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RESUMEN

Varios trabajos describen métodos analiticos para determinar residuos de plaguicidas
organoclorados en muestras ambientales. La deteccion por cromatografia de gases con
captura de electrones exige un extracto con grado de pureza alto. Para este fin, se emplea-
ron adsorbentes como florisil, 6xido de aluminio o silica gel. La mayoria de los plaguicidas
organoclorados resisten al acido sulfurico, propiedad que se aprovecho6 para destruir los
compuestos organicos que estaban en los extractos. Se describen las técnicas que utili-
zan el acido sulfurico en la determinacién de plaguicidas organoclorados en muestras de
suelo y sedimento, agua, vegetales verdes y tubérculos, granos, paja, tabaco, muestras
ricas en grasa animal como tejido adiposo y grasa de leche, suero sanguineo y semen. El
estudio de la calidad analitica realizado para cada tipo de muestra, expresado por el
promedio de recuperacion con su desviacion estdndar y por el porcentaje de varianza,
indica valores mayores al 90 % de recuperacion y varianza menor al 10 %. De acuerdo con
el criterio expresado por la Association of Official Analitycal Chemists de los EUA, los
valores obtenidos demuestran que el método tiene excelente recuperacion y variabilidad
aceptable. Ademas, con el uso de acido sulftrico el costo del analisis fue menor, debido
a la eliminacion de los adsorbentes y a la disminucion del volumen de los disolventes
utilizados.

Key words: organochlorine pesticides, analytical methods

ABSTRACT

Many papers describe the analytical methods for organochlorine pesticide residue deter-
mination in environmental samples. Gas chromatography with electron capture detection
requires an efficient clean-up step of extracts. To reach this purpose, the adsorbents such
as florisil, aluminium oxide and silica gel are employed. Most of organochlorine pesti-
cides are resistant to sulfuric acid, characteristic that was used in the destruction of
organic compounds of sample origin. The analytical methods that use sulfuric acid as a
clean-up medium during the determination of organochlorine pesticide residues in the
following samples are described: soil and sediments, vegetables and tubercles, grains,
straw, tobacco, fatty samples of animal origin such as adipose tissue and milk fat, blood
serum and semen. The analytical quality study done for each sample type, expressed as
mean with standard deviation and percent of variation, gave values higher than 90 % of
recovery and a variation smaller than 10 %. According to the criteria of the Association of
Official Analytical Chemists of USA, the obtained values considered the described meth-
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ods as excellent in recovery and with acceptable variability. Moreover, the use of sulfuric
acid makes the method cheap, eliminating the adsorbents and diminishing the volume of

solvents.

INTRODUCCION

Los plaguicidas organoclorados, representados por el
DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) y por el HCH
(hexaclorociclohexano) desde su introduccién en la
agriculturay sanidad a principios de los afios 40, han
beneficiado al hombre de manera significativa acu-
mulando esfuerzos tanto en la agricultura y en la sa-
lud, como en el combate de vectores transmisores de
enfermedades. El DDT, introducido en Europa durante
la posguerra para combatir al escarabajo de la papa,
permitio resolver la dificil situacién alimentaria. Por
otro lado, en Japon el empleo del HCH en los cultivos
del arroz propici6 el aumento significativo en la pro-
duccidn agricola de este grano resolviendo asi el défi-
citalimentario.

El descubrimiento de la presencia y la acumula-
cion de los plaguicidas organoclorados en el tejido
adiposo de animales y humanos y su biomagnificacion
en la cadena alimentaria, origind a principio de los afios
70 su restriccion y prohibicion. Sin embargo, el resur-
gimiento de brotes de malaria debido al retiro del DDT
en el combate sanitario en zonas tropicales, promovio
que en 1984 la OMS recomendara nuevamente su
uso como insecticida de seleccion en la lucha contra
vectores transmisores de enfermedades.

Para evaluar el dafio toxicoldgico, asi como los ni-
veles de plaguicidas organoclorados acumulados en
la cadena alimentaria y presentes en el aire inhalado,
es de suma importancia disponer de técnicas analiti-
cas que permitan evaluar la exposicién real y los nive-
les verdaderos de los residuos de estos plaguicidas.
La técnica analitica debe poseer la cualidad de ser
simple, répida, barata, exacta y reproducible. Algunos
plaguicidas organoclorados son resistentes a la oxida-
cion del &cido sulfurico concentrado (HCB, isbmeros
HCH, pp’DDT, op’DDT, pp’DDE, pp’DDD, Aldrin,
Heptacloro, Epoxido de Heptacloro, a-Endosulfan, -
Endosulfan, Sulfato de Endosulfan) propiedad que es
aprovechada en el proceso de purificacion de los ex-
tractos, degradando los compuestos endégenos labiles
sin afectar a los plaguicidas y precipitando cuantitati-
vamente las grasas de origen animal. Los plaguicidas
organoclorados que se degradan bajo la accién del
acido sulfarico son: Dieldrin, Endrin, Clordano y
Metoxiclor. Los beneficios de uso de esta técnica son:
1. Disminucidn notable del costo debido a la sustitu-

cion de adsorbentes caros y al abatimiento significa-

tivo del volumen de disolventes orgénicos utilizados.

2. Obtencion de los niveles reales de plaguicidas or-
ganoclorados, ya que esta técnica permite la de-
terminacion de plaguicidas libres y conjugados. El
acido sulfarico hidroliza los complejos de
plaguicidas conjugados con las sustancias
biol6gicamente activas, permitiendo su cuantifica-
cion.

3. Durante la determinacién cromatogréfica de los
plaguicidas organoclorados, algunos picos que co-
rresponden a ésteres de ftalatos se sobreponen a
los de plaguicidas conduciendo a interpretaciones
erréneas. El acido sulflrico concentrado degrada
los ftalatos eliminando su presencia en los extrac-
tos y su interferencia durante la determinacion
(Waliszewski y Szymczynski 1990), lo que permite
obtener resultados que aseguran valores verdade-
ros de la contaminacion.

Los beneficios enlistados llevaron a la evaluacion
de los métodos analiticos utilizados en los estudios de
monitoreo de los residuos de plaguicidas organoclora-
dos que incluyen al &cido sulfurico concentrado como
medio de purificacion de los extractos. Estas técnicas
permiten también la disminucién de la cristaleria
empleada y del método de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Los reactivos empleados fueron éter de petréleo
(temp. de ebullicién 40-50 °C), hexano, acetato de etilo,
acetonitrilo, isooctano, acido acético, acido sulfurico,
todos con grado de pureza para analisis, sulfato de
sodio anhidro en polvo activado durante 16 horas a
650 °C, estandares de plaguicidas organoclorados
adquiridos de Supelco Inc. (EUA).

1. Seutiliz6 un cromatdgrafo de gases marca Varian
modelo 3400CX con detector de captura de elec-
trones y una columna capilar megaboro SPB-608
de 320 um di y 30 m de longitud. Las condiciones
de trabajo fueron: columna en un programa de tem-
peratura de 193 °C (7 min) aumentando después la
temperatura 6 °C/min hasta llegar a 250 °C,
manteniendo esta temperatura durante 20 minutos.
El gas de arrastre fue nitrogeno con flujo lineal de
27 cm/min; se inyectd 1 pL del extracto en modo
“splitless”. Para confirmar algunos picos de
plaguicidas organoclorados, se corrobor6 su pre-
sencia durante la determinacién por cromatografia
de gases-espectrometria de masas (Varian Mode-
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lo 3800-Saturn 2000 GC-MS-MS), comparando los
espectros de masas obtenidos de las muestras en
el detector de trampa i6nica con los estandares
correspondientes. La determinacion cualitativa y
cuantitativa por cromatografia de gases se realizo
por medio del paquete Workstation version 4.5 com-
parando los tiempos de retencion y calculando las
areas bajo los picos correspondientes de las mues-
tras y los estandares. La cristaleria que se empled
es especial para la determinacion de residuos de
plaguicidas.

Estudio de calidad analitica

Para valorar los métodos analiticos se realizaron es-
tudios de adicion de mezcla de estandares de plaguicidas
organoclorados a las muestras homogéneas en 10 re-
peticiones. Las muestras fortificadas se dejaron desde
1 hasta 24 horas dependiendo del tipo, para permitir
que la mezcla reaccionara con los compuestos
enddgenos. Los valores promedio ( X ) de recupera-
cion obtenidos, su desviacion estandar (DE) y varianza
se presentan en las tablas correspondientes.

Andlisis estadistico

Se calcularon los niveles promedio de recupera-
cion ( X ) para cada plaguicida y tipo de muestra con
su desviacion estandar (DE) y varianza (V %), esti-
mando los valores por medio del paquete estadistico
Minitab version 12.

METODOS ANALITICOS

Suelo

Se pasaron 20 gramos de la muestra de suelo seco
(secado al aire libre con la humedad constante) (Walis-
zewski y Szymczynski 1985, Waliszewski e Infanzén
2003), a un matraz de fondo redondo (250 mL), se
agregaron 50 mL de una mezcla acetonitrilo-acido
acético-agua (30:10:10 v/v/v) y se dejo reposar du-
rante 16 horas en la oscuridad. El contenido se hirvid
a reflujo en un equipo soxhlet por 15 minutos, se en-
frio y el extracto se decantd en un matraz de separa-
cion (500 mL). A la muestra de suelo se le agregaron
otros 50 mL de la mezcla de extraccion y se hirvié
nuevamente a reflujo por 15 minutos. El extracto frio
se filtré al mismo matraz de separacion mezclando
ambos extractos. A los extractos se les agregaron
300 mL de agua destilada y se mezclé el contenido.
Los plaguicidas organoclorados se extrajeron con tres
porciones de 50 mL de hexano. Los extractos hexa-
nicos reunidos en un matraz de separacion se lava-
ron con dos porciones de 50 mL de agua para remo-
ver los restos de &cido acético y de acetonitrilo.
Posteriormente se secaron pasandolos por una capa

de sulfato de sodio anhidro a un matraz de fondo re-
dondo y se concentraron en un rotavapor a unos
mililitros. El extracto concentrado se traspasé cuan-
titativamente con hexano a un tubo con tapén ajustan-
do el volumen a 10 mL. Se purifico el extracto agre-
gando 1 mL del &cido sulfdrico concentrado y se agitd
vigorosamente durante 1 minuto. Se dej6 reposar 3
minutos para separar las fases y se filtro la fase orga-
nica a través de una capa de sulfato de sodio anhidro,
el cual se lavd con hexano y el extracto con los enjua-
gues reunidos en un matraz de fondo redondo se con-
centraron a unas gotas. El extracto, se transfiri6 a un
vial volumétrico aforando el volumen final a 1.0 mL
con hexano. Los resultados de la recuperacion se pre-
sentan en la tabla I.

TABLAI. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE ADICION DE
ESTANDARES DE PLAGUICIDAS ORGANO-
CLORADOS A LAS MUESTRAS DE 20 GRAMOS
DEL SUELO (n = 10)

Plaguicida Nivelde  Limite de X + DE \Varianza

fortificacion deteccion %
(mg/kg)  (mgrkg)

HCB 0.005 0.001 983 + 13 15
o-HCH 0.005 0.001 993 + 13 1.7
B-HCH 0.011 0.004 985 + 24 3.0
y-HCH 0.011 0.002 99.8 + 0.6 0.8
Heptacloro  0.039 0.007 97.8 = 3.9 4.4
Epoxido de
heptacloro  0.022 0.005 995 + 0.6 0.9
Aldrin 0.021 0.005 982 + 43 5.0
pp’DDE 0.030 0.005 988 + 0.6 0.8
pp’DDD 0.025 0.008 98.1 + 1.7 2.0
op’DDT 0.032 0.010 985 + 24 3.0
pp’DDT 0.045 0.010 915 + 16 1.9

El estudio de fortificacion se realiz6 adicionando la
solucién hexénica de la mezcla de plaguicidas a la
muestra de suelo. Se homogeneiz6 el contenido y pos-
teriormente se permitio evaporar el disolvente. La
muestra se dejo por varias horas en la oscuridad pro-
piciando que ocurrieran las reacciones de conjuga-
cion entre los plaguicidas y las particulas del suelo.
No se observaron diferencias en los cromatogramas
y los valores de recuperacion entre suelos con distinta
cantidad de materia orgénica, indicando que el proce-
so de extraccion y de purificacion de los extractos
son eficientes y apropiados. El estudio de fortifica-
cion se realizé en 10 repeticiones.

Agua

Se colocaron 500 mL de la muestra de agua en un
embudo de separacion y se le adicionaron 10 mL de
acido acético para acidificarla. Se mezcl6 el conteni-
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do vy los residuos de plaguicidas organoclorados se
extrajeron con 50 mL de acetato de etilo, agitando
vigorosamente durante unos minutos. La fase acuosa
se pasé a otro embudo de separacion y el extracto de
acetato de etilo se colect6 en un matraz de Erlenmeyer.
El procedimiento de extraccion se repitié dos veces
mas con 50 mL de acetato de etilo. Los extractos com-
binados se secaron agregando sulfato de sodio anhidro
y se dejaron reposar durante 1 hora. Los extractos
secos se pasaron a un matraz de fondo redondo, se
agregaron 10 mL de isooctano y el extracto se con-
centrd en un rotavapor hasta un volumen aproximado
de 2 mL. El extracto concentrado se traspasé cuanti-
tativamente con hexano a un tubo con tapdn de teflon
y se agreg6 1 mL del &cido sulfdrico concentrado. El
contenido se agitd vigorosamente y se dejo reposar
unos minutos para obtener una buena separacion de
las fases y el extracto hexanico se secO pasandolo
por una capa de sulfato de sodio anhidro. Para recu-
perar cuantitativamente los plaguicidas se enjuagoé el
sulfato de sodio con hexano. El extracto con los
enjuagues se concentraron hasta unas gotas en un
rotavapor y se traspasaron cuantitativamente con
hexano a un vial, aforando a un volumen final de 1.0
mL. Los datos del estudio de fortificacion se resumen
en la tabla Il.

TABLAII. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE ADICION DE
ESTANDARES DE PLAGUICIDAS ORGANO-
CLORADOS A LAS MUESTRAS DE 500 mL DE

AGUA (n =10)
Plaguicida Nivelde Limitede X = DE \Varianza
fortificacion deteccion %
(ug/kg)  (ug/ka)
HCB 0.02 0.004 99.1 + 138 2.0
o-HCH 0.02 0.004 983 + 14 1.6
B-HCH 0.08 0.020 96.7 + 2.1 3.1
y-HCH 0.04 0.008 974 + 21 2.4
Heptacloro  0.14 0.035 932 £ 38 45
Epoxido de
heptacloro  0.08 0.015 95.6 + 2.9 34
Aldrin 0.08 0.010 956 + 3.0 34
pp’DDE 0.12 0.020 959 + 3.1 3.6
pp’DDD 0.10 0.020 947 + 238 3.2
op’DDT 0.12 0.030 918 + 3.7 44
pp’DDT 0.18 0.030 935 + 41 4.6

Los estudios de fortificacion se realizaron adicio-
nando a las muestras de agua 1.0 mL de la solucion
hexénica de los estandares de los plaguicidas orga-
noclorados. La muestra de agua de rio fortificada se
dejo reposar 16 horas para permitir las reacciones
de disolucién e interaccion de los plaguicidas y los
componentes del agua. El estudio de fortificacion se
realiz6 en 10 repeticiones.

Las muestras de aguas negras, por la presencia de
gran cantidad de sustancias organicas necesitan doble
purificacion con acido sulfurico concentrado. El extracto
organico se pasa a otro tubo y se repite la adicion de 1
mL de &cido sulfurico al extracto ya tratado.

Muestras de vegetales verdes y tubérculos

Las muestras de vegetales que forman tubércu-
los como la zanahoria y la papa se conocen por sus
propiedades de acumular especificamente los com-
puestos lipofilicos presentes en los suelos. Asimis-
mo, las plantas que constituyen el forraje adsorben
en su superficie a los plaguicidas que se volatilizan
del suelo (Rudel 1997, Smith et al. 2001, Waliszewski
e Infanzon 2003).

Se homogeneizaron cien gramos de muestra, pre-
viamente molida, con 150 mL de acetonitrilo durante
unos minutos en un homogeneizador Ultra-turrax
(Waliszewski 1995). El extracto se filtro a través de
un papel filtro a un embudo de separacion de 1000 mL
de capacidad. Se repitié la homogeneizacion de la
muestra con adicion de 100 mL de acetonitrilo y se
filtrd. Los extractos obtenidos fueron mezclados en
un embudo de separacion. A los extractos se les agre-
garon 500 mL de una solucién acuosa de sulfato de
sodio al 5 %. Los residuos de los plaguicidas organo-
clorados se extrajeron con tres porciones de 50 mL
de éter de petroleo. Los extractos se secaron pasan-
dolos por una capa de sulfato de sodio y se concen-
traron en un rotavapor hasta aproximadamente 2
mililitros. El extracto concentrado se traspasé cuanti-
tativamente a un tubo con tapdn de teflén aforando el
volumen a 10 mL. Posteriormente se agreg6 1 mL de
acido sulfarico concentrado y se agit6 vigorosamente
durante un minuto. Se dejo reposar el contenido por
unos minutos para lograr una buena separacion de
las fases. La fase de éter se secd pasandola por una
capa de sulfato de sodio anhidro recolectando el
filtrado en un tubo con tapén. En el cromatografo de
gases se inyectd 1 uL del filtrado para la determinacién
cualitativa y cuantitativa de los plaguicidas organo-
clorados.

Se realizd un estudio de calidad analitica adicio-
nando a las muestras homogeéneas 1 mL de la solucion
de hexano de los plaguicidas organoclorados. Las
muestras fortificadas se mezclaron y se dejaron repo-
sar en el refrigerador (+ 8 °C) durante 16 horas, para
permitir que los plaguicidas reaccionaran con el con-
tenido de las plantas, similar a los procesos que ocu-
rren en el ambiente agricola. Durante el analisis no se
observaron diferencias significativas en la imagen
cromatografica entre las muestras de zanahoria, de
papa y de plantas de maiz. Los valores obtenidos de
la recuperacion en 10 repeticiones, su desviacion
estandar y varianza se resumen en la tabla I11.
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TABLAIIL. NIVEL DE FORTIFICACION Y LIMITE DE DETECCION (mg/kg), PROMEDIO (X ), DESVIACION
ESTANDAR (DE) VARIANZA (V%) DE LAADICION DE ESTANDARES DE PLAGUICIDAS ORGANO-
CLORADOS A MUESTRAS DE ZANAHORIAS, PAPAS Y PLANTAS DE MAIZ

Plaguicida Nivel de Limitede ~_ Zanahorias _ Papas _ Plantas de maiz

fortificacion ~ deteccion X % + DE V X%+ DE V% X% £ DE V%

HCB 0.007 0.001 9%6.8 + 28 32 889 + 52 58 9.7 = 24 27

o-HCH 0.007 0.001 945 + 32 37 928 + 37 45 987 = 28 32

B-HCH 0.010 0.002 928 + 63 76 943 + 53 6.2 931 = 48 6.1

y-HCH 0.010 0.002 937 + 48 6.1 953 + 37 43 970 = 15 16

Heptacloro 0.038 0.007 943 + 54 6.2 947 + 42 49 921 = 43 49

Epdxido de

heptacloro 0.025 0.005 9.8 + 39 47 918 + 49 56 942 + 58 6.9

Aldrin 0.025 0.005 947 + 38 45 953 + 31 35 9%6.2 = 30 34

pp’DDE 0.030 0.005 918 + 42 50 9.7 + 39 47 959 *+ 36 4.2

op’DDT 0.039 0.010 903 + 63 7.2 932 + 40 46 917 +* 52 59

pp’DDT 0.050 0.015 908 + 58 7.0 910 *# 31 35 921 = 48 57

Muestras secas: paja, granos, mezclas de alimen-
tos para engorda, tabaco

Se pesaron 10 gramos de muestra (Waliszewski et
al. 1985, Waliszewski y Szymczynski 1986, Walis-
zewski e Infanzén 2003), en un matraz Erlenmeyer
(250 mL) y se le agregaron 150 mL de una mezcla de
acetonitrilo-agua (65:35). La muestra se dejo reposar
durante 16 horas en la oscuridad. El contenido se
homogeneiz6 en un aparato Ultra-turrax durante 3
minutos. El sobrenadante se decantd pasandolo a un
matraz de separacion (1000 mL). El proceso de ex-
traccion se repitié dos veces mas, con adicion de 100
mL de la mezcla de acetonitrilo-agua. A los extractos
se les agregaron 500 mL de una solucién acuosa de
sulfato de sodio al 5 %y se mezclaron. Los plaguicidas
organoclorados se extrajeron con 3 porciones de 100
mL de hexano. Los extractos de hexano se secaron
pasandolos por una capa de sulfato de sodio y se con-
centraron en un rotavapor a un volumen aproximado
de 5 mL. El extracto concentrado se traspaso
cuantitativamente con hexano a un tubo con tapon ajus-
tando el volumen a 10 mL. El extracto se purifico agre-
gando 1 mL de &cido sulfurico concentrado y se agitd
vigorosamente durante 1 minuto. Se dejo reposar por
3 minutos para separar las fases y se filtrd la fase
orgénica a través de una capa de sulfato de sodio. Se
enjuago el sulfato de sodio con hexano y el extracto
con los enjuagues recolectados en un matraz de fon-
do redondo se concentraron a unas gotas. El extracto
se transfirio a un vial volumétrico aforando el volu-
men final a 1 mL con hexano.

Para la purificacion de los extractos de las mues-
tras secas de paja, granos, mezclas de alimentos para
engorda y tabaco se utilizé &cido sulfurico, cuya ven-
taja consiste en precipitar las sustancias organicas ve-
getales e hidrolizar el complejo de plaguicidas con los
compuestos orgdnicos endogenos (Waliszewski y
Szymczynski 1982, 1983) proporcionando un cromato-

grama limpio de interferencias y la recuperacion cuan-
titativa de los plaguicidas presentes.

Se realizd un estudio de calidad analitica adicio-
nando 1 mL de la solucion de hexano de los plaguicidas
organoclorados a las muestras homogeéneas de paja,
granos, mezclas de alimentos para engorda y tabaco.
Las muestras fortificadas se mezclaron y se dejaron
reposar en condiciones ambientales durante 1 hora,
para permitir que los plaguicidas reaccionaran con el
contenido de las mismas similar a los procesos que
ocurren en el ambiente agricola. Los resultados del
estudio de recuperacion, repetidos en 10 muestras, se
presentan en la tabla IV.

Tejidos adiposos humano y bovino, mantequilla,
leche materna y leche de vaca

La muestra de leche materna o leche de vaca se
centrifugd para separar la grasa. La muestra de aproxi-
madamente 2 g de grasa de tejido adiposo humano o
bovino, mantequilla o grasa de leche materna o vaca
(Waliszewski y Szymczynski 1982, Waliszewski et al.
20033, b), se colocd en un mortero y se triturd con
suficiente cantidad de sulfato de sodio hasta obtener
un polvo seco y homogéneo. Este procedimiento se
realiz6 para absorber los restos de agua y aumentar la
superficie de contacto con el disolvente. La muestra
se paso a una columna cromatografica de 1 cm di y
50 cm de longitud, con un disco poroso de cristal o un
tapon de fibra de vidrio y un receptaculo para su re-
tencion. La muestra en la columna se compacto, elimi-
nando las burbujas de aire. Las grasas de la muestra
que contenia los residuos disueltos de plaguicidas
organoclorados se extrajeron con 100 mL de hexano a
un flujo de 3 mL/min. El eluato se concentr6 hasta
aproximadamente 30 mL en un rotavapor con tempe-
ratura del bafio de agua de 40 °C. El extracto concen-
trado se dej6 reposar media hora a temperatura am-
biente. Se tomaron 10 mL del extracto y se transfirie-
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TABLAIV. NIVEL DE FORTIFICACION Y LIMITE DE DETECCION (mg/kg), PROMEDIO ( X ), DESVIACION
ESTANDAR (DE) Y VARIANZA (V%) DE LA ADICION DE ESTANDARES DE PLAGUICIDAS
ORGANOCLORADOS A MUESTRAS DE GRANOS, PAJAY TABACO

Plaguicida Nivel de Limite de _ Granos _ Paja _ Tabaco
fortificacion deteccion X % £ DE V% X%+ DE V% X% + DE V%
HCB 0.007 0.001 96.8 + 28 32 889 + 52 58 9.1 + 28 29
o-HCH 0.007 0.001 945 + 32 37 928 =+ 37 45 982 + 27 27
B-HCH 0.010 0.002 928 * 63 7.6 943 + 53 6.2 929 + 57 53
y-HCH 0.010 0.002 937 + 48 6.1 953 + 37 43 96.2 + 38 37
Heptacloro 0.038 0.007 943 * 54 6.2 947 + 42 49 916 + 38 45
Epoxido de
heptacloro 0.025 0.005 96.8 + 39 47 918 + 49 56 927 + 64 6.6
Aldrin 0.025 0.005 947 + 38 45 9.3 + 31 35 933 + 52 6.0
pp’DDE 0.030 0.005 918 * 42 50 96.7 £+ 39 47 9%6.6 + 15 14
op’DDT 0.039 0.010 903 * 63 7.2 932 =+ 40 46 9.5 + 16 15
pp’DDT 0.050 0.015 908 * 58 7.0 910 £+ 31 35 985 + 05 05

ron a un matraz de 50 mL, previamente pesado. El
contenido del matraz se evapord en un rotavapor a
sequedad para eliminar el disolvente y se determin6
por diferencia de peso la cantidad de sustancias no
volatiles consideradas como grasa. Se tomaron otros
10 mL del extracto original y se transfirieron cuantita-
tivamente a un tubo de ensayo con tapon de teflon, se
agreg6 1 mL de &cido sulfarico concentrado para pre-
cipitar las grasas. El contenido se agit6 vigorosamen-
te durante un minuto y se dej6 reposar 3 minutos para
obtener una buena separacion de las fases. El extrac-
to purificado se secd, pasandolo por una capa de
sulfato de sodio y se concentré en el rotavapor hasta
unas gotas. El extracto concentrado se pasé cuantita-
tivamente a un vial de 1 mL aforandolo a un volumen
final de 1 mL. Se inyect6 1 pL del extracto y se pro-
cedid a hacer los andlisis cualitativo y cuantitativo de
los plaguicidas organoclorados por cromatografia de
gases con deteccion por captura de electrones.

Se realizd un estudio de calidad analitica con 10

repeticiones, adicionando 1 mL de solucion hexanica
de los estandares a una muestra homogénea de tejido
adiposo de bovino y a una muestra de grasa de leche
de vaca, con residuos de plaguicidas organoclorados
menores al nivel de detectabilidad. La muestra fortifi-
cada se mezcld y se dejo reposar en condiciones am-
bientales durante 1 hora para someter a los plaguicidas
a las reacciones con el contenido de la misma. Los
resultados del estudio de recuperacion se presentan
enlatablaV.

Fluidos fisioldgicos: suero sanguineo, semen
La muestra de sangre tomada sin anticoagulante se
dejé coagular. Se centrifugd para separar los elemen-
tos celulares del suero. Se pesé la cantidad de suero
para medir el peso de la muestra. Se determind la can-
tidad de lipidos para poder referir la concentracion de
los plaguicidas en base himeda o lipidica. La muestra
de semen se pasd a un tubo y se pesé en la balanza
analitica (Szymczynski y Waliszewski 1982, Walis-

TABLAV. NIVEL DE FORTIFICACION Y LIMITE DE DETECCION (mg/kg), PROMEDIO (X ),
DESVIACION ESTANDAR (DE) Y VARIANZA (V%) DE LAADICION DE ESTANDARES
DE PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS A MUESTRAS DE TEJIDO ADIPOSO DE

BOVINO Y GRASA DE LECHE DE VACA

Plaguicida Nivel de Limite de Tejido adiposo de bovino Grasa de leche de vaca
fortificacion deteccion X% £ DE V% X% = DE V%
HCB 0.010 0.001 929 + 71 74 947 + 6.1 6.8
o-HCH 0.010 0.001 927 + 69 7.1 953 + 46 51
B-HCH 0.010 0.002 913 + 82 7.9 927 + 77 82
y-HCH 0.010 0.002 939 + 66 6.7 933 + 47 51
Heptacloro 0.038 0.007 951 + 59 6.1 923 + 53 54
Epoxido de
heptacloro 0.025 0.005 959 + 48 50 927 + 43 438
Aldrin 0.025 0.005 941 + 46 49 96.1 + 48 52
pp’DDE 0.020 0.002 943 + 61 65 956 + 49 47
op’DDT 0.020 0.002 972 + 69 7.2 948 + 64 6.6
pp’DDT 0.020 0.002 966 + 67 7.0 937 + 54 55
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zewski y Szymczynski 1983). La muestra de suero o
de semen de aproximadamente 5 mL, se pas6 a un
tubo de 25 mL con tapon de teflon y se le agreg6 el
acido acético concentrado en proporcion 1:1 (Walis-
zewski'y Szymczynski 1991). La muestra se dejo reposar
durante 30 minutos para permitir los procesos de
hidrélisis y de liberacion de los plaguicidas enlazados
en los complejos con las sustancias enddgenas.
Posteriormente, los plaguicidas organoclorados se ex-
trajeron con tres porciones de 10 mL de una mezcla
hexano y acetona (9:1). Los tres extractos se colecta-
ron en un embudo de separacion de 100 mL y el conte-
nido se lavo con dos porciones de 25 mL de agua des-
tilada para remover las trazas de &cido acético, acetona
y sustancias hidrosolubles. La fase orgénica se secd
pasandola por una capa del sulfato de sodio a un ma-
traz de fondo redondo. El extracto se concentr6 hasta
aproximadamente 10 mL en el rotavapor y se traspaso
a un tubo con tapdn de teflon. Al extracto concentrado
se le agreg6é 1 mL de &cido sulfurico concentrado. El
contenido se agité vigorosamente para precipitar las
grasas y destruir los compuestos organicos endogenos.
Se dejd reposar por 3 minutos para obtener una buena
separacion de las fases y se filtrd por una capa de sulfato
de sodio. El extracto purificado con los enjuagues se
recolectd en un matraz de fondo redondo y se concen-
tr6 en el rotavapor hasta unas gotas. El extracto con-
centrado se paso cuantitativamente a un vial de 1 mL
para aforarlo a un volumen final de 1 mL. Se inyect6
1 yL del extracto al cromatdgrafo de gases para proce-
der a los andlisis cualitativo y cuantitativo de los
plaguicidas organoclorados.

Se realizo el estudio de calidad analitica con una
muestra homogeénea de suero sanguineo de bovino que
contenia residuos minimos de plaguicidas organoclo-
rados, menores al limite de deteccion. A ésta, se le
agreg6 1 mL de la solucion de hexano de los plaguicidas
organoclorados. La muestra fortificada se mezclo y
se dejo reposar durante 16 horas en el refrigerador a
8 °C para permitir las reacciones con el contenido de
las mismas. Los resultados del estudio de recupera-
cion, realizado en 10 repeticiones, se presentan en la
tabla VI.

Capacidad del acido sulfarico concentrado para
eliminar las grasas

Para determinar la capacidad purificadora del &ci-
do sulfarico concentrado comparado con la capaci-
dad de adsorcion del florisil, 6xido de aluminio y
kieselgel en las muestras ricas en grasas (grasa de
leche y tejido adiposo) se realizd, en 10 repeticiones,
la determinacion gravimétrica de la cantidad de sus-
tancias no volatiles presentes en el extracto purifi-
cado (eluato). Los resultados se presentan a conti-
nuacion:

1. Se trat6é con 1 mL de &cido sulfurico el extracto
que contiene los 500 mg de grasa de bovino disuel-
tos en 10 mL de hexano. En el extracto purificado
se determind gravimétricamente la cantidad de
sustancias no volatiles. Se obtuvieron valores pro-
medio y su desviacion estdndar de 8 + 5 mg
(Waliszewski 1990a).

2. Los 500 mg de la misma muestra de grasa, se pu-
rificaron pasandolos por la columna cromatogréfica
con 10 g de florisil, activado durante 16 horas a
130 °C (Waliszewski 1990b). El florisil en la co-
lumna fue desactivado pasando 25 mL de una
mezcla de 30 % de éter etilico en éter de petroleo
y después para estabilizar el adsorbente, se pasa-
ron 20 mL de éter de petrdleo. A la columna se le
agregd 1 mL del extracto con 500 mg de grasa de
bovino con una pipeta. Los plaguicidas organoclo-
rados se recuperaron de la columna con 120 mL
de lamezcla al 6 % de éter etilico en éter de petro-
leo. El eluato se evapord a sequedad y se determi-
no gravimétricamente la cantidad de sustancias no
volatiles, obteniendo el valor promedio y su des-
viacion estandar de 230 + 45 mg (Szymczynski y
Waliszewski 1983, Waliszewski y Szymczynski
1983).

3. Los 500 mg de la misma muestra de grasa de bo-
vino se purificaron pasandolos por la columna
cromatografica con 10 g de AL,O, basico Merck,
activado durante 16 horas a 130 °C (Waliszewski
1990b). El AL,0, en la columna fue desactivado
pasando 25 mL de una mezcla de 30 % de éter
etilico en éter de petréleo y después para estabili-
zar el adsorbente se pasaron 20 mL de éter de
petroleo. A la columna se le adicion6 1 mL del ex-
tracto con 500 mg de grasa de bovino. Los
plaguicidas organoclorados se recuperaron de la

TABLAVI. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE ADICION DE
ESTANDARES DE PLAGUICIDAS ORGANO-
CLORADOS A LAS MUESTRAS DE SUERO
SANGUINEO DE BOVINO EN BASE LIPIDICA

Plaguicida  Nivelde  Limitede X + DE Varianza

fortificacion deteccion %
(mg/kg) (mg/kg)

HCB 0.02 0.004 933 + 47 4.9
o-HCH 0.02 0.004 945 + 46 4.7
B-HCH 0.08 0.020 93.7 £ 44 4.4
y-HCH 0.04 0.008 96.3 + 4.8 5.1
Heptacloro  0.14 0.035 923 + 52 5.5
Epoxido de
heptacloro 0.08 0.015 96.3 + 4.8 5.2
Aldrin 0.08 0.010 945 + 3.7 4.1
pp’DDE 0.02 0.002 919 + 7.3 7.6
op’DDT 0.03 0.003 90.1 + 87 8.4
pp’DDT 0.03 0.003 911 + 7.7 8.2
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columna con 120 mL de la mezcla al 6 % de éter

etilico en éter de petréleo. El eluato se evaporé a

sequedad y se determiné gravimétricamente la

cantidad de sustancias no voléatiles obteniendo el
resultado promedio y su desviacion estandar de

260 + 58 mg.

4. Los 500 mg de la misma muestra de grasa de bo-
vino, se purificaron pasandolos por la columna
cromatografica con 10 g de kieselgel Merck, acti-
vado durante 16 horas a 130 °C y posteriormente
desactivado con 10 % de agua (Waliszewski 1990b).
A la columna se le afiadié 1 mL del extracto con
500 mg de grasa de bovino. Los plaguicidas orga-
noclorados se recuperaron con 120 mL de una
mezcla al 6 % de éter etilico en éter de petroleo.
El eluato se evapor6 a sequedad y se determind
gravimétricamente la cantidad de sustancias no
volatiles obteniendo el resultado promedio y su
desviacion estandar de 305 + 56 mg.

Estos estudios indican la incapacidad de los
adsorbentes para retener cuantitativamente las gra-
sas presentes en las muestras de tejido adiposo. Su
presencia en el eluato concentrado origina una eleva-
cion permanente de la linea bésica del detector de
captura de electrones y el cubrimiento de la fuente
radioactiva, que incapacita al cromatdgrafo para cuan-
tificar los plaguicidas. El acido sulfirico precipita casi
cuantitativamente las grasas, eliminando las desven-
tajas de los adsorbentes. Por esta razon, se excluy6 a
los adsorbentes y los disolventes necesarios para la
recuperacion de los plaguicidas. De este modo se
obtuvo una significativa mejoria en la calidad de los
extractos y la disminucion del costo de un andlisis.
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