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La extraordinaria multiplicacion, desde la segunda guerra
mundial, de compuestos quimicos wsados para combatir
plagas en agricultura y salud piblica, ha conducido a la
presencia de 'sus residuos en el ambiente, incluyendo los
alimentos, con riesgos potenciales para la salud humana
y la ecologia en general. Este hecho ha creado la nece-
sidad de desarrollar técnicas analiticas muy sensibles
para la deteccion y determinacion de dichos residuos. Se
presenta un esbozo historico del desarrollo de las técni-
cas, asi como su estado actual, basado principalmente
en la cromatografia en fase gaseosa. Se expone también
el esquema del método de multirresiduo de la deteccion
y determinacion simultdnea de una variedad de residuors,
que abarca sus fases preparatoria y deteminativa, asi
como técnicas confirmatorias y complementarias.

Esbozo Histérico y Primeros Métodos

Como lo indica su nombre, los plaguicidas son agentes destinados a com-
batir plagas.

Por una curiosa inversién, "plaga" es "pest", en inglés, mientras que
"plague"” en inglés significa "peste” en castellano, Por lo tanto, es frecuente
el uso en espafiol del anglicismo (o galicismo) "pesticida", sinénimo de pla-
guicida. Para complacer a los puristas, en este trabajo utilizaremos, pues, el
término "plaguicida",

Se pueden distinguir tres generaciones de plaguicidas usados en agricul -
tura y salud pGblica,

Hasta 1840 la mayorfa de los agricultores consideraban las plagas como
un hecho que uno tenla que aceptar como la voluntad de Dios.

En los Gltimos afios de esa misma década, M, Grison, de Versailles, Fran-
cia, descubri6é que la mezcla de cal y azufre constitufa una cura contra el
mildeu (mildid) polvoroso, plaga propia de la vid, descubriéndose luego que el
polvo de azufre solo tenfa el mismo efecto. En 1865 se introdujo el "verde
Paris" (acetoarsenito de cobre) contra el escarabajo de la potata (escarabajo
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(escarabajo de Colorado) que permanecis siendo insecticida principal hasta la
introducci6n del arseniato de plomo en 1892,

En los 1880 se descubrib accidentalmente que una combinacién de sul-
fato de cobre con cal Ilamada "mezcla de Burdeos" era un fungicida eficaz
contra el mildeu de primavera, Con estos descubrimientos el control quimico
de las plagas se afirmé a fines del siglo XIX, En la Exposicién Colombina de
Chicago de 1893, figuraban ya 42 insecticidas patentados.

Todos estos plaguicidas de la primera generacién eran sustancias inorgé:
nicas encontrados en la naturaleza, tales como minerales de azufre, cobre y
arsénico, o preparaciones y mezclas artificiales que contenfan arsénico, anti=
monio, plomo, selenio, boro, cobre, mercurio, cinc, talio, mangano, plata o
fluoruros, cloratos, cianuros, tiocianuros, isocianuros, etc,, ast como productos
orgénicos naturales, entre éstos los fenoles, que resultan del proceso de ahu-
mado de ciertos tipos de madera, extractos de tabaco, rotenona de ralz de
derris y piretro.

Cualesquiera anélisis de residuos de estos plaguicidas de la primera
generacign  se inspiraban predominantemente en'consideraciones comerciales
tales como mantenimiento de un producto apto para la venta y bajo costo del
pesticida. Las pruebas variaban desde las organolépticas hasta las colorimé-
tricas y de fotometria de llama. Aunque este Gltimo procedimiento fue desa-
rrollado por Bunsen y Kirchhoff hace més de 100 afios, los ITmites inferiores
de deteccién obtenidos con éste y por medio de determinaciones colorimétri-
cas, en muchos casos no han sido mejorados todavla, compardndose con las més
sensibles determinaciones instrumentales. Tal es, por ejemplo, el caso de la
determinacién del cobre por medio de la mancha analftica de Feigl usando
dietiloditlocarbamato de cinc como reactivo, por cuyo medio 0,04 partes por
millén de cobre pueden ser detectadas en un alimento. Muchas técnicas co-
lorimétricas fueron desarrolladas para la determinacién de los plaguicidas,
tanto de la primera como de la segunda generacién. Unas son muy especltficas
y otras representan reacciones de grupos de compuestos. Se comparan intensi-
dades del color desarrollado correspondientes a las cantidades del compuesto
en cuestién, visiblemente o por medio del fotocolorfmetro,

La segunda generacion de plaguicidas nacié durante la segunda guerra
mundial con la introduccién del DDT como insecticida, seguido por otros pro~
ductos quimicos orgénicos sintéticos. Nuevas sustancias activas contindan a-
pareciendo en la actualidad. Varios centenares se usan hoy dfa, en férmulas
de mas de 50,000 productos comerciales, Debido a su uso tan extenso, el
propésito principal del anélisis de sus residuos pas6 a ser el de control por
parte de las autoridades gubernamentales, de la calidad de los alimentos des=
de el punto de vista de la seguridad para el consumidor. El anélisis de resi-
duos de estos plaguicidas orgénicos trajo consigo nuevos problemas. La ma-
yorla de ellos no se pueden detectar organolépticamente, Tampoco se pueden
determinar por métodos inorgénicos, ahora muy bien desarrollados, por con-
tener en la mayorfa de los casos Gnicamente los elementos C, H, O, halége-
nos, P, Sy N, Existen solamente unas pocas excepciones donde las molécu-
las orgénicos tienen metales incorporados, Permitiendo la aplicacién de la
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espectrometria de la emisién de 1lama o absorcién atémica. Para la vasta ma-
yorfa de los ingredientes activos, hubo necesidad de desarrollar nuevos méto-
dos anallticos, Para propésitos generales se adoptaron los ensayos biolégicos,
Estos, usando organismos de prueba susceptibles, son técnigas relativamente
féciles, especialmente adecuadas para los laboratorios no equipados con ins~-
brumentos costosos, o en el caso de venenos para los cuales no se han desarro-
llado mé&todos quimicos de anélisis de sus residuos o bien son demasiado com=

plicodos (1).

Los métodos biolégicos también tienen la ventaja sobre otros métodos en
el sentido de que detectan metabolitos téxicos que quimicamente se comportan
de manera distinta a otras sustancias afines y por lo tanto no se pueden detec-
tar o menos que se conozca su naturaleza, Puesto que para el entomélogo lo
Importante es la actividad biolégica y no la presencia o ausencia de los com=-
puestos especlficos, desde su punto de vista, el bioensayo es el mejor método
de anélisis de residuds. Sin embargo, esta técnica no es lo bastante sofistica-
da como para determinar la cantidad exacta del residuo, y tampoco es sensible
por debajo de cierto nivel. No obstante, algunas de ellas s se distinguen por
su-muy alta sensibilidad, Tales son las que usan Drosophila, un insecto de
prueba muy com@n que permite la deteccién de décimas, y en algunos casos
hasta de centésimas partes por millén de insecticidas, o Daphnia (la "pulga
acuética”) que es sensible a 2-5 partes por billgn de ciertos insecticidas,

Una de las pruebas bioquTmicas, la inhibicidn de la colinesterasa, sigue
uséndose bastante todavla en el caso de los compuestos inhibidores de esta
enzima, como son los organofosfatos y carbamatos,

La cromatografia en papel, luego extendida a cromatografia en capa fina
(delgada), se establecié temprano como método preferido, La cromatograffa
es un procedimiento de andlisis basado en la percolacién de un ITquido o un
gas a través de una materia porosa o pulverulenta, de gran superficie, ya sea
sola o actuando como soporte para una capa de Ifquide y constituyendo la fase
estacionaria. La otrg, o sea la fase movil, es el 1Tquido o gas percolado por
dicha "cama estacionaria”. La separacién de componentes de una mezcla con~
tenida en lo fase mévil se produce mediante intercambios repetidos entre ésta
y la fase fija, separéndose los mismos como consecuencia de sus diferentes ve-
lecidades de migracibn.

En la cromatografia eu papel, la fase fija Id constituye una hoja de pa:-
pel. La mezcla a analizar (en solucién) es depositada en una mancha en una
extremidad de la hojq, desde donde el solvente escurre por capilaridad (des -
cendiendo o ascendiendo), y después del desarrollo con un agente cromogéni-
co (que produce color), hace que aparezcan numerosas manchas a diferentes
niveles, Estos Gltimos corresponden a los distintos componentes distribuldos
segln sus distancias de migracién en relacién a la del frente del solvente,
Dicha razén se llama valor Re, La intensidad de color o de la fluorescencia
en la luz ultravioleta de la mancha, corresponde a la cantidad de la sustan-
cia.
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En la cromatografia de capa delgada el papel fue reemplazado por una
placa o l&mina de vidrio o metal con un polvo adsorbente (la de uso més fre-
cuente es el gel de sflice o altmina) esparcido en una delgada capa de alre-
dedor de 0,25 mm, El adsorbente generalmente estd mezclado con yeso, y el
espesor se iguala en un aparato especial, obteniéndose asf una cromatoplaca.
La ventaja de este método sobre la cromatograffa en papel es la mayor veloci~
dad y una separacién mejor definida de los componentes. Esta técnica sigue
en el campo de plaguicidas como un importante y répido método confirmatorio
que complementa la cromatografla de gas, de mayor uso, asf como técnica
principal en el caso de plaguicidas no voléatiles en las temperaturas usadas en
la cromatograffa de gas.

La cromatdgrafia en fase gaseosa, brevemente llamada cromatografta de
gas, es un elegante método de determinacién cualitativa y cuantitativa simul-
téneas de un nOmero de plaguicidas,

El desarrollo de esta técnica ha sido extraordinariamente répido, gracias
en particular al perfeccionamiento de aparatos comerciales que transforman en
un trabajo de rutina el an&lisis de mezclas muy complejas, con el Gnico requi-
sito de que puedan ser evaporadas,

En el término de pocos aiios, sobre todo con el detector de captura de e=
lectrones (DCE), esta técnica se ha convertido en el método preferido para los
plaguicidas clorados, los que se usaban predominantemente en su &poca. Con
el mayor uso de otros plaguicidas, detectores nuevos y especlficos fueron desa=-
rrollados o mejorados, Dedicaremos especial atencién a esta técnica,

Desarrollo del Procedimiento del Multirresiduo

Si bien es cierto que a la introduccién de nuevos plaguicidas siguié el
desarrollo de métodos anallticos para su deteccién, el quimico analista no sa-
be cuéles de los muchos plaguicidas podrTan emplearse sobre el producto antes
de que éste aparezca como alimento en el mercado y, en consecuencia, qué
método usar, Ademés, por accidn de la luz, del aire, o de enzimas propias de
la planta o del animal, muchos de estos compuestos se convierten en otros a
veces aln més téxicos. Consecuentemente, cientificos, en particular de la
Administracién de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de América han
desarroliado los llamados métodos de "multirresiduo®, que permiten determinar
varios plaguicidas simulténeamente. Por medio de estas técnicas, un qufmico
con adiestramiento, experiencia y equipos adecuados, puede identificar y de-
terminar cuantitativamente alrededor-de unos 60 plaguicidas en una sola
muestra de cualquier alimento en el término de pocas horas, Esto es mas de
lo que podrlan hacer 50 o més quimicos que analizaran por separado cada re-

siduo (2),

El procedimiento en cuestién, adoptado en nuestro laboratorio con va-
riantes aplicadas a distintos tipos de materiales, estd basado en la cromatogra-
fla de gas; no obstante, esa técnica Gnicamente forma parte, aunque importan
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te, del proceso total, En general, el método puede dividirse en cuatro fases
principales:

l. Muestreo

I, Extracciébn

1. Aislamiento

V. Determinacién (identificacién y cuantificacién)

La cromatograffa de gas se usa principalmente en la fase 1V, El mues-
treo apropiado tiene la misma importancia que en cualquier trabajo analitico,
y las etapas-11 y lll estan interrelacionadas. Como en cualquier anélisis, y
con pocas excepciones = por ejemplo, las relacionadas con la radiactividad -
casi siempre es necesario separar el grueso de la muestra antes de poder hacer
la determinacién, especialmente cuando hay por lo menos un millén de veces
mé&s de alimento que del residuo quimico que se desea determinar,

Segin el método de la FDA, para la extraccién la muestra se homogeni-
za con acetonitrilo, solvente que es particularmente efectivo para la extrac-
ci6n de plaguicidas clorados y fosforados. Sin embargo, este solvente extrae
también otros compuestos tales como grasas, aceites y ceras, Estos se extraen
a su vez a partir del acetonitrilo en un embudo separador con éter de petré-
leo; luego los plaguicidas se pasan a otra porcién de éter de petréleo por adi-
cién de un gran volumen de agua.

El &éter de petréleo se pasa por una columna de florisil, material granu-
lado que adsorbe tanto los plaguicidas como las impurezas restantes, Estas
6ltimas incluyen sustancias colorantes naturales en el caso de las plantas,
ademés de residuos de grasq, etc. Seguidamente los plaguicidas se eluyen de
la columna con mezclas selectivas de solventes; en el caso del método de la
FDA con tres mezclas de éter de petréleo en proporciones crecientes de éter
etilico, dividiendo los plaguicidas en tres grupos para facilitar la cromatogra-
ffa, mientras que las impurezas permanecen en la columna. Sélo entonces
estén los plaguicidas lo suficientemente puros para la G6ltima etapa del proce-
so, esto es, para la determinacién por medio de cromatografla de gas.

Debido a la ubicuidad de plaguicidas o impurezas con caracterfsticas
cromatogréficas similares, a las pequedfsimas cantidades que se determinan,
y a la extraordinaria sensibilidad del cromatégrafo de gas, se necesita una
cuidadosa limpicza de la cristalerla y pureza de los reactivos y solventes.
Asl, después de usada, la cristalerfa se lava con écido crémico, en seguida
con agua hirviendo con detergente, y se enjuaga varias veces con agua co-
rriente y con agua destilada., Luego se seca en la estufa a 130°C, se enfrla
y se lava varias veces con acetona y finalmente con hexano. Lla esteriliza-
¢ién no sirve en el trabajo con plaguicidas,

Todos los reactivos s6lidos se extraen con solventes en un aparato
Soxhlet durante varias horas, y todos los solventes se redestilan en vidrio, con
reactivos especiales si fuese necesario. Se ha logrado ahorrar estos Gltimos
introduciendo micrométodos, pero éstos han tenido éxito Gnicamente en el ca
so de ciertos materiales determinados, tales como sangre, grasa y leche humanas,
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Desde 1944, la fose de determinacién ha atravesado por un gran nGmero
de formas en su proceso de evolucién, El primer método fue la determinacién
del cloro orgénico total, que no permitia determinar varios plaguicidas indi-
viduales, A &ste sigui6 el ensdyo biolégico y a continuacién la cromatograffa
en papel, en capa fina, y por Gltimo, la cromatografla de gas. Se ha compro-
bodo plenamente que esta Gltima técnica es, sin lugar a dudas, muy superior a
las precedentes,

En un pérrafo previo se explicé ya la base de la separacién de una mez-
cla de sustancias voléatiles por cromatografia,

De los dos tipos de cromatografla de gas existentes, la técnica de la se-
paracién depende, en el primer caso, de las distintas afinidades de adsorcign
al sélido, constituyendo la fase estacionaria de los diferentes componentes de
la mezcla (cromatografia de gas sglido). En el segundo caso, la técnica de=~
pende de la particién de los componentes entre la fase estacionaria en forma
de una capa de Ifquido no volétil que cubre el sé6lido de soporte, y la fase
gaseosa (cromatografia de gas liquido). Esta Gltima es la forma més versatil y
selectiva de la cromatograffa en fase de gas usada para analizar gases, [fqui-
dos y sélidos susceptibles de volatilizar,

Desde que Martin y Synge introdujeron la cromatografia de gas en 1952
(por la que obtuvieron el premio Nobel), dicha técnica se ha desarroflado de
manera sorprendente gracias a la sensibilidad, exactitud y sencillez que ca-
racterizan a esta forma de separacién, identificacién y determinacién de com
puestos volatiles. Se estima que al presente existen més de 100,000 cromaté-
grafos de gas en el mundo y que m&s de 50,000 trabajos han sido publicados
sobre el tema, con una tasa de incremento de publicaciones de 1,800 - 2,000
al afo,

Aplicacign de laCromatografia de Gas a la Determinacign de Plaguicidas
A.  El sistema cromatogrdfico (3)

Las partes b&sicas de un cromatégrafo de gas, segin lo ilustra la Figura
1, son:

1. Una fuente de gas portador (de arrastre), usualmente un cilindro a
presién alta

Controlador de flujo y regulador de presién

Entrada a la muestra (puerto de inyeccién)

Columna con su empaque

Detector (con la electrénica necesaria)

Registrador

\lo-sn-hwm

Termostatos para inyeccién, columna y detector



Termostatos

Puerto de

Inyeccién

Control ador
de Flujo

Gas

Portador

Columna

Registrador
Detector

—_—

FIGURA 1

El sistema cromatogrdfico

(Cortesfa de McNair y Bonelli, "Curso bésico
de cromatografia en fase de gas")

IS€E
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B. Técnica

En la cromatografia de gas liquido (CGL) los camponentes de una mez=
cla son llevados a través de una columna (un tubo de vidrio o metal con su
empaque) por un gas inerte (gas portador o de arrastre), normalmente nitrége-
no o helio. La mezcla se reparte entre el gas y el solvente no volatil (fase
estacionaria) cubriendo los granos clasificados de un 'soporte sglido (polvo de
ladrillo, polfmeros), El solvente retarda selectivamente los componentes de
la mezcla de acuerdo a su coeficiente de distribucién y, bajo condiciones
constantes de temperatura y de flujo de gas, &stos dejan la columna en la co-
rriente de gas con tiempos de retencién constantes. Luego, mediante un de=-
tector conectado con el registrador, se registran en forma de una serie de
picos como funcién de tiempo,

El tiempo de retencion, marcado por la posicién del pico, permite iden-~
tificar el componente mientras que su altura o drea corresponde a su cantidad,
Las distintas partes del sistema se mantienen o temperaturos apropiadas para
prevenir la condensacién de la muestra o su descomposicién,

Cuando se encuentran presentes companentes fuertemente retenidos, el
tiempo de andlisis puede acortarse usando la programacion de temperatura,
que es el aumento regular de la temperatura de la columna en el curso del
anélisis.

Con excepcidn de picos muy delgados y claramente separados, la canti-
dad de sustancia guarda més proporcién con la superficie del Grea que con la
altura de un pico, La primera puede calcularse ya sea por medio del planime-
tro, cortando y pesando los picos, o bien valiéndose de integradores conecto-
dos al aparato, mecénicos (de disco), o electrgnicos.

La Figura 2 proporciona un ejemplo de un cromatograma asl obfenido,
en este caso de ésteres de dcidos grasos,

C. Columnas

La columna es el corazén del cromatégrafo de gas y su tuberfa puede
ser de cobre, aluminio, teflén, acero inoxidable o vidrio; hoy dfq, en general
los dos Gltimos materiales son los de mayor uso (vidrio en caso de plaguicidas)
ya sea,bien en forma rectq, doblado en U, o en espiral. Su longitud varfa
desde unos pocos centimetros hasta mas de 20 metros (el més comdn mide de 1
a 3 metros) y su didmetro interno oscila entra 0,25 mm y 10 em. El soporte
s6lido de empaque que se utiliza més comGnmente consiste en varios grados
de polvo de ladrillo de marca comercial Chromosorb, Anakrom, Supe lcoport
u otras, el cual proporciona el medio de distribucién de gran superficie para
la fase ITquida. Precisamente es a la disponibilidad de muchas variedades de
esta Gltima fase a la que se debe la versatilidad y selectividad de la CGL,
Las fases ITquidas estacionarias son normalmente ITquidos con una presién de

vapor imperceptible bajo temperaturas de operacién, en los que los compo-
nentes de las muestras tienen una solubilidad razonable y exhiben diferentes
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(Cortesia de McNair y Bonelli, ''‘Curso basico
de cromatografia en fase de gos'*)
FIGURA 2

Cromatograma tipico de ésteres de dcidos grasos

coeficientes de distribucién. Ademés existen columnas capilares muy largas,
sin empaque,

D. Detectores

El detector sirve para indicar la presencia y medir la cantidad de com~
ponentes en el efluente de la columna, No existe un detector ideal, Uno de
los libros recientes sobre cromatograffa de gas sefiala la existencia de 44 tipos
distintos de detectores (4), Sin embargo, los més comunes son seis: de con-
ductividad térmica (catarémetro); de ionizacién de flama; de captura de elec
trones; de conductometria de Coulson; termiénico, y de fotometrfa de |lama
(Melpar). Los dos primeros se acercan a lo que podrfa denominarse "detector
res universales" mientras que el de captura de electrones es un tanto més especl
fico, siendo sensible a los compuestos electronegativos, Los tres restantes son
atn més especlficos, ya sea en el caso de halégenos, fésforo o azufre,

Aunque la cromatograffa de gas llquido (CGL) fue desarrollada en la
década de 1950, los primeros detectores, incluso el de ionizacién de flamg,
no eran Gtiles para la determinacién de plaguicidas hasta que en 1960 Coulson
inventd el detector microculdmetro, que medfa continuamente la cantidod de
Geido clorhfdrico producido por combustién de plaguicidas clorados en un
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horno de tubo. En la mayorfa de laboratorios, el detector de conductometria
de Coulson, especlfico también para azufre o nitr6geno, ha reemplazo al mi-
croculémetro, pero desde 1964 el detector de coptura de electrones ha sido el
més empleado para anélisis de résidvos de plaguicidas,

Mientras que en el detector de ionizacién de Ilama (Fig. 3), el més usa~
do de todos, se mide el aumento de la corriente eléctrica producido por la io-
nizac®n de los componentes de una mezcla volétil pasando entre dos electro~
dos, el principio contrario se aplica en el detector de captura de electrones
(Fig. 4), ya que en este caso se mide la pérdida de sefial més bien que una co-~
rriente eléctrica positiva, Cuando el gos de arrastre (por ejemplo nitrégeno)
pasa por el detector, una fuente radiactiva (tritio, Nié3 o Scandio) ioniza las
moléculas del mismo produciendo electrones lentos que migran al Gnodo bajo
un voltaje fijo llamado voltaje de elemento. Una vez colectados, esos elec-
trones lentos producen una corriente constante amplificada por el electrémetro,
Si se introduce una muestra que contiene moléculas capaces de absorber elec-
trones, esa corriente se reduce. La pérdida de corriente guarda relacién pro-
porcional a la cantidad y ofinidad electrénica del compuesto,

El detector de captura de electrones es extraordinafiamente sensible a
ciertos compuestos electronegativos, tales como hélidos, &lkilos, carbonilos
conjugados, nitrilos, nitratos y organometales, pero es virtualmente insensible
o hidrocarburos, alcoholes, cetonas, etc, Estas caracterlsticas lo hacen espe-
cialmente valioso para el anélisis de plaguicidas, que pueden ser detectados
hasta una fraccién de picogramo (o sea de 10712 g), particularmente en el
coso de los héalidos.

El uso creciente de plaguicidas organosfoforados condujo a trabajar en
un detector selectivo de fésforo. El primero de &stos fue un detector de ioni-
zacién de flama modificado (termignico). Este consiste en un detector de fla-~
ma normal con la adicién de una pequefia tableta de sal alcalina colocada en
la punta de cuarzo, Con un control preciso de tasas de hidrégeno y flujo de
aire, el detector se hace muy sensible a los compuestos que contienen fésforo
y casi insensible a ofras materias orgénicas.

El detector de fotometrfa de flama de Melpar (Fig. 5) se basa en el he-
cho de que cada elemento produce un espectro de emisién caracterlstica cuan
do a sus Gtomos se les suministra energla de excitacién. En este caso la ener=~
gfa se produce por la ignicién de una muestra vaporizada y mezclada con aire
y oxlgeno, en una flama rica en hidrégeno. La intensidad de las longitudes de
ondas de luz emitidas es proporcional al nimero de 4tomos excitados, asf como
a la concentracién del compuesto. Lad intensidad es detectada por medio de
un fotomultiplicador, amplificada y registrada.

Los compuestos de fésforo y de azufre se desdoblan en la floama dando
emisiones &pticas caracterlsticas, Una u otra pueden ser seleccionadas por la
insercién de filtros 6pticos intercombiables que transmiten sélo las longitudes
de ondas caracterlsticas del elemento en cuestién, Los compuestos que contie
nen fésforo se detectan por el uso del friltro que Gnicamente transmite la emi-
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si6n de 526 my caracterlstica de ese elemento; el filtro de 394 my es especl-
fico para azufre,

El sistema permite también su operacién como un detector regular de io-
nizacion de flama. Con un electrémetro y registrador de canal doble, el canal
de ionizacién indica la presencia de casi todos los componentes de la mezclaq,
mientras que el canal de fotometrfa muestra s6lo aquéllos que contienen fésfo-
ro o azufre, seglin se desea, La Figura é representa los cromatogramas de un
aceite obtenidos simulténeamente de la manera descrita.

El Melpar permite la deteccién de compuestos que contienen fésforo o
azufre al nivel de nanogramo, aln con el excedente de miles de veces de otros
productos quimicos.

Curva Muestra G Detector
A 0.030 Captura de electrones
{\ B 0.30 Conductividad electro-
I litica con horno reduc-
tivo

T
10 Di_‘_ifiones

A

B

_ | |
0 0.51.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5

Tiempo relativo de retencion

(Aldrina = 1.0)

(Cortesla de Tracor, Inc., Austin, Texas),

FIGURA 6

Extracto mal purificado de un roedor expuesto a los pesticidas clorinados



El otro nuevo detector, Coulson, es especifico para compuestos organi-
cos de nitrégeno, halégenos y azufre. Un horno de pirdlisis oxida o reduce
esos compuestos con oxIgeno o hidrégeno, respectivamente. los productos de
la reacciédn forman electrolitos cuando se disuelven en el agua deionizada que
circula en la celda del detector. Los cambios de la conductividad entre dos
electrodos de platino se miden por medio de un puente DC y se reflejan como
picos en el registrador. El sistema se muestra en la Figura 7,
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Bomba de  Tubo de inter-
agua cambio de iones,
(Cortesfa de Tracor, Inc.,
Austin, Texas)
FIGURA 7

Diagrama de flujo del detector de conductividad electrolitica de Coulson

Segin el arreglo que hemos adoptado en nuestro laboratorio, "los com-
puestos que salen de la columna son llevados por el gas de arrastre y pasan
primero por el DCE (detector de captura de electrones).  Una de las plumas
del registrador, la conectada con el DCE, registra los picos que corresponden
a plaguicidas, tanto clorados como fosforados, Casi inmediatomente la mez=-
cla dentro de una fraccién de segundo) atraviesa el Melpar, cuya pluma re:
gistra Gnicamente los picos correspondientes a los ploguicidas fosforados,
exactamenle opuestos a los picos de los mismos compuestos trozados por la
pluma del DCE, tal como lo indica la Figura 8, Gracias a este arreglo, en el
caso de dos plaguicidas, uno clorado y otro fosforado, ambos con el mismo
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valor de retencién, por ejemplo, se puede identificar cuél es, y si los dos es-

tuvieran presentes, calcular la cantidad de plaguicida fosforado por el Melpar,
y del clorado,restando esta cantidad del pico compuetts en el DCE, El mismo

efecto se puede lograr por medio de un "splitter" que lleva parte de la fase
mévil al detector EC y la restante al Melpar.

Endrina Il
Curva A: detector de
captura de electrones (EC)

Curva B: detector do
fotometrla de flama (FDP)
=

Endrina | ——
< [

oy

Dieldrina -

—
= iy
S

Heptacloro epbxido + Malatign ——n<

anne

FIGURA 8

Ejemplo del uso de dos detectores para la deteccign de una mezcla de
plaguicidas clorados y fosfatades

En el caso de dos compuestos clorados y fosforados que tengan el mismo
valor de retencién, ya es factible lograr cierta clasificacién usando los I're's
solventes en la cromatografla con la columna de florisil. Por ejemplo, p,p =

DDE (un metabolito del DDT), que frecuentemente, y segin el tipo de colum-
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na, sale en el mismo lugar que la dieldring, se eluye de la columna de florisil
con 6% de éter etflico en éter de petréleo. Sin embargo, para eluir la diel-
drina se necesita 15% de éter etflico, y asl estos dos compuestos se encuentran
separados en dos fracciones distintas antes de su inyeccién en el cromatégrafo,
Finalmente, y como procedimiento de ruting, usamos dos columnas distintas con
patrones diferentes de retencibn, de manera que las parejos que no se separan
en una de las columnas, se separan en la otra, Por ejemplo, la Figura 9 mues~
tra una de las dos coluranas més utilizadas por nosotros, pudiéndose observar
que el lindano no se separa del 4 -BHC y o,p’-DDT de la endrina. En cambio
estos compuestos sf se separan en la segunda columna Fig. 10), mientros que
/4 -BHC casi no se separa del heptaclore. Si todavia queda alguna duda, la
confirmacién final se puede llevar a cabo valiéndose de un detector de con~
ductometrla de Coulson o bien por cromatografia en capa fina.

a-BHC

Lindano
B-BHC
Heptacloro

Aldrina
Hepl-Epoxido

L

| S

E p,p’_DDE
| el

[ il

Dieldrina
—  0,p-DDD

1=-30%¢S6°1/L1—A0%SI

—-— En=drinu
—= 0,p-DDT
< ,
p,p-DDD
~— p,p-0ODT
—

FIGURA 9

Cromatograma tipico de una mezcla de 13 plaguicidas clorades ‘sobre una
columna con fase liquida mixta

El procedimiento arriba descrito se aplica especificamente a la determi-
nacién de residuos de insecticidas clorados y menos polares fosforados, Para
otros grupos de plaguicidas tienen que aplicarse distintas variaciones de las
técnicas aqul expuestas, Estas pueden implicar Gnicamente el uso de diferen -
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FIGURA 10

Cromatograma tipico de una mezcla de 13 plaguicidas clorados sobre una
columna con fase liquida mixta

tes combinaciones para la extraccién y limpieza, como es el caso de los insec
ticidas fosforados més polares. En otros casos, cuando los miembros de determina
do grupo no son lo suficientemente volatiles o estables en las temperaturas del
cromatégralo, se proparan derivados estables volatiles, usualmente &steres de
distintos tipos, como sucede en el caso de los herbicidas derivados del &cido
fenoxi ‘acético o insecticidas y herbicidas del grupo de carbamatos.

Sin embargo, los principios y los problemas de muestreo, extraccién,
aislamiento (limpieza) y por fin, de la determinacién, incluyends la identifi-
cacién y cuantificacién, son muy similares a los descritos en el caso del mé:-
todo de multirresiduo aplicable a los insecticidas clorados y fosforados,

Técnicas Auxiliares y Confirmatorias

Aunque la cromatografla en fase gaseosa constituye hoy dfa la base de
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la mayorfa de procedimientos analfticos de determinacién de residuos de pesti=
cidas, siempre se necesitan métodos alternativos para confirmar los resultados
obtenidos con la primera, para determinar los compuestos que no se pueden es-
tablecer por medio de la cromatograffa de gas, y por fin, para el uso por parte
de los laboratorios que no cuentan con el equipo requerido por esa técnica

(s)l

Rutinariamente, y como el primer paso de confirmacién, se usan dos o
incluso tres columnas distintas en el cromatégrafo de gas. Cuando los tiempos
de retencién de un compuesto con estas columnas son idénticos a los tiempos
de retencién de cierto estdndar de plaguicida, se puede estar razonablemente
seguro de que el plaguicida en cuestién se encuentra presente en la muestra,

La técnica alternativa tal vez més usada en los tres casos indicados es
la ya mencionada cromatografia en capa delgada,

Usada conjuntamente con aparatos tales como un densitémetro, puede
proporcionar resultados cuantitativos bastante exactos, aunque su sensibilidad
es normalmente mucho més baja que en el caso de la CG y, por lo tanto, es
necesario concentrar extractos de muestra antes de su aplicacién a la placa,
Ademés, dicha técnica es muy Gtil en*muchos casos para los répidas pruebas
de "tamizaje", y a menudo se usa para el propésito de "limpieza" previa a la
cromatograffa de gas,

Para los organofosfatos, un buen método confirmatorio lo constituye la
cromatograffa en capa delgada (CCD) con deteccion enzimdtica, en vez de
las més comdnmente usadas, que involucran agentes cromogénicos o luz ultra-
Vio‘etao

En el caso de residuos de plaguicidas clorados, frecuentemente ocurren
identificaciones equivocadas en la cromatograffa de gas con deteccién por
captura de electrones, y aGn en la CCD, siendo el resultado de interferencias
por parte de compuestos plaguicidas coextrafdos, productos naturales y conta-~
minantes externos, Una técnica Gtil en estos casos es la derivatizacion, o sea
la conversién quimica en productos derivados., Adicién, oxidacién, reestruc~-
turacién, decoloracién, reduccién y dehidrocloracidn son los procedimientos
més frecuentemente usados. El extracto es normalmente evaporado hasta seco
y se procede con la reaccién, Luego la mezcla se extrae con un disolvente y
el extracto se inyecta de nuevo en el cromatdgrdfo de gas. El pico original
debe haber desaparecido y en su lugar aparece un nuevo pico. Paralelamente
y con propbsitos de comparacién, se debe’ Hevar a cabo el mismo procedimien-
to con una solucién del plaguicida esténdar.

Otro método de identificacién es la determinacién del valor "p" de un
compuesto, Este valor es el coeficiente de particién de un compuesto entre
dos Ifquidos inmiséibles, por ejemplo hexano y acetonitrilo, aunque con una
definicién un tanto distinta. Se han determinado y publicado valores "p" para
muchos plaguicidas, usando varios pares de disolventes. .Su desventaja estriba
en que, en el caso de compuestos de iguales polaridades, los valores "p" que=

dan muy cerca el uno del otro y no se pueden determinar (6).
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Otras Técnicas Analiticas Aplicables a la Determinacion de Cicrtos Residuos
de Plaguicidas

La cromatograffa de gas, apoyada por sus técnicas confirmatorias, ha lo~
grado dominar a tal grado el paso final (identificacidn y cuantificacién), que
otras técnicas encuentran relativamente mucho menos aplicacién en este cam-
po. Sin embargo, en casos especificos, tanto las técnicas mas antiguas que
precedieron a la cromatograffa de gas, como las mas nuevas encuentran apli-
cacidn,

Entre las comprendidas en el primer grupo se puede citar la extensidn de
colorometrfa a espectrofotometria visible, ultavioleta, infrarroja y espectro-
fluorometria, asf como la polaregrafia y la cromatopolarografia, Para plagui-
cidas no volétiles en la fase gaseosa esta logrando creciente aplicacién la
moderna técnica de cromatografia en fase liquida, usando altas presiones ejer-
cidas sobre columnas de fase estacionaria. A los nuevos métodos particular-
mente aplicables a la identificacién de metabolitos de plaguicidas y otros
compuestos desconocidos, pertenecen la espectrometria de masa combinada
con la cromatograffa de gas, la resonancia magnética nuclear, y las técnicas
inmunoligicas. La cobertura de este tema no nos permite’ entrar en deta-
lles con respecto a estos (ltimos métodos.

Por Gltimo, cabe mencionar el creciente uso e importancia de la automa-
tizacion, asf como el empleo de integradores y computadores electrénicos.
Se ha lanzado al mercodo una variedad de instrumentos de este tipo especial-
mente aplicables a cromatégrafos de gas y otros instrumentos. Esto ha permi--
tido aumentar en forma muy considerable el rendimiento de un laboratorio, eli
minando al mismo tiempo muchos de los errores humanos que ocurrenen el
cdaleulo e interpretacién de los resultados,

Resumen y Conclusion

Enfrentando la creciente multiplicidad y complicidad de agentes quimi-
cos usados en la agricultura, la industria, y la salud pGblica, compuestos que a
menudo dejan residuos en el ambiente potencialmente peligrosos, aun cuando
se encuentran presentes en cantidades muy pequerias, la ciencia y particular~
mente la quimica analftica ha respondido con técnicas que permiten detectar,
identificar y cuantificar dichos residuos hasta concentraciones de una parte
por billén, y aGn menos. La técnica central de mas aplicacién y utilidad en
este compo es la cromatograffa en fase gaseqsa. En su apoyo se estén introdu-
ciendo més y mds instrumentacién y automatizacién. Sin embargo, el elemento
esencial y crucial en esta ramo de la quimica analftica mas coniplicada y la=
boriosa es el quimico mismo, inteligente, bien entrenado y con suficiente ex~
periencia. Del uso apropiado que él haga de los métodos e instrumentos, por
un lado, y de la interpretacién adecuada de los resultados obtenidos, por el
otro, depende en Gltima instancia el éxito del control de 1o contaminacién del
cmbiente, incluyendo en primer lugar los alimentos, con los residuos de plagui
cidas.
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