesticida permitido: Es aquel pesticida para el cual se ha demostrado con rigurosidad
técnica y cientifica que posee muy poco o0 ningun impacto en el ambiente, flora, fauna y
seres humanos; de forma tal que puede ser aplicado sin mas limitaciones que las

recomendadas por los entes reguladores o las indicadas por el fabricante

3.4.3) Segln su composicion quimica.

Se refiere a la estructura y a las propiedades quimicas de los mismos, algunas

clasificaciones son:

Pesticidas Organoclorados: Desde el punto de vista estructural, constituyen un grupo
de sustancias, muy heterogéneo, teniendo en comun la presencia de estructuras
monociclicas o policiclicas con distinto numero de atomos de cloro (figura 1), su
estructura quimica en general corresponde a la de los hidrocarburos clorados teniendo
como caracteristicas comunes su baja solubilidad en agua y su alta solubilidad en la
mayoria de los solventes organicos, esto ocasiona que dichos compuestos y sus
derivados tiendan a acumularse en el tejido graso de los organismos vivos, ademas

este tipo de pesticida se caracteriza por su alta persistencia.
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Figura 1: Estructura quimica de algunos pesticidas organoclorados

Pesticidas organofosforados: Sus estructuras quimicas derivan de la sustitucion por
restos organicos en fosforo pentavalente (figura 2), los pesticidas organofosforados
poseen propiedades quimicas similares a las de sus pares organoclorados salvo por su

baja persistencia de solo algunos dias y su toxicidad mas aguda.
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Figura 2: Estructura quimica de algunos plaguicidas organofosforados

Pesticidas Carbamatos: Forman parte de una gran familia de pesticidas entre los que
se hallan herbicidas, fungicidas e insecticidas. Todos ellos derivan del acido carbamico
y se dividen en tres grupos [24]: 1-N-metil carbamatos, 2-N,N, dimetil Carbamato, 3-N-

fenil Carbamatos.

Pesticidas Fenoxiacidos: Se introdujeron alrededor de los afios cuarenta con el
descubrimiento del 2,4-D derivado del acido fenoxiacetico, son extensamente
empleados a nivel mundial y principalmente como herbicida y debido a su gran fortaleza

se emplea en bajas dosis

Pesticidas Piretroides: Las piretrinas son compuestos derivados del pelitre el cual es
una planta herbacea, las piretrinas han sido un tipo de insecticida vegetal muy
empleados, pero su utilizacién en la agricultura ha resultado escasa debido a la poca

estabilidad que posee, en las ultimas dos decadas se han desarrollado una serie de

11
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productos derivados del pelitre a los que se le han denominado de forma generica
Piretroide, entre las caracteristicas mas favorables de estos compuestos son las de ser
facilmente degradables en el suelo, y no presentar efectos toxicos notables en la salud

humana.
3.4.4) Segun su ambito de aplicacion.
Se refiere a los sitios donde debe ser aplicado un pesticida en particular [23].

Pesticidas Agricolas: Aplicados especificamente para plantas que sirvan por si

mismas o a sus frutos para consumo humano o animal.

Pesticidas Animales: Aquellos que ejerzan accion letal sobre cualquier forma de vida
parasitaria que afecte directamente a los animales, por extension se incluyen aquellas

sustancias que alteren el ciclo biolégico del parasito.

Pesticidas para Salud Publica: Destinados al control de vectores de enfermedades

transmisibles al ser humano.

Pesticidas Industriales: Destinados a combatir plagas en establecimientos

industriales y cualquier tipo de aditivo industrial que se haga con plaguicidas.

Pesticidas Domésticos: Son aquellos a ser usados en el hogar en ambientes intra y
extra domiciliarios, en establecimientos educacionales, recreacionales, asistenciales y

en animales domésticos.
3.4.5) Segun su toxicidad y/o peligrosidad.

A los efectos de clasificar los pesticidas segun su toxicidad y/o peligrosidad se

establecen las categorias siguientes en base a las dosis letales medias agudas, orales

12
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y dérmicas y a las concentraciones letales medias por inhalacion segun lo establecido
en la norma Venezolana COVENIN 2846 [24]

Tabla 2: Clasificacion de los pesticidas segun su toxicidad y peligrosidad por la

Comisién Venezolana de Normas Industriales..

_ Via inhalatoria
Via oral Via dérmica .
_ _ _ _ concentracion
Dosis letal media | Dosis letal media _
) letal 50mg/L aire
Categoria (mg/Kg) (mg/KQ) ah
Solidos | Liquidos | Solidos | Liquidos Gaseoso
la
Extremadamente <5 <20 <10 <40 <0.5
toxico
>20 >10 >40
Ib >5 hasta >0.5 hasta
_ hasta hasta hasta
Altamente toxico <50 <2
<200 <100 <400
1 >50 >200 >10 >400
>2 hasta
Moderadamente hasta hasta hasta hasta <20
Toxico <500 <2000 <100 <4000 -
1l
_ >50 >2000 >1000 >4000 >20
Levemente toxico

En Venezuela los pesticidas se clasifican oficialmente segun el ambito de
aplicacion y evaluacién toxicoldgica, en base a la dosis letal aguda oral, dérmica o
inhalatoria. Para decidir la categoria bajo la cual se clasifique toxicolégicamente una
formula dada, los interesados deben suministrar a la autoridad competente las

caracteristicas toxicoldgicas de la formulacion asi como los trabajos toxicologicos

13
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realizados sobre la misma por instituciones oficiales o privadas nacionales o extranjeras

de reconocida idoneidad cientifica.

3.5) Propiedades y caracteristicas de los pesticidas organoclorados vy
organofosforados.

Estos pesticidas son de particular interés debido a sus propiedades toxicas, de
bioacumulacion y de persistencia superior a las demés familias de pesticidas. Por tanto
se procede a extender la informacion correspondiente a estos dos tipos de pesticidas ya

gue el presente estudio se basa en estas dos familias de pesticidas.

3.5.1) Pesticidas organoclorados.

Los pesticidas organoclorados conforman un grupo de plaguicidas desarrollados
artificialmente, con el fin principal de controlar a las poblaciones de insectos. Estos
pesticidas son, en esencia, hidrocarburos con alto contenido de atomos de cloro. Su
origen se remonta a la fabricacion del DDT (2,2-bis-(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano). El
cual fue un arma importante en la lucha quimica y casi ineludible en el control del
mosquito Anopheles transmisor de la malaria. El DDT fue el primero de los insecticidas
de la segunda generacion. Habia sido sintetizado en 1874 pero su uso como insecticida
comenzo cuando el quimico suizo Miller descubrié sus propiedades como veneno para
los insectos y su baja toxicidad para los humanos. Se calcula que en los primeros afos
de uso del DDT se evitd la muerte de 5 millones de personas cada afio, ademas de la
proteccion de cosechas y del aniquilamiento de insectos domésticos. Asi, por ejemplo,
en la India, en 1952 hubo 75 millones de casos de malaria y en 1964, después de usar

masivamente el DDT solamente 100.000 casos [25].

14



FACULTAD DE CIENCIAS CENTRO DE QUIMICA

ESCUELA DE QUIMICA LABORATORIO DE QUIMICA ANALITICA
CENTRO DE QUIMICA ANALITICA

ucv ES IvVIC

Sin embargo con el transcurrir de los afos se fueron descubriendo algunos
importantes problemas asociados al uso del DDT, al punto que se fue prohibiendo su
uso cada vez en mas paises, y descendiendo su produccion. Asi pues de ser un
benefactor de la humanidad paso6 a ser enemigo publico entre los afios 1970 a 1980 y
con ello llegd su prohibicion. Afortunadamente, su desuso obligé al desarrollo de
nuevos insecticidas con propiedades mucho menos peligrosas, pero que igual
presentan caracteristicas de toxicidad de consideracion y elevada persistencia, entre
estos compuestos desarrollados tenemos el Aldrin, Clordano, Dieldrin, Endrin,
Heptacloro, HCH (hexaclorociclohexano), Lindano y Toxafeno. En la actualidad los

pesticidas organoclorados incluyen varios grupos:

a) Grupo de los Ciclodienos: Aldrin y su epoxido, el Dieldrin, Mirex
b) Grupo del DDT: p-p’-DDT, o-p”-DDT, p-p -Metoxiclor.

c) Grupo del Hexaclorociclohexano (HCH) y Hexaclorobenceno (HCB): HCH, ¥ -
HCH, HCB.

d) Grupo de los indenos clorados: Heptacloro, a-Clordano.

e) Grupo de los terpenos clorados: Toxafeno.

3.5.2) Pesticidas organofosforados.
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El conocimiento de los compuestos organofosforados data ya de 1820 a partir de
los trabajos de Lassaigne quien utilizod &cido ortofosforico y alcoholes para obtener los
primeros. En 1854 Clermont sintetiza el Tetraetilpirofosfato (TEPP), aunque sus
propiedades insecticidas fueron advertidas 80 afios después. Llegado el siglo XX
comenzaron las investigaciones a fondo sobre compuestos organofosforados. Las
primeras fueron llevadas a cabo por Saunders en Inglaterra y por Schrader en Alemania
donde desarrollaron un compuesto de fésforo de extremada toxicidad al que llamaron
Tabun. De acuerdo con las regulaciones militares de aquella época, todo compuesto
guimico producido de muy alta toxicidad debia ser reportado a las autoridades, de esta
forma comenzaron a usarse estos compuestos como agentes de guerra quimica o
agentes nerviosos. Esta tecnologia bélica fue luego aplicada a areas civiles al campo
de proteccion de cultivos, utilizandose compuestos similares aunque mucho menos

toxicos como plaguicidas.

Los pesticidas organofosforados son sustancias biodegradables en la naturaleza,
sin tendencia a acumularse en las grasas del organismo pero con gran actividad
neurotoxica al punto que pueden producir intoxicaciones agudas de gravedad [26]. A
pesar de su toxicidad aguda, estos se introdujeron para el control de los insectos en los
cultivos debido a su baja persistencia en el medio ambiente, que varian desde dias
hasta varias semanas. De hecho este tipo de pesticidas junto con los carbamatos y

piretroides son los insecticidas mas ampliamente utilizados en la actualidad.

Décadas atras, el paration era el plaguicida mas utilizado en la agricultura. Sin
embargo, por su elevada toxicidad su uso esta totalmente restringido actualmente (junto
con el metil-paration). Otros organofosforados, menos toxicos se siguen usando, como
el malation, dimetoato y clorpirifés, pero lentamente estdn siendo reemplazados por
otras nuevas moléculas, como los piretroides o bipiridinilos. Estos pesticidas pueden

clasificarse como:
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a) Derivados de la molécula del acido fosforico: Si los dos primeros oxhidrilos se
esterifican con radicales alquilicos se obtienen los alquil-fosfatos o alquil-pirofosfatos
por ejemplo: dichlorvos. Si dichos oxhidrilos se sustituyen por amidas se obtienen las
fosforamidas como ejemplo tenemos el metamidofés y el acefato.

b) Derivados de la molécula del 4cido fosforotionico: De este acido derivaran a su

vez numerosos ésteres tiofosforicos, el Paration es uno de ellos.

c) Derivados del &cido fosforotiolotionico: tenemos como ejemplo clasico el

Malation.

d) Derivados del acido fosforotiélico: entre ellos estan Malaoxon, Demeton-S-metil

3.5.3) Pesticidas organoclorados versus pesticidas organofosforados.

El empleo de un pesticida u otro depende de muchos factores como: oferta,
costos, tipo de plaga a eliminar entre otros. A continuacién se presenta una tabla

comparativa de las propiedades de las dos familias de pesticidas

Tabla 3: Tabla comparativa entre los pesticidas organoclorados y organofosforados
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PROPIEDAD ORGANOFOSFORADO|ORGANOCLORADO

Estabilidad Muy baja Elevada
Persistencia Baja Alta
Efectos
no posee muy grande

bioacumulativo

Toxicidad aguda Alta Baja
Solubilidad en agua Alta Baja
Hidrofobicidad Bajo Alto
Costo Alto Bajo
Selectividad Alta Baja

Se puede observar en base a la tabla anterior que estas propiedades estan
directamente relacionadas con sus propiedades toxicologicas y de persistencia se
puede decir que los pesticidas organofosforados causan un mayor impacto a corto
plazo debido a su aguda toxicidad y su poco efecto bioacumulativo debido a su baja
hidrofobicidad mientras que los pesticidas organoclorados tienen mayor efectos

negativos a largo plazo debido a su alta persistencia y los efectos bioacumulativos.

3.6) Aplicacién de los pesticidas y su influencia en la persistencia vy la

distribucion de residuos permanentes.
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El movimiento o migracion de pesticidas se relaciona estrechamente con la forma
de aplicacion, y esta a su vez con posibles residuos peligrosos remanentes. Un tipo de
aplicacion es la directa, la cual considera productos de tipo granular o inyectados. Este
tipo de aplicacién es la que llega en mas altas concentraciones al suelo, aunque de

esta forma disminuye la probabilidad de su migracion en el medio ambiente.

Otra forma de aplicacion es la dispersiva, la cual se origina por la dispersién del
producto al momento de su aplicacion. Los problemas asociados a este tipo de
aplicacion ocurren durante el rociado terrestre o aéreo, e involucran distintos
parametros como la formulacidén del plaguicida, parametros de aplicacion tal como el
disefio de la boquilla y propiedades de fluidez, condiciones meteorologicas, altura de
liberacion y tamafo del area tratada.

Un 30% o mas del pesticida puede llegar a moverse 15 metros o mas lejos del
area tratada durante su aplicacion por rociado si las condiciones son ideales para la
dispersion, es decir: si se presenten vientos adecuados, si el tamafio de gota favorece
0 no la dispersion, pues se ha encontrado que las gotas pequefias producto del rociado,
tienden a desplazarse mas lejos que las gotas grandes y también que bajo condiciones
de una muy ligera brisa (5 Km/h) pequefias gotas son transportadas a largas distancias
[27].

Estas gotas estan sujetas a la pérdida de agua por evaporaciéon y a la
volatilizacion quimica de las mismas, la dispersion produce inevitablemente la migracion
de residuos de pesticidas causando la contaminacion del medio ambiente y de las
cosechas cercanas al area tratada. La movilidad de estos compuestos a través del aire
o del agua y su acumulacion o transformacion en el medio donde se aplican ha
provocado que se alcancen, en ciertos casos, niveles elevados de ellos en alimentos y
en aguas, principales vias de ingreso al consumidor. El problema al consumir residuos

de pesticidas es que estos compuestos son lipofilicos y no se metabolizan rapidamente
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acumulandose en las zonas grasas del organismo, facilitando asi el fendmeno de

biomagnificacion, bioacumulacién producida a través de la cadena trofica

Evaluar el impacto de un pesticida en la cadena alimenticia es un proceso
complejo, ya que un herbicida en teoria aplicado a un solo cultivo puede acabar en
funcion de su persistencia en distintos grupos ambientales como alimentos, suelos,
plantas, reservorios de agua, entre otros; afectando a diferentes organismos, como:
insectos, ganado, seres humanos e inclusive otros cultivos. Estos hechos han
desencadenado una preocupacion social que esta originando el uso de menores dosis
de aplicacion y la utilizacion de sustancias menos toxicas, menos persistentes y mas
compatibles con el medio ambiente. La demanda de la sociedad de una mayor
seguridad en el uso de los productos fitosanitarios requiere el desarrollo y mejora de
la metodologia analitica para garantizar la deteccion de estos compuestos, a niveles

muy bajos, en las distintas matrices ambientales y alimentarias.

3.7) Métodos de analisis para la determinacion de residuos de pesticidas en frutos

y vegetales.

El andlisis de residuos y contaminantes en los alimentos supone la determinacion
de sustancias que se encuentran en cantidades muy pequefias hasta del orden de
Mg/kg, en matrices muy complejas. Es preciso por tanto realizar en primer lugar una
extraccion cuantitativa de las sustancias y posteriormente purificar y/o concentrar los
analitos obtenidos, antes de proceder a su deteccion y cuantificacion. A la hora de
desarrollar un método analitico, que involucre el conjunto sucesivo de las fases
indicadas de extraccion, purificacién y determinacion, es importante considerar todos

aquellos factores que pueden influir en la validez del resultado.
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En el caso del andlisis de alimentos, los métodos clédsicos para preparar las
muestras son laboriosos, suponen un gasto de grandes cantidades de disolventes, y
suelen necesitar varias etapas de purificacion antes de la determinacién. Los métodos
modernos de preparacion de muestras se han desarrollado para superar estos
inconvenientes, permitiendo el analisis de un mayor nimero de muestras, en menor
tiempo y con minimo gasto de reactivos. Aspectos muy importantes en la vigilancia de

la salud alimentaria.

3.7.1) Métodos de extraccion.

La extraccion es la primera etapa de la preparacion de la muestra, una vez
conseguida la misma de manera homogénea y representativa se procede al andlisis. El
objetivo de esta etapa del método analitico es aislar el analito de la matriz de la forma
mas completa posible evitando la presencia de interferencias. Por tanto, hay que
evaluar no sélo la naturaleza del analito sino también de la matriz, para que esta etapa

sea lo mas eficiente posible.

Existen diferentes métodos para la extraccion de diferentes tipos de pesticidas en
diversas matrices, a continuacién, se describen los métodos que son aplicados con mas

amplitud:

3.7.1.1) Métodos clasicos.

Extraccion liquido- liquido: Se basa en el reparto del analito entre dos liquidos
inmiscibles. La eficiencia del proceso depende de varios factores como son la afinidad
del analito por el disolvente y el nimero de extracciones sucesivas que se lleven a
cabo. El uso de mezclas de disolventes, la adicion de sales o el cambio del pH pueden

mejorar el rendimiento de la extraccion.
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Extraccién sdélido-liquido: En el caso de muestras sdlidas se lleva a cabo la
extraccion sdlido-liquido en la que los analitos se transfieren desde la matriz al
disolvente seleccionado. La eficiencia de la extraccion depende de tres factores
relacionados entre si como son la solubilidad, la transferencia de masa y el efecto de la
matriz. La solubilidad de un analito depende del tipo de disolvente y esta influenciada
por la temperatura y la presion. Por otro lado, la transferencia de masa depende del
coeficiente de difusién y el tamafio de particula de la matriz y se ve favorecida por el
uso de disolventes de baja viscosidad, la agitacion, temperatura y presion elevadas y un
tamafo de particula pequeio. La extraccion solido-liquido se puede realizar de distintas
formas dependiendo de la fortaleza de las interacciones entre los analitos y la matriz. La
extraccion con agitacion, la extraccion Soxhlet y la extraccion asistida por ultrasonidos

son los procedimientos de extraccion solido-liquido mas utilizados

Estos métodos clasicos son faciles de utilizar y no requieren un equipamiento
especial. Sin embargo, tienen varias desventajas debido al uso de grandes cantidades
de material de vidrio y de elevados volumenes de disolventes organicos téxicos. Por
otra parte, el material de vidrio empleado tiene que estar libre de impurezas, por lo que
es necesario utilizar reactivos de limpieza altamente oxidantes, lo cual a su vez puede
causar la contaminacion del medio ambiente. Ademas, los extractos organicos
obtenidos tienen que ser concentrados y sometidos a procesos de purificacion con el fin
de obtener los bajos limites de deteccion requeridos. Todos estos hechos hacen que los

métodos clasicos sean laboriosos y dificiles de automatizar.

Existe un gran interés en el desarrollo de nuevas técnicas de extraccion para la
preparacion de las muestras y su posterior analisis que sean limpias, rapidas,

selectivas, y cuya automatizacion sea posible. A continuacion se describen algunas de
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las técnicas modernas de extraccion utilizadas en la preparacion de muestras para el

analisis de residuos de pesticidas.

3.7.1.2) Métodos modernos

Extraccion acelerada con solventes (Acelarate Solvent Extraction ASE): Esta
técnica también fue conocida como extraccion con liquidos presurizados (PLE
Presurized liquid extraction) se emplea desde 1995 y consiste en la extraccién de los
analitos con un disolvente en caliente y presurizado. Las temperaturas elevadas
permiten acelerar la cinética del proceso, mientras que las altas presiones evitan que el
disolvente alcance su punto de ebullicién, obteniendo una rapida y segura extraccion
de los analitos de interés. Esta técnica permite el uso de disolventes de distinta
polaridad y utiliza un intervalo de presiones de 5 a 200 atmésferas, a fin de mantener el
disolvente en estado liquido a temperaturas de hasta 200 °C, empleadas para acelerar
dicho proceso de extraccion. Con esta técnica se consigue un empleo de solvente 95 %
menor que el utilizado en métodos clasicos de extraccion. Ademas del analito hay que
tener en cuenta las propiedades fisicas de la muestra ya que tienen una gran influencia

en la extraccion.

La ASE se ha empleado para aislar contaminantes en alimentos con un alto
contenido lipidico, como es el caso de los pesticidas organoclorados en higado de
bacalao y filetes de pescado [28] aunque también se ha usado en el analisis de
pesticidas en frutas y hortalizas [29] debido a la rapidez y automatizacién de la

extraccion, pero requiere de la adquisicion de un equipo de elevado costo.

Extraccion con fluidos supercriticos (Supercritical Fluid Extraction SFE): La

extraccion con fluidos supercriticos es una técnica que se empezé a desarrollar en la
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década de los 80 y que ha sido muy empleada en la industria agroalimentaria para la
obtencién de aromas y sabores de especias y hierbas aroméaticas, de café y té sin
cafeina, de bebidas sin alcohol y otros productos. La técnica consiste en el empleo de
un gas, usualmente CO,, el cual es sometido a condiciones de presion y temperatura
hasta obtener el fluido supercritico. Estos fluidos tienen densidades similares a las de
los liquidos pero con coeficientes de difusion mayores y viscosidades mas bajas,
similares a la de los gases, lo que permite la extraccidén de analitos de forma mas rapida
y eficiente que con liquidos organicos. El poder disolvente de un fluido supercritico
puede modificarse por los cambios de la presiébn y, en menor proporcién, por la
temperatura. Este método presenta una serie de ventajas entre ellas la posibilidad de
obtener extractos concentrados y puros al vaporizarse el fluido supercritico a presion

atmosférica.

La SFE se ha utlizado para la determinacion de pesticidas y otros
contaminantes organicos en frutas y hortalizas [30], también se ha empleado en
alimentos de origen animal como carne bovina [31]. Sin embargo, esta técnica no es tan
utilizada como otras por el nUmero de variables a optimizar y por carecer de un método

universal que funcione con todos los analitos y matrices.

Extraccion en fase solida (Solid Phase Extraction SPE): Los pesticidas son, en
general, compuestos de baja polaridad que frecuentemente tienen que ser extraidos de
una matriz acuosa o con un alto contenido en agua. En la extraccién en fase sélida la
muestra se pasa por un cartucho o una columna empaguetada con un adsorbente en el
cual quedan retenidos los pesticidas. Una elucion subsiguiente con un disolvente
organico permite obtener los pesticidas en un extracto organico concentrado, que
normalmente es bastante limpio y puede ser analizado por cromatografia de gases o
cromatografia liquida. Los adsorbentes mas usados son las alquilsilicas (Csy Cis) Y,

recientemente, una fase polimérica (Oasis HLB), formada por un copolimero de vinil
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benceno y de vinil pirrolidona, se ha utilizado con buenos resultados, ademas, también
se han empleado tierra de diatomeas o columnas de intercambio catidénico para los

compuestos idénicos.

Una de las ventajas de esta técnica de extraccibn es que es posible
automatizarla e incluso acoplarla a sistemas de cromatografia liquida. ElI acoplamiento
directo de la SPE con la cromatografia de gases es mas complejo, porque es necesario
eliminar cualquier rastro de agua. La técnica de SPE se puede emplear como un
proceso que permita la extraccion y la purificacion simultanea, aunque es mas comun
utilizarla como una etapa de purificacion posterior a la extraccion del analito por otros
procedimientos, como por ejemplo la extraccion liquido-liquido. En los ultimos afos se
han desarrollado una gran cantidad de meétodos basados en SPE para determinar
pesticidas en distintos tipos de muestras. Entre éstos destacan métodos publicados

para pesticidas en bebidas [32], y en varios tipos de alimentos [33]

Microextraccion en fase soélida (Solid Phase Microextaction SPME): La
microextraccion en fase sdlida es una técnica que no utiliza disolventes para extraer los
analitos y que esta basada en el reparto de los analitos entre la matriz y una fibra de
silice fundida cubierta con una fase absorbente, donde se retienen los analitos debido a
su mayor afinidad por ella. La SPME se puede aplicar al analisis de matrices liquidas y
gaseosas, Y los analitos se pueden extraer por inmersion directa (DI, direct inmersion)

en liquidos o mediante el andlisis del espacio de cabeza (HS, headspace).

Se han desarrollado una gran variedad de métodos SPME para el analisis de
pesticidas en diferentes alimentos. La mayoria de estos métodos se han utilizado
muestras liquidas, como los zumos de frutas [34] aunque también se ha empleado en

algunos solidos como hortalizas [35].

Extraccion asistida por microondas (Microwave Assisted Extraction MAE): En los

tltimos afios la extraccién asistida por microondas ha surgido como una clara

25



FACULTAD DE CIENCIAS (") CENTRO DE QUIMICA

ESCUELA DE QUIMICA LABORATORIO DE QUIMICA ANALITICA
CENTRO DE QUIMICA ANALITICA

alternativa a diversas extracciones clasicas y modernas debido a que permite un
calentamiento mas rapido y eficiente de la muestra. Los analitos se extraen aplicando
energia de microondas en un disolvente adecuado. Este tipo de radiacion permite el
calentamiento selectivo de la muestra segun el disolvente utilizado. Esta técnica de
extraccion depende de la matriz y esta limitada por los disolventes que se pueden
emplear, ya que estos no deben ser transparentes a la radiacion de microondas y tener
un elevado momento dipolar, sin olvidar la solubilidad de los analitos en los mismos. En
general, cuanto mayor sea el momento dipolar del disolvente, mayor sera su capacidad
de extraccion. Asi, el hexano, cuyo momento dipolar es practicamente nulo, es
transparente a la radiacion de microondas por lo que apenas se calienta cuando se
aplica dicha radiacion. En cambio, la acetona tiene un momento dipolar mas alto y se
calienta en pocos segundos, aunque algunos compuestos organicos presentan una
mejor solubilidad en hexano. Por estos motivos, la mayoria de los métodos
desarrollados para la MAE emplean mezclas de hexano y acetona como disolvente de
extraccion. Las muestras junto con el disolvente de extraccion se irradian con las
microondas durante cortos periodos de tiempo y como consecuencia se produce un
aumento de la temperatura que favorece la transferencia de los compuestos retenidos
en la matriz hacia el disolvente. Esta técnica extractiva es rapida, ya que los tiempos de
irradiacion son muy cortos y, ademas, se pueden extraer varias muestras
simultdneamente. Sin embargo, presenta algunos inconvenientes tales como la
dificultad de ser automatizada o acoplada a las técnicas de analisis, asi como la

necesidad de centrifugar o filtrar la muestra después del proceso de extraccion.

Los parametros a tener en cuenta a la hora de optimizar un método basado en la
extraccion MAE son la composicidon del agente de extracciéon y su volumen, la
temperatura y el tiempo de extraccion, asi como la naturaleza de la matriz. La
temperatura juega un papel muy importante en el proceso, ya que un aumento de la
temperatura se refleja en una mayor capacidad del disolvente para solubilizar los

analitos, pero hay que tener cuidado con la posible degradacion de los mismos. La
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extraccion de pesticidas en frutas y hortalizas basada en la MAE ha dado muy buenos
resultados. Asi, por ejemplo, empleando acetona-hexano (1:1) se han podido
determinar pesticidas organoclorados y organofosforados en legumbres y vegetales [36]
en naranjas [37].

Método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe): En 2003,
Anastassaides y colaboradores desarrollaron un método para determinar residuos de
pesticidas en frutas y hortalizas al que denominaron QUEChERS que son las siglas de
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe, es decir, rapido, facil, barato, efectivo,
robusto y seguro [38]. Este nuevo método de preparacion de muestras surgié de la
necesidad de desarrollar métodos multirresiduos rapidos y economicos que
proporcionen resultados de gran calidad y fiabilidad. El método QUEChERS ofrece
varias ventajas como: poco uso de reactivos (solo son necesarios tres compuestos),
material de laboratorio y espacio fisico( poco material de vidrio por lo cual puede ser
manejado por un operador en un espacio reducido), el tiempo requerido para aplicar el
método es bastante corto comparado con otros métodos( se pueden procesar hasta
ocho muestras en treinta minutos), ofrece altas recuperaciones y resultados precisos y
exactos (en términos de reproducibilidad, y exactitud). El proceso consta de dos etapas:
la primera es de extraccion y homogenizacion de la muestra donde interviene un
disolvente organico y una mezcla de sales y el segundo proceso es el de limpieza
donde se lleva a cabo una extraccion dispersiva en fase sélida de la muestra para
transferir los analitos a un solvente adecuado, es importante destacar que este método
fue disefiado y es aplicado exclusivamente para la determinacién de pesticidas en
diferentes matrices. Esta técnica ha permitido determinar un elevado numero de
pesticidas pertenecientes a diferentes familias quimicas en alimentos de origen vegetal

tales como uvas [39] y hortalizas [40].

3.7.1.3) Comparacién de los métodos en la extraccion de residuos de pesticidas.
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La eleccion del método adecuado para el analisis de residuos de pesticidas
depende de una serie de factores. La naturaleza de la matriz y las caracteristicas de los
analitos muchas veces determinan la técnica de extraccion adecuada para preparar
extractos aptos para su andlisis instrumental, ya que no existe un método universal
aplicable para todo tipo de muestras. En la siguiente tabla se muestran las ventajas e

inconvenientes de las técnicas de extraccion descritas para comparar las bondades de

cada método.

Tabla 4: Tabla comparativa de ventajas y desventajas de algunos metodos de

extraccion.
Método de extraccion Ventajas Desventajas
v/ Alto gasto de
v S solventes
Extraccién con agitacion Simple

v' Bajo costo

v" Requiere filtracion
v" Posible formacion de

emulsiones

Extraccion Soxhlet

v' Facil manejo
v' Bajo costo
v" No requiere filtracion
v" No depende de la

matriz

v" Proceso lento que va
de 6 a 48 horas
v' Alto consumo de
solventes y agua para

refrigerar.

Extracciéon con ultrasonidos

v' Bajo costo
v Rapido
v" No depende de la

v" Alto consumo de
solventes
v" Requiere filtracion

v" Requiere una cantidad

matriz elevada de muestra
v' Baja eficiencia
Extraccion acelerada con v' Rapido v' Extracciones poco
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solventes

v" Bajo consumo de
solventes

v" No requiere filtrar

v' Sistema automatizado

de facil acoplamiento

con cromatog rafos

selectivas
v' El equipo tiene un

costo elevado

Extraccion en fase sélida

v' Rapido
v' Extraccion de
compuestos volatiles y
no volatiles
v" Bajo consumo de
solventes
v' Automatizable
v' Gran cantidad de

adsorbentes.

v' El material del
cartucho puede
generar interferencias
o0 adsorber
irreversiblemente el
analito

v' El empaquetado del
adsorbente debe ser

uniforme

Microextraccion en fase sélida

v’ Extraccion rapida
v' Consumo de
disolvente minimo o
nulo
v' Automatizable
v Las fibras pueden ser

utilizadas varias veces

v Problemas de

reproducibilidad

Extraccion asistida por

microondas

v' Extraccion rapida
v' Bajo consumo de
solventes
v' Extraccion simultanea
de varias muestras
v/ Altas recuperaciones
para sistemas

cerrados

v"  El disolvente debe
absorber la energia de
microondas
v" Es necesaria una
posterior filtracion o
separacion
v" Poca selectividad en

la extraccion

QUEChERS

v' Extraccion rapida

v' La extraccion debe
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v" Bajo consumo de hacerse manual
solventes v" Baja selectividad en la
v' Parametros analiticos extraccion
de alta calidad v' Extractos no
concentrados

Estos métodos de extraccién se aplican a diversas matrices de alimentos entre
ellos frutos y vegetales, para los métodos clasicos las ventajas en comdn es su
simplicidad y el empleo de material poco costoso, las desventajas de este tipo de
método es la lentitud que involucra el proceso y el alto gasto de solventes y reactivos.
Se observa que los métodos modernos tienen diversas caracteristicas comunes y
buenas ventajas como lo son el poco tiempo que emplean para lograr la extraccion, el
bajo consumo de solventes y reactivos sin embargo también hay inconvenientes como
la baja selectividad y reproducibilidad, la eleccion de un método u otro depende de
diversos factores como los recursos disponibles, el tipo de muestra a analizar, el grado

de precision y exactitud que requiere el analisis.

3.7.2) Métodos de analisis.

La deteccién de residuos de pesticidas requiere de métodos de analisis sensibles
y precisos para las cuales se ha desarrollado técnicas que en su mayoria se basan en
separaciones cromatograficas. De estas la cromatografia de gases con espectrometria
de masas ha tenido la mayor aceptacion y aplicacion debido a que emplea un detector
de respuesta universal y se puede utilizar tanto para andlisis cualitativo como

cuantitativo para una gran variedad de pesticidas.

30



FACULTAD DE CIENCIAS (") CENTRO DE QUIMICA

ESCUELA DE QUIMICA LABORATORIO DE QUIMICA ANALITICA
CENTRO DE QUIMICA ANALITICA

3.7.2.1) Cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS).

La cromatografia de gases es una técnica ampliamente usada en la
determinacién de residuos de pesticidas empleando distintos tipos de detectores para el
analisis de los mismos. Entre los detectores mas usados se encuentran: el detector de
captura de electrones (ECD), el cual es muy sensible a compuestos que tienen grupos
funcionales electronegativos tales como halégenos y grupos nitro, el detector nitrégeno-
fosforo(NPD), se emplea en la deteccion de pesticidas que contienen atomos de

nitrégeno o fosforo en su estructura como las triazinas y los organofosforados.

Actualmente la cromatografia de gases con espectrometria de masas se ha
implantado como la técnica mas usada en el andlisis de residuos de pesticidas,
pudiendo determinar e identificar selectivamente compuestos de intereses a niveles de
concentracion muy bajos en matrices muy complejas. La adquisicion de datos se puede
llevar a cabo de dos modos distintos: cuando se trabaja en el modo de barrido se
detecta un intervalo de masas especifico, mientras que si se trabaja en el modo de i6n
selectivo solo se detecta las masas especificas de los compuestos de interés. Las
partes fundamentales de un espectrometro de masas son: la fuente de ionizacion, que
genera los iones en fase gaseosa; la fuente de impacto electronico es la mas comun ya
gue genera un gran numero de fragmentos de masa caracteristicos y de los cuales
existen bases de datos que se pueden consultar y comparar con los espectros de una
multitud de compuestos lo cual conlleva a una identificacion muy acertada del
compuesto de interés. El otro componente es el analizador de masas donde estos iones

se separan en funcién de su relacion masa/carga.

En la actualidad también se esta empleando la cromatografia de gases acoplada
a la espectrometria de masas en tAandem (GC/MS-MS), esta configuracion es mucho
mas sensible y selectiva que la anterior. La espectrometria de masas en tandem

funciona de la siguiente manera: en el primer espectrémetro, equipado con una fuente
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de ionizacidbn ocurre la ionizaciébn quimica de las moléculas de los distintos
componentes que integran la mezcla, esta ionizacion conlleva a poca fragmentacion de
dichos iones posteriormente se aislan y pasan al segundo espectrometro donde los
iones son fragmentados nuevamente para dar una nueva serie de espectros de masa,
uno por cada uno de los iones moleculares obtenidos en el primer espectrometro,

consiguiendo de esta manera una selectividad y sensibilidad muy elevada.

3.8) Area de muestreo.

3.8.1) Informacion General.

El area de estudio seleccionada es el sector Cumbote de la poblacion de la
Colonia de Tovar, capital del municipio Tovar del estado Aragua. Es una zona que
depende basicamente de la agricultura y el turismo gracias al clima humedo y templado
gue alli se encuentra. Se ubica a 42Km de la Capital de Venezuela a una altitud de
aproximadamente 2200 metros sobre el nivel del mar. El municipio Tovar se extiende a
una superficie de 289.23 Km? representando un 4,02% del territorio regional, con una
poblacién aproximada de 20000 habitantes y una densidad de poblacién aproximada de
69 hab/Km? con una alta tasa de crecimiento demogréfico en los Ultimos diez afios del
11% anual [41].

3.8.2) Ubicacion.

La ciudad se encuentra ubicada en el norte del estado de Aragua. El municipio
tiene forma de «L»(figura 3), y limita por el norte con el mar Caribe, el noreste con el

estado Vargas, el este con el municipio Libertador del Distrito Capital, por el sur limita
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con el rio Aragua y por el este con el municipio Santiago Marifio del estado Aragua.
Las coordenadas geograficas de ubicacién son: Latitud 10° 25’ N Longitud 67° 18’ O.

E00. VARGAS

MAR CARBE

DYTD CAMTAL

EDO. CARABOSO

CO0 MRANDGA

ESTADO ARAGUA

EDO GUARND

Figura 3: Ubicacion y limites del Municipio Tovar del estado Aragua

3.8.3) Geografia.

La Colonia Tovar estd asentada en una orografia muy accidentada, con

guebradas y riachuelos. Prevalecen los paisajes de montafia de aspecto neblinoso

caracteristico de la cordillera de la Costa (un alineamiento montafioso frente las costas
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venezolanas del mar Caribe), en la que destaca la mayor altura del estado Aragua, el
pico Codazzi de 2.429 msnm, ubicado al norte del pueblo. El bosque nublado
caracteriza la vegetacion predominante que cambia mientras baja los peldafios del
relieve como bosque de galeria y termina con hierbajos de sabana hacia el sur y
xerofila en el norte marino.

3.8.4) Hidrologia y Meteorologia.

La temperatura media anual es de 16,8°C y el monto pluviométrico anual es de
1271mm de agua. La hidrografia del municipio Tovar se divide en tres grandes
cuencas: la del mar Caribe, formada por los rios: San Miguel, Ocumare, Cata, Aroa y
Tuy; la del rio Orinoco, formada por el rio Memo y el rio Guarico; y la endorreica del
lago de Valencia donde vierten sus aguas los rios Aragua, Turmero, Maracay, Tapa-
tapa, Tocoron y Las Minas. El rio Aragua, limite sur de la Colonia Tovar, se forma de la
confluencia de los rios Gabante y Curtidor, a nivel de «Pie de Cerro», al norte de La
Victoria. El rio Gabante, a su vez, se tiene como tributaria a la Quebrada Honda,
mientras que el rio Curtidor convergen el rio San Carlos y la Quebrada de Coche.
Todos estos rios y quebradas nacen en las altas montafias que rodean la Colonia

Tovar.

3.8.5) Economia.

La economia de la region se basa en la agricultura, los colonieros se diseminaron
por los terrenos aledafios al valle cuando comenzoé el auge de la explotacién cafetera.
Luego el cultivo de sus legumbres, frutas y verduras consiguieron buen mercado en
Caracas y La Victoria. Se desarrolla una agricultura intensiva (horto-fruticultura) de alta

productividad y rentabilidad: flores, fresas, tomates, duraznos, ajos, melocotones y
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demés cultivos de clima templado. También se encuentran instalados talleres
artesanales de ceramica, fabricas de embutidos, galletas y dulces, industrias
cerveceras, conservas de alimentos (mermeladas, duraznos en almibar, entre otros.),
ademas de las actividades tradicionales agropecuarias que se traducen en la
comercializacién de hortalizas, frutas, flores, carne de cerdo y sus derivados, Tovar
también produce toneles de madera de calidad, que gozan de fama dentro y fuera de la

montana.

3.8.6) Empleo de pesticidas en laregion.

La Colonia de Tovar vive principalmente de la agricultura y del turismo, esta
agricultura es ejercida con intensidad al punto que estudios sociales y cientificos han
dado a conocer esta realidad [3,4] la aplicacién de este tipo de compuestos suele no
tener un control adecuado para evitar la contaminacion del medio ambiente y la posible
persistencia de este tipo de compuestos que pudiesen afectar la salud de los

consumidores de sus productos.

Actualmente los productores de campo de estas zonas suelen emplear los
pesticidas que encuentren en el mercado muchas veces emplean los pesticidas
equivocados para atacar cierto tipo de plagas debido a la mala asesoria de los
comerciantes, esto los ha llevado a aplicar cocteles de diversos pesticidas para tener
certeza de poder atacar un amplio espectro de las plagas. Esto aunado a la creencia
popular de que entre mas cantidades apliques mejor se puede encontrar residuos de
pesticidas en los productos destinados al consumo humano. Por estas razones se
decidi6é tomar una muestra proveniente de este lugar que sea representativa del mismo

y que haya sido expuesta a la aplicacion de pesticidas de forma continua.
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3.9) Muestreo por Codex Alimentarius.

En la zona de muestreo se recogen porciones de muestras que fueron expuestas
a diversos pesticidas, la idea es obtener una muestra representativa del lugar a la cual
se le aplicara los métodos de extraccidn estudiados para determinar si hay presencia o
no de residuos de pesticidas. El muestreo se lleva a cabo siguiendo las
recomendaciones establecidas por el codex alimentarius [22], para ello es necesario
tomar muestras elementales de un lote. Se define Se define como muestra elemental o
primaria una pequefia cantidad de fruto extraido de cualquier parte de un lote, siendo
lote una porcidn determinada de terreno donde se pretende muestrear y el cual supone
las mismas caracteristicas para cada producto de forma tal que cada producto individual
es representativo de cualquier otro en el mismo lote. Es importante determinar si el lote
tiene una delimitacion regular como por ejemplo un lote rectangular o si por el contrario
es de superficie irregular pues la forma de muestrear cada lote es distinta, la toma de
las muestras elementales debe ser al azar y en diferentes puntos y niveles del lote. A

continuacion se muestra un diagrama de como se debe realizar el muestreo en funcion

de la uniformidad del lote muestreado.

v 4 T + ' +
A A R &
] "v’ | ... Y "
R $TigY
4 < < "._. <= <4
Lotes uniformes Lotes no uniformes

Figura 4: Diagrama de cdmo se debe realizar el muestreo en funcién de la uniformidad

del lote muestreado.
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Una vez llevado a cabo el muestreo se debe realizar el informe de muestreo por

parte de la persona que tomé las muestras el cual debe contener:
v" Nombre de la persona que realiza el muestreo
v' Fechay hora de muestreo
v Lote y porcién del lote donde se esta muestreando
v" Numero de unidades tomadas
v/ Condiciones climaticas durante la toma de muestra

v' Cualquier otra observaciéon que se tenga a bien indicar

Después de realizar el muestreo primario se unen las muestras elementales para
conformar lo que se denomina una muestra global, esta ultima es homogenizada y de
alli se extrae una porciéon denominada muestra de laboratorio la cual es destinada para

los analisis pertinentes y que es representativa del lote muestreado.

3.10) Pesticidas a Estudiar.

Se presenta a continuacion las propiedades fisicas y quimicas de los pesticidas a
estudiar asi como sus caracteristicas toxicologicas [42], para llevar a cabo el estudio se
seleccioné dos pesticidas de la familia de los organoclorados: el Heptacloro y el Aldrin 'y

dos pesticidas de la familia de los organofosforados: el Metilparation y el Malation.
3.10.1) Metilparation.

El Metilparation es un pesticida de la familia de los organofosforados, se emplea
en el combate de diversas plagas, entre las que destaca: hormigas, piojos, termitas y

otras plagas similares. Se presenta a continuacion informacion acerca de las
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propiedades fisicas y quimicas mas importantes para este compuesto asi como su
estructura, se hace referencia también a las propiedades toxicoldgicas tanto para el
ambiente como para los seres humanos, la tabla 5 muestra las propiedades fisicas y

guimicas asi como las caracteristicas toxicol6gicas para esta sustancia .

Tabla 5: caracteristicas, propiedades fisicas y quimicas del Metilparation.

Nombre IUPAC 0,0-Dimetil -O-4-nitrofenilfosforotioato
Formula Condensada CgH10NOsPS
Peso Molecular 263,21
Punto de fusion 35-38°C
Punto de ebullicion 119°C
Densidad 1,36g/ml
Solubilidad en agua 50mg/L
Presion de Vapor 0,13 Paa 25°C
. _ Baja, metil paraoxono como producto de
Persistencia »
degradacion
Nombres comerciales Metil niran; Metiltiofos; Metron; Nitrox;
D.
N+
=
o= ﬁ
CHs
P/
~ \ O
O
0o—=CHg

Figura 5: Estructura quimica del Metilparation
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Peligros y riesgos conocidos respecto a la salud humana: El Metilparation es un
pesticida con una alta toxicidad aunque una baja persistencia, su ingreso en cuerpo
humano ocurre por inhalacién e ingestién principalmente y por absorcion dérmica en
menor grado. La exposicidn continua a dosis elevadas del producto puede ser fatal para
el ser humano. Una persona que esta intoxicada con Metilparatibn puede presentar
diversos sintomas como: goteo de nariz, tos, molestias al pecho, falta de respiracion y
fluidos en los bronquios.

El envenenamiento grave por cualquier via afecta el sistema nervioso central,
produciendo incoordinacion, alteracion en el habla, pérdida de reflejos, debilidad, fatiga,
contracciones involuntarias de los musculos, temblores de la lengua o de los parpados,
y finalmente paralisis de las extremidades y de los musculos respiratorios. Otros efectos
son defecacion y urinacion involuntarias, psicosis, ritmo cardiaco irregular,
inconsciencia, convulsiones y coma. La muerte puede ser causada por fallo respiratorio
0 paro cardiaco. Una exposicion repetida o prolongada a niveles moderados por
ejemplo, entre los trabajadores de una fabrica, puede resultar en problemas de
memoria y de concentracion, desorientacion, depresion, irritabilidad, pesadillas,
sonambulismo y somnolencia o insomnio. Las personas que manipulan cantidades de
Metilparation concentrado estan a alto riesgo. La exposicion para los trabajadores
agricolas puede ocurrir durante el mezclado, rociado o aplicacion; durante la limpieza o

reparacion de los equipos o entrando de nuevo en los campos que han sido rociados.

Peligros y riesgos conocidos respecto al ambiente: El Metilparation tiene una baja
persistencia en el ambiente, no es bioacumulable y no se transfiere a través de la
cadena alimentaria, esto es una ventaja indudable para el ambiente pues el mismo es
degradado rapidamente bien sea por si mismo o por algunos microorganismos y otras
formas de vida. Es probable que cause dafios a ecosistemas en casos de fuerte sobre
exposicidn resultante del uso indebido o de derrames accidentales. También puede ser

transportado por insectos polinizadores y otros organismos que estan a riesgo del
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rociado con Metilparation. La sustancia es muy toxica para los organismos acuaticos

por lo tanto la contaminacion de aguas debe ser evitada.

3.10.2) Heptacloro.

El Heptacloro es un pesticida de la familia de los organoclorados, esta restringido
en muchos paises debido a su alta persistencia, se ha empleado tradicionalmente como
insecticida de suelos para el control de insectos principalmente. Se presenta a
continuacién informacion acerca de las propiedades fisicas y quimicas mas importantes
para este compuesto asi como su estructura, se hace referencia también a las
propiedades toxicoldgicas tanto para el ambiente como para los seres humanos, la
tabla 6 muestra las propiedades fisicas y quimicas asi como las caracteristicas

toxicoldgicas para esta sustancia.

Tabla 6: caracteristicas, propiedades fisicas y quimicas del Heptacloro.

Nombre IUPAC 1,4,5,6,7,8,8-heptacloro-3a,4,7,7a-
tetrahidro-4,7-metanoindeno
Formula Condensada CioHsCl7
Peso Molecular 373,3 g/mol
Punto de fusion 95-96°C
Punto de ebullicion 160°C
Densidad 1,58 g/mla25°C
Solubilidad en agua 0,056 mg/L a 25°C
Presion de Vapor 0,053Pa a 25°C
Persistencia Muy alta
Nombres comerciales Aahepta, Basaklor, Drinox, Heptagran,
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Figura 6: Estructura quimica del Heptacloro

Peligros y riesgos conocidos respecto a la salud humana: El Heptacloro es un
compuesto organico persistente y toxico para los humanos, es bioacumulable en el
organismo por lo que la exposicion prolongada es la que causa mayores efectos
negativos. Los sintomas de sobreexposicion al Heptacloro incluyen, hiperexcitacion del
sistema nervioso central y dafios al higado. Estudios en trabajadores y rociadores de
Heptacloro han demostrado significantes incrementos de muertes por enfermedades
cerebro vascular ECV. Se ha encontrado que el Heptacloro tiene efectos significativos
en la progesterona y en los niveles de estrogeno en ratas de laboratorio por o que se
sospecha que puede tener efectos teratdgenos y de fertilidad. De preocupacion
particular es su demostrada respuesta carcinogénica en roedores de laboratorio y su
potencial impacto para la salud humana por la difundida contaminacién medioambiental

en la cadena alimentaria.

Peligros y riesgos conocidos respecto al medio ambiente: El Heptacloro es un
compuesto altamente persistente esta sujeto a transporte de largo alcance posee una

alta toxicidad para las especies animales especialmente las acuaticas. La caracteristica
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del Heptacloro para bioacumular podria producir efectos crénicos secundarios en
organismos expuestos y posible biomagnificacion en la cadena alimentaria, por tanto
sus implicaciones negativas al medio ambiente son tan delicadas que este compuesto
se ha restringido su uso en la mayoria de los paises. El Heptacloro posee dobles
enlaces los cuales son susceptibles a la adicién de oxigeno por tanto su forma epodxida
tiene mayor persistencia teniendo una desintegracion media de aproximadamente 250
dias en algunos sitios se han detectado cantidades minimas de este compuesto en el
suelo de 14 a 16 afios después de la aplicacion, debido a su prolongado periodo de
permanencia, incluso una baja movilidad puede dar como resultado un movimiento
apreciable; por ello cabe considerar que el Heptacloro y su metabolito, el epoxido de
Heptacloro, plantean un riesgo de contaminacion de las aguas subterraneas con el

tiempo.

3.10.3) Malation.

El Malation es un pesticida sintético de la familia de los organofosforados, es un
compuesto poco persistente pero de una toxicidad aguda, se ha empleado
principalmente para combatir piojos en humanos y pulgas en animales domésticos,
también se ha empleado para combatir mosquitos y la mosca de fruta que afectan los
sembradios. En la siguiente tabla se muestra las propiedades fisicas y quimicas mas
importantes para este compuesto, posteriormente se muestra su estructura quimica y
se hace referencia también a las propiedades toxicolégicas tanto para el ambiente
como para los seres humanos, la tabla 7 muestra las propiedades fisicas y quimicas asi

como las caracteristicas toxicologicas para este compuesto .
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Tabla 7: caracteristicas, propiedades fisicas y quimicas del Malation.

S-1,2-bis-(etoxi-carbonil)-etil -O,0O-dimetil-
Nombre IUPAC

ditiofosfato

Formula Condensada C10H1906PS>
Peso Molecular 330,36 g/mol
Punto de fusion 3°C

Punto de ebullicion 156-157°C
Densidad 1,23 g/cm® a 25°C

Solubilidad en agua 145 mg/L a 25°C:

Presion de Vapor 0,016Pa a 25°C

) ) Baja, malaoxono como producto de
Persistencia

degradacion

Nombres comerciales Afrathion-50, Malafin 50, Malafor 50,
O
S AN
HaCO || e CHs
P O CH3
HsCO” S ~N7
O

Figura 7: estructura quimica del Malation
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Peligros y riesgos conocidos respecto a la salud humana: El Malatibn es un
neurotéxico con una toxicidad aguda que afecta al sistema nervioso central inhibiendo
la acciébn de la enzima acetilcolinesterasa, no se acumula en el organismo
degradandose una vez que ingresa en el. El Malation ingresa al organismo
principalmente a través de la respiracion y la via cutéanea, siendo absorbido a traves del
intestino, puede ingresar al organismo como residuo contenido en las alimentos como
cereales, legumbres y verduras que han sido cultivados en tierras tratadas con este
compuesto. Esta via es importante, razon por la cual tanto la OMS como la FAO y la
Comunidad Europea publicaron recomendaciones sobre concentraciones residuales

admisibles.

Las intoxicaciones agudas se manifiestan en subitos accesos de transpiracion,
abundante secrecion de saliva, diarrea, bronquitis, infarto al miocardio y coma. La
muerte sobreviene por paro respiratorio en caso de complicaciones. Aunque no se
dispone de datos concluyentes sobre la teratogeneidad y la accién sobre la fertilidad del
Malation se ha detectado que el mismo puede producir alteracion de los genes y de los
cromosomas humanos pueden provocar numerosos trastornos organicos, entre ellos
cancer. Debido a que el Malatién tiene una toxicidad aguda sin acumularse los peores
casos de intoxicacion ocurren cuando hay sobreexposicion al compuesto como en

casos ocupacionales.

Peligros y riesgos conocidos respecto al ambiente: El Malation llega a la atmdsfera
debido principalmente a los procedimientos de aplicacion utilizados en agricultura.
Después de su aplicacidén se detecta su presencia en el aire sobre las areas agricolas
tratadas, esto causa que pueda ser trasladado grandes distancias dependiendo de los
factores ambientales como viento y humedad. En cuanto a su accion sobre la fauna, el

Malation se degrada dentro de las 24 horas y es expulsado por via urinaria, esto se
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demostré en ensayos con gallinas y vacas. Su accién sobre ambientes acuaticos es
delicada, el tiempo medio para la descomposicion quimica en el agua es de unos 11
dias y depende del pH, donde se determind que su degradacion se favorece a valores
de pH basicos. EI compuesto de degradacién principal del Malatibn se obtiene por
oxidacion del mismo y se llama malaoxono, de la hidrdlisis resultan, ademas, derivados
del &cido succinico y de otros acidos carboxilicos, asi como acido fosfoérico y O,0O-
dimetiltiofosférico.

El Malation en los suelos se degrada rapidamente debido a la actividad de
bacterias presentes formando diversos compuestos entre ellos el acido malation
monocarboxilico, acido malation dicarboxilico y diversos fosfotionatos como resultado
de la descomposicion de la carboxilesterasa. Ademas, la actividad de la enzima
fosfatasa produce dimetil malation, fosfomonotionatos y fosfoditionatos, acido 4-carbono
dicarboxilico y los etilésteres correspondientes. Los casos de contaminacion de aguas
subterraneas son poco comunes debido principalmente a que el Malation es degradado

en el suelo antes de llegar a ellas.

3.10.4) Aldrin.

El Aldrin es un pesticida de la familia de los organoclorados, con una alta
persistencia, este pesticida ademas de emplearse como insecticida se emplea para
combatir diversos hongos que causan enfermedades en las plantas. Se presenta a
continuacioén informacion acerca de las propiedades fisicas y quimicas mas importantes
para este compuesto asi como su estructura, se hace referencia también a las
propiedades toxicolégicas tanto para el ambiente como para los seres humanos, la
tabla 8 muestra las propiedades fisicas y quimicas asi como las caracteristicas

toxicoldgicas para este compuesto.
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Tabla 8: caracteristicas, propiedades fisicas y quimicas del Aldrin.

Nombre IUPAC 1,2,3,4,10,10-hexacloro-1,2,40,5,8,8a-
hexahidro-1,4-endo,exo-5,8-dimetanonaftalina
Formula Condensada C12HgClg
Peso Molecular 364,7 g/mol
Punto de fusion 104°C
Punto de ebullicion 145°C
Densidad 1,54°C
Solubilidad en agua 0,027 mg/L
Presion de Vapor 0,0086Pa a 25°C
Persistencia Muy alta
Nombres comerciales Aldrec®, Aldrex®, Drinox®, Octalene®,

Cl Cl

I
CCI

Cl cl

Figura 8: Estructura quimica del Aldrin
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Peligros y riesgos conocidos respecto a la salud humana: La exposicién al Aldrin
ocurre principalmente al comer alimentos contaminados, tales como tubérculos
comestibles, pescados o mariscos. El Aldrin se acumula en el cuerpo si hay
sobreexposicibn o exposicion continua y puede perjudicar el sistema nervioso.
Personas que han ingerido intencionalmente o accidentalmente cantidades grandes de
Aldrin han sufrido convulsiones y algunas fallecieron por complicaciones asociadas.
Efectos sobre la salud también pueden ocurrir después de un periodo de exposicion
prolongado a cantidades debido a sus propiedades de bioacumulacion. Algunos
trabajadores expuestos por largo tiempo a niveles moderados en el aire experimentaron
por largo tiempo diversos sintomas como dolores de cabeza, mareo, irritabilidad,
vomitos y movimientos musculares sin control. Los trabajadores que fueron removidos

de la fuente de exposicion se recuperaron rapidamente de la mayoria de estos efectos.

Peligros y riesgos conocidos respecto al ambiente: El Aldrin es estable por largos
periodos de tiempo presentando -caracteristicas conocidas como liposolubilidad,
bioacumulacion y persistencia en el medio ambiente por tanto se clasifica como
Contaminante Organico Persistente (COP), ademas puede ser transportado a grandes
distancias por via atmosférica. Por estas razones su uso esta restringido en gran parte
del mundo. El Aldrin tiene aplicaciones como insecticida de amplio espectro para
proteccion de cultivos y contra termitas, gusanos, escarabajos, saltamontes, entre
otros. También en las semillas de arroz y contra infestaciones de hormigas y termitas en
estructuras de madera. El Dieldrin es el producto de degradacion principal del Aldrin,

aunque también puede encontrarse comercialmente como ingrediente activo.

Se ha encontrado que el Aldrin es fotosensible aunque su degradacion es lenta y
se degrada a otros productos que también persisten en el ambiente fijandose
firmemente en el suelo y haciendo que algunas plantas lo almacenen, los productos de
esta transformacion se denominan generalmente “fotoaldrin® y “fotodieldrin® y para

algunas especies pueden ser mas téxicos que los compuestos originales.
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Los animales expuestos a cantidades altas de Aldrin también sufrieron efectos
del sistema nervioso. En animales, la exposicion oral prolongada a niveles mas bajos
también afect6 el higado y disminuy6 su capacidad para combatir infecciones. Hasta el
presente no se ha logrado extrapolar estos resultados para determinar si el Aldrin
perjudica la capacidad de seres humanos para combatir enfermedades. Asi mismo los
estudios en animales han proporcionado resultados contradictorios acerca de si el
Aldrin perjudica la reproduccion en machos o si esta sustancia puede alterar del alguna
forma los espermatozoides, por tanto la influencia del Aldrin sobre la reproduccion de
los seres humanos no ha sido establecida.

Las Normas internacionales para el agua potable de la OMS sugirieron que la
contribucion de los residuos de plaguicidas que puede haber en sistemas de
abastecimiento de agua comunitarios a la ingesta diaria total de plaguicidas por la
poblacién abastecida es minima. Como el Aldrin es poco soluble en agua las
contaminaciones graves pueden ocurrir por derrames de altas cantidades de este

compuesto en fuentes de agua.

3.11) Herramientas estadisticas para la comparacion de resultados.

Evaluar como las condiciones experimentales influyen en cada método de
extraccion no es tarea sencilla, estas condiciones de forma individual pueden influir
claramente hacia una direccion en los resultados del experimento, sin embargo la
interaccién simultanea de cada condicion dan respuestas que no son del todo claras.
Para solucionar este inconveniente se puede aplicar una herramienta estadistica

denominada disefio de andlisis factorial o simplemente disefio factorial.
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3.11.1) Disefio de experimento por analisis factorial.

El disefio factorial es uno de los disefios experimentales mas empleados para
establecer efectos de diferentes variables sobre la respuesta del sistema. En un disefio
factorial los efectos de un numero de variables experimentales (llamadas factores) son
investigados simultaneamente. Las experiencias consisten en todas las posibles
combinaciones de los niveles de los diferentes factores, entendiéndose por niveles los
valores que toman las diferentes variables. En muchas técnicas analiticas la respuesta
del sistema de medida depende de una variedad de factores experimentales bajo el
control del operador, sera necesario pues establecer cuales son los niveles Optimos
para cada factor este proceso se conoce como optimizacion. La efectividad de este
disefio radica en que todas las observaciones dan informacion sobre todos los factores
en el experimento, y ademas permite determinar si hay interaccion entre factores,

evitando asi conclusiones erréneas [43].

En este estudio se emplea el disefio de analisis factorial como una herramienta
para determinar los factores que afectan significativamente los métodos de extraccion, y
asi establecer cuales son las condiciones experimentales optimas para la extraccion de
cada pesticida. Para este estudio hay tres factores a evaluar: tiempo, temperatura y
concentracion afiadida. Cada factor puede tomar dos valores por tanto hay dos niveles

para cada factor.

3.12) Limites maximos residuales.

Los limites maximos residuales (LMR) son las maximas cantidades de algun
pesticida que pueden ser encontrados en una matriz determinada los LMR pueden
variar de acuerdo a la legislacién que se tome en cuenta y esta depende directamente
del area geogréafica de estudio, a continuacion se presenta una tabla donde se

especifican los limites maximos residuales para los pesticidas estudiados en fresas, la
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matriz estudiada. Los LMR aqui presentados son se clasifican segun tres normativas: el
codex alimentarius normativa de la FAO [44], la norma estadounidense establecida por
la Enviromental Protection Agency (EPA) [45] y la europea establecida por la Union
Europea (UE) [46].

Tabla 9: Limites Maximos Residuales para los compuestos estudiados en fresas.

Codex Alimentarius
Compuesto Norma EPA (mg/Kg) | Norma UE (mg/Kg)
(mg/Kg)
Metilparation 5 1 0,02
Heptacloro 0,2 1 0,01
Malation 1 8 0,02
Aldrin 0,2 1 0,01

3.13) Legislacion y normativa relacionada con el empleo de pesticidas en la

Republica Bolivariana de Venezuela.

La manipulacion de pesticidas puede ocasionar dafios ecoldgicos, ambientales,
sociales y de salud a los seres humanos, por lo que se ha establecido un marco legal
bastante amplio en lo que respecta al empleo de este tipo de productos a nivel mundial.
Organismos internacionales como la FAO y la OMS han establecidos criterios para
restringir el uso y aplicacion de pesticidas, de alli nacen la regulacién internacional bajo
la figura de convenios los cuales son de obligatorio cumplimiento para los paises
signatarios. Asi mismo se ha establecido normativas a nivel nacional con el fin de
particularizar la regulacion al territorio venezolano. A continuacion se listan la normativa

tanto internacional como Nacional que debe cumplir la Republica Bolivariana de
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Venezuela en el marco de produccion comercializacion, utilizacion y disposicion de

pesticidas [47].
3.13.1) Legislacion internacional.

Los convenios internacionales relativos a sustancias quimicas peligrosas forman parte
de la legislacion venezolana bajo la figura de ley aprobatoria [56], los convenios
internacionales cuya suscripcion sigue vigente por parte de la Republica Bolivariana de

Venezuela son:

Codex Alimentarius: y mas especificamente el Comité del Codex sobre Residuos de
Plaguicidas, es una guia sobre el manejo de pesticidas establecida por la FAO y la
OMS para el cumplimiento de los paises signatarios.

Protocolo de Montreal: relativo a las sustancias que agotan la capa de ozono

Venezuela se adhirid al protocolo en 1987 pero entro en vigor en 1989.

Convenio de Rotterdam: “sobre el Procedimiento de Consentimiento Fundamentales
Previo a Ciertos Plaguicidas y Productos Quimicos Peligrosos Objeto de Comercio
Internacional”, Ratificado por la Republica de Venezuela bajo la figura de Ley

aprobatoria desde el 06 de mayo de 2004

Convenio de Estocolmo: relativo a los Contaminantes Organicos Persistentes es

aprobado por Venezuela el 22 de julio de 2003.
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Convenio de Basilea: sobre el Control de Movimientos Transfronterizos de los
Desechos Peligrosos y su Eliminacion. Aprobado el 22 de marzo de 1989, ONU. Gaceta
Oficial de la Republica de Venezuela No. 36.396 del 16 de Febrero de 1998.

3.13.2) Legislacion nacional.

Constitucion de la Republica Bolivariana de Venezuela: Capitulo IX de los derechos
ambientales -Articulo 129 - Todas las actividades susceptibles de generar dafios a los
ecosistemas deben ser previamente acompafiadas de estudios de impacto ambiental y
socio cultural. Gaceta Oficial de la Republica de Bolivariana de Venezuela No. 36.860
del 30 de Diciembre de 1999.

Ley Organica del Ambiente: “Tiene por objeto establecer las disposiciones y
desarrollar los principios rectores para la gestion del ambiente en el marco del
desarrollo sustentable como derecho y deber fundamental del Estado y de la sociedad,
para contribuir a la seguridad del Estado y al logro del maximo bienestar de la poblacion
y al sostenimiento del planeta en interés de la humanidad”. De igual forma establece las
normas que desarrollan las garantias y derechos constitucionales a un ambiente
seguro, sano y ecolégicamente equilibrado. Gaceta Oficial de la Republica de
Bolivariana de Venezuela Extraordinaria No. 5.833 del 22 de Diciembre de 2006.
(Deroga la Ley Orgéanica del Ambiente publicada en Gaceta Oficial de la Republica de
Venezuela No. 31.004 del 16 de Junio de 1976).

Ley Penal del Ambiente: Tiene por objeto tipificar como delitos, aquellos hechos que
violen las disposiciones relativas a la conservacion, defensa y mejoramiento del

ambiente y establece las sanciones penales correspondientes. Asimismo, determina las
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medidas precautelativas de restitucion y de reparacion a que haya lugar. Gaceta Oficial
de la Republica de Venezuela No. 4.358 Extraordinario del 03 de Enero de 1992.

Ley sobre Sustancias, Materiales y Desechos Peligrosos. La Ley tiene por objeto
establecer las normas para el uso, manejo, transporte y almacenamiento y la
disposicion final de las sustancias y desechos peligrosos que en ella se regulan, a fin de
proteger el ambiente y la salud. Gaceta Oficial de la Republica Bolivariana de
Venezuela No. 5.554 Extraordinario del 13 de Noviembre de 2001.

Ley de Salud Agricola Integral: tiene por objeto garantizar la salud agricola integral.
Se entiende por salud agricola integral la salud primaria de animales, vegetales,
productos y subproductos de ambos origenes, suelo, aguas, aire, personas y la
estrecha relacion entre cada uno de ellos, incorporando principios de la ciencia
agroecologica que promuevan la seguridad y soberania alimentaria, y la participacion
popular, a traves de la formulacién, ejecucion y control de politicas, planes y programas
para la prevencion, control y erradicacion de plagas y enfermedades. Decreto N° 6.129,
con Rango, Valor y Fuerza de Ley de Salud Agricola Integral. Gaceta Oficial de la

Republica Bolivariana de Venezuela 31 de julio de 2008

Decreto Presidencial N° 1.847 Reglamento General de Plaguicidas: Este
reglamento es la norma especifica venezolana vigente en materia de plaguicidas, esta
constituido por cuarenta y tres articulos organizados en siete capitulos y tiene por
objeto la regulacién, el control y la vigilancia en la fabricacion, formulacion,
comercializacion y utilizaciéon de los plaguicidas, de acuerdo a las normas establecidas
por los organismos competentes. Gaceta Oficial de la Republica de Venezuela No.
34.877 del 08 de Enero de 1992.
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Normas sobre Evaluacion Ambiental de Actividades Susceptibles de Degradar el
Ambiente: Decreto No. 1.257 de fecha 13-03-96, Gaceta Oficial de la Republica de
Venezuela No. 35.946 del 25 de Abril de 1996. (Se deroga el Decreto No. 2.213 de
fecha 24-04-92, publicado en la Gaceta Oficial de la Republica de Venezuela No. 4.418
Extraordinario del 27 de Abril de 1992).

Normas de la Comisién Venezolana de Normas Industriales COVENIN:
Norma 1106:1995 sobre clasificacion de plaguicidas
Norma 965-82 sobre definicion de plaguicidas.

Norma 2846-93 Evaluacion toxicologica de plaguicidas.

A pesar de todas las leyes convenios y decretos que existen fuentes
periodisticas y cientificas exponen que en Venezuela se emplean pesticidas
restringidos y que sus residuos estan presentes en alimentos de consumo humano sin

ninguna regulacion [54]
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4) ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Diversas son las determinaciones de pesticidas que se han llevado a cabo en
distintas matrices empleando diferentes métodos de extraccién y analisis. A
continuacién se detallan las investigaciones que tienen mayor relevancia con el

presente trabajo de investigacion.
4.1) Antecedentes Internacionales.

Pylypiw y cols. (1997) [48]: Estudiaron la viabilidad de la aplicacion de la técnica de
extraccion asistida por microondas para la determinacion de residuos de siete
pesticidas (Dactal, Clorpirifos, Chlorothalonil, Diazinon, Permethrin, Metoxychlor y
Azinfos metilo) en distintas matrices de alimentos como tomate y lechuga provenientes
de cultivos locales de Connecticut en Estados Unidos, compararon estos resultados con
el método de extraccion Blender el cual consiste en agitar la muestra con un solvente
de extraccion. Como resultado se encontro que la MAE tiene dependencia directa tanto
de la matriz como de los pesticidas que se estan analizando, por lo que sugirieron que
debe haber una optimizacion individual dependiendo de la matriz y del pesticida

analizado.

Annastasiadess y cols. (2003) [38]: Anasstasiadess y su equipo internacional lograron
establecer un método para el andlisis multiresidual de pesticidas, como resultado de
una ardua investigacion para evitar los inconvenientes que surgen cuando una misma
matriz posee varios compuestos, el mismo resultd ser sencillo y efectivo en
comparacion con otros de la época. Al método lo denominaron QUEChERS que resulta
de las palabras en ingles Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe, que significan:
facil, barato, efectivo, robusto y seguro. Para ello evaluaron un amplio rango de
pesticidas incluyendo compuestos muy polares y otros basicos como Metamidofos,
Acefato, Metoato, Imazil y Tiabendazol los cuales fueron extraidos de matrices de frutos
y vegetales. Lograron porcentajes de recuperacién que variaron entre un 85% y un

101% y un coeficiente de varianza menor a 5%.
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Lethotay y cols. (2005) [49]: Validaron un método para la determinacion de 229
pesticidas usando como técnicas de andlisis la cromatografia de gases con
espectrometria de masas y la cromatografia de liquidos espectrometria de masas para
el instituto Holandés de alimentos. Se emple6 como matriz muestras de lechuga y
naranjas contaminadas en un rango de 10-100ng/g de cada pesticida y como método
de extraccion el método QUEChERS con modificaciones al método original. Para
cuantificar emplearon como estandar interno trifenilfosfato y Etoprofos. Se obtuvo un
porcentaje de recuperacion entre 70 y 110% para la mayoria de los analitos y en
términos de reproducibilidad se obtuvo un Coeficiente de variacion (CV) <10%.

Plaza y cols. (2007) [50]: Disefiaron un método para validar la determinacion
simultdnea de 151 residuos de pesticidas en fresas las cuales fueron adquiridas en
supermercados de la ciudad de Almeria Espafa, para ello emplearon la técnica de
cromatografia de gases con detector de masas de triple cuadropolo, la deteccion
incluyo pesticidas del tipo organoclorados, organofosforados, carbamatos piretoides,
triazoles y dicarboximidas. Para llevar a cabo el estudio se emple6 el método de
extraccion QUEChERS obteniendo porcentajes de recuperacion que variaron entre 70 y
110% y la precision expresada como CV fue menor de 18% para todos los compuestos,
la linealidad fue estudiada en el rango de 10 — 200 pg/Kg obteniendose coeficientes de
correlacion R? mayor a 0,98 en todos los casos y los valores de LOD y LOQ fueron 4
Mo/Kg vy 10 upg/Kg, respectivamente. Concluyeron que tanto las caracteristicas del
método y los resultados obtenidos lo hacian util para determinaciones de rutina de

residuos de pesticidas en el laboratorio.

Tan y Chai (2010) [51]: Estos investigadores Malasios establecieron pardmetros
especificos para el tratamiento de muestras de alimentos, para determinar pesticidas a
nivel de residuos empleando técnicas cromatograficas, que generen resultados

reproducibles y exactos. Para ello estudiaron distintas técnicas de extraccion como la
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liquido-liquido (LLE), extraccion en fase soélida (SPE), microextraccion en fase soélida
(SPME), dispersion en fase sélida de matriz (MSPD), microextraccion dispersiva liquido-
liquido (DLLME), extraccion absortiva de agitador magnético (SBSE), microextraccion
en gota (SDME), extraccion de Fluidos presurizados (PFE), extraccion asistida por
microondas (MAE) y extraccion de fluidos supercriticos (SFE). Los resultados obtenidos
fueron mejores para las distintas extracciones en fase soélida en términos de
recuperacion de analito, limites de deteccion y limites de cuantificacion. Les siguieron
las técnicas MAE y SFE en ultimo lugar se ubicaron las demas técnicas.

4.2) Antecedentes Nacionales.

lzquierdo y cols. (2004) [52]: Estos investigadores de la Universidad del Zulia
estudiaron la presencia de residuos organoclorados en formulas infantiles de marca
nacional e internacional a través de la técnica de cromatografia de gases con detector
de captura de electrones ECD. Encontraron que el residuo mas frecuente fue de Endrin
el cual estaba presente en un 55% de las muestras, les seguian el DDT (37,5%),
Heptacloro (35%), Aldrin (30%), Lindano (25%) y en menor frecuencia se encontr6 el
Clordano 7,5%. También especifican que todas las muestras de caracter nacional
sobrepasaron los limites maximos residuales establecidos por la FAO y la OMS excepto
para los pesticidas DDT y BHC, mientras que en las muestras importadas superaron los

limites los pesticidas Lindano, Dieldrin, Endrin y Heptacloro.

Pierre y Betancourt (2007) [53]: Evaluaron el manejo de pesticidas y la acumulacion
de residuos organoclorados y organofosforados en cebollas provenientes del Valle de
Quibor en el estado Lara. Emplearon para la determinacién cromatografia de gases con
detector de capturas de electrones (EDC) para los pesticidas organoclorados y detector
fotométrico de llama (FDP) para los organofosforados. Encontraron que la mayoria de
los residuos pertenecian a la familia de los organofosforados, les seguia los

organoclorados y los carbamatos, obteniendo niveles superiores a los establecidos en

57



FACULTAD DE CIENCIAS CENTRO DE QUIMICA . .
ESCUELA DE QUIMICA LABORATORIO DE QUIMICA ANALITICA
CENTRO DE QUIMICA ANALITICA

ucv gs IvVIC

la normativa internacional para los pesticidas Clorpirifos (hasta 0,02 mg/Kg) y Butacloro
(hasta 1,86 mg/Kg). Aunque en este trabajo no se evaluaron parametros analiticos
como LOD, LOQ o porcentajes de recuperacion, los autores concluyeron que, si bien se
encontraron residuos de los pesticidas todos salvo los dos anteriores se encontraban en
concentraciones seguras establecidas por la FAO y la EPA y que existe una relacion
directa entre el uso inadecuado de los pesticidas y la acumulacion de sus residuos en el
cultivo de cebolla.

Ettiene y cols. (2008) [54]: Optimizaron y validaron un método analitico para la
extraccion y limpieza de residuos de insecticidas organofosforados (Diazinon, Malation,
Paration, Disulfoton, Fenitrotion, Fenclorfos, Clorfenvinfos, y Metidation) en cebollin
(Allium fistulosum L.) y cilantro (Coriandrum sativum L.) provenientes de supermercados
de la ciudad de Maracaibo estado Zulia. La cuantificacion se realiz0 empleando
cromatografia de gases capilar (CGC) con detector selectivo nitrogeno- fésforo NPD y la
purificacion con extraccion en fase solida. Calcularon los porcentajes de recuperacion
para cada compuesto evaluando la eficiencia del método. Condicionaron 4g de muestra
de cada matriz, libre de residuos de insecticidas, una concentracion conocida de los
compuestos organofosforados (0,2-10 pg.g*). La fase soélida carbén activado/florisil
(200:700mg), permitio la obtencién de altos porcentajes de recuperacion (96-105%) y
extractos limpios. EI método de extraccidn propuesto mostréO una alta precision en
términos de repetibilidad y reproducibilidad (RSD <3%) y bajos limites de deteccion
(0,0061-0,020 pg.g™). Concluyeron que el método cumplié los objetivos planteados en
la etapa de extraccion y limpieza ya que se obtuvo Optimos porcentajes de recuperacion

para todos los compuestos en las dos matrices evaluadas.

En los antecedentes descritos anteriormente se puede apreciar que la
determinacién de pesticidas se lleva a cabo exclusivamente en diversas matrices de

alimentos, esto se desprende de la preocupacion cada vez mas acentuada por parte de
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Los métodos de extraccion empleados son numerosos sin embargo en todos los casos
se recurrié a técnicas de cromatografia de gases (GC) y cromatografia liquida (HPLC)
acoplado a diversos detectores, estas técnicas proveen un analisis confiable inclusive a
niveles trazas, lo que es comun en residuos de pesticidas en alimentos. La variedad de
pesticidas que estudiaron estos investigadores fue amplia sin embargo se nota la
recurrencia de ciertos pesticidas como el DDT, Aldrin, Malation, Paratiéon, BHC entre
otros. Los resultados de precision y exactitud que se obtuvieron dependen en gran
medida, de los procesos aplicados en el tratamiento de la muestra lo cual se asocia a

los distintos tipos de matrices. La tabla 10 muestra un resumen para los antecedentes
descritos.

Tabla 10: Resumen de las investigaciones expuestas en los antecedentes a la

investigacion.

Antecedente Tipo de Metodo.(?e Tecn,lc_:a.de Resultados
Muestra extraccion Analisis
MAE mejor que Blender, los
. Tomate y Blender Y ) parametros de MAE se deben
Pylypiw y cols. lechuga MAE GC-ECD optimizar individualmente para
cada pesticida
: Diversas .
Annastasiadess Recuperacion entre 85-110%,
y cols. frutas y QUEChERS GC-MS CV<5%
vegetales
Lechugay GC-MSy Recuperacién entre 70-110%,
Lethotay y cols. Naranjas QUEChERS HPLC-MS C\V<10%
Recuperacién entre 70-110%,
Plazay cols. Fresas QUEChERS GC-MS CV<18%
. GCyHPLC . .
Tany Chai D_|versos MAE SPE vy con diversos SPE mejor que MAE y esta mejor
alimentos otros gue las demas
detectores
Formulas Presencia de los pesticidas DDT,
Izquierdo y cols. . . LLE GC-ECD Aldrin, Heptacloro, Lindano y
infantiles
Clordano
. . | Solo los pesticidas Clorpirifos y
B(EPtIaerI;I;:eO{j t Cebollas LLE GC EIEI[[))Py GC Butacloro estaban por encima de
los limites de la FAOy EPA
. Cebolliny Recuperaciéon entre 96-105%,
Ettieney col. Gilantro SPE CGC-NPD CV<18%
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5) OBJETIVOS

5.1) Objetivo general:

Comparar los métodos de extraccibon QUECHERS y extraccion asistida por
microondas (MAE) en términos de calidad de los parametros analiticos para la
determinacién de pesticidas organoclorados y organofosforados en fresas,
empleando como técnica de deteccion la cromatografia de gases con

espectrometria de masas.

5.2) Objetivos especificos:

v/ Obtener una muestra representativa para el estudio.

v' Evaluar parametros analiticos como rango lineal, rango dinamico, limites de

deteccion, limites de cuantificacion y sensibilidad de la técnica empleada.

v' Optimizar las variables analiticas de los métodos de extraccion propuestos.
v' Comparar ambos métodos de extraccién en términos de precision y exactitud

para la determinacion de los pesticidas de interés.

v Identificar si hay presencia de los pesticidas estudiados en la muestra de fresas.
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6) METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1) Instrumentacion y accesorios.

6.1.1) Instrumentacion.

» Para la extraccion asistida por microondas se uso un equipo de radiacion

microondas marca CEM modelo Mars5 de control programable y con
potencia maxima de 1200Watts.

Para el analisis de las muestras se empleo un cromatografo de gases con

deteccion de masas marca Agilent Technologies ® modelo 7890A.

La columna empleada en el cromatografo fue una columna capilar marca
Agilent Technologies ® catalogo 190915-433 HP-SMS longitud 30m

diametro 0,25mm recubrimiento 0,25um.

La separacion cromatografica fue llevada a cabo bajo los siguientes

parametros experimentales.

Temperatura del inyector: 250°C
Tiempo total de corrida: 23,7min

Volumen de Inyeccion: 1L

El programa térmico utilizado para la separacion de los diferentes pesticidas se muestra

en la tabla 11
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Tabla 11: Programa térmico del horno cromatogréfico para la separacion de los

pesticidas.
Incremento (°C/min) Temperatura (°C) Tiempo (min)
0 80 2,50
20 175 1
10 245 1
20 295 5

En la figura 9 se muestra graficamente el programa térmico antes mencionado para una

mejor visualizacion

Programa térmico del horno cromatografico

350

300
@)
— 250 /
E /
S5 200
§ /
o 150
= e
£ 100
|_

50

0
0 5 10 15 20 25
Tiempo (min)

Figura 9: Programa térmico del horno cromatografico para la separacién de

los pesticidas
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>

>

La deteccidén se llevo a cabo empleando un detector de masas marca
Agilent Technologies ® modelo 5975C.

El cromatégrafo estaba provisto de un automuestreador acoplado al puerto
de inyeccion marca Agilent Technologies ® serie 7683B.

6.1.2) Accesorios.

>

Rotaevaporador marca Biichi modelo convencional.

Para eliminar interferentes y otros componentes se empled cartuchos de
extraccion en fase solida Cig marca Waters Associates ® modelo SEP-
PAK.

Para la extraccion QUEChERS se emplearon cartuchos de extraccion en
fase solida de amina primaria secundaria marca Agilent technologies ®
Bond Elut PSA 500mg.

El sistema de adquisicion de datos fue el software llamado MSD
ChemStation 61701EA version E 02.00.493.

La biblioteca de espectros de masa utilizada fue la Nist MS search version

2.0.

El programa de tratamiento de datos para el disefio estadistico empleado
fue el Statgraphic® version 16.2 de Microsoft Inc. Corporation ® [55] y para

las pruebas estadisticas de contrastes de significacion y parametros de
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calidad analitica fue el Excell 2010 Microsoft Office de Microsoft Inc.

Corporation ®.

6.2) Reactivos.

> Los estandares de pesticidas empleados eran de la empresa Polyscience
Corporation Niles, lllinois USA, de alta pureza.

» NacCl grado analitico de Merck Corporation.

» MgSO. anhidro grado analitico J.T Baker Chemical Co. Phillisbug USA.

» Acetonitrilo grado HPLC J.T Baker Chemical Co. Phillisburg USA.

» Tolueno grado HPLC Sigma-Aldrich.

6.3) Tratamiento de muestra.

Se trabaj6é con dos tipos de muestras, el primer tipo corresponde a una muestra
denominada muestra general la cual fue suministrada por los productores del area de
muestreo, esta muestra tuvo un peso de aproximadamente 600 gramos y fue empleada
para realizar los estudios de recuperacion a través de la adicion controlada de
pesticidas. El segundo tipo de muestra fue obtenida a través del la normativa codex
alimentarius en el area de muestreo y es denominada muestra representativa, a esta
muestra se le aplicé la condicién éptima de la extraccion asistida por microondas y la
extraccion QUEChERS con el objeto de determinar los pesticidas presentes en la zona

muestreada.
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6.3.1) Muestreo segun normativa codex alimentarius.

Se llevo a cabo la captacion representativa de muestras que fueron expuestas a
la aplicacién de pesticidas en campo, previo a su analisis. El proceso de captacion y
preservacion de las muestras de fresas fue realizado segun lo establecido en el codex-
alimentarius [22] con el objeto de obtener una muestra representativa de un lote en
particular. Como precaucion se evito la contaminacién y el deterioro de las muestras en
todas la fases de muestreo para asi evitar afectar los resultados analiticos,
adicionalmente los envases para la recoleccion de los frutos fueron de vidrio ya que el
plastico y otros polimeros interfieren con los pesticidas ademas de ser de color ambar
para evitar la degradacion de algunos pesticidas via fotoquimica, finalmente las

muestras fueron congeladas para su preservacion.

A continuacion se muestra una tabla con las caracteristicas bajo las cuales fue

obtenida la muestra representativa.

Tabla 12: Condiciones y caracteristicas del muestreo realizado por la normativa codex

alimentarius.

Fechay hora 05/01/2013 12:05pm

Identificacién y dimension del lote

Unico 103x75m

Condiciones Climéaticas

Soleado 23°C

NUmero de unidades de fresas

36

Peso aproximado

1,5Kg

Observaciones

La ultima fumigacién se llevé a cabo tres
dias antes del muestreo con Aldebran® y
Malafor®
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6.3.2) Homogenizacion y almacenamiento.

La muestra fue triturada en conjunto con un mortero de cerdmica para
homogeneizarla, posteriormente fue transferida a un envase de vidrio y congelada a
una temperatura de -18°C y se mantuvo guardada bajo estas condiciones hasta el
momento de su andlisis. Para el estudio se toman porciones de la muestra
homogenizada y se les aplica los procesos de extraccion que van a ser evaluados. Este
tratamiento inicial fue aplicado tanto para la muestra general como para la muestra

representativa.
6.4) Preparacion de patrones y curvas de calibracion.

A partir de los estandares de pesticidas se prepararon soluciones patrones de
cada uno de ellos a concentraciones de: 1, 5, 10, 15, 20 y 25 mg/L, adicionalmente se
agrego el compuesto Phorate como estandar interno a una concentracién constante de
10 mg/L para cada uno de estos patrones. Estos patrones se inyectaron en el
cromatografo de gases y con los datos obtenidos se construyo la curva de calibracion

externa y la curva de estandar interno para cada pesticida analizado.

6.5) Métodos de extraccion.

En base a los objetivos propuestos para este trabajo se evalué la efectividad
entre los métodos de extraccion QUEChERS y asistida por microondas (MAE) para la
determinacién de residuos de pesticidas en fresas. Para ello se siguieron los siguientes

procedimientos experimentales.

66



FACULTAD DE CIENCIAS CENTRO DE QUIMICA

ESCUELA DE QUIMICA LABORATORIO DE QUIMICA ANALITICA
CENTRO DE QUIMICA ANALITICA

ucv ES IvVIC

6.5.1) Método de extraccion asistida por microondas (MAE).

Para llevar a cabo el proceso de extraccién, las muestras fueron pesadas
directamente en los envases para extraccidbn por microondas, se les afiadio los
pesticidas evaluados a concentraciones conocidas y se esperd dos horas para que la
matriz los incorporase en su medio. Posteriormente se afiadié el solvente de extraccion
(acetonitrilo), los envases fueron transferidos al equipo de microondas y se le aplicé una
potencia de radiacibn de 400W bajo distintas condiciones segun el disefio de

experimento que se explica a continuacion.

6.5.1.1) Condiciones optimas de extraccion MAE.

Con el objeto de determinar el efecto de las diferentes variables estudiadas
sobre la recuperacion de los pesticidas evaluados se emple6 un disefio factorial 2"
donde n es el nimero de factores o variables estudiadas y 2 es el numero de valores
gue toman estas variables. En la siguiente tabla se muestran los factores y niveles

estudiados.

Tabla 13: Factores y niveles del disefio de experimento utilizado.

Factores: Nivel - Nivel +
A: Tiempo (min) 5 10
B: Temperatura (°C) 40 60
C: Concentracion (mg/Kg) 50 100

En base a la informacién de la tabla anterior se plantea todas las posibles
combinaciones experimentales, lo cual da lugar a 8 condiciones distintas con una
réplica por cada experimento esto da lugar a 16 experiencias en total cuyo disefio

experimental se muestra detalladamente en la tabla 14.
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Tabla 14: Disefio experimental empleado para optimizar las condiciones experimentales

en el equipo de radiacion microondas.

Experimento | A B C
1 + + -
2 - + -
3 + - -
4 - - -
5 + + +
6 - + +
7 + - +
8 - - +
9 + + -
10 - + -
11 + - -
12 - - -
13 + + +
14 - + +
15 + - +
16 - - +

Una vez concluido el proceso de extraccion para cada experimento, se tomo el
sobrenadante y se paso a través de un cartucho de extraccidon en fase solida Cs, donde
los pesticidas eluyen del cartucho quedando retenidos los componentes interferentes.
El extracto obtenido se preconcentré a través de un rotaevaporador y finalmente se

llevé a un volumen final de 5ml con tolueno.
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A continuacién se muestra un esquema del método de extraccion asistida por

microondas aplicado a las muestras, el proceso fue idéntico para cada condicion de

extraccion evaluado.

Proceso de extraccion asistida por
microondas

» Pesar 1g del fruto previamente triturado y homogenzado

+ Afadir los pesticidas a estudiar para una concentracion final de 50 y
100mg/Kg dejando reposar por 2 horas

J

. e . )
 Colocar el extracto del fruto en el envase del dispositivo de microondas y

anadir 10ml de acetonitrilo como solvente de extraccion )

&

* Irradiar potencia de microondas bajo los parametros experimentales
seleccionados

* Tomar el sobrenadante y eluirlo a traves de un cartucho C18 para
eliminar interferentes )

» Preconcentrar el extracto obtenido por rotaevaporacion

-
* Llevar a un Vf= 5ml y el resultante se emplea para el analisis por GC-MS

J

K O

Figura 10: Esquema del proceso de extraccion asistida por microondas.

6.5.2) Método de extracciéon QUEChERS:

Para llevar a cabo el método QUEChERS se pes6 5 gramos de muestra y se

agreg6 10ml de acetonitrilo como solvente de extraccion, seguidamente se adiciondé las

sales cloruro sédico y sulfato magnésico para la parte de limpieza del extracto. Después

de agitar la muestra, se centrifugé y una alicuota de la fase liquida se someti6 a un
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proceso de purificacion empleando extraccion en fase solida dispersiva. En este caso,

se pasd el extracto por un cartucho que contiene una pequefia cantidad de un

adsorbente conocido como amina primaria-secundaria (PSA por sus siglas en ingles),

se agitd y se centrifugd. El sobrenadante se concentr6 por rotaevaporacion

reconstituyendo en tolueno para su posterior analisis. En la figura 11 se muestra un

esquema resumen del proceso de extraccion QUEChERS aplicado.

Proceso de extraccion QUEChERS

» Pesar 5¢g del fruto previamente triturado y homogenizado

» A esta porcion de muestra afadir los pesticidas a estudiar para

concentraciones finales de 10 y 20mg/Kg dejando reposar por 2 horas )

agitar la muestra por cinco minutos.

. ~ . . . e 7
 Posteriormente afiadirlOml de acetonitrilo como solvente de extraccion y

/

posteriormente centrifugar

+ Anadir 4g de MgSQO, anhidro + 1g de NaCl y agitar por cinco minutos. )

/

» Tomar todo el sobrenadante y eluirlo a través de un cartucho de amina
primaria secundaria PSA

\

)

» Rotaevaporar el extracto final y enrasar a un volumen final de 5ml, el
extracto obtenido se emplea para el analisis por GC-MS

~\

/

y K

Figura 11: Esquema del proceso de extraccion QUEChERS.
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7) RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los patrones de pesticidas preparados fueron analizados bajo las condiciones

cromatograficas especificadas en la tabla 11 con el objeto de establecer las condiciones

de separacion. En la figura 12 se muestra un cromatograma donde se observa el orden

de elucién de los diferentes pesticidas evaluados asi como sus tiempos de retencion. El

compuesto Phorate fue empleado como estandar interno.

Ao,
1300000
1200000
1100000
1000000

200000
800000
TO0D0D
600000
500000
400000
300000
200000

100000

Phorate

12.015
12'.19643

P40990
126303

2.107
fi 123

TIC: 20PPMC4 Dhdata ms

Heptacloro

14.224

20

Metilparation
12.805 -

8

G864

6300

Malation

14.853
51679

14005 Aldrin

2439585

Tirme——>

Figura 12: Orden de elucion y tiempos de retencion de los pesticidas estudiados.

L B o o o o B i e B e e o s e
11.60 11.80 12.00 12.20 12.40 12.60 12.80 13.00 13.20 13.40 13.60 13.20 14.00 14.20 14.40 14.60 14.80 15.00 15.20 15.40 15.60 15.80

Todos los componentes se resuelven bajo las condiciones de separacion

cromatograficas establecidas, la tabla 15 muestra los tiempos de retencion promedios a

los cuales e

luyen los mismos.
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Tabla 15: Tiempos de retencion promedio para los pesticidas estudiados.

Compuesto Tiempo de retencion (min)
Phorate 12,015+0,003
Metilparation 13,995+0,004
Heptacloro 14,224+0,003
Malation 14,653+0,003
Aldrin 14,905+0,003

Aunque los tiempos de retencién son cercanos entre si, no hay superposicion de

los picos cromatograficos, por lo tanto se puede llevar a cabo el estudio.
7.1) Determinacion del método de cuantificacion:

Para determinar cual es el método de cuantificacion idoneo para evaluar la
concentracion de pesticidas en las muestras se comparé estadisticamente los métodos
de cuantificacion por curvas de calibracion externa y de estandar interno. Esta
evaluacion se realizo tanto para el método de extraccion asistida por microondas como
para el método de extraccion QUEChERS para una concentracion de pesticida

agregado de 50mg/Kg y 10mg/Kg, respectivamente.

7.1.1) Extraccion asistida por microondas.

En las tablas 16 y 17 se muestra los resultados para la determinacién de
concentracion de pesticida agregado para las condiciones experimentales de

temperatura y tiempo estudiados.
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Tabla 16: Determinacién en mg/Kg de los distintos pesticidas agregados, por el método

de estandar interno.

_ Metilparation Heptacloro Malation i
Experimento Aldrin (mg/KQg)
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
1 0 34+4 0 2044
2 4142 3443 2542 2843
3 0 3242 0 27,2+0,6
4 3414 2744 0 2143

En la tabla 17 se presenta los datos obtenidos por calibracion externa, con los

mismos datos experimentales que se emplearon para el calculo de estandar interno.

Tabla 17: Determinacion en mg/Kg de los distintos pesticidas agregados, por el método

de calibracion externa

_ Metilparation Heptacloro Malation )
Experimento Aldrin (mg/Kg)
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
1 0 44+1 0 43+3
2 44+1 43+2 40+1 41+1
3 0 43+4 0 42+5
4 36+4 33+3 0 302
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calibracidn externa, se aplicaron pruebas estadisticas para determinar si las diferencias
observadas entre estos métodos de cuantificacion son significativas.

Primeramente se realiz6 una prueba F para comparar las varianzas de ambos
métodos de cuantificacion, esto sirve como base para una posterior comparacion de
medias donde se debe conocer si provienen de poblaciones con igual o distinta
varianza, se establece como hipétesis nula Ho que no hay diferencias estadisticamente
significativas en las varianzas de los dos métodos, la determinacion se hizo a un nivel
de confianza de 95% con una comparacion del valor de F critico a dos colas. La tabla

18 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 18: Prueba F de Fisher para comparar las varianzas de los métodos de

cuantificacion calibracion externa y estandar interno con la extraccion asistida por

microondas.
Pesticida Metilparation Heptacloro Malation Aldrin
Media E.I 4142 34+3 25+2 28+3
Media C.E 44+1 4312 40+1 41+1
Varianza E.| 4 9 4 9
Varianza C.E 1 4 1 1
Estadistico F 4 2,25 4 9
— 5
F critico (95% 647,8 647,8 647,8 647,8
de confianza)
Resultado Fexp<Fcri Fexp<Fcri Fexp<Fcri Fexp<Fcri
Conclusion Se acepta Hy | Se aceptaHp | Se aceptaHy | Se acepta Ho

Como se puede observar en la tabla anterior los valores de varianzas de ambos

métodos de analisis son estadisticamente iguales ya que Fexp<Fcri.

Seguidamente se realiz6 una comparacion de los valores de las medias con el fin
de observar si hay diferencias entre ellas, para ello se aplica una prueba t de student

para varianzas iguales. Se establece como hipétesis nula que no hay diferencias
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estadisticamente significativas entre los valores de las medias de ambos métodos de
analisis, nuevamente la determinacién se hizo a un nivel de confianza de 95%. La tabla

19 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 19: Prueba t de Student para comparar las medias de los métodos de

cuantificacion por calibracién externa y estandar interno con la extraccién asistida por

microondas.
Pesticida Metilparation Heptacloro Malation Aldrin
Media E.I 4142 34+3 2542 28+3
Media C.E 44+1 43+2 40+1 41+1
Varianza E.| 4 9 4 9
Varianza C.E 1 4 1 1
Estadistico |t| 2,37 3,60 9,00 6,20
— 5
t critico (95% 4,30 4,30 4,30 4,30
de confianza)
Resultado texp<tcri texp<tcri texp>tcri texp>tcri
Conclusion Se acepta Hy | Se acepta Hpy | Se rechaza Hy | Se rechaza Hy

Los resultados de la tabla anterior muestra que los pesticidas donde las medias

son estadisticamente iguales son el Metilparation y el Heptacloro, para los demas
pesticidas se rechaza la hipotesis nula y por tanto no es igual cuantificar por estandar
interno que por calibracion externa. De ambos métodos de andlisis la curva de
calibracion externa es la que da lugar a valores de concentracion mas cercanos al valor
real (50mg/kg) por tanto este es el método de cuantificacion seleccionado para la

extraccion asistida por microondas.
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7.1.2) Extraccion QUEChERS.

La tabla 20 muestra los resultados de concentracion de pesticida agregado para

el proceso de extraccion QUEChERS.

Tabla 20: Determinacién en mg/Kg de los distintos pesticidas agregados, por los

métodos de cuantificacion evaluados para el método QUEChERS.

Pesticida Estandar interno (mg/Kg) Calibracién Externa (mg/Kg)
Metilparation 7,910,7 8,1+0,7
Heptacloro 5,5+0,4 7,510,3
Malation 4,0£1,0 6,2+0,4
Aldrin 5,840,2 8,5+0,1

La tabla 21 muestra los resultados de la prueba estadistica F de Fisher para los

métodos de cuantificacion evaluados.

Tabla 21: Prueba F de Fisher para comparar las varianzas de los métodos de
cuantificacion por calibracién externa y estandar interno con el método de extraccion
QUECHhERS.

Pesticida Metilparation Heptacloro Malation Aldrin
Media E.I 7,9+0,7 5,5+0,4 4,0+1,0 5,840,2
Media C.E 8,1+0,7 7,5+0,3 6,2+0,4 8,5+0,1
Varianza E.| 0,49 0,16 1 0,04
Varianza C.E 0,49 0,09 0,16 0,01
Estadistico F 1,00 3,16 1,00 4
'; critico (35% 7995 7995 799.5 799.5
e confianza)
Resultado Fcal<Fcri Fcal<Fcri Fcal<Fcri Fcal<Fcri
Conclusion Se acepta Hy | Se aceptaHp | Se aceptaHp | Se acepta Ho
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Puede observarse que las varianzas de ambos métodos de andlisis son iguales,
en todos los casos se acepta la hipotesis nula. Seguidamente se realiz6 una
comparacion de medias a través de la prueba t de Student a un nivel de confianza de

95% con varianzas iguales.

Tabla 22: Prueba t de Student para comparar las medias de los métodos de
cuantificacion por calibracion externa y estandar interno con el método de extraccion
QUEChERS.

Pesticida Metilparation Heptacloro Malation Aldrin
Media E.I 7,9+0,7 5,5£0,4 4+1 5,8+0,4
Media C.E 8,1+0,7 7,5+0,3 6,2+0,4 8,5+0,1
Varianza E.| 0,49 0,16 1 0,17
Varianza C.E 0,49 0,09 0,16 0,01
Estadistico |t| 0,21 7,08 10,01 10,64
t critico (95%
de confianza) 2,78 2,78 2,78 2,78
Resultado texp<tcri texp>tcri texp>tcri texp>tcri
Conclusion Se acepta Hy | Se rechaza Hy | Se rechaza Hp | Se rechaza Hy

Se observa que el pesticida Metilparation es el Unico que presenta medias
estadisticamente iguales por los dos métodos de cuantificacion, para el resto de los
pesticidas se rechaza la hipotesis nula y por tanto no es igual cuantificar por estandar
interno o por calibraciéon externa. En similitud con el caso anterior el método de
calibracion externa es el que da lugar a valores de concentracion cercanas al valor real

por tanto es el método seleccionado para la cuantificacion.

El método de estandar interno tiene la ventaja de compensar los errores
asociados a la incertidumbre de inyeccion por cromatografia de gases, sin embargo en

esta investigacion se cuenta con un automuestreador computarizado lo cual descarta
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este inconveniente. Debido a que los datos de ambos métodos de cuantificacion son
idénticos y solo difiere la forma en que fueron tratados los mismos, las discrepancias en
los valores se pueden atribuir al comportamiento que tuvo el compuesto Phorate dentro
del sistema; este fue usado como estandar interno y se presume que el mismo no actué
adecuadamente. En base a lo anteriormente expuesto todos los analisis se haran en

base al método de cuantificacion por curva de calibracién externa.

7.2) Pardmetros de calidad analitica instrumental

A partir de la curva de calibracion externa se determing para cada pesticida: el
limite de deteccion (LOD por sus siglas en inglés) que es la cantidad minima detectable
por el equipo a un nivel de confianza dado, en este caso 30, el limite de cuantificacion
(LOQ por sus siglas en inglés) o la cantidad minima cuantificable a un nivel de
confianza dado 100, adicionalmente se establecio hasta donde la deteccion seguia un
modelo lineal o el limite de linealidad (LOL por sus siglas en inglés) , con ello se
establecio el rango de trabajo lineal que va desde el valor de LOQ hasta el LOL y el
rango dinamico que va desde LOD hasta donde se pierde la relacién respuesta-
concentracion, finalmente se calculd el inverso de la sensibilidad analitica que es la
minima concentracion diferenciable para cada compuesto estudiado. La tabla 23

ubicada a continuacién muestra los resultados para cada parametro.
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Tabla 23: Parametros de calidad analitica instrumental.

Pesticida Metilparation Heptacloro Malation Aldrin
Ecuaciondela | y=43855X+ | y=97137X — | y=3311,1x— | Y~ 148664x—
recta 42860 72040 4128,4 44356
Coeficiente R® 0,9986 0,9996 0,9988 0,9992
LOD (mg/Kg) 1,47 1,41 0,95 1,18
LOQ (mg/Kg) 4,90 4,70 1,56 3,94
LOL (mg/Kg) 152 135 103 123
Rango Lineal (4,90-152) (4,70-135) (1,47-103) (3,94-123)
Rango
Dinamico (1,47-856) (1,41-832) (0,95-798) (1,18-807)
Sensibilidad
analitica™ (mg/Kg) 1,20 0,56 1,63 0,18

Las curvas de calibracion externa empleadas tienen coeficientes por ajustes de
minimos cuadrados R? que exhiben una buen distribucién lineal, adicionalmente los
valores de LOD y LOQ muestran la capacidad del equipo para detectar los analitos de
interés y para cuantificar los mismos de manera fiable libre de errores de las

desviaciones estandar originadas por la sefal del blanco.

7.3) Evaluacion de las condiciones optimas para la extraccién asistida por

microondas segun disefio de experimento.

En la siguiente tabla se muestra los resultados de recuperacién para los 4
pesticidas evaluados para todos los experimentos realizados segun disefio de
experimento 2° con replica Para llevar a cabo la evaluacion del disefio se empleé el

software estadistico Statgraphics ® version 16.2 [55].
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Tabla 24: Porcentajes de recuperacion obtenidos con el disefio de experimento 2° para

cada pesticida estudiado en la optimizacién del método de extraccidén asistida por

microondas.
Experimento | A | B | C | Metilparation | Heptacloro | Malatién Aldrin
1 + | + - 0 88,10 0 90,20
2 -+ ] - 94,41 92,75 96,76 89,63
3 + | - | - 0 88,56 0 85,32
4 - - - 92,44 84,74 0 75,08
5 + | + | + 0 81,72 0 76,50
6 -+ |+ 0 84,89 0 78,67
7 + | - |+ 0 78,30 0 80,93
8 - - |+ 79,88 85,67 85,86 76,29
9 + |+ - 0 98,99 0 90,56
10 - + - 93,22 97,17 91,37 92,30
11 + - - 0 99,68 0 97,72
12 - - - 93,07 92,21 0 81,81
13 + |+ | + 0 75,56 0 77,99
14 - + | + 0 83,55 0 76,40
15 + | - | + 0 90,12 0 87,03
16 - - + 69,51 85,84 92,25 70,01
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7.3.1) Analisis del disefio factorial para la recuperacion de Metilparation.

A continuacion se presenta en la figura 13 el diagrama de Pareto para la
recuperacion del pesticida Metilparation

Diagrama de Pareto Estandarizada pararecuperacion

A TIEMPO

AC

C:Concentracion

BC

AB

B:TEMPERATURA

Efecto estandarizado

Figura 13: Diagrama de Pareto para la recuperacion de Metilparation.

El diagrama de Pareto obtenido sefala cuales de las variables estudiadas tienen
una incidencia significativa sobre la respuesta. Para la recuperaciéon de Metilparation
este diagrama muestra que todas las variables son significativas y ademas tienen
tendencia negativa, sin embargo el tiempo de extraccion es el que exhibe un efecto mas
marcado sobre la recuperacién, el signo negativo indica que la mayor respuesta se
tiene a menores tiempos de extraccion, es decir, 5 minutos. Se observa en la tabla 24
gue para varias condiciones experimentales no se recuperd Metilparation, se infiere que
este al ser un pesticida organofosforado tiene una baja persistencia y se degrada

facilmente cuando es expuesto a altos tiempos de extraccion.
Las interacciones entre las variables tiempo, temperatura y concentacién también

son significativas, es decir que la respuesta del sistema se da en funcion de la

combinacion de estos tres factores, para la interaccion AB (tiempo-temperatura) y para
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la interaccion AC (tiempo-concentracion) la tendencia es positiva, mientras que para la
interaccion BC (temperatura-concentracion) la tendencia es negativa. Es posible
establecer que valores deben tomar las variables que interactian para que den lugar a
una mayor respuesta, para ello se construye un diagrama de interaccion [56] como se

muestra en la figura 14:

Diagrama AC Diagrama BC
Factor A Factor B
+ +
0 0 46,94% 0
= + Factor C - + Factor C
94,54% 37,35% 46,38% 37,35%
Diagrama AB
Factor A
+
0 0
- + FactorB
93,29% 37,35%

Figura 14: diagramas de interaccion para el pesticida Metilparation.

El diagrama muestra los valores promedios de respuesta de acuerdo a las
interacciones mostradas. El diagrama AC muestra la interaccién de estos dos factores
el valor que se muestra en el primer cuadrante (0) corresponde al valor promedio de
porcentaje de recuperacion para los experimentos cuyos niveles sean A+ y C+ (tiempo

de extraccion: 10 minutos, concentracion de pesticida agregado: 100mg/Kg) la tabla 24
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muestra que los experimentos en los que las variables ocupan esos valores son los
nameros: 5y 7 y sus replicas 13 y 15. Los resultados obtenidos para el resto de los
cuadrantes son calculados de la misma manera considerando siempre los niveles
involucrados para cada factor. Para el diagrama AC los valores de los factores Ay C
gue dan lugar a mayor recuperacion cuando estos interactdan son: A(-) = 5 minutos y

C(-)= 50mg/Kg y corresponde a los experimentos: 2 y 4 y sus replicas 13y 15.

En el diagrama BC se obtiene mayor respuesta cuando las variables
interactuantes adquieren los valores B(+)= 60°C y C(-)= 50mg/Kg, que corresponde a
los experimentos 1y 2 y sus replicas 9 y 10, lo cual es muy similar en respuesta a la
interaccion B(-)= 40°C y C(-)= 50mg/Kg, esto acentua la importancia de que el factor C
este en su menor nivel. Finalmente en el diagrama AB se obtiene mayor recuperacion
cuando las variables adquieren su menor valor, es decir cuando A(-)= 5 minutos y B(-) =

40°C, que corresponde a los experimentos 4y 8 y sus replicas 12 y 16.

De los resultados del analisis factorial se visualiza que las condiciones Optimas
de extraccion son aquella cuyas variables; concentracion y tiempo, adquieran el menor
valor, es decir que involucre el menor tiempo de extraccion y la menor concentracion
estudiada. De la tabla 24 se observa que las condiciones experimentales que se ajustan
a los resultados del analisis factorial corresponde a los experimentos 4 y su replica el
experimento 12 y al experimento 2 y su replica el experimento 10 que obtienen altos
valores de recuperacion, esto se ajusta también a lo arrojado por los diagramas de
interaccién. Debido a que los valores son muy similares las diferencias pueden
atribuirse a errores aleatorios asociados a la experimentacion, por tanto a nivel analitico
ambas condiciones tienen iguales recuperaciones. Lo que muestra el analisis factorial
es consistente con la literatura que indica que el Metilparation al ser un pesticida

organofosforado es poco persistente y se degrada facilmente, por tanto los menores
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tiempos de exposicion minimizan la posibilidad de que esto ocurra y la menor

concentracion expone menos compuesto a la radiacion.

La figura 15 muestra el nivel de significancia y la tendencia de las distintas
variables sobre la respuesta.

Gréficade Efectos Principales pararecuperacion

recuperacion
T

~ N\

20 - 1

-1,0 10 -1,0 10 -1,0 1,0
TIEMPO TEMPERATURA Concentracion

Figura 15: Grafico de efectos principales para la recuperacion de Metilparation.

Mientras mayor sea la pendiente de una variable en particular mayor es su efecto
sobre la recuperacion. Se observa el marcado nivel de significancia que exhibe el
tiempo de extraccion, ya que su pendiente es mas pronunciada, las variables
temperatura y concentracion son significativas pero con pendientes menos

pronunciadas y todas tienen tendencia negativa.
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7.3.2) Analisis del disefio factorial para la recuperacion de Heptacloro.

A continuacion se presenta el diagrama de Pareto para el andlisis del disefo

factorial para el Heptacloro.

Diagrama de Pareto Estandarizada pararecuperacion

C:Concentracion

BC

AC

AB

A TIEMPO

B:TEMPERATURA

Efecto estandarizado

Figura 16: Diagrama de Pareto para la recuperacion de Heptacloro.

En el caso del Heptacloro se observa que la Unica variable significativa es la
concentracion de pesticida afiadido y la misma tiene tendencia negativa por lo que se
obtienen mejores recuperaciones cuando esta concentracion es menor. Las demas
variables experimentales no son significativas, por tanto sus efectos sobre la
recuperacion carecen de influencia. Se observa en la tabla 24 que a diferencia del
Metilparation se logré recuperacion para todos los experimentos llevados a cabo bajo
las distintas condiciones experimentales. ElI Heptacloro al ser un pesticida
organoclorado tiene una persistencia mayor que sus pares organofosforados por tanto
se puede decir que la radiacion microondas que fue aplicada no degradé este

pesticida.
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Segun los resultados del andlisis factorial para el Heptacloro la condicion de
extraccion optima es aquella que involucre la menor concentracion para cualquiera de
las dos temperaturas y tiempos estudiados. De la tabla 24 vemos que las condiciones
optimas pudiesen ser cualquiera de los experimentos 1 al 4 y sus respectivas replicas
experimentos del 9 al 12, sin embargo nétese que se obtuvo mayor recuperacion y de
manera reproducible para el experimento 2 y su replica el experimento 10. En la figura
17 se observa el grafico de los efectos de cada variable sobre la respuesta.

Gréficade Efectos Principales pararecuperacion

93 -

89 [~ -

recuperacion

87 - -

85 [~ -

83 = -
-1,0 10 -10 10 -1,0 10

TIEMPO TEMPERATURA Concentracion

Figura 17: Grafico de efectos principales para la recuperacion de Heptacloro.

Podemos observar de acuerdo a las pendientes de las curvas, el marcado efecto
negativo de la concentracion en comparaciéon con la poca significancia de la

temperatura y el tiempo.
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7.3.3) Anélisis del disefio factorial para la recuperacion de Malation.

A continuacién se presenta el diagrama de Pareto obtenido para la recuperacion del
pesticida Malation.

Diagramade Pareto Estandarizada pararecuperacion

ec | =-
A: TIEMPO

AC
AB

C:Concentracion

B:TEMPERATURA

L L L L L L
05 1 15 2 25 3
Efecto estandarizado

°[COmEr

Figura 18: Diagrama de Pareto para la recuperacion de Malation.

Se observa que las variables significativas para la recuperacion de Malatién son
el tiempo de extraccion y la interaccion entre la temperatura y la concentracion de
pesticida afiadido y ambas tienen tendencia negativa. Para el tiempo de extraccion se
observa que a menores tiempos se obtiene una mayor respuesta del sistema, esto
debido a que a mayor tiempo de extraccion el pesticida Malation se encuentra expuesto
a una mayor cantidad de radiacion microondas, degradandolo y afectando su
recuperacion tal como se observa en la tabla 24 y en similitud con el pesticida
Metilparation su par organofosforado. Por otro lado aunque las variables concentracion
y temperatura no son significativas, la interaccion de las mismas si lo son, dando lugar
a una interaccién cuadratica, para precisar que valores deben adquirir estas variables
para dar lugar a una mayor respuesta se evalla el diagrama de interaccién en la figura
19.
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Diagrama BC

Factor B
+

47,03% 0
- + Factor C

0 44,53%

Figura 19: diagrama de interaccion temperatura- concentracion para el pesticida

Malation.

De acuerdo al diagrama de interaccion anterior se obtiene mayor recuperacion
cuando los niveles de los factores son B(+)= 60°C y C(-)= 50mg/Kg, que corresponde a

los experimentos 1y 2 y sus replicas 9y 10.

De los resultados del analisis factorial para el Malation observamos que la
condicion 6ptima para la extraccion por microondas, es la que involucre el menor tiempo
de extraccion (5 minutos) y de acuerdo con el diagrama de interaccion la mayor
temperatura (60°C) y la menor concentracion de pesticida afiadido (50mg/Kg), lo que
corresponde exactamente al experimento 2 y sus replica el experimento 10, por tanto
se considera esta como la condicion experimental optima para la extraccién del
pesticida Malation. Al igual que el Metilparation, el Malation da mayor respuesta a
menores tiempos de extraccion debido a la degradacion y poca persistencia por tanto el
analisis factorial muestra similar comportamiento para los dos compuestos

organofosforados lo cual se ajusta a la similitud en sus propiedades.
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A continuacion se presenta graficamente como es la influencia de estos factores

sobre la recuperacion asi como la tendencia de los mismos.

Gréficade Efectos Principales pararecuperacion

50 [~

0

recuperacion

20

10

-1,0 1,0 -10 10 -1,0 1,0
TIEMPO TEMPERATURA Concentracion

Figura 20: Grafico efectos principales para la recuperacion de Malation.

Se observa que la variable tiempo de extraccion tiene una pendiente muy
pronunciada es decir su efecto es bastante marcado sobre la recuperacion. Las
variables temperatura y concentracion no son significativas y por tanto sus pendientes

son muy bajas.
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7.3.4) Andlisis del disefio factorial para la recuperacion de Aldrin.

Se presenta en la figura 21 el diagrama de Pareto para el Aldrin.

Diagrama de Pareto Estandarizada pararecuperacion

: — +
C:CONCENTRACION
= -
AB

A TIEMPO

BC

B:TEMPERATURA

AC

|
I
[

L L L L
3 4 5 6
Efecto estandarizado

o
i
N

Figura 21: Diagrama de Pareto para la recuperacion de Aldrin.

Se puede observar que las variables que tienen un mayor efecto sobre la
recuperacion del Aldrin son: la concentracion de pesticida agregado, el tiempo de
extraccion y la interaccion entre el tiempo y la temperatura de extraccion. Nuevamente
el signo negativo para la concentracion indica que se obtiene mayor respuesta cuando
se trabaja en la menor condicion es decir 50mg/Kg, en el caso del tiempo cuya
tendencia es positiva se obtiene mayores porcentajes de recuperacion al mayor tiempo
evaluado que es de 10 minutos, asi mismo al igual que el Heptacloro, el Aldrin posee
una persistencia mayor que sus pares organofosforados, por tanto soporta mayor
tiempo de extraccion. Por otra parte la temperatura aunque tiene una tendencia positiva
no es significativa sin embargo la combinacién de los factores A (tiempo) y B
(temperatura) si es significativa, la figura 22 muestra el diagrama de interaccion entre

estas dos variables.
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Diagrama AB
Factor A
+

90,95% 83,81%
- + FactorB

75,80% 84,25%

Figura 22: Diagrama de interaccion tiempo-temperatura para el pesticida Aldrin.

El diagrama indica que para el Aldrin se obtiene mayor recuperacion cuando los
niveles de los factores son A(+)= 10 minutos y B(-)= 40°C, que corresponde a los

experimentos 3y 7 y sus replicas 11y 15.

Como sintesis para el Aldrin se obtienen mayores recuperaciones a menor
concentracion de pesticida afadido (50mg/Kg) y mayor tiempo de extraccion (10
minutos), el diagrama de interaccion indica ademas que la temperatura debe estar en
su menor nivel (40°C), esto corresponde con el experimento 3 y su réplica y el
experimento 11 AuUn asi se puede observar también para el experimento 2 y su replica
el experimento 10 que se obtienen porcentajes de recuperacion superior al 90% lo cual

es aceptable.
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A continuacion se muestra graficamente como son las tendencias y magnitudes

de los efectos de estas variables frente a la recuperacion del pesticida Aldrin.

Gréficade Efectos Principales pararecuperacion

89 [~ =]
&7 -
85 [ -

a1 |- -

recuperacion

7 -

e =
-10 10 -1,0 10 -1,0 10

TIEMPO TEMPERATURA CONCENTRACION

Figura 23: Grafico de efectos principales para la recuperacion de Aldrin.

Se observa en la figura 23 que la concentracion tiene una pendiente bastante
pronunciada y negativa, lo cual indica una influencia muy grande en el porcentaje de
recuperacion. En el caso del tiempo la influencia es positiva y de menor proporcion
aunque sigue siendo significativa segun el diagrama de Pareto. Finalmente la
temperatura es la que muestra menor pendiente lo que da lugar a menor influencia
sobre la respuesta, el diagrama de Pareto (figura 21) muestra que su incidencia no es

significativa.

En la tabla 25 se resume las condiciones Optimas de extraccion para cada
pesticida en base a la evaluacién de los resultados del analisis factorial para el disefio
de experimento propuesto, asi como el valor promedio de porcentaje de recuperacion

para cada condicién y su réplica.
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Tabla 25: Condiciones experimentales Optimas para cada pesticida en la extracciéon

asistida por microondas.

Factor A Factor B Factor C %
Pesticida Tiempo Temperatura Concentracion | Recuperacién
(min) °C (mg/KQ) promedio
Metilparation 5 60 50 93,82
Heptacloro 5 60 50 90,96
Malation 5 60 50 94,07
Aldrin 10 40 50 91,52

Bajo estas condiciones todos los pesticidas tienen porcentajes de recuperacion
superior al 90%, debido a que el Aldrin bajo la condicion experimental de 5 minutos y
60°C también recupera mas del 90% del pesticida agregado, se considerara este
tiempo como el 6ptimo para todos los pesticidas evaluados. Los resultados coinciden
con lo que ha sido obtenido por diversos autores entre ellos Pilypiw [48] donde se
deben optimizar los parametros de extraccion por microondas individualmente en

funcidn del pesticida a estudiar y de la matriz utilizada.

La figura 24 muestra el cromatograma obtenido bajo las condiciones
consideradas como Optimas para todos los pesticidas evaluados que corresponde al
experimento nuamero 2: Tiempo de extraccion 5 minutos, temperatura: 60°C,

concentracion afiadida de pesticida de 50mg/Kg.
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Figura 24: Cromatograma de la condicion optima para la extraccion asistida por

microondas.

El cromatograma anterior muestra como se logra recuperar la totalidad de los
pesticidas evaluados, cosa que no se cumple en todas las condiciones experimentales
evaluadas. La figura 25 muestra el cromatograma obtenido para una condicion

experimental no 6ptima en la extraccion asistida por microondas.
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Figura 25: Cromatograma de una condicion menos favorable para la extraccion asistida

por microondas.

Bajo estas condiciones se obtuvo la menor recuperacion para los pesticidas
Aldrin y Heptacloro, se observa también que no se recuperd los pesticidas
organofosforados Malatién y Metilparation, la extraccion asistida por microondas en sus
condiciones mas fuertes similares a una digestion, logra descomponer los pesticidas

organofosforados lo cual concuerda con la poca persistencia de los mismos.
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7.3.5) Pardmetros analiticos de calidad para la extraccion asistida por

microondas.

Se analiza a continuacion los parametros de calidad analitica para la condicion
optima de la extraccion asistida por microondas. En primer lugar se evalla la precision
del método de extraccion, donde se estudia el grado de concordancia de los datos
obtenidos de forma independiente y bajo una misma condicion experimental, entre ellos
tenemos la desviacion estandar (S), desviacion estandar relativa (RSD), el coeficiente
de variacién (CV), la varianza (S?) y la dispersion. La tabla 26 muestra los valores
obtenidos para estos parametros.

Tabla 26: Parametros de precision para la condicion optima del método extraccion

asistida por microondas.

Pesticida Concentracion S RSD | CV(%) | S? dispersion
determinada
Metilparation 44+1 1 0,02 2 1 2
Heptacloro 43+2 2 0,05 5 4 2
Malation 401 1 0,03 3 1 2
Aldrin 41+1 1 0,02 2 1 2

Los resultados obtenidos muestran que para la condicién 6ptima del método de
extraccion asistida por microondas, la precision es similar para los diferentes pesticidas
evaluados esto se puede corroborar con los valores de desviacion estandar y los
valores de coeficiente de variacion que son menores al 4%, lo cual es bueno ya que
para los métodos cromatograficos se aceptan valores de coeficiente de variacion
menores al 10%.
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Para los parametros de exactitud del método hay tres términos principales a
discutir: el porcentaje de recuperacion, el error absoluto y el error relativo. Todos estos
parametros comparan la cantidad obtenida de analito con la cantidad que habia
inicialmente en la matriz, la cual debe ser conocida. La tabla 27 muestra los resultados
obtenidos para estos parametros.

Tabla 27: Parametros de exactitud para la condicion optima del método extraccion

asistida por microondas.

Pesticida Porcentaje_ ,de Error absoluto Error relativo
recuperacion
Metilparation 93,82 5,99 0,12
Heptacloro 94,96 7,33 0,15
Malation 94,07 9,82 0,20
Aldrin 90,97 8,76 0,18

El porcentaje de recuperacion es el parametro mas util para determinar la
exactitud de los métodos de extraccion estudiados, puesto que la evaluacion de ellos
se basa precisamente en la obtencién de los pesticidas después de la extraccion,
cuando ha sido agregada una cantidad conocida del compuesto en un proceso definido
en ingles como spike. La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC por
sus siglas en ingles) ha establecido que para que un método de analisis sea exacto y
fiable debe dar lugar a valores de porcentaje de recuperacion entre 80 y 115%, en base
al grado de asociacion entre el analito y la matriz [57] en base a esto se puede afirmar
gue el método de extraccion asistida por microondas es exacto bajo las condiciones
experimentales optimizadas. Los valores de error absoluto y error relativo por su parte
muestran la diferencia absoluta y relativa entre la cantidad recuperada y la cantidad
afiadida, esto va a depender mucho de las interacciones entre los pesticidas y la matriz

de muestra y de la cantidad de muestra empleada.
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7.4) Evaluacion del Método de extraccion QUEChERS.

En la tabla 28 se muestra los valores de recuperacion obtenidos para la
extraccion QUEChERS.

Tabla 28: Valores de recuperacién del método de extraccibn QUEChERS para cada
concentracion de pesticida afadido.

Pesticida Concentracion determinada Concentracion determinada
para una adicion de 10mg/Kg para una adicion de 20mg/Kg
Metilparation 8,1+0,5 16,6+0,5
Heptacloro 7,51£0,3 17,5+£0,5
Malation 8,2+0,4 14,7+0,5
Aldrin 8,5+0,1 17,6x0,7

Debido a que el método de extraccion QUEChERS es un protocolo cuyas etapas
y variables ya estan definidas, no se requiere hacer un proceso de optimizacion, por
tanto para evaluar cual de las extracciones a diferentes concentraciones afiadidas de
pesticidas es mas efectiva debe evaluarse los parametros de precision y exactitud para

cada concentracion de pesticida agregado.

7.4.1) Parametros analiticos de calidad para la extraccion QUEChERS.

En la tabla 29 se presenta los parametros de precision de los diferentes
pesticidas evaluados para el método de extraccibon QUEChERS a una concentracion

afiadida de pesticida de 10mg/Kg.
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Tabla 29: Parametros de precision para el método de extraccion QUEChERS a una

concentracion afadida de pesticida de 10mg/Kg.

Pesticida Concent_ramon S RSD | CV(%) s? dispersion
determinada
Metilparation 8,1+0,5 0,5 0,06 6 0,25 1,3
Heptacloro 7,5+0,3 0,3 0,04 4 0,09 0,6
Malation 8,2+0,4 0,4 | 0,05 5 0,12 0,7
Aldrin 8,5+0,1 0,1 | 0,01 1 0,01 03

Como puede observarse los valores de precision son pequefios, lo que significa

una precision aceptable para todos los compuestos evaluados, el valor de la desviacion

estandar es menor a la unidad y los valores de coeficiente de variacion son menores al

10%. En la tabla 30 se presentan los parametros de exactitud.

Tabla 30: Parametros de exactitud para el método de extraccion QUEChERS a una

concentracion afiadida de pesticida de 10mg/Kg.

Pesticida Porcentajg 'de Error absoluto Error relativo
recuperacion
Metilparation 86,87 1,94 0,19
Heptacloro 84,42 2,51 0,25
Malation 92,86 3,85 0,39
Aldrin 94,72 1,51 0,15

Como se observa los valores de porcentaje de recuperacidn son superiores a

80%, por lo que se puede afirmar segun lo discutido anteriormente, que la exactitud del

método es aceptable; los valores de errores absolutos y relativos dependen en gran

medida de la interaccion de cada pesticida con la muestra.
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Se presenta a continuacion los pardmetros de precision y exactitud, para el

método de extraccibon QUEChERS a una concentracion afadida de pesticida de

20mg/Kg. La tabla 31 muestra los resultados obtenidos para el pardmetro de precision.

Tabla 31: Parametros de precision para el método de extraccion QUEChERS a una

concentracion afadida de pesticida de 20mg/Kg.

Cv

Pesticida Recuperacion S RSD (%) s? Dispersion
Metilparation 16,6+0,5 0,5 0,03 3 0,25 0,9
Heptacloro 17,5+0,5 0,5 0,03 3 0,25 0,9
Malation 14,7+0,5 0,5 | 0,03 3 0,25 1,0
Aldrin 17,6x0,7 0,7 0,04 4 0,49 1,3

Los valores de precision muestran que el método tiene una precision adecuada

para la determinacion de todos los pesticidas con valores de desviacion estandar

menores a la unidad y valores de coeficiente de variacion que no superan el 4%. La

tabla 32 muestra los valores obtenidos para los parametros de exactitud.

Tabla 32: Parametros de exactitud para el método de extraccion QUEChERS a una

concentracion afiadida de pesticida de 20mg/Kg.

Pesticida

Porcentaje de
recuperacion

Error absoluto

Error relativo

Metilparation 86,04 2,44 0,12
Heptacloro 94,48 2,52 0,13
Malation 83,44 5,32 0,27
Aldrin 94,07 3,38 0,17
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Como se observa los porcentajes de recuperacion obtenidos dan lugar a un

método exacto pues superan el valor de 80%.

La figura 26 muestra un cromatograma del proceso de extraccion QUEChERS a

una concentracién afiadida de pesticida de 20ppm, se observa la obtencién de todos los

compuestos estudiados en el orden de elucion esperado.
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Figura 26: Cromatograma del método de extraccion QUEChERS a una concentracion

afiadida de pesticida de 20mg/Kg.

7.5) Comparacion entre el método de extraccion asistida por microondas y el

método de extraccion QUEChERS.

En el apartado anterior qued6 demostrado que tanto la extraccion asistida por

microondas como el método de extraccion QUEChERS tienen parametros estadisticos

de precision y exactitud aceptables para la determinacion de los pesticidas estudiados
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en muestras de fresas, por tanto se puede emplear cualquiera de los dos métodos para
el analisis, por lo que surge la discusion de cual método es mas conveniente al
momento de ser aplicado. Esta eleccion debe hacerse en base al interés que se tiene
como analista y a los recursos disponibles al momento de trabajar con los métodos de

extraccion.

Los equipos de radiacion microondas son costosos, por tanto algunos
laboratorios pueden no contar con este tipo de tecnologia, el proceso de tratamiento de
muestra es laborioso, debido a los diversos pasos a ser aplicados, adicionalmente debe
optimizarse las variables experimentales de extraccion en funcion de los pesticidas a
determinar y la matriz donde se encuentran. No obstante este método tiene una gran
ventaja y es que se puede hacer la extraccion de forma simultdnea a varias muestras
dependiendo de la capacidad del equipo, lo cual es muy util cuando se trabaja con

numerosas muestras.

El método QUEChERS por su parte tiene la ventaja de ser mas sencillo de
aplicar, los extractos obtenidos son mas limpios, ya que se evita la descomposicion de
azucares y otros compuestos presentes en los alimentos por accién del calor, no

obstante este método debe ser aplicado en secuencia una muestra a la vez.
7.6) Analisis de las muestras obtenidas segun la normativa codex alimentarius.

Para el andlisis se aplico los protocolos de extraccion asistida por microondas y
QUEChERS para la muestra representativa obtenida a través del muestreo codex
alimentarius, con la intencién de determinar la presencia o ausencia de los pesticidas
estudiados. Para llevar a cabo esta determinacion se comparé tanto los tiempos de
retencion expresados en la tabla 15 como los espectros de masas de cada pesticida,

estos ultimos se ilustran en la figura 27 y 28
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Los e

spectros de masa mostrados para cada compuesto es la herramienta mas

util para la identificacion, pues estos son inherentes a cada compuesto particular lo que

conlleva a una identificacion inequivoca.

En

la figura 29 muestra el cromatograma obtenido para la muestra

representativa por el método de extraccion asistida por microondas.
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Figura 29: Extraccion asistida por microondas para la muestra representativa obtenida

a través de la normativa codex alimentarius.

En el cromatograma de la figura anteriorno se observa ningun pico

correspondiente a los compuestos estudiados a los tiempos de retencién que eluyen:
Metilparation tr= 13,989min; Heptacloro tr= 14,218min; Malation tr= 14,647min y Aldrin

14,899min.

Igualmente esto fue corroborado por la busqueda de los iones

correspondiente a cada espectro de masas de cada compuesto (figuras 27 y 28), la

ausencia tanto de los picos cromatograficos como de los espectros de masa indica que

no hay resid

uos de los pesticidas evaluados en la muestra recolectada.
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La figura 30 muestra el cromatograma obtenido para la muestra representativa
por el método de extraccion QUEChERS.
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Figura 30: Extraccion QUEChERS para la muestra obtenida a través del codex

alimentarius.

Para la extraccibn QUEChERS se observa igualmente la ausencia de los
compuestos organoclorados y organofosforados estudiados a los tiempos de retencion

ya mencionados, esto se confirma a través de los iones de los espectros de masas de
los picos evaluados.

Ambos métodos de extraccidn no presentaron residuos de pesticidas para la
muestra recolectada. Aunque compuestos de la familia de los organofosforados fueron

empleados por los productores de los frutos, la poca persistencia de los mismos pudo
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causar su ausencia en el andlisis de las muestras, mientras que los pesticidas
organoclorados son empleados cada vez menos por los agricultores. Destaca la
presencia de un mayor niamero de picos cromatograficos en el caso de la extraccion
asistida por microondas con respecto al método QueChERS, por lo que el paso de
limpieza empleando la amina primaria secundaria en este ultimo método, pudiese ser el
causante de la atenuacion o eliminacion de estos picos, ya que como se explicd
anteriormente, la misma suprime algunos &cidos organicos, sustancias polares y otros

compuestos que pudiesen interferir en el analisis.

Para ambos meétodos de extraccion la identidad de los compuestos que
corresponden a los pequefios picos observados pueden ser identificados a traves de
Sus respectivos espectros de masas. En ambos cromatogramas hay un pico que resalta
a un tiempo de retencidén cercano a 11 minutos, la comparacion del espectro de masa
generado por este pico con la biblioteca de espectros de masas Nist MS 2.0 indico que
corresponde al indol-3-acetaldehido que es conocido también como ionol el cual posee
propiedades antioxidantes. Se muestra en la figura 31 el espectro de masa

correspondiente a este compuesto.

107



FACULTAD DE CIENCIAS ()

ESCUELA DE QUIMICA
CENTRO DE QUIMICA ANALITICA

CENTRO DE QUIMICA )
LABORATORIO DE QUIMICA ANALITICA

1o 130

159

9

=2u ] &0 Ta =1 20 100 110 120 130 140 1S5S0 150 170 980 1920 200 210 230

Mame: Indole-3-acetaldehyde
Formula: CqgHgMNO
MW 159 CASE. 2591-98-2 NIST#:. 130408 10 92064 DB: mainlib
Other DBs: Mone
Contributor: LAC, NIDDEK, NIH, Bethesda, MD 20892
10 largest peaks:
130 999 | 159 350 | 64 127 | 77105 131 95 |
103 62| 48 55| 102 48| 129 42 128 39|
Synonyms:
1. 1H-Indol-2~ylacetaldehyde #

Figura 31: Espectro de masas y datos del indol-3-acetaldehido.

Con respecto a los otros picos presentes en el cromatograma de la extraccion

asistida por microondas, la identificacion de los espectros de masa dio lugar a los

siguientes compuestos: acido oleico (tr2= 17,088min), acido octadecatrenoico (tr3=

17,420min) y acido heptadecenoico (tr4= 19,323min), Todos estos son acidos grasos de

cadena larga presentes en diversos frutos. Los otros dos picos resaltantes de la

extraccion QUEChERS corresponden al 1-hepratriacotanol (tr2= 21,227min) y a un fenol

conocido como ionol 2 (tr3= 21,801min)

Las fresas son una matriz con una gran cantidad de compuestos organicos

propios del fruto. Los compuestos anteriormente nombrados se encuentran de forma

natural en las fresas [58] y varios de estos compuestos estan asociados a beneficios a

la salud, como los acidos de cadena larga conocidos como acidos grasos y los
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antioxidantes. Se observo la presencia de iones relacionados a un compuesto de la
familia de los triazoles que se emplean como fungicidas en la agricultura y también en
el area de la medicina, este tipo de compuesto pudo haber sido transferido bien sea en
fumigaciones pasadas o por transferencia, los residuos que se encontraron estan a
niveles tan bajos que su pico cromatografico no es perceptible. La figura 32 muestra el
espectro de masa, la estructura quimica y otros datos de este compuesto.

104

202

108 499 124
147 217 262 279

60 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280
Mame: Di-1,2, 3-triazolof4, 5-a,4' 2'-d]benzens-4,8(4H,8H)-dione, 2 6-diizopropyl-, dicxime
Formula: Cq2H1gMg02
MW 304 MIST#: 204604 1D 2144 DB: mainlib
Contributor: A_A Kutin, Moscow, Russia
10 largest peaks:
41999 | 43954 39537 42213 203164 |
40147 6B116| 94 99| 66 69| &0 69|
SYNONYMS:
Mo SYNoNyms.

Figura 32: Espectro de masas del fungicida tipo triazol encontrado en la muestras.
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8) CONCLUSIONES

La extraccion asistida por microondas permitio la recuperacion de los pesticidas
organoclorados para todas las condiciones estudiadas y de los pesticidas

organofosforados sélo para dos de estas condiciones.

El disefio de experimento por analisis factorial determiné que la condicion
experimental optima en la extraccion asistida por microondas corresponde a una
temperatura de 60°C, una concentracion afiadida de pesticida de 50mg/Kg y
para un tiempo de extraccion de 5 minutos; para los pesticidas Metilparation,
Heptacloro y Malation mientras que para el pesticida Aldrin la condicién optima
resultd ser a una temperatura de 60°C a una concentracion afiadida de pesticida
de 50mg/Kg y a un tiempo de extraccion de 10 minutos. Sin embargo para el
tiempo de extraccion de 5 minutos se obtienen valores de recuperacion

superiores a 90% lo cual es aceptable.

Los parametros analiticos de calidad para el método de extraccion asistida por
microondas indica que el método tiene una precision y exactitud aceptables para
los pesticidas estudiados, con Coeficientes de variacion menores a 5% vy

recuperaciones mayores a 90%

EL método QUEChERS resultd ser preciso y exacto para los pesticidas
estudiados a las dos concentraciones de pesticida afiadidas con coeficientes de

variacion menores a 6% y recuperaciones mayores a 86%.

No se detectaron los compuestos organoclorados ni organofosforados
estudiados en la muestra representativa expuesta a pesticidas, esta verificacion
se hizo en base a los tiempos de retencion de los compuestos como a los

espectros de masa de cada pesticida.
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9) RECOMENDACIONES

v' Evaluar otros pesticidas de la misma familia: organoclorados y organofosforados,
o diferente familia como: carbamatos piretroides entre otros en matrices de
fresas, con el fin de determinar si los métodos de extraccion aqui estudiados son

aceptables para los mismos.

v/ Evaluar los métodos de extraccion estudiados para la determinacién de

pesticidas de diferentes familias empleando otras matrices de frutos y alimentos.

v’ Establecer parametros de calidad analitica de cada método bajando los niveles
de concentracion de pesticida evaluados, con el fin de determinar el limite en el

cual esta variable, no es significativa para los métodos de extraccion estudiados.
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11) APENDICE

En esta seccién se presenta las ecuaciones que se emplearon para los andlisis
de los datos, asi como para los analisis estadisticos. Las pruebas estadisticas se
basaron en el disefio de experimento por andlisis factorial el cual fue hecho
directamente por el software Statgraphics, las otras pruebas son pruebas tipo contraste
de significacién especificamente la prueba F de Fisher y la prueba t de Student.

Prueba F de Fisher: Es una prueba de comparacion de varianzas de dos poblaciones,
esta prueba tiene como fin determinar si no hay diferencias significativas entre los

valores de las varianzas de dos poblaciones aplicando la siguiente ecuacion

El valor aqui obtenido denominado F experimental o F critica se compara con un
valor de F tabulado conocido también como F critico, este valor de F depende de los
grados de libertad que se tengan y el nivel de confianza establecido. Se establece
hipétesis de comparacion principalmente la hipoétesis nula que dice que no hay
diferencia entre las varianzas de las dos poblaciones Ho: Si? = S,? si la F cal<Fcri se

acepta esta hipotesis en caso contrario se rechaza.

Prueba t de Student: esta prueba sirve para determinar si dos medias de diferentes
poblaciones son estadisticamente iguales, para ello es necesario saber con anterioridad
si los valores de sus varianzas son iguales o diferentes, para el primer caso donde las
variables son iguales el valor de t exerimental se calcula a través de la siguiente

ecuacion
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exp

En el caso que las varianzas no sean iguales el valor de t experimental se calcula

a través de _ _
.= (X177 X 2)
exp

S, N S,°
Sy
N1 n:

Donde s se obtiene como

(n171)S1+" +(n2"1)S>°

(nitn2"2)

El valor de t experimental obtenido se compara con el t tabulado o t critico este
nuevamente depende de los grados de libertad y el nivel de confianza establecido,. Se
establece como hipotesis nula Ho: X1=X; si la t cal< tcri se acepta esta hipodtesis en

caso contrario se rechaza

Los parametros analiticos de precision calculados para los métodos de extraccion son
la desviacion estandar (S), desviacion estandar relativa (RSD), el coeficiente de

variacion (CV), la varianza (S?) y la dispersion.
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n

— T\2
Desviacion estandar: Z (X, 7 x)
S = i1
n—1
S
Desviacion estandar relativa: RSD — —
X
_ S
Coeficiente de variacion: Cv = —~7100
X
i — a2
varianza: Varianza ~— S
Dispersion:  Dispersion = Mayorvalor ~ ~ Menorvalor

Los parametros analiticos de exactitud calculados para los métodos de extraccion son

el porcentaje de recuperacion (%R) el error absoluto (Ea) y el error relativo (Er)

_ Cbya ~ Cb
Cs

x100

Porcentaje de Recuperacion: 90 R

Cbya= cantidad de analito en la muestra + cantidad de analito afiadido
Cb= cantidad de analito en un blanco de muestra

Cs= concentracién esperada
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Error absoluto: Ea ~ Valoragreg ado ~ Valorrecup erado

_ Valoragreg ado ~ Valorrecup  erado

Error relativo: Er
Valoragreg ado

Los parametros analiticos de calidad instrumental calculados son limite de
deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOL), limite de linealidad (LOL), rango lineal,

rango dinamico y sensibilidad.

Limite de deteccién: | op =vy ,+ 3SB

Limite de cuantificaciéon: LOQ =Y o110 SB

Sensibilidad: representa el cambio en la sefal analitica por el correspondiente cambio

en la concentracion del analito y se determina de la siguiene forma:
Sensibilidad = pendiente

Sensibilidad analitica = Pendiente / Ruido

g =SEN /sy (Unidades: concentracion™)

donde el ruido se determina como:
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donde M= nuamero total de puntos, P= nimero de niveles, R= niumero de replicas para

cada nivel Ypr= sefial promedio Yp= sefal individual

por tanto la inversa de la sefial analitica queda como:

y!=s,/SEN

Representa la diferencia minima detectable en unidades de concentracion.
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