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RESUMEN

Se revisaron las técnicas de extraccion, limpieza y cuantificacion de endosulfan por
métodos cromatograficos en matrices alimentarias como productos lacteos, frutas
y vegetales, asi como pescados y mariscos, publicados en los ultimos veinte afios.
Independientemente del tipo de matriz, su extraccion se realiza principalmente con
disolventes organicos como hexano, metanol, acetonitrilo y acetona. Para la limpieza,
lo mas comunmente empleado fueron cartuchos de silice, columnas de florisil, o Cis.
En cuanto a la cuantificacion, el método mas sensible resulto ser la cromatografia de
gases acoplada a espectrofotometria de masas (CG-MS). Los alimentos en los que se
reporto la presencia de a, B y/o sulfato de endosulfan fueron: productos lacteos y sus
derivados con un intervalo de concentraciones de 23.99 a 52.2 ng/g; pescados y mariscos
de 1.07 a 49.7 ng/g; y vegetales de 0.5 a 5460.0 ng/g. En leche materna se reportaron
concentraciones de 0.4 a 10.7 ng/mL y en grasa hasta 277.39 ng/g.
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ABSTRACT

Extraction and cleaning techniques plus chromatographic methods were reviewed for
the quantification of endosulfan in food matrices such as dairy products, fruits and
vegetables, fish and seafood, published in the last twenty years. Regardless of the type
of matrix, the extraction of endosulfan is carried out mainly with organic solvents such
as hexane, methanol, acetonitrile and acetone. For cleaning, the most common was the
use silica cartridges, florisil columns, or Cis. The most sensitive quantification method
was gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS. Foods where it was
reported the presence of a, f and/or endosulfan sulfate were dairy products and their
derivatives in a range of 23.99 to 52.2 ng/g, in fish and shellfish from 1.07 to 49.7
ng/g, vegetables from 0.5 to 5460.0 ng/g. In breast milk were from 0.4 to 10.7 ng/mL
and in fat until 277.39 ng/g.
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INTRODUCCION

A través de la historia se han utilizado una gran
cantidad de plaguicidas para el control de plagas que
afectan los cultivos y para el control de vectores de
enfermedades (Burgos et al. 2005). Se definen como
una sustancia o mezcla de sustancias, cuyo objetivo
es prevenir, destruir o mitigar cualquier plaga, ya sean
insectos, roedores, hongos, nematodos, algas, macro-
fitas terrestres o acuaticas, bacterias o virus (Cejudo
et al. 2012). De acuerdo a su composicion quimica u
origen se clasifican en diferentes grupos, por ejemplo
organoclorados, organofosforados, carbamatos, tiocar-
bamatos, piretroides, organoazufrados, dinitrofenoles,
compuestos inorganicos, compuestos de origen botani-
co, bioldgicos, organoestanicos y otros de composicion
diversa (Castrejon Godinez et al. 2014).

Los plaguicidas organoclorados (POC) son molé-
culas ciclicas organicas sintéticas derivadas de la sus-
titucion de hidrogenos por atomos de cloro. Presentan
caracteristicas lipofilicas con alta persistencia y resis-
tencia a la degradacion, con una vida media en huma-
nos cercana a los 10 afios (Castilla et al. 2012, Gomes
et al. 2013). Los POC son considerados disruptores
endocrinos, precursores de carcinogénesis en roedores,
causantes de linfoma de non-Hodgkin’s; inducen hepa-
totoxicidad e inmunotoxicidad, ademas de efectos en
el neurocomportamiento (Gomes et al. 2013). Tienen,
la capacidad de acumularse en el tejido adiposo de
animales y de biomagnificarse a través de la cadena
trofica. Debido a lo anterior, en la década de los setenta
se establecio a nivel mundial su restriccion, princi-
palmente en usos agricolas y sanitarios, primero en
paises desarrollados y progresivamente en paises en
vias de desarrollo (Der 2008, Chacon et al. 2014).

En 2001, 150 paises participaron en el convenio
de Estocolmo, tratado internacional para el control
o eliminacion de compuestos organicos persistentes
(COPs). Se centro la atencion en 12 compuestos que
coloquialmente han sido nombrados como “la docena
sucia”, de los cuales nueve son prioritarios para ser
eliminados, entre ellos ocho son plaguicidas (aldrin,
endrin, dieldrin, toxafeno, mirex, heptacloro, DDT,
clordano), un producto de uso industrial (mezcla
de bifenilos policlorados) y tres que se reduciria su
produccion y uso al maximo, hexacloro ciclo benceno
(HCB), dioxinas y furanos (UNEP 2009). En la Con-
vencion de Estocolmo del 2009, se considero al en-
dosulfan, asi como a sus derivados a y f-endosulfan
(también nombrados I y II endosulfan) y al sulfato
de endosulfan dentro de los COPs (UNEP 2009).

Fue producido por primera vez por Hoechtst AG
en los 50’s, hoy Aventis (Ize 2011), se introdujo como

insecticida no sistémico para controlar plagas en se-
millas, granos, frutas, hortalizas, cultivos de tabaco y
algodon. Posteriormente, fue aplicado para el control
de vectores de enfermedades como la mosca tse-tse
asociada a la tripanosomiasis o enfermedad del suefio,
(Joint Canada-Philippines Planning Committee 1995).

Pertenece al grupo de ciclodienos, con identifica-
cion quimica 6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-
hexahidro-6,9-metano-2,4,3-benzodioxatiepin-3-6xi-
do. Es muy soluble en disolventes organicos y poco
soluble en agua (<a 0,5 mg/L), tiene presion de vapor
alta que le confiere semivolatilidad, es quimicamente
estable en aire, favoreciendo su difusion en matrices
lipofilicas e hidrofilicas. Sus estereoisémeros oy 3 se
presentan en una relacion 7:3 (Betancur et al. 2015),
con puntos de fusidon para cada isomero de 109°C
y 213°C, respectivamente y solubilidad en agua de
0.32 y 0.33 mg/L a 22°C (Lenardén et al. 2001). Su
principal metabolito es el sulfato de endosulfan que
se encuentra en el ambiente como resultado de la
fotdlisis y de la oxidacién por microorganismos de
sus estereoisdmeros (o y B). Otros metabolitos son:
endosulfan diol, endosulfan éter, endosulfan lactona,
endosulfan hidroxieter y endosulfan acido carboxi-
lico. Algunos resultan ser mas toxicos y con mayor
nivel de bioacumulacion (Ize 2011, Betancur et al.
2015). Su concentracion total es expresada general-
mente como la suma de sus isémeros a, 3 y sulfato
de endosulfan (Zendosuifan) (UNEP 2009). Su tiempo
de degradacion va de los 123 a 391 dias en suelo y
para sus estereoisomeros de 25 a 128 dias. En agua se
ha reportado una vida media de cuatro a 180 dias, en
condiciones anaerdbicas (Joint Canada-Philippines
Planning Committee 1995, Betancur et al. 2015).

Su aplicacion ha sido constante en paises en vias de
desarrollo. Por ejemplo, en México, donde no existe
un programa nacional de monitoreo ambiental del
uso de plaguicidas, en el 2010 se importaron cerca de
500 toneladas, que se utilizaron en cultivos de alfalfa,
algodon, cana de azlcar, cebada, chile, chabacano,
ciruelo, durazno, fresa, frijol, jitomate, maiz, trigo,
pina, plantas ornamentales y pasto (Ize 2011). Por otra
parte, en California, USA donde existe un programa
de monitoreo para este tipo de compuestos, se observd
que su empleo disminuy6 alrededor de una orden de
magnitud entre 1993 y 2007, con un promedio anual de
219 a 23 toneladas respectivamente. Su aplicacion fue
en 72 cultivos entre los que destacan algodon, tomate,
lechuga y alfalfa (Silva y Wesley 2010).

Se ha encontrado en suelo superficial en el estado de
Chiapas, México, auna concentracion de 36.75 mg/kg,
valor que sobrepasa lo establecido por la Organiza-
cion Mundial de la Salud (Escobar et al. 2015). Las
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principales vias de exposicion de los organismos son
la oral e inhalatoria y en menor medida la dérmica.
Los efectos reportados por exposicion cronica en
animales son: dafios en higado, rifiones y sangre, asi
como disrupcién enddcrina e inmunosupresion. En
humanos los dafios a la salud varian desde irritabili-
dad, inquietud, espasmos musculares, convulsiones,
dafio renal y/o hepatico, hasta la muerte (ATSDR
2013, Betancur et al. 2015).

Los animales y las plantas que estan expuestos
al suelo y al agua contaminados con COP, pueden
metabolizarlos o biomagnificarlos en la cadena ali-
menticia hasta llegar al ser humano. El consumo de
agua, vegetales, lacteos y/o carnicos contaminados,
posicionan a éstos productos como la fuente principal
de exposicion al endosulfan para el hombre (Chacon
etal. 2014). Existe gran interés en la exposicion hu-
mana, especialmente en el momento mas vulnerable
que es lanifiez. En el cuadro I, se muestran diferentes
estudios en alimentos de origen animal, productos
lacteos, pescados y mariscos donde se encontro la
presencia de a, B o sulfato de endosulfan.

ENDOSULFAN EN ALIMENTOS

Productos lacteos

La leche y sus derivados, figuran como los pro-
ductos de origen animal con mayor importancia en la
exposicion al endosulfan y sus metabolitos, debido a
que constituyen una fuente importante de nutrimen-
tos para el hombre (Chacén et al. 2014). Asi mismo,
pueden ser indicadores del grado de contaminacion
ambiental al que esta sometida la poblacion (Der
2008). Se ha reportado su presencia en leche materna
en concentraciones de 3 a277.39 ng/g en base lipidica
(Rodas-Ortiz et al. 2008, Freguglia et al. 2011).

Enel cuadro I, se observa que la concentracion de
Yendosulfan €n leche bovina se incremento en casi cinco
veces del afio 2003 al 2012, de 0.009 a 0.043 mg/kg,
respectivamente, (Lorenzatti et al. 2003, Castilla-
Pinedo et al. 2012). Este aumento de concentracion
podria deberse al tipo de suplemento alimenticio
suministrado a bovinos, ya que se ha observado una
mayor contaminacion del producto lacteo que deriva
de aquellos ejemplares alimentados con plantas ex-
puestas al endosulfan (Hernandez et al. 2010).

De acuerdo a las concentraciones de endosulfan en
laultima década (cuadro I) los productos lacteos que
sobrepasaron el limite méaximo de residuos (LMR) de
0.01 mg/kg de grasa de acuerdo al Codex Alimentarius
(Fernicola 1985, Gomes et al. 2013) fueron el yogurt,
laleche bovina, la leche de cabra y la manteca de leche

de vaca (Lorenzatti et al. 2003, Prado et al. 2007, Me-
dina et al. 2010 y Castilla-Pinedo et al. 2012); la ONU
marcaun LMR en leche de 0.004 mg/kg en base grasa
con esa referencia la leche materna se incluye entre
los alimentos que sobrepasan este limite (Campoy et
al. 2001, Cerrillo et al. 2005, Rodas-Ortiz et al. 2008,
Freguglia et al. 2011). La mayor presencia de sulfato
de endosulfan indica una exposicion anterior, mien-
tras que una mayor concentracion de los isomeros o
y B, refiere una exposicion reciente a este plaguicida
(Campoy et al. 2001, Cerrillo et al. 2005).

Pescados y mariscos

Se haevidenciado suacumulacion en animales acua-
ticos (ATSDR 2013), como camaro6n (0.01167 ug/kg),
bagre (Arius melanopus) 31.24 (49.7 ng/g) (Norefia-
Barroso et al. 2004) y mojarra (Cichlasoma spp)
(Diaz-Gonzalez et al. 2005).

Frutas, vegetales, semillas y aceites

Los estudios realizados en alimentos de origen
vegetal se agruparon en frutas, vegetales, semillas y
aceites, se presentan en el cuadro II.

La fresa es de las frutas en que se reportan las
mayores concentraciones de sulfato de endosulfan
con un valor méximo de 0.107 mg/kg, (Cuadro II).
En el jitomate saladette producido en Oaxaca, Mé-
xico, se encontraron 3.82 mg/kg de a-endosulfan y
la Xendosulfan fue de 5.46 mg/kg, dato que representa
10.9 veces el LMR que es de 0.5 mg/kg en masa
fresca, (Ramirez 2009). Estos resultados muestran
que puede haber una acumulacién en los vegetales y
frutos por la aplicacion del plaguicida. En California
en los estudios de proteccion al ambiente y de riesgo
alimentario reportaron que se encontrd presente de
manera residual en 72 productos de consumo huma-
no entre 2001 y 2004, los mas importantes fueron
algodon, tomate, cabezas de lechuga y alfalfa. Por
otra parte, estos estudios consideraron que el brocoli,
el melon cantaloupe, las cerezas, el pepino, la pera,
los pimientos, y las fresas contienen altos residuos
de endosulfan y deben ser considerados como punto
de referencia para la proteccion de la salud (Silva 'y
Wesley 2010).

TECNICAS DE EXTRACCION Y
LIMPIEZA PARA LA SEPARACION DE
ENDOSULFAN

Las etapas basicas para la determinacion de
endosulfan son: extraccion, limpieza de la mues-
tra, identificacion y cuantificacion del plaguicida,
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CUADRO L. ENDOSULFAN EN ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

Matriz Metabolito Concentracion Referencia
Leche de vaca a+p Grasa Lorenzatti et al. 2003
Manteca 0.009 mg/kg
0.012 mg/kg
Leche de cabra z Grasa anhidra Prado et al. 2007
o 52.2 ng/g
B 23.99 £ 56.15 ng/g
26.51 +£19.24 ng/g
Leche pasteurizada o Grasa Castilla-Pinedo et al. 2010
0.00004 mg/g
sulfato 0.000001 mg/g
0.000002 mg/g
Leche bovina cruda endosulfan 0.35+0.12 pg/mL Hernandez et al. 2010
Leche bovina )y Grasa Castilla-Pinedo et al. 2012
pasteurizada o 0.043 mg/kg
0.04 mg/kg
sulfato 0.001 mg/kg
0.002 mg/kg
8
£ Yogurt endosulfan Rango en grasa Medina et al. 2010
= 0.1105 a 0.1927 mg/kg
g
g Mantequilla endosulfan Rango en grasa Chacén et al. 2014
2 0.0012 a 0.0026 mg/kg
S
Calostro Leche de Leche  Campoy et al. 2001
Leche materna (ng/mL) transicion madura
(ng/mL) (ng/mL)
o <LC 0.4 0.16a0.17
B 22a24 3.1a33 0.36a5.32
endosulfan éter 04a3.7 1.2a25 0.19a7.67
sulfato 2a3.8 22a24 1.23
Leche materna o 0.68 £ 0.35 ng/mL Cerrillo et al. 2005
B 10.70 £ 8.71 ng/mL
sulfato 6.18 £4.18 ng/mL
Leche materna Lipidos Rodas-Ortiz et al. 2008
B 277.39 £ 123.14 ng/g
Leche materna o No detectados Freguglia et al. 2011
para 0.003 ng/pL
sulfato

U.E.: Unidad equivalente, L.C.: Limite cuantificable.

siendo la primera la mas critica del analisis, por ser un
factor importante en el porcentaje de recuperacion del
analito a partir de la matriz. El pre-tratamiento y la lim-
pieza de la muestra en su determinacion, se recomienda
realizarlos con técnicas avaladas por la USEPA, debido
ala confiabilidad y reproducibilidad que con ellas se lo-
gra, principalmente la extraccion liquido-liquido (LLE)

y soxhlet. Adicionalmente se han aplicado técnicas
como la extraccion en fase sélida (SPE), microextrac-
cion en fase solida (SPME), dispersion de matriz en
fase sélida (MSDT), extraccion solido-liquido (SLE)
y microextraccion en gota (SDME). En el cuadro 111,
se indican los principales procedimientos de extraccion
y limpieza en diversas matrices.
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Matriz Metabolito Concentracion Referencia
Camaron o 0.00107 png/L Galindo et al. 1999
(Penaeus vannamer) sulfato 0.0019 2 0.1068 ng/L
endosulfan 0.01167 pg/L
Bagre 26.57 ng/g masa seca Norefia-Barroso et al. 2004
(Ariopsis assimilis)
(higado)
2 Mojarra o masa seca Diaz-Gonzalez et al. 2005
8 (Cichlasoma spp) B 11.10 a 99 ng/g
‘g sulfato 35.8 ng/g
> 49.7 ng/g
—§ Bagre o promedio en masa seca Diaz-Gonzalez et al. 2005
Q  (Arius melanopus) B 10.83 £ 16.45 ng/g
Y sulfato 2.86 +7.56 ng/g

31.24 + 74.44 ng/g

Ostiones (Cassostrea X masa seca
virginica, Gmelin y 385 pg/g
Cassostrea rhizophorae, sulfato

Guilding) 26 pg/g
Manchado gar (Lepisos-

teus tropicus Gill)

Carvalho et al. 2009

U.E.: Unidad equivalente, L.C.: Limite cuantificable.

CUADRO II. ENDOSULFAN Y METABOLITOS EN ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

Matriz Metabolito Concentracion Referencia
Fresas a-endosulfan 0.005 a2 0.019 mg/kg Soares et al. 2013
B-endosulfan 0.005 a 0.032 mg/kg
i endosulfan sulfato 0.013 2 0.107 mg/kg
E Pifia a-endosulfan 0.0147 mg/kg exterior ~ Pinzon et al. 2011
(Ananas comosus L.) <0.01 mg/kg interior
B-endosulfan 0.0613 mg/kg exterior
Jugo de tomate a-endosulfan 1a5pgkg Albero et al. 2003
" B-endosulfan
= endosulfan sulfato
o
q;o Jitomate saladette a-endosulfan 3.82 mg/kg Ramirez 2009
Yendosulfan 5.46 mg/kg
Calabacita Yendosulfan identificado
Café a-endosulfan trazas Dallos y Guerrero 2005

B-endosulfan

Semillas
y aceites

Aceite de oliva Yendosulfan

0.02 a 0.57 mg/kg Lentza et al. 2001

Extraccion Liquido-Liquido (LLE)

En la extraccion liquido-liquido, la muestra en
fase acuosa se extrae con un disolvente organico in-
miscible, se colocan en un embudo de separacion jun-
to con sales, acidos y/o soluciones amortiguadoras,

se agitan para aumentar la superficie de contacto
entre las dos fases y los liquidos se separan. En la
LLE simple, el soluto migra de la fase acuosa a la
organica, la eficacia de esta extraccion depende de las
constantes de equilibrio, para el reparto del soluto en
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CUADRO IIL PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION Y LIMPIEZA DE ENDOSULFAN DE DIVERSAS MATRICES

Matrices

Extraccion

Limpieza

Referencia

Leche humana

LLE: Metanol, oxalato de sodio, éter
etilico/hexanoano (1:1 v/v), H2SO4
concentrado, hexano

Cartucho de silice: hexano, elucion
hexanoano/ hexano: metanol: isopropa-
nol (45:40:15), reconstituido en hexano

Campoy et al. 2001

Cerrillo et al. 2005

Leche materna

SLE: 3 v hexano en mezclador de teji-
do, Na2SO4 anhidro

Florisil parcialmente desactivada/
Na2S04 anhidro, elucion a hexano, b
hexano:diclorometano (7:3)

Rodas-Ortiz et al. 2008

Leche humana
Leche en polvo

SPE: florisil calcinado desactivado/
diclorometano y éter de petroleo

Der 2008

Leche materna

SPE: Cis, Metanol, agua destilada,
hexano

Freguglia et al. 2011

Leche bovina

MSDP: tierras diatomeas/
hexano:acetona:acetato de etilo(4:2:1)

SPE: Cis, metanol

Hernandez et al. 2010

Leche pasteuri-
zada

SPE: Cis, pH 5-7, Metanol, metanol
en agua de 6smosis inversa (2%),
hexano:acetona (9:1)

Elucion con dos volimenes de
hexano:acetona (9:1)

Castilla-Pinedo et al. 2012

Leche pasteuri-
zada

SPE: Cis, pH 5-7, Metanol, 2 v
metanol:agua (2%), hexano:acetona
(90:10)

Castilla-Pinedo et al. 2010

Leche de cabra

Grasa
Soxhlet: n-hexano (8 h)

C. florisil, hexano: diclorometano (4:1
v/v), reconstitucion con isooctano

Prado et al. 2007

Leche cruda n-hexano Ruiz et al. 2008
Yogurt LLE: Acetonitrilo Florisil Medina et al. 2010
Mantequilla LLE: acetronitrilo Florisil Chacon et al. 2014

Grasa porcina

Columna empacada con alumina activa-

da neutra, elucion hexano.

Rodriguez et al. 2011

Miel Pre-tratamiento: dilucion metanol, pH CCC: n-hexano, Na2SO4 anhidro, silice Rodriguez et al. 2013

5. desactivada:florisil (1:1), Na2SOa, elu-

LLE: acetato de etilo cion acetato de etilo:n-hexano (1:1)
Camaron Soxhlet: muestra deshidratada, n- C. silice gel/ 6xido de aluminio/florisil/ Galindo et al. 1999

hexano Na2S04 anhidro (4,4,1,4 g)
Bagre Hexano:diclorometano C. alimina:silice Norefia-Barroso et al. 2004
(higado)
Mojarra Soxhlet: muestra deshidratada, C. florisil desactivado/Na2SO4 anhidro, Diaz-Gonzélez et al. 2005
Bagre hexano (8 h), 4acido sulfurico elucion hexano, dietiléter-hexano (25%

v/v)

Ostiones Soxhlet: hexano (8 h) H2S04, CC florisil parcialmente desac- Carvalho et al. 2009
Manchado gar tivada diclorometano (MeClz)

Aceite de oliva

LLE: hexano, acetonitrilo

Cartucho de alimina-N con acetoni-
trilo

Lentza et al. 2001

LLE: extraccion liquido-liquido, SPE: extraccion en fase so6lida, SPME: micro extraccion en fase solida, PA: poliacrilato, PDMS/DVD:
polidimetilsiloxano/ divenilbenceno, MSDP: extraccion en dispersion de matriz en fase s6lida, SLE: extraccion sélido-liquido, SDME:
microextraccion en gota, CCC: cromatografia clasica en columna, rpm: revoluciones por minuto, min minuto, h: horas, v/v: volumen/
volumen, v: voliimenes, g: gramos, C: columna, CPC: Cromatografia de permeacion en gel, M.C.: mini-columna
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CUADRO IIL PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION Y LIMPIEZA DE ENDOSULFAN DE DIVERSAS MATRICES

Matrices Extraccion

Limpieza

Referencia

Jugo de tomate
tato de etilo, con bafo ultrasénico

MSDP: florisil, acetona/ doble con ace- n-hexano, Na2SO4 anhidro

Albero et al. 2003

Café LLE: H2O:acetona (2:1), acetato de CPC: elucion acetato de Dallos y Guerrero 2005
etilo:ciclohexano (1:1) etilo:ciclohexano (1:1)
M.C. silice gel, elucion ciclohexano:ac
etona:acetonitrilo (86:10:4)
Tomates LLE: separacion de piel y pulpa, acetato C. empacada de Na2SO4 anhidro/ Gutiérrez y
de etilo florisil Londoiio 2009
Calabacita, SLE: acetato de etilo Na2S04, NaCl Ramirez 2009
tomate y jito-
mate

Aceites vege- SPE: Silice-Hexano
tales Silica-Acetato de etilo

Dias et al. 2010

Pina Pre-tratamiento: acetonitrilo, homogeni- C. empacada de Na2SO4 anhidro/
zacion 18 000 rpm por 2 min, filtracion  florisil

LLE: hexano, agua grado 1, Na2SO4
anhidro

Pinzoén et al. 2011

Fresas Pre-tratamiento: NaxSO4
Extraccion: acetona, diclorometano:n-
hexano (1:1)

Filtracion

Soares et al. 2013

Agua de manan- SPME: inmersion, fibra PDMS (100

tial um), 20 min, 25°C, bafio ultrasonico,
desorcion en CG a 220°C, modo split-
less por 2 min

Boussahel et al. 2002

H20 potable SPME: inmersion, fibra PDMS/DVD Beceiro-Gonzalez
(60 pm), 45 min, 60°C, 500 rpm, des- et al. 2007
orcion en CG a 250°C por 5 min, modo
splitless por 2 min.
Agua de grifo SDME: inmersion, isooctano 1.5 ;LL'I, Loépez-Blanco et al. 2003

15 min, 800 rpm a 22°C, desorcion en
CG 250°C

LLE: extraccion liquido-liquido, SPE: extraccion en fase solida, SPME: micro extraccion en fase solida, PA: poliacrilato, PDMS/DVD:
polidimetilsiloxano/ divenilbenceno, MSDP: extraccion en dispersion de matriz en fase s6lida, SLE: extraccion soélido-liquido, SDME:
microextraccion en gota, CCC: cromatografia clasica en columna, rpm: revoluciones por minuto, min minuto, h: horas, v/v: volumen/
volumen, v: volimenes, g: gramos, C: columna, CPC: Cromatografia de permeacion en gel, M.C.: mini-columna

las dos fases (Nollet 20006). Este tipo de extraccion
es usualmente seguido por un proceso de limpieza
y concentracion (Campoy et al. 2001, Cerrillo et al.
2005, Medina et al. 2010), requiere del uso de mucho
disolvente y de lavados exhaustivos de material de
vidrio y preparacion de analistas calificados para
tener éxito.

Extraccion en fase solida (SPE)
En la SPE, el analito previamente disuelto en una
fase acuosa se hace pasar a través de un cartucho

o membrana donde es atrapado en un material ad-
sorbente y posteriormente es eluido con un poco
de disolvente (Kuklenyik et al. 2005, Nollet 2006).
Esta es una técnica de pre concentracion y limpieza
conjugadas, la cual puede ser automatizada. (Cortada
2012).

Extraccion Soxhlet

Es una técnica de separacion en matrices solidas
recomendada por EPA, que se basa en la extraccion
exhaustiva con porciones frescas de disolvente
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organico recirculado hacia la muestra por medio de
un dedal de vidrio (Canosa 2009). Esta técnica em-
plea mucho disolvente y tiempo, ademas requiere de
un paso extra de limpieza y concentracion (Galindo
et al. 1999, Diaz-Gonzalez et al. 2005, Carvalho et
al. 2009).

Dispersion de la matriz en fase solida (MSDP)
La MSDP, se fundamenta en la fractura y homoge-
neizacion de matrices solidas o semisolidas. Aumenta
el area superficial de las muestras, mezclandolas con
un agente dispersante altamente adsorbente y solido,
que posteriormente se transfiere a un cartucho de elu-
cion para después realizar su lavado y fraccionamiento
con un disolvente adecuado (Canosa 2009), reducien-
do los pasos de extraccion y limpieza de la muestra
a uno solamente. Albero et al. (2003) y Stashenko et
al. (2014) logran extraer entre el 25% y el 32% mas
de materia organica que con las técnicas Soxhlet y de
extraccion con disolvente respectivamente.

Extraccion sélido-liquido (SLE)

Segun Ramirez (2009), es una técnica recomen-
dada para muestras sélidas. Una porcion de muestra
homogeneizada se licia o agita con un disolvente
organico, la fase orgénica de la separacion se des-
hidrata con sulfato de sodio anhidro (Na2SOs). Es
una técnica de extraccion sencilla, rapida y con altos
porcentajes de recuperacion (%R).

Microextraccion en fase sélida (SPME)

La SPME se basa en el coeficiente de particion
de un analito volatil, a través de los procesos de
adsorcion y desorcion hasta llegar al equilibrio
termodindmico entre la fase acuosa y el sorbente
que esta soportado en una fibra. Esta técnica puede
automatizarse y es empleada para el aislamiento de
compuestos organicos de muestras acuosas o de una
fase gaseosa (Alpendurada 2000, Boussahel et al.
2002, Nollet 2006). Ademas puede realizarse em-
pleando pequefias cantidades de muestra.

Microextraccion en gota (SDME)

Se basa en el equilibrio entre una gota de disol-
vente organico (uL) y la fase acuosa de la muestra, el
analito migra a la gota del extractante y es succionada
por medio de una microjeringa e inyectada al sistema
cromatografico (Lopez-Blanco et al. 2003). Es una
técnica poco empleada por la dificultad que implica
mantener una gota de disolvente intacta y recupe-
rarla después (Cortada 2012), la ventaja es usar solo
microlitros de disolvente y realizar la inyeccion casi
de inmediato a la extraccion.

Comparacion de técnicas de extraccion y limpieza

Después de la revision de la diferentes téc-
nicas extractivas para el andlisis de endosulfan
en diversas matrices, se observo una preferencia
en el uso de la SPE para su extraccion de leche
pasteurizada y leche materna humana, usando
cartuchos Cigy combinaciones de eluyentes como
metanol, metanol:agua, hexano:acetona (Der 2008,
Castilla-Pinedo et al. 2010, 2012, Freguglia et al.
2011). También se empled la ELL para yogurt y
mantequilla, con acetonitrilo como fase organica
(Campoy et al. 2001, Cerrillo et al. 2005, Medina
et al. 2010, Chacén et al. 2014). La extraccion
Soxhlet con n-hexano, fue preferida para leche de
cabra y cruda, al igual que para pescados y ma-
riscos (Galindo et al. 1999, Diaz-Gonzalez et al.
2005, Prado et al. 2007, Ruiz et al. 2008, Carvalho
et al. 2009).

Los procedimientos de limpieza de la muestra,
basados en silice o florisil, fueron aplicados a
técnicas de extraccion (ELL, Soxhlet, SLE), que
consumen volumenes importantes de disolventes e
involucran tiempos largos de procesamiento lo que
disminuye la capacidad de analizar grandes cantida-
des de muestras (Canosa 2009). Otras alternativas
de extraccion y limpieza son MSDP con tierras
diatomeas (Hernandez et al. 2010) y la SPE, ambas
técnicas disminuyen la cantidad de residuos y los
costos. Sin embargo, la SPE tiene la desventaja de
presentar variacion en los %R de los analitos que
puede deberse a la presion ejercida en la extraccion
(Dias et al. 2010).

Para la extraccion de endosulfan de matrices de
origen vegetal, emplearon ELL predominantemente,
con disolventes como el hexano y con procesos de
limpieza fundamentados en cartuchos o columnas de
florisil, alimina y sulfato de sodio anhidro (Lentza et
al. 2001, Dallos y Guerrero 2005, Gutiérrez y Lon-
dofio 2009, Pinzoén et al. 2011), para muestras como
jitomate y calabacita usaron la SLE (Ramirez, 2009).
Otra técnica de limpieza evaluada fue con aceite de
oliva a través de la remocion de las impureza por
precipitacion a -20 °C, método que resulto ser rapido
y rentable, segun Lentza et al. (2001).

En agua de consumo humano, se han probado
técnicas como la SPME y la SDME, que simplifican
el proceso de separacion, al disminuir los tiempos de
particion y eliminar la etapa de limpieza del extracto;
se pueden reducir costos y residuos aumentando la
efectividad en los limites de deteccion y reproducibi-
lidad (Cuadro I'V) (Alpendurada 2000, Boussahel et
al. 2002, Lopez-Blanco et al. 2003, Beceiro-Gonzalez
et al. 2007, Wang et al. 2008).
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CUADRO 1V. METODOS DE IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION PARA ENDOSULFAN

Caracteristicas analiticas Referencia
Q
wn Analito %R Linealidad v LD LC
intervalo
n o 93 10 - 160 ng/L 0.9967 11 ng/L 32 Beceiro-Gonzalez
= B 80 10 - 160 ng/L 0.9972 32 et al. 2007
8 Sulfato 109 5-160 ng/L 0.9970 34
ng/L
- o n.e E.I 0.936 0.14 ng/kg  0.41 pg/kg Ramirez 2009
E - 0.5-2 ng/uL
S = 1-10 ng/uL 1.0 0.004 ug/  0.01 pg/kg
kg
o n.e E.L 0.957 0.005 ng/L n.e Boussahel et al.
0.050 -50 ug/L 0.967 2002
E 92.76 PE 0.9916 0.006 mg/ n.e Medina et al.
0.003-1 mg/L kg 2010
o 78.06 -88.04 2.0-7.0 0.9646 -0.9927 0.003 0.008 Soares et al. 2013
0.9564-0.9744 0.003 0.005
8 B 81.85-92. 20 2.0-17.0 0.9390-0.9847 0.007 0.013
H mg/kg mg/kg
8 S 76.70 -89.86 5.0-40.0
ng/mL
E 92.76 P E 0.9916 0.006 mg/ n.e Chacon et al.
0.003 -1 mg/L kg 2014
o n.e P.E n.e 0.001 pg/ n.e Tolentino et al.
B 20 ng/mL kg 2014
S
n o 74.7-74.6 0.037-0.186 0.994 0.005 0.017 Dallos y Guerrero
58 ug/mL mg/kg 0.015 2005
o= mg/kg
A 0.016 - 0.080 0.997
= B 84.8-84.6 pg/mL
Z
. a 90 -100 n.e n.e n.e n.e Rodriguez et al.
3 8 B 80 - 90 2013
Gl
. o n.e P.E. n.e 0.00127 0.00128 Gutiérrez y
= 8 B 1.5-45 0.00067 0.00067 Londofio 2009
gm S ng/ke 0.00042 0.0005
mg/kg mg/kg
. o 82 0.001 - 0.2pg/mL >0.99 3SDde10 0.02mgkg  Lentza et al.
O 8 B 95 equivalente réplicas 2001
= S 99 0.006 - 1.2 mg/ke

SC: sistema cromatografico, LD: limite de deteccion, LC: limite de cuantificacion, GC-ECD: Cromatografia de gases con
detector de captura de electrones, GC-MS: Cromatografia de gases acoplamiento a espectrometria de masas, %R: porcentaje
de recuperacion P.E.: patron externo, E.L.: estandar interno, * coeficiente de determinacion, FTD: detector termoidnico

de flama, GC-p-ECD: Cromatografia de gases con detector de micro captura de electrones, E: endosulfan, S: endosulfan
sulfato, n.e.: no especificado., NPD: detector de nitrogeno y fosforo, SD: desviacion estandar.
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CUADRO 1V. METODOS DE IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION PARA ENDOSULFAN

Caracteristicas analiticas Referencia
@]
7)) Analito %R Linealidad . LD LC
intervalo
e o 81-91 0.01-0.10 pg/mL 0.999 1 ng/kg 3 pg/kg Albero et al.
8 8 B 81 -86.7 0.998 2003
S 86.7 - 100.6 0.999
Y
=
) B 93.99 -100 ElI >0.98 ne n.e Cerrillo et al.
g s n.e 2005
2
®>
! o >80 PE 0.9925 - 0.9992 0.0001 0.02 pg/L Castilla-Pinedo
@) 8 2. B n.e ng/L etal. 2010
Onv S
G}
. A o 95 P. E. 0.9923 0.003 ng/ 0.009 ng/uL Freguglia et al.
@) 8 E. B 91 0.01 -0.05 0.9993 ne 2011
°a% s 87 ng/uL 0.9989

SC: sistema cromatografico, LD: limite de deteccion, LC: limite de cuantificacion, GC-ECD: Cromatografia de gases con
detector de captura de electrones, GC-MS: Cromatografia de gases acoplamiento a espectrometria de masas, %R: porcentaje
de recuperacion P.E.: patron externo, E.L: estandar interno, ™ coeficiente de determinacion, FTD: detector termoidnico

de flama, GC-p-ECD: Cromatografia de gases con detector de micro captura de electrones, E: endosulfan, S: endosulfan
sulfato, n.e.: no especificado., NPD: detector de nitrogeno y fosforo, SD: desviacion estandar.

METODOS DE CUANTIFICACION
DE ENDOSULFAN

Al margen de la inocuidad alimentaria se han
desarrollado diversas herramientas analiticas (Rodri-
guez et al. 2013), con el afan de identificar y cuan-
tificar contaminantes como el endosulfan, mediante
cromatografia de gases (GC) acoplada a detectores
selectivos (Ramirez 2009), lo que conlleva a la identi-
ficacion de los isomeros y sus metabolitos, disminuir
interferencias de la matriz y mejorar los limites de
deteccion y cuantificacion (Betancur et al. 2015).

Cromatografia de gases con detector de captura
de electrones (GC-ECD)

En el cuadro IV, se observa una predominancia
de los métodos cromatograficos acoplados a ECD,
con variantes como p-ECD, debido a que responde
de forma altamente selectiva frente a compuestos
que presenten grupos de elevada afinidad electronica,
como grupos nitro y en particular halogenos como es
el caso de la molécula del endosulfan (Soares et al.
2013). En lamayoria de los analisis por GC-ECD, las
condiciones de trabajo del inyector van de 220-260°C

en modo splitless, rampas de temperatura en el horno
de la columna alrededor de 90+10°C hasta un maximo
de 300°C y para el detector de 310+10°C. Este método
se ha empleado para analizarlo en diversas matrices
como frutas, verduras, lacteos y aceites, con %R que
van de 74.6 a 99% (Galindo et al. 1999, Calderon et
al. 2001, Campoy et al. 2001, Diaz-Gonzalez et al.
2005, Lorenzatti et al. 2006, Nag et al. 2007, Prado
et al. 2007, Fernandez-Bringas et al. 2008, Castilla-
Pinedo et al. 2010, Hernandez et al. 2010, Pinzo6n et
al. 2011), con limites de deteccion de hasta 0.0001
mg/L y de cuantificacion de 0.01 mg/L (Tolentino
et al. 2014).

Cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas (GC-MS)

La GC-MS resulta ser un método de cuantifica-
cion de endosulfan y sus metabolitos, ya que presenta
fiabilidad a concentraciones traza en alimentos y una
alta selectividad al detectar los comportamientos de
ionizacion especifica para cada compuesto (Romero et
al. 2007). Las condiciones cromatograficas utilizadas
fueron para el inyector temperaturas entre 220-270°C,
tanto en modo split como splitless, condiciones
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similares a GC-ECD en la temperatura del horno
(Lentza et al. 2001, Albero et al. 2003, Cerrillo et al.
2005, Beceiro-Gonzalez et al. 2007, Ramirez 2009,
Castilla-Pinedo et al. 2010, Freguglia etal. 2011). El
acoplamiento de cromatografia de gases con inyector
de vaporizaciéon de temperatura programable por
ionizacion electronica, acoplado a espectrometria
de masas con seleccion de ion precursor (GC/PTV/
EI/MS ) desarrollado por Rodriguez et al. (2011)
permitié disminuir la degradaciéon del analito en el
puerto de inyeccion a la par que aumento6 la sensibi-
lidad mostrada por detectores ECD los cuales junto
con MS son los mas sensibles.

En el cuadro IV se muestran la exactitud, linea-
lidad, limite de deteccion (LD) y limite de cuanti-
ficacion (LQ) de diferentes métodos reportados en
los ultimos 20 afios para el analisis de endosulfan.

La exactitud, descrita como la concordancia entre
el resultado obtenido y la concentracion adicionada en
cada analisis, demostr6 %R comprendidos entre 74.6
y 100.03% con ELL (Lentza et al. 2001, Cerrillo et
al. 2005, Dallos y Guerrero 2005, Medina et al. 2010,
Rodriguez et al. 2013, Chacon et al. 2014), para SPE
entre 80y 97% (Castilla-Pinedo et al. 2010, Freguglia
et al. 2011), para MSDP de 80 a 109% (Albero et al.
2003, Beceiro-Gonzélez et al. 2007), para SDME de
10% en un intervalo de 0.1 a 0.9ug/L para oy f en-
dosulfan en muestras de agua para consumo humano
(Lopez-Blanco et al. 2003). Métodos combinados
mantuvieron de 54.2 a 92.2 de %R (Rodriguez et al.
2011, Soares etal. 2013). La linealidad, en forma gene-
ral, la GC-ECD reporto coeﬁ01entes de determmamon
para el endosulfan sulfato de ’=0.9390 a r°=0.999
(Lentza et al. 2001, Albero et al. 2003, Cerrillo et al.
2005, Dallos y Guerrero 2005, Castilla-Pinedo et al.
2010, Fregugliaetal. 2011, Soares et al. 2013, Chacon
et al. 2014). En las cuantlﬁcacmnes con GC MS se
obtuv1eron coeficientes de determinacion de r’=0.936
ar=1.0 para analizar a, B y sulfato de endosulfan, en
un intervalo de 5 a 160 ng/L o bien de 0.01 a 2 pg/
mL (Albero et al. 2003, Beceiro-Gonzélez et al. 2007,
Ramirez 2009, Freguglia et al. 2011).

Limite de deteccidén (LD) y de cuantificacioén
(LQ), a pesar de las interferencias por el efecto
de la matriz, las concentraciones menores de-
tectadas de los isdmeros del endosulfan fueron
de 0.00042 a 0.007 mg/kg empleando GC-ECD.
(Dallos y Guerrero 2005, Gutiérrez y Londofio
2009, Soares et al. 2013). Para GC-MS el LD fue
de 4 a 140 ng/kg (Albero et al. 2003, Beceiro-
Gonzalez et al. 2007, Ramirez 2009). El limite
de cuantificacion menor obtenido fue de 0.0005
mg/kg empleando GC-ECD (Dallos y Guerrero,

2005, Gutiérrez y Londofio 2009, Soares et al.
2013), por GC-MS el LQ se observo de 0.01 pg/kg
(Lentza et al. 2001, Albero et al. 2003, Ramirez
2009). La precisidon, muy pocas investigaciones
la reportaron a través del coeficiente de variacion
(CV) para las repeticiones de las determinaciones.
Los valores encontrados fueron CV de 1.7 a 13.06
(Boussahel et al. 2002, Lopez-Blanco et al. 2003,
Lorenzatti et al. 2003, Ramirez, 2009).

CONCLUSIONES

El endosulfan es un POC, que se ha encontrado
en los ultimos 20 afios en alimentos como lacteos
incluyendo leche materna, frutas, vegetales, semillas,
pescados y mariscos. Para extraerlo de alimentos
que lo contienen, se han empleado técnicas como la
extraccion liquido-liquido (LLE) y soxhlet (avaladas
por USEPA) pero que requieren mucho tiempo y
disolventes organicos. Se han aplicado técnicas en
fase solida (SPE), microextraccion en fase sélida
(SPME), dispersion de matriz en fase sélida (MSDT),
extraccion solido-liquido (SLE) y microextraccion en
gota (SDME), con ventajas como la de realizar pre-
concentraciones y limpieza conjugadas, disminuir la
cantidad de muestra requerida y de residuos quimicos.

Para la cuantificacién del endosulfan y de sus
metabolitos, la cromatografia de gases acoplada a
detectores selectivos como el de captura de electrones
(GC-ECD) o0 a espectrometria de masas (GC-MS) han
sido las mas eficientes, adicionalmente la espectro-
metria de masas con seleccion de ion precursor (GC/
PTV/EI/MS-MS) ha incrementado la sensibilidad en
la cuantificacion.

Aun cuando sido restringido o prohibido su uso
en muchos paises, existe la necesidad de hacer Ila
vigilancia de su persistencia en los alimentos como
fuente importante de exposicion al plaguicida.
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