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ANALISIS DE LOS PLAGU.CIDAS

Dr. A. E. OLSZYNA MARZYS

A. ESBOZO HISTORICO Y PRIMEROS METODOS

Se pueden distinguir tres generaciones de plaguicidas.

Hasta 1840 la mayoria de los agricultores consideraba las plagas corao
algo que uno tenia que. aceptar, como la voluntad de Dios.

En los Gltimos afios de la década de 1840 M. Grison, de Versailles,
Francia, descubrio que fa mezcla de cal y azufre constituia una cura cont:a
el mildeu (mildit) polvoroso (Leptinotarsa desemlineata), una plaga de
uvas. Luego se descubrié que el polvo de azufre solo tenia el mismo efecto.

En 1865 se introdujo al “verde Parfs’ (acetoarsenito de cobreT contra
el escarabajo de la patata (escarabajo de Colorado), que permanecié como
insecticida principal hasta la introduccion del arseniato de plorro en 1802,

Hacia 1880 se descubrid acmdentalmente que una combinacion de
sulfato de cobre con cal, llamado “calcio burtelés’’, constituia un Tungici-
da eficaz contra el mildeu de primavera {Plasmopara vitl’cola).

Con estos descubrimientos el control quimico de las plagas se encin-
tr6 bien establecido a fines del siglo XIX. En la Expcsicion Colombina en
Chicago en 1893 figuraban yacuarenta y dos insecticidas patentados.

Todos estos plaguicidas de la primera generacic’m eran sustancias in-
organlcas halladas en la naturaleza, tales como mincrales de azufre, col:re
y arsénico, o preparaciones y mezclas artificiales que tenian arsénico,
antimonio, plomo, mangano, plata o fluoruros, cloratos, cianuros, tiocia-
nuros,. isocianuros, etc., asi como productos organicos naturales, ta.es
como fenoles que resultan en el proceso de ahumado de ciertos tipos da
madera, extracto de tabaco, rotenona de raiz de derris y piretro.

Cualquier analisis de residuos de estos plaguicidas de la primera G-
neracién estaba inspirado predominantemente por consideraciones com~r-
ciales como el mantenimiento de un producto apto para la ventay el cu.-
to del pesticida a bajo nivel. Las pruebas variaban desde las organolép-
ticas hasta colorimétricas y de fotometria de llama. Aunquz eita Gltiina
técnica fue desarrollada nor Bunsen y Kirchhoff hace mas d2 cien afc:,
los Iimites inferiores de deteccion obtenidos con ella y por m:Jdio de ce-
terminaciones colorimétricas en muchos casos, no han sido mejorados
todavia, comparandose con las mas sensibles determinaciones instruman-
tales. Tal es, por ejemplo, el caso de la determinacion del cubre mediente
la mancha analitica de Feigl usando dietilo-ditiocarbarnato c2 cinc como

reactivo, por medio de la cual 0,04 parte por millon de cobre puede ser
detectada en un alimento. Muchas técnicas colc.imdtricas fucicon desario-
lladas para la determinacion de los plaguicidas tanto de prim:ra como 2
segunda generacion. Unas son muy especificas, otras representan reacciones
de grupos de compuestos. Se comparan intensidades de color desarrralla-
.do correspondientes a las cantidades del compuesto en cuestion, visible-
mente o por medio de fotocolorimetro.
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La segunda gereracién J: plagui-
cidas naci6 durante la Segunda Gue-
rra Mundial con la introduccion del
DDT como insecticida, seguido por
otros productos orgdnicos quimicos
sintéticos. Nuevas sustancias activas
contindan apareciendo. Varios cen-
tenares estan en uso ahora, formula-
dos en mas de diez mil productos
comerciales.

Debido a su uso tan extendido, el
control por parte de las autoridades
de la calidad de los alimentos con vis-
ta a la seguridad del consumidor,
paso a ser el propodsito principal del
analisis de residuos de estos plagui-
cidas organicos, o que a su vez trajo
nuevos problemas. La meyeria de
aquellos no se puede detectar organo-
" lépticamente. No se pueden determi-
nar por métodos inorganicos ahora
muy bien desarrollados por centener
en la mayoria de los cascs Unica-
mente los elementos C, H, O, halo-
genos, P, S y N. Existen soclamente
unas pocas excepciones donde las
moléculas organicas tienen incorpo-
rados metales, permitiendo la apli-
cacion de la espectrometria de la
emision de llama o absorcién ato-
mica. Para la vasta mayoria de los
ingredientes activos tuvieron que ser
desarrollados nuevos métodos ana-
liticos, y para propositos generales
se adoptaron ensayos biolégicos. Es-
tos métodos, usando organismos de
prueba susceptibles, son técnicas re-
lativamente faciles, especialmente ade-
cuadas para los laboratorios no equi-
pados con instrumentos costosos, ©
en caso.de aquellos venenos para
los cuales los métodos quimicos de
andlisis de sus residuos no han sido
desarrollados o son demasiado com-
plicados.

Los métodos biol6gicos tienen tam-
bién la ventaja sobre otros rnétodos
porque detectan metabolitos toxicos
que se comportan quimicamente de
manera distinta de sus parientes y
por lo tanto no se pueden detectar
a menos gue se conozca Su natura-
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leza. Puesto que para el entomologo
es la actividad biolégica y no la
presencia o ausencia de los compues-
tos especificos la que tiene impor-
tancia, el bioensayo es el mejor mé-
todo de anéalisis de residuos desde
su punto de vista. Sin embargo, esta
técnica no es lo bastante sofisticada
como para determinar la cantidad
exacta del residuo y no es sensible
por debajo de .cierto nivel. No obs-
tante, algunas de ellas si se distinguen
por su muy alta sensibilidad. Tales
son las que usan Drosophila, un
insecto de prueba muy comun, que
permite la deteccion de décimas y
en algunos casos hasta centésimas
partes por millon de Irsecticidas o
Daphnia (la pulga acudtica) que es
sensible a 2-5 partes por billon de
ciertos insecticidas.

Una de las pruebas bioguimicas,
la /inhibicion de la colinesterasa, sigue
todavia muy usada en el caso de
los compuestos inhibidores de esta
enzima, como son los orgar.ofosfatos
y carbamatos.

La cromatografia en papel, luego
extendida a la cromatografia en capa
fina (delgada), se establecid tempra-
no como método preferido. La cro-
matograffa es un método de andlisis
inmediato por percolacién de un
liquido o un gas a través de ung
materia porosa o pulverulenta; se
produce mediante intercambios repe-
tidos entre fases, separandose los
constituyentes de la fase movil como
consecuencia de sus diferentes velo-
cidades de migracion.

Los intercambios se producen,
pues, entre una fase fija y otra
movil.

En la cromatografia en papel la
fase fija la constituye una hoja de
papel. La mezcla a enalizar {en solu-
cién) es depositada en una mancha
en una extremidad de la hoja, desde
donde el solvente escurre por capi-
laridad (descendiendo o ascendien-
do), haciendo aparecer después del
desarrclio con un agente cromogeé-
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nico (que produce color) numerosas
manchas a diferentes niviles. Estos
niveles corresponden a los distintos
componentes distribuidos segdn sus
distancias de migracion en relacion
con la del frente del solvente. Dicha
razon se llama valor R;. La inten-
sidad del color, o de.la fluores-
cencia en la luz ultravioleta de la
mancha corresponde a la cantidad
de la substancia.

En la cromatografia de capa del-
gada el papel fue reemplazado por
una placa o lamina de vidrio o metal
con un polvo absorbente (lo mas
frecuentemente, gel de silice o alu-
mina) esparcido en una delgada capa
de alrededor de 0,25 mm. El ad-
sorbente esta generalmente mezclado
con yeso y se iguala al espesor en
un aparato especial obteniéndose una
cromatoplaca. La ventaja sobre la
cromatografia en papel es mayor
velocidad y la separacion mejor de-
finida de los componentes. Esta téc-
nica sigue en el campo de plaguicidas
como una importante y rapida téc-
nica confirmatoria complementando
la mads usada cromatogrifia de gas,
asi como técnica principal en el
caso de plaguicidas no volatiles en las
temperaturas usadas en la croma-
tografia de gas.

Un elegante método de determi-
nacion cualitativa y cuantitativa de
un ndmero de plaguicidas simultanea-
mente, es la.cromatografia en fase
gaseosa o mas brevemente llamada
cromatografia de gas.

El desarrollo de esta técnica ha
sido extraordinariamente rapido gra-
cias, en particular, al perfecciona-
miento de aparatos comerciales que
transforman en un trabajo de rutina
el analisis de mezclas muy complejas,
con el Unico requisito de que puedan
ser evaporadas.

En pocos afos esta técnica se ha
convertido, especialmente con el de-
tector de captura de electrones (DCE},
en el método preferido para los
plaguicidas clorados, los que se usa-

617

ban predominantemente en la época.
Con el uso aumentado de otros plai-
guicidas, detectores nucves y espe-
cificos fueron deocarrollados o mejo-
rados. Dedicaremos una atencién es-
pecial a esta técnica.

B. DESARROLLO DEL PROCEDI-
MIENTO DE MULTIRESIDUO

Si bien es cierto que a la introduc-
cion de nuevos plaguicides siguio el
desarrolio de métodos anaiiticos para
su deteccion, el quimico analista =~
sabe cudles de los muchos plagui-
cidas podrian emplearse sobre el
producto antes de que éste aparezca
como alimento en et mercado vy, en
consecuencia, qué método usar. Ade-
mads, por accion de la luz, del ajre o
de enzimas prcpias’de la planta o el
animal, muchos de extos compuestos
se convierten en otros, a veces zun
mas toxicos. Consecueniz=mente, al-
gunos cientificos, particularmente de
la Administracion de Alimeritos y
Drogas de los Estados Unidos han
desarrollado los llamados métodes ‘e
“multiresidua’, que permiten deter-
minar varios plaguicidas simultan.. s
mente. Por medio de éstos métodos,
un guimico con adiestramiento, ex-
periencia y equipo adectados pucde
identificar y determinar cuantitativa-
mente en pocas horas-alrededor de
unos sesenta plaguicidas, er unasola
muestra de cualquier alimento. Tsto
es mas de lo que podrian hacer
cincuenta o mas guimicos ‘que anali-
zaran por separado cada residuo.

Dicho procedimiento, adoptado
también en -nucstro laboratorio, csta
bzsado en- [a cromatografia de gas;
no obstante, esa técnica Unicamente
forma parte, aunque importante, del
proceso lotal. En general el método
puede dividirse en cuatro foses prin-
cipales:

1) Muestren
2) Extraccién
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3) Aislamiento (cominmente lla-
mado “limpieza”) y

4) Determinacion (identificacién
y cuantificacion).

La cromatografia de gas se usa
principalmente en la fase 4. El mues-
treo apropiado tiene la misma im-
portancia que en cualquier trabajo
analitico, y las etapas 2 y 4 estan
interrelacionadas. Como en cualquier
analisis, y con pocas excepciones
—por ejemplo, las relacionadas con
la radioactividad—, es casi siempre
necesario separar el grueso de la
muestra antes de poder hacer la de-
terminacion, especialmente cuando
hay por lo menos un millén de veces
més de alimento que el residuo qul-
mico que se quiere determinar.

Para la extraccion, la muestra se
homogeniza con acetonitrilo, solven-
te particularmente efectivo para la
extraccién de plaguicidas clorados vy
fosforados. Sin embargo, este sol-
vente extrae también otros compues-
tos tales como grasas aceites y ceras.
Estos se extraen a su vez a partir
del acetonitrilo en un embudo sepa-
rador con éter de petroleo; luego
los plaguicidas se pasan a otra por-
cion de éter de petroleo por adicion
de un gran volumen de agua.

El éter de petroleo se pasa por una
columna de Florisil, material gra-
nulado que adsorbe tanto los pla-
guicidas como las impurezas res-
tantes. Estas -ultimas incluyen subs-
tancias colorantes naturales de las
plantas. Seguidamente los plaguicidas
se eluyen de la columna con mezclas
selectivas de solventes, normalmente
con tres mezclas de éter de petrdleo
en proporciones crecientes de éter
etilico, y los plaguicidas se dividen
en tres grupos para facilitar la croma-
tografia, mientras que las impurezas
permanecen en Ia columna. Soélo
entonces los plaguicidas estan lo sufi-
cientemente puros para la Ultima
etapa del proceso, esto es, para la
determinacion por medio de croma-
tografia de gas.
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Debido a la ubicuidad de plagui-
cidas o impurezas con caracteristicas
cromatograficas similares, a las pe-
quefiisimas cantidades que se deter-
minan y a la extraordinaria sensibi-
lidad del cromatografo de gas, se
necesita una cuidadosa limpieza de
la cristaleria y pureza de los reactivos
y solventes. Después de usada, la
cristalerfa se lava con acido cromico,
agua hirviente con detergente y se
desagua varias veces con agua del
chorro y con agua destilada. Luego
se seca en la estufa a-130° C, se
enfria y se lava varias veces con
acetona y finalmente con hexano.
La esterilizacion no sirve en el tra-
bajo con plaguicidas.

Todos los reactivos sélidos se ex-
traen con solventes en un aparato
Soxhlet durante varias horas, y todos
los solventes se redestilan en vidrio,
si fuese necesario, con reactivos es-
peciales. Los solventes son los mis-
mos que se utilizan para lavar la
cristalerfa. Cabe sefialar que en el ana-
lisis de residuos, las cantidades de
solventes purfsimos que se usan son
realmente considerables.

En su proceso de evolucion, la
fase de determinacion atravesé por
un gran nimero de formas desde
1944. E! primer método fue la deter-
minacion del cloro organico total,
que no permitia determinar varios
plaguicidas individuales. A éste siguio
el ensayo bioldgico; a continuacion
la cromatografia en papel, en capa
fina, y finalmente, la cromatografia
de gas. Se ha comprobado plena-
mente que esta Gltima técnica es, sin
lugar a dudas, muy superior a las
precedentes.

La base de la separacion de una
mezcla de sustancias volatiles por
cromatografia de gas es su distri-
bucion entre dos fases. Una de éstas
es estacionaria y consiste de un
solido de gran superficie, ya sea
sélo o actuando como soporte para
una capa liquida. La otra es el mismo
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gas percolando por dicha carna esta-
cionaria.

De los dos tipos de cromatografia
de gas existentes, la técnica de la
separacion depende, en el primer
caso, de las distintas afinidades de
adsorcion al solido de los diferentes
componentes de la mezcla (croma-
tografia de gas-sélido). En el otro,
de la participacion de los compo-
nentes entre la capa de liquido y la
fase gaseosa {cromatografia de gas-li-
quido). Esta Gltima es la forma més
versatil y selectiva de la cromatogra-
fia en fase de gas, usada para analizar
gases, liquidos y solidos susceptibles
de volatilizar.

Desde que en 1952 Martin y Synge
introdujeron la cromatografia de gas
{por. lo que obtuvieron el premio
Nobel), dicha técnica se ha desarro-
llado de manera sorprendente gracias
a la sensibilidad, exactitud y sen-
cillez que caracterizan a esta forma
de separacion, identificacion y deter-
minacion de compuestos volatiles. Se
estima que al presente existen mas
de sesenta mil cromatografos de gas
en el mundo y gue mas de veinte
mil trabajos han sido publicados so-
bre el tema, con una tasa de incre-
ménto de publicaciones de mil ocho-
cientos a dos mil por aio.

C APLICACION DE LA CROMA.-
TOGRAFIA DE GAS A LA DETER-
MINACION DE PLAGUICIDAS

I. El sistema cromatografico. Las
partes basicas de un cromatografo
de gas son:

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

2. Controlador de flujo y regula-
dor de presion.

3. Entrada de la muestra (puerto
de inyeccion).

4. Columna con su empaque.

5. Detector {con electrénica ne-
cesaria).

6. Registrador.
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7.. Termostatos para inyeccion, co-
lumna y detector.

/. Técnica. En la cromatografia de
gas-liquido (CGL) los componentes
de una mezcla son llevados a través
de una columna (un tubo de vidrio o
metal en su empaque} por un gas
inerte (gas portador o de arrastre),
normalmente nitrogeno o helio. La
mezcla se reparte entre el gas y el sol-
vente no volatil (fasc estacionaria)
cubriendo los granos-clasificados de
un soporte sélido (polvo de ladrillo,
polimeros). El solvente retarda selec-
tivamente los componentes de la
mezcla de acuerdo con su coeficiente
de distribucion y, baja condiciones
constantes de temperatura y de flujo
de gas, éstos dejan la columna en la
corriente de gas con tiempos de
retencion constantes. Luego, median-
te un detector conectado con el
registrador, se identifican en forma
d2 una serie de picos como funcidon
de tiempo.

El tiempo de retencion, marcado
por la posicion dcl pico, permite
identificar el componente micntras
que su al/tura o drea corresponde a Su
cantidad. Las distintas partes del
sistema se mantiencn a temperaturas
apropiadas para prevenir la condensa-
cion de la muestra o su descom-
posicion.

Cuando se encuentran presentes
componentes fuertemente retenidos,
el tiempo de analisis puede acortarse
usando la programacion de tempe-
ratura, que es el aumento regular de
la temperatura de [a columna en el
curso del analisis.

Con excepcion de picos muy del-
gados y claramente separados, la
cantidad de sustancia guarda mas
proporcion con la superficic cel drea
aque con la altura de un pico. La
primzra puede calcularse ya sea por
medio de un planimetro, cortando
v pesando los picos, o bien valiéndose
de integradores conectados al apa-
rato, mecanicos (de disco) o clee-
tronicos.
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/ll. Columnas. La columna es el
corazOn del cromatografo de gas,
cuya tuberia puede ser de cobre,
aluminio, acero inoxidable y vidrio.
Los dos ultimos materiales son los
de mayor uso, bien en forma recta,
doblado en U o en espiral. Sy longi-
tud varia desde unos pocos centi-
metros hasta mas de veinte metros
(de uno a tres metros el mas comun)
y su didmetro interno oscila entre
0,25 mm y 10 cm. El soporte sélido
de empaque que se utiliza mas co-:
muanmente consiste en varios grados.
de polvo de ladrillo de marca comer-
cial Chromosorb u otras, el cual
proporciona el medio de distribucion
de gran superficie para la fase liquida.
Precisamente es a la disponibilidad
de muchas variedades de esta Gltima
fase a la que se debe la versatilidad
y selectividad de CGL. Las fases
liquidas estacionarias son normal-
mente |liquidos con una presion de
vapor imperceptible bajo tempera-
turas de operacion, en los que los com-
ponentes de las muestras tienen una
solubilidad razonable y exhiben dife-
rentes coeficientes de distribucion.
Ademds existen columnas capilares.
muy largas sir empaque.

IV. Detectores. E) detector sirve para
indicar la presencia y medir la canti-
dad de componentes en el efluente
de la columna. No existe un detector
ideal. Uno de los libros mas recientes
sobre la cromatografia de gas, el de
Ettre y Zlatkis, sefiala la existencia
de cuarenta y cuatro tipos distintos
de detectores. Sin embargo, los mas
comunes son tres:

1) de conductividad térmica (ca-
tarOmetro).

2) de ionizacion de flama y

3) de captura de electrones.

Los dos primeros se acercan a lo
que podria denominarse detectores
universales, mientras que el de cap-
tura de electrones es un tanto mas
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especifico y sensible a los compues-
tos electronegativos.

Aunque la cromatografia de gas-li-
quido (CGL) fue desarrollada en la
década del tincuenta, los primeros
detectores, incluso el de ionizacién
de flama, no eran utiles para la
determinacion de plaguicidas hasta
que Coulson, en 1960, inverto el
detector microculémetro que media
continuamente la cantidad de acido
clorhidrico producido por combus-
tion de plaguicidas clorados en un
horno de tubo. El detector de con-
ductometria de Coulson, especifico
también para azufre o nitrogeno, ha
reemplazado en.la mayoria de los
laboratorios al microculometro, pero
desde 1964 el detector de captura
de electrones ha sido el mas empleado
para el analisis de residuos de pla-
guicidas.

El catarometro es uno de !os detec-
tores mas antiguos y su principio
operativo consiste en que la capa-
cidad de conducir el calor desde un fi-
lamento calentado de tungsteno ce-
pende de la composicion del gas
que lo rodea. Las diferencias en la
disipacién del calor hacen variar la re-
sistencia del filamento, cambios aue
se manifiestan en el registrador. En
comparaciéon con los detectores mas
nuevos el catarOmetro es poco sen-
sible, y la cantidad minima detecta-
ble es de 2 a 5 g. esto es, 100 ppm
en 25 ul de liquido. Necesita helio
como gas portador.

El detector de fonizacion de flama
es mucho mas sensible a todos los
compuestos organicos (hasta 2 x 10
-11 g). Es insensible a los gases fijos
y al agua, por lo tanto es Util para
e! andlisis de soluciones acuosas di-
luidas. En este detector se usa hidro-
geno y aire para producir una llama
y el electrodo colector con un po-
tencial DC, colocado por encima de
ella, mide su conductividad. Con
hidrégeno puro, dicha conductividad
es muy baja, pero ésta aumenta
cuando se queman compuestos orga-
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nicos que salen de la columna; la
corriente que pasa se amplifica, ali-
mentandose asi el registrador.

El principio contrario se aplica
en el detector de captura de glec-
trones ya que en esta caso se rnide
la pérdida de sefial mas bien que una
corriente eléctrica positiva. Cuando
el gas de arrastre (nitrogeno) pasa
por el detector, una fuente radiactiva
(tritio o Ni®3) joniza las moléculas
de nitrogeno produciendo electrones
lentos que migran al anodo bajo un
voltaje fijo llamado voltaje de ele-
mento. Una vez colectados, esos elec-
trones lentos producen una corriente
constante amplificada por el electro-
metro. Si se introduce una muestra
que contiene moléculas capaces de
absorber electrones, esa corriente se
reduce. La pérdida de corriente guar-
da relacion proporcional a la can-
tidad y afinidad electronica del com-
puesto.

El detector de captura de elec-
trones es extraordinariamente sen-
sible a ciertos compuestos electro-
negativos, tales como halidos, alkilos,
carbonilos conjugados, nitrilos, ni-
tratos y organometales, pero es vir-
tualmente insensible a hidrocarburos,
alcoholes, -cetonas, etc. Estas carac-
teristicas lo hacen especia!mente va-
lioso para el analisis de plaguicidas
que pueden ser detectados hasta en
una fraccién de picogramo (o sea de
10-12g), particularmente en el caso
de halidos.

V. Nuevos detectores especificos. La
introduccién de detectores de gran
sensibilidad, tales como de ionizacion
de flama y, de captura de electrones,
ha permitido una reduccion dréstica
del tamafio de la muestra vy, por
consiguiente, una scparacion mas per-
fecta de sus componentes.
Desgraciadamente estos detectores
ionizantes responden casi a todos los
componentes de tipo similar {no-
polares con la ionizacion de flama y
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electronegativos en el caso de la cap-
tura de electrones), lo que no les
permite medir pequeios componen-
tes trazas en presencia de grandes
excedentes de otros compuestos, a
manos que éstos se separen antes por
otros medios.

Los nuevos detectores especrficos
nermiten medir especificamenie v
con precision pertiles de picos de
ciertos compuastos, a pesor de que
al mismo tiempo cstén presentes en
el detector grandes excedentes de
otros. Acdemas, con un electrometro
y registrador de canal doble y dos
plumas, una cperacion simulténea de
combinaciones apropiados de detec-
tores puede indicar virtuaimente to-
dos los componentes dé¢ una mezcla
en un canal, mientras que el otro pro-
porciona identificacion especifica ele-
mental.

Ejemplos de estos nuevos detecto-

res especificos son el detector de
fotometria de flama de Melpar vy el
de conductividad eléctrica de Coul-
son, los cuales fueron introducides
comercialmente durantz el aifio 19G8.

El usq creciente de plaguicidas or-
ganofosforados llevd a trabajar en
un detector seleciivo de {osfora. El
primero de éstos fue un detector de
ionizacién de flama modificado {rer-
moiopico). Consiste en un datector de
flama normat con la adicion de ung
pequena tableta de sa! alcalina colo-
cada en la punta de quarzo. Con un
control preciso de tasas de hidréage-
no y flujo de aire, el detector se ha-
ce muy sensible a los compuestos
que contienen fosforo y casi insensi-
ble a otras materias crgdnicas.

El Melpar se basa en el hecho de
que cadz elemento produce un espec-
tro de emision caracteristico cuando
3 sus atomos se les suministra ener-
gia de excitacidn. En este caso la
energia se produce por Ia ignicion de
una muestra vapeorizada y mezclada
con adite y oxigeno, en una flama
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rica en hidrégeno. La intensidad de
las longitudes de ondas de luz emi-
tidas es proporcional al nimero de
atomos excitados, asi como a la con-
centracion del compuesto, La inten-
sidad es detectada por medio de un
fotomultiplicador, amplificada y re-
gistrada.

Los compuestos de fosforo y de
azufre se desdoblan en la flama dan-
do emisiones Opticas caracter(sticas.
Una u otra pueden ser seleccionadas
por la insercion de filtros épticos
intercambiables que transmiten solo
las longitudes de ondas caracteristi-
cas del elemento en cuestion. Los
compuestos que contienen fosforo se
detectan por el uso del filtro que
Unicamente transmite la emisién de
526 mu caracteristica de ese elemen-
to; el filtro de 394 mu es especifico
para azufre,

El sistema permite también su
operacion como un detector regular
de ionizacion de flama. Con un elec-
trometro y registrador de canal doble,
el canal de /onizacién indica la pre-
sencia de casi todos los componen-
tes de la mezcla, mientras que el ca-
nal de fotometria muestra s6lo aque-
llos que contienen fosforo o azufre,
segun se desea.

El Melpar permite la deteccion de
compuestos que contienen fosforo o
azufre al nivel de nanogramo, aun
con el excedente de miles de veces
de otros productos quimicos.

El otro nuevo detector, Coulson,
es especifico para compuestos orga-
nicos de nitrogeno, halogenos y azu-
fre. Un horno de porolisis oxida o
reduce esos compuestos con oxigeno
o hidrogeno, respectivamente. Los
productos de la reaccion forman elec-
trolitos cuando se disuelven en el
agua deionizada circulando en la cé-
lula 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.

Al igual que el Melpar, el Coulson
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puede usarse también en combina-
cion con otros detectorcs, menos es-
pecificas, pero mias sensibles. Por e-
jemplo, en un extracto de un roedor
expuesto a plaguicidas clorados, la
curva A obtenida por captura de elec-
trones tiene una muititud de picos,
mientras que la curva B (Coulson)
tiene dos solamente, que correspon-
den a DDE y DDT. De las posiciones
de los picos en la curva B se pueden
seleccionar picos que aparecen en po-
siclones idénticas en las curvas A y
medirse con mas precision, ya que el
detector de captura de electrones es.
diez veces mas sensible.

Puede agregarse que el cromatogra-
fo Micro Tek MT220 de cuatro co-
lumnas, recientemente adquirido por
el INCAP, tiene todos los detectores
descritos {salvo el catarometro, que
en la actualidad se considera obsole-
to). Ademds, su detector de ioniza-
cion de flama es doble, lo que permi-
te usarlo como dos detectores sepa-
rados o como un detector diferencial
para su operacion combinada con la
programacion de temperatura.

Segdn el arreglo que hemos adup-
tado en nuestro laboratorio, los com-
puestos que salen de la columna son
llevados por el gas de arrastre y pa-
san primero por el EC (cetector de
captura de electrones). Una de las
plumas del registrador, la conectada
con el EC, registra los picos que co-
rresponden a plaguicidas tanto clo-
rados como fosforados. Casi inme-
diatamente, la mezcla (dentro de una
fraccion de sequndo) atraviesa el Mel-
par, cuya pluma registra Gnicamente
los picos correspondientes a los pla-
quicidas fosforados, exactamente o-
pucstos a los picos de los mismos
compuestos trazados por la pluma del
EC. Gracias a este arreglo, en el ca-
so de dos plaguicidas, uno clorado y
otro fosforado, ambos con el mismo
valor de retencion, por ejemplo, se
puede identificar cual es, y si los dos
estuvieran presentes, calcular la can-
tidad de plaguicida fosforado por el
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Melpar, vy del clorado restan:clo esta
cantidad del pico compuesw en el
EC.

En el caso de dos compuestos clo-
rados y fosforados que tengan el mis-
mo valor de retencion, ya es factible
lograr cierfa clasificacion usando los
tres solventas en la cromatografia con
la columna de Florisil. Por ejemplo,
p,p-DDE, que frecuentements, y se-
gin el tipode columna, sale en el mis-
mo lugar que la dieldrina, se eluye
de la columna de Florisil con 6% de
éter etilico en éter de petrdleo. Sin
embargo, para eluir la dieldrina se
necesita 15% de éter etilico; y asf,
estos dos compuestos se encuentran
separados en dos fracciones distintas
antes de su inyeccion en el croma-
tografo. Finalmente, y como proce-
dimiento de rutina, usamos. dos co-
lumnas distintas con diferentes pa-
trones de retencion, de manera que
las parejas no se separan en una de
las columnas: se separan en la otra,
una de las dos columnas mas utili-
zadas por nosotros, pudidndose ob-
servar que el lindano no se separa del
B-BHC vy o,p"-DDT de la endtina. En
cambio estos compuestos si se sepa-
ran en la segunda columna, mientras
que -BHC casi no se separa del hep-
tacloro. Si todavia hay alguna duda,
la confirmacion final se puede llevar
a caho valiéndose de un detector de
conductometria de Coulson o bien
por cromatografia en capa fina.

El procedimiato arriba descripto
se aplica especificainente a la deter-
minacion de residuos de inseclicidas
clorados y menus polares fosforados.
Para otros grupos de plaguicidas tie-
nen que aplicarse distintas variacio-
nes de las técnicas presentadas. Estas
pueden implicar Gnicamente el uso
de diferentes combinaciones de sol-
ventes y materiales de cromatografia
en columna para la extraccion y lim-
pieza, como el caso de los insecticidas
fosforados mas polares. En otros,
cuando los miembros de determinado
grupo no son lo suficientemente vo-
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latiles o estables en las temperaturas
el cromatografo, se preparan deriva-
dos estables voldtiles, usualmente éte-
res de distintos tipos, como en los
herbicidas derivados del acido fenoxi-
acstico o insecticidas y herbicidas del
grupo de carbamatos.

Sin embatgo, los principios y los
problemas de muestreo, extraccion,
aislamiento (limpieza) y por fin de
la determinacién, incluyendo la iden-
tificacion y cuantificacion, son muy
similares a los descriptos en el caso
del método de multiresiduo aplica-
bles a los insecticidas clorados y fos-
forados.

D. MODERNAS TECNICAS
AUXILIARES Y
CONFIRMATORIAS

Aunque la cromatografia en fase
gaseosa constituye hoy en dia la base
de la mayoria de los procedimientos
analiticos de determinacién de resi-
duos de pesticidas, siempre Se nece-
sitan métodos alternativos para con-
firmar los resultados asi obtenidos,
tanto como para su uso por parte de
labboratorios que no cuentan con aque-
lla técnica.

Rutinariamente y como el primer
paso de confirmacion se emplean
dos o incluso tres columnas distintas
en el cromatbgrafo de gas. Cuando
los tiempos de retencion de un com-
puosto con estas columnas son idén-
ticos a lus tiempos de retencion de
cierto standard de plaguicida, uno
puede estar razonablemente seguro
de que el plaguicida en cuestion se
encuentra presente en la muestra.

La técnica alternativa tal vez mds
usada en los tres casos arriba indicados
es la cromatografia en capa delgada.

Empleada conjuntarnente con apa-
ratos tales como un densitometro,
puede proveer resultados cuantitati-
vos bastante exactos, aunque su sen-
sibilidad es normalmente mucho mas
bajo que en el caso de la CG y por
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lo tanto extractos de irur.uira se tie-
nen que concentrar antes e su apli-
cacion a la placa. Ademas, dicha 1éc-
nica ¢s muy Gtil en muchios casos
para las rapidas pruebas de tamizaje,
y se usa frecuentemente para el pro-
posito de la /impieza previa a la cro-
matografia de gas.

Para los organofosfatos un buen
método confirmatorio lo constituye
la cromatografia en capa delgada
(CCD) con deteccién enzimitica, en

-vez de las mas cominmente usadas
involucrando agentes croinogénicos
o la luz ultravioleta.

Aun poco desarrollada en su aplica-
cion en el ramo de residuos de pla-
guicidas, haentrado recientermente en
este campo la cromatografia Liquido
=/iquido, usando altas presiones ejer-
cidas sobre las columnas de fase esta-
cionaria.

En el caso de residuos de plaguici-
das clorados, ocurren frecuentemente
identificaciones equivocadas en la cro-
marografia de gas con deteccion por
captura de. electrones y aun en la
CCD, resultado de interferencias por
parte de compuestos plaguicidas co-
extraidos, productos naturales y con-
taminantes externos. Una técnica Gtil
en estos casos es la derivatizacion, o
sea la conversién quimica en produc-
tos derivados. Adicion, oxidacion,
reestructuracion, decloracion, reduc-
cion y dehidrocloracion son los pro-
cedimientos-mas frecueniemente usa-
dos. E) extracto es normalmente eva-
porado hasta seco y se procede con
la reaccion. Luego la mezcla de reac-
cién se extrae con un disolvente y el
extracto se inyecta nuevamente en
el cromatografo de gas. El pico ori-
ginal debe haber desaparecido y un

nuevo pico aparece. Paralelamente
se debe llevar a cabo el mismo proce-

dimiento con una solucion de plagui-
cida standard con el proposito de
comparacion.

Otro método de identificacion es
la determinacion del valor “p” de
un compuesto. Este valor es el coe-
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ficiente de particion de un compues-
to entie dos liquidos inmijucibics, por
ejernpla, hexano v acetanittilo, aun
Gue con una definicion un tanto dis-
tinta. Valores “p’ han sido detern i-
nados y publicados para mucnos pla-
yuicidas usando varios paraes de disol-
ventas. Su desvenlzja es que en el
caso de compuzstos de iguales pola-
ridades los valores “p”’ quedan muy
cerca uno del otro y no se'pueden
determinar.

Una técnica mas antigua que la
cromatografia de gas y que se ha de-
sarroliado independientenicnte de es-
ta ultima es la polarografia. Esta tec-
nica es una rama de la quimica elec-
troanalitica que trata con ta medicidn
e interpretacion du las relaciones en-
tre la corriente y el voltaje durante
la electrolisis de una solucidon entre
dos eiectrcdos, uno de los cuales es

~muy pequefo. Ese ultimo consiste

normalmente duv una gotcadora da2
mercurio llamada “"DME" que tiene
la propicdad. de ser facilimente poa-
rizable: y da rosultados exactamente
reproducibles. El otro electrodo es no
polarizable y se¢ lluma electro de -
ferencia.,

El procedimiento consiste en apii-
car gradualmente una diferencia cre-
ciente de potencial en solucidn entre
los dos electrodos y en medir la co-
rriente en la solucion entre los mis-
mos. Si la solucion contiene una subs-
tancia oxidable o reducible, una reac-
cion se producirdsobre la DME cuan-
do se alcance el potencial de reduc-
cion u oxidacion de la eupicie elec-
troactiva. Este potincial es caracteris-
tico de la substancia que s2 reduce u
oxida. La curva potencial-corriente
£e caracteriza entunces por una grada
representando ¢l aumento dz la co-
rriente cuya altura depende de la
concentracién au la substancia en ta
solucion. Este aumcnto de la corrien-
te se llama *‘corriente de clifusion”.

Cuzlquier compuesto o ion que
contieng grupos altamente polares o
connyados no saturados puede en
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principio ser reducido u oxidado so-
bre el DME. De esta manera se pue-
den determinar en la misma solucién
simultineamente iones " inorginicos
(cinc, cobre, plomo, etc.) y compues-
tos organicos tales como plaguicidas
clorados, fosforados o carbamatos.

Una de las aplicaciones més pro-
metedoras de la polarografia es su
combinacion directa con la cromato-
grafia en fase gaseosa, capa delgada
o papel, resultando en cromato-pola-
rografia, lo que permite una identi-
ficacion mds segura y determinacion
mas exacta de residuos de plaguicidas.

Siempre en el campo de técnicas
instrumentales, con el desarrollo de
espectrofotometros comerciales la an-
tigua técnica de colorimetria y luego
fotocolorimetria ha sido expandida
de la region de luz visible a las regio-
nes vecinas, resultando en la espec-
trofotometria ultravioleta e infrarro-
ja, y laespectroflurometria. |

En la primera se aprovecha la ab-
sorcion de la luz ultravioleta que re-
sulta en la excitacion de los elec-
trodos desde su estado basico a nive-
les mas altos de energia. Los mayores
contribuyentes a los espectros elec-
tronicos son los electrones formando
enlaces sencillos y mualtiples asi co-
mo parejas de electrones no compar-
tidos, resultando en una correlacion
entre el espectro UV y la estructura
que se puede utilizar para la identi-
ficacidn y determinacion cuantitativa
de un numero de plaguicidas al nivel
de nanogramo.

En la espectrofotometria infrarro-
ja, las bandas de absorcion son produ-
cidas por vibraciones de grupos fun-
cionales. Las tablas de correlaciones
entre las dos son bien conocidas, y
han sido usadas rutinariamente por
quimicos organicos o analiticos para
caracterizar e identificar compuestos
de identidad desconocida al nivel de
miligramo. En afios recientes se han
desarrollado microtécnicas que han
permitido su utilizacion al nivel de
microgramo.
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En la espectroflurometria, se mige
la intensidad de fluorescencia de de-
terminada longitud de onda produci-
da por irradiacion de un compuesto;
se utiliza en unos pocos casos en el
analisis cuantitativo de ciertos pla-
guicidas.

Tanto en la espectrofotometria
ultravioleta como infrarroja y parti-
cularmente en esta Utlima, se nece-
sita la extraccion y aislamiento del
compuesto de interés de sus impure-
zas. Dicha separacian se lleva a cabo
por medio de cromatografia de gas,
atrapando fracciones que salen del
cromatografo segun indicacion de sus
picos caracteristicos, o por medio de
cromatografia de capa delgada. La
primera técnica se usa mas con es-
pectrofotometria uitravioleta; la se-
gunda con la infrarroja. .

La baja gradual del costo de los
espectrofotOmetros infrarrojos ha
contribuido a su disponibilidad para
la mayoria de los analistas de resi-
duos de plaguicidas, en contraste a
la espectrometria de masa vy la-reso-
nancia magnética nuclear. La sensibi-
lidad de las mediciones infrarrojas
con fines de identificacion es Unica-
mente excedida por la expectrome-
tria de masa, siendo esa primer téc-
nica mucho menos cara. Sin embargo,
no cabe duda de que la recién logra-
da combinacion de la espectrome-
tria de masa ha provisto al qufmico
analftico con la herramienta mas po-
derosa de identificacion de compues-
tos organicos, especiaimente adaptada
al campo de andlisis de residuos de
plaguicidas, el cual se encuentra com-
plicado por la posible produccién de
numerosos metabolitos.

En la espectrometria de masa, un
rayo electronico incidente se usa pa-
ra quitar electrones de los atomos de
una muastra colocada en una camara
de ionizacion. Los iones positivos
resultantes son entonces acelerados
por medio de un alto potencial den-
tro de un campo magnético. Dicho
campo se encuentra en angulo recto
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en relacion a la direccion Jel movi-
miento de los iones, de manera que
estas particulas se mueven con una
trayectoria circular, Con un voltaje
acelerante y la fuerza del campo cons-
tantes, todas las particulas de la
misma masa siguen una trayectoria
del mismo radio y son enfocados
sobre un colector que normalmente
esta conectado con un electrometro.
La sefial resultante se amplifica aun
mas y se registra. Si se cambia el
voltaje acelerante o la fuerza de cam-
po dentro de determinados fimites,
iones de masas distintas se enfocan
sobre el colector, obteniéndose una
serie de picos conocidos como espec-
tro de masa.

Nos queda mencionar dos técnicas
de indole totalmente opuesta, de rela-
tivamente poca aplicacion hasta la
fecha en la quimica analitica de pla-
guicidas: la resonancia magnética nu-
clear y las técnicas inmunologicas.

En la primera, explota la interac-
cion resonante entre un campo de
radiofrecuencia y protones en una
muestra colocada en un campo mag-
nético para la identificacion de com-
puestos mediante la variacion de la
frecuencia o del campo magnético.

La aplicacion de técnicas inmuno-
l6gicas se ha limitado hasta ahora a
la investigacion de la posibilidad de
deteccion.de unos pocos metabolitos
de plaguicidas. Esta técnica se podria
desarrollar potencialmente como mé-
todo suplementario para tamizaje ra-
pido y pruebas confirmatorias.

Por fin, cabe mencionar el cre-
ciente uso e importancia de la auto-
matizacion, asi como el uso de inte-
gradores y computadoras electréni-
cos. Una variedad de instrumentos de
este tipo especialmente aplicables
a cromatografos de gas y otros ins-
trumentos, ha sido lanzada al merca-
do permitiendo aumentar muy con-
siderablemente el rendimiento de un
laboratorio, eliminando al mismo
tiempo muchos de los errores hu-
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manos en el cdlculo e interpretacion
de los resultados.

LA QUIMICA DE 1.OS
PLAGUICIDAS

I. INTRODUCCION

A. Alcance de la industria
1. 2 billones de libras por afo.
2. Méas de 90.000 formulacio-
nes, representando mas de 900 tipos
de especies quimicas.

B. Razones del interés en los plagui-
cidas

1. Son esenciales.

2. La mayoria es muy venenosa.

3. Pueden ser modificados qui-
micamente para volverse mas peligro-
SO O Menos, por:

a. Metabolismo
b. Reacciones quimicas

4. Algunos se encuentran en hu-
manos y animales.

5. Persistencia.

6. Ciertos compuestos actuan
conjuntamente para aumentar su to-
xicidad combinada muchas veces.

7. Algunos son relativamente se-
guros.

8. Residuos de los compuestos
persistentes se encuentran por todos
lados.

C. Sistema de clasificacion
1. Uso '
a. Insecticidad - mata insectos
b. Herbicida - mata malezas
¢. Fungicida-impide enfermedades de
plantas. .
d. Rodenticida-mata ratas y otros roe-
dores.
2. Quimica - de acuerdo con su
especie o tipo quimico.

II. CONSIDERACIONES QUIMICAS
BASICAS

A. Compuestos inorganicos
1. Estructuras sencillas
2. Dos o tres componentes
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3. Unidos por enlaces elcctroni-
cos

4, Solubles en agua

5. Se ionizan en el agua para vol-
verse compuestos individuales,

6. Actuan rapidamente.

B. Compuestos organicos

1. Siempre contienen carbono e
hidrogeno.

2. Pueden contener heterodtomos
-elementos otros que carbono e hidro-
geno.

3. Se disuelven en solventes or-
ganicos.

4. Usualmente actian lentamen-
te.

b. Unidos por enlaces covalen-
tes - compartiendo cargas eléctricas.
a. Covalentes
b. Coordinatos covalentes

6. Pueden tener un gran ndme-
ro de componentes.

7. Usualmente tienen un nume-
ro muy limitado de puntos de reac-
cion o enlaces débiles

8 Usualmente son estructuras
complejas.

I1l. INSECTICIDAS

A. Organoclorados (hidrocarburos
clorados)
1. Adicién de cloro a los com-
puestos organicos
2. Muy estables y persistentes
3. No selectivos-espectro amplio
4. Se concentran en tejidos hu-
manos y animales
5. Subgrupos
a. Clorobenzilato-grupo DDT
1) Miembros principales
a) DDT's
b) Metoxicloro
c) Pertano
d) Keltano
2) Isomerismo
a) p,p-DDT
b) 0,p"-DDT
3) Degradacion
a) DDE
b) DDD (TDE)
c} DDA
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b. Ciclohexano-grupo dé HCH (BHC)

1) Isometros
2) Estabilidad
c. Ciclodieno - grupo de aldrina
1) Miembros prmclpales
a) Aldrina
b) Dieldrina
c) Endrina
d) Heptacloro
e) Clordano
2) Isomerismo
a) Dieldrina
b) Endrina
3) Degradacion
a) Decloracion
b) Heptacloro Epoxido
d. Fumigantes
1. Miembros principales
a) Bromuro de metilo
b) Dibromuro de etileno
¢) Dicloruro de etileno

B. Organofosfatados
1. Esteres de dcido fosforico
2. Extremadamente toxicos en
la mayoria de los casos
3. Muy inestables - no persistentes
4. Nose concentran en los tejidos
5. Insecticidas del espectro amplio.
6. Caros
7. Subgrupos
a. Algueno - tipo vinilo
1) Bidrina
2) Diclorvos (DDVP)
3) Triclorfén
b. Alcano - tipo saturado
1)  Malation
2) Forato (timeto)
3) Dimetoato
c. Aromatico - tipo anillo
1) Paration
2) Diazindn
3) Paration-metilo

4) . Ronnel
5) Gution
6) EPN

d. Pirqfosfato
1) TERP

8. Degradacion

a. Hidrélisis al acido y alcohol

b. Dealquilacion - pérdida o reempla-
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20 de un grupo alquili.o.
c. Oxidacion

C. Carbamatos
1. Esteres del acido carbgmico
2. Toxicidad baja {(hay exceptio-
nes).
3. Bastante inestables-no persis-
tentes. :
4. No se concentran en los teji-
dos.
5. Plaguicidas del espectro am-
plio.
6. Subgrupos
a. Monometilo
1) Carbarilo {Sevin)

2) Temik
3) Zectrano
b. Dimetilo

1) Dimetilan
7. Degradacion

a. Hidrolisis al alcohol e isocianuro
de metilo

b. Pueden oxidarse

IV HERBICIDAS

A. Generalidades

1. Aumento considerable decl
uso.

2. Comprende el nimero rnas
grande de distintas especies quimicas

3. Toxicidad, metabolismo vy
degradacion quimica no han sido
bien investigadas.

4. Productos de descornposicion
potencialmente peligrosos han sido
hallados.

5. Consumimos herbicidas.

B. Carbamatos

1. Anillos substituidos

2. Actlan de manera algo simi-
lar a los carbamatos insecticidas.

3. Hidrolisis produce anilina

4, CIPC

C. Tiocarbamatos

1. Contienen azufre en la mo-
lécula

2. Pueden oxidarse
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3. Actuan de manera similar a
los carbamatos
4. Ordram

. Ureas sustituidas
1. Observar urea coino raiz
2. Compusstos muy estables
3. Monuroén

E. Metalo - organicos
1. Uso muy extenso
2. Compuestos seguros
3. Acido cacodilico
4. Inactivados por el suelo

F. Triazinas sustituidas
1. Amino triazolo

a. Muy reactivo

b. Puede ser bociogénico
2. Simazina

a. Muy estable

G. Anilinas sustituidas

1. Hidroliza a la anilina

2. Comprenden compuestos tan-
10 s2guros como NOo muy Seguros.

3. Trifuralina

4. Stam (propanilo)

5. Generalmente persistentes
no reactivos

H. Fenoles

1. Reactivos

2. Facilmente reducidos a la ani-
lina.

3. Pueden ser peligrosos

4. DNOC

. Acidos oradnicos
1. Acidos de cadena sencilla sus-
tituidos
2. Muy estables - persistentes
3.2,4-D
a. Se acumula en los tcjidos
b. Mas toxico que ¢ DDT
c. Origen - regulador del crecimiento
de las plantas.

V. FUNGICIDAS

A. Usualmente el grupo menus toxi-
co de todos los plaguicidas - al-
gunas excepciones.
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B. Poca investigacion de la degra-
dacion.

C. -Metales pesados

D. Organohalogenos
1. Pentacloronit-obencena
a. Muy estable y resistente
b. Se reduce a la anilina
2. Pentaclorofenol
a. Conservador de madera
b. Muy estable
c. Ubicuo
d. Peligroso

E. Quinones
1. Cloranilo
a. Estable - persistente
b. Virtualmente no toxico
c. lrritante para las membranas

F. Triazinas
1. Direno
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a. Tanto fungicida como herbicida
b. Reacciones similares a las de sima-
zina.

G. Organosulfuros
1. Tiram
a. El mas popular
b. Compuesto quelante - captura me-
tales

¢. No téxico

H. Tiocarbamatos

1. Carbamatos conteniendo azu-
fre.
2. Un metal en la molécula
3. Muy populares y Gtiles
4. Unos miembros peligrosos
5. Miembros
a. Ferbam
b. Ziram
c. Zineb
d. Nabam
e. Maneb



