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7 Introduccioén

Un plaguicida es una sustancia quimica o mezclas de sustancias usado con la intencion de mitigar,
reducir o eliminar el impacto de las plagas en la produccion agropecuaria y en las camparias de salud
publica entre otros (NOM-232-SSA1-2009). La FAO/OMS (2003) la define como ‘“Cualquier
sustancia, o0 mezcla de sustancias, destinada a prevenir o controlar toda especie indeseable de plantas o
animales; es también cualquier sustancia, 0 mezcla de sustancias, utilizada como defoliante, desecante
o reguladora del crecimiento vegetal. Incluye, ademas, cualquier sustancia que se emplee para combatir
plagas durante la produccion, almacenamiento, transporte, comercializacion o elaboracion de alimentos
para el hombre y los animales, 0 se administra a estos Gltimos para combatir insectos o aracnidos que
se encuentren dentro o sobre sus cuerpos. EI término no se aplica a los antibi6ticos y otros productos
quimicos administrados a los animales con otros fines, como el de estimular su crecimiento o modificar
su comportamiento reproductivo, ni a los fertilizantes”.

A pesar del auge que ha tenido la llamada “agricultura organica” o “agricultura limpia” en los
altimos afios, y de que varios de los plaguicidas mas toxicos han sido retirados del mercado, la
produccion agropecuaria mundial depende alin de una alta proporcién en el uso de plaguicidas con el
fin de controlar insectos, hongos o plantas que afectan negativamente o compiten con los animales y
los cultivos. La utilizacion de estas sustancias quimicas ha permitido un notable incremento en el
rendimiento y la produccién agricola y pecuaria, sin embargo el precio que la salud humana y
ambiental han pagado, debe ser considerado antes de continuar con su uso indiscriminado (Morales y
Rodriguez, 2004).

Diversos estudios sefialan que la principal fuente de residuos de plaguicidas en la dieta humana,
son los productos contaminados de origen animal y/o vegetal; lo cual es el reflejo de los altos niveles
de pesticidas que se usan en la produccion agropecuaria, con el agravante de que muchos de ellos se
acumulan en el tejido adiposo de los animales, afectando no sélo a estos Gltimos sino también a su
progenie y a los humanos (De la Riva y Andon, 1991; Ramoén y Martinez, 2001; Sweeney, 2002).

Los plaguicidas organoclorados (POC) son contaminantes universalmente extendidos,
detectables en casi todos los sistemas bioldgicos debido a su alta estabilidad y liposolubilidad
(Zumbado et al., 2004). La contaminacion de los alimentos por residuos de plaguicidas organoclorados
es consecuencia directa o indirecta del uso de dichas sustancias para el control de plagas que afectan a
los cultivos o al ganado y de aquellas que constituyen problemas de salud publica. Cuando el ganado
lechero ha estado expuesto a estas sustancias ya sea ambientalmente o a través de los alimentos, las
elimina lentamente con la leche y esta secrecion puede continuar durante dias o semanas después de
que la exposicion ha cesado. Debido a su estabilidad, tanto los plaguicidas como subproductos de
degradacion quimica y bioguimica, aparecen también en los derivados de la leche y se acumula en el
tejido adiposo humano (Albert y Reyes, 1978; Yaggen et al., 2003).

Los plaguicidas organoclorados (POC) vy organofosforados (POP) son considerados
contaminantes ambientales, principalmente los POC, debido a sus propiedades de toxicidad,
estabilidad, persistencia y capacidad de bioacumulacion en la cadena trofica; estas propiedades dan
lugar a la contaminacion de aguas, suelos y aire, ademas de producir determinados efectos secundarios
en diversos sistemas biolégicos (plantas, animales y humanos). Los residuos de estos compuestos
pueden llegar a zonas alejadas del area de aplicacion a través de su arrastre por el viento, cursos de
aguas continentales o de corrientes marinas o a través de la cadena tréfica (Ravelo, 2009).
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Diversos estudios sefialan la principal causa de contaminacién de alimentos por POC y POP se
debe a las propiedades fisicoquimicas particulares de estas sustancias, como es su liposolubilidad y
persistencia; que asociadas al uso excesivo y poco regulado de estos compuestos en las practicas
agropecuarias, existe la posibilidad de bioacumulacién en los tejidos grasos de los animales,
incluyendo la produccion de leche (Romero et al., 2005).

Cabe mencionar que entre las principales causas de contaminacién de leche y productos nicos
con residuos de POC y OP, figuran los alimentos para uso animal (pradera, heno, concentrado, ensilaje,
otros); control de parésitos en el animal; control de insectos en los establos; contaminacién ambiental
(agua, aire, suelo), entre otras (Bro-Rasmussen et al., 1968; Bllthgen et al., 1984; Luquet et al., 1974;
Pinto et al., 1987).

La posibilidad de que existan residuos de POC y POP en diversos alimentos, y el auge sobre la
seguridad alimentaria y la demanda de la sociedad de consumir alimentos sanos y libres de plaguicidas,
hace necesario la implementacion de métodos analiticos que permitan determinar residuos de estos
compuestos a niveles de traza, pues la ingestién de alimentos es una via de exposicion de los
consumidores a los plaguicidas. Por consiguiente, los métodos analiticos deben tener una elevada
reproducibilidad, particularmente en el analisis de trazas multiresiduos, donde se determinan mas de
tres analitos simultaneamente

En este trabajo se evaluaron tres métodos para determinar el contenido de residuos de POC y
POP utilizados en el control de plagas en el sector agropecuario, como son los animales productores de
leche. Para ello se estudiaron muestras de leche cruda de vaca enriquecidas con plaguicidas utilizados
en este sector, y se determinaron mediante la técnica analitica de cromatografia de gases acoplado a un
detector de espectrometria de masas (CG-MS).

7.1 Materiales y métodos
Muestreo y preparacion de muestra compuesta.

Durante el mes de octubre de 2013 se realizd la colecta de muestras de leche cruda para constituir la
muestra compuesta, para ello se seleccionaron dos sitios de muestreo que fueron elegidos al azar en el
municipio de Huimanguillo, Tabasco. Se considerd este municipio debido a su importancia en la
produccién de leche de vaca en el estado. De cada sitio de muestreo se colecto 1 L de leche y se
trasladé al Laboratorio donde se mezclaron hasta su completa homogeneidad, después se procedid a su
conservacion en refrigeracion previo a su andlisis. Las muestras fueron recolectadas de acuerdo a las
condiciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-021-Z0O0-1995.

Seleccion del método analitico

Para la extraccion de los POC y POP en leche cruda de vaca se estudiaron tres métodos con la finalidad
de elegir el método mas conveniente para el analisis de este tipo de muestras, con un alto contenido en
grasas, por CG-MS. Los métodos estudiados fueron los propuestos por Ashnagar et al. (2009), In-Seek
et al. (2012) y Kent (1976), a los cuales se les denomino Método A, B y C respectivamente. Los
métodos A y C se basan en una extraccion liquido-liquido (LLE), mientras que el Método B se sustenta
en una extraccion en fase solida (SPE).
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Extraccion, limpieza y pre-concentracion de muestras

Por cada método estudiado se prepararon por triplicado muestras compuestas y un blanco de referencia
que se enriquecieron con una concentracion de 0.4 ppm del patrén estandar interno, PSI, (d6 a-HCB,
d10 Paration y Trifenilfosfato). Posteriormente, cada muestra fue sometida al proceso de extraccion,
limpieza y pre-concentracion segun lo establecido en los Métodos A, B y C. Los extractos obtenidos se
analizaron por CG-MS; y a partir de los cromatogramas se calcul6 la desviacion estandar relativa, RSD
(%), ecuacion 1, que representa la precision del métodos; y el porcentaje de recuperacion del patrén
estandar (reproducibilidad), ecuacién 2.

zrea del pico del analitc

a —
RDS (XD} " irea del picadel PSI
1)
= analito encontrado
% RECUPERACION = . x 100
analito puesto
(2)

Cuantificacion de POC y POP por CG-MS

Para el andlisis de POC y POP de los extractos obtenidos de leche cruda se utilizd la técnica de
cromatografia de gases (CG) acoplado a un espectrofotdmetro de masas (MS); marca Agilent
Technologies, Modelo 7890A (G3440A), Serie us13171005. Se utilizé una columna capilar VF-17ms,
de 30 m de longitud, 0.25 mm d.i. y 0.25 um df, con 8.75 psi constante. El gas acarreador fue helio
UAP, con un flujo de 1 mL/min; el inyector se utiliz6 en modo Splitless a 280 °C, con una presion
inicial de 50 psi y una presion final de 8.75 psi, el volumen de inyeccion fue de 1 pL. El horno utilizé
una rampa de 100-325 °C con un tiempo total de 60 min. El detector utiliz6 una trampa de 220 °C, una
linea de trasferencia de 280 °C y un manifold de 50 °C.

7.2 Resultados y discusion
Porcentaje de la RSD (%) del PSI

Los extractos de las muestras compuestas obtenidos mediante el proceso de extraccion, limpieza y pre-
concentracion, segun lo indicado en los protocolos de los Métodos A, B y C, se analizaron por GC-MS.
A partir de los cromatogramas obtenidos se integraron las sefiales analiticas (area del pico del
analito/area del pico del patrén estandar interno) y se calculd la desviacion estandar relativa- RSD (%),
con la finalidad de obtener la precision de los métodos estudiados. En la tabla 7 se muestran los valores
de la RSD (%) obtenidos para el PSI.

Tabla 7 Valores de RSD (%) en las muestras compuestas (MC) de leche cruda enriquecida con el
patrén estandar interno (PSI) para el anélisis de POC y POP por GC-MS

. MétodoA | MétodoB | MétodoC
RSD (%)
d6 a-HCB 3.1077 2.3551 2.3551
d10- Paration 2 3551 11746 11766
Trifenilfosfato 20362 1.1766 11775
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Con base en los datos de la tabla 7.1 se observa que el valor de RSD (%) para el PSI es muy
similar entre los tres métodos estudiados, siendo ligeramente mayor en el Método A; mientras que los
métodos B y C presentan valores de RSD (%) menores para el caso de los tres analitos del PSI (d6 o-
HCB, d10- Paration y Trifenilfosfato). Por lo tanto, el método A podria considerarse no adecuado en el
caso del analito d6 a-HCB, debido a que el valor de %RSD es mayor al valor de rechazo (%RSD=2.5).

Al comparar estos valores entre los tres métodos puede concluirse que la pérdida de analitos por
las diversas etapas de LLE vy la retencion de los analitos por el solvente (SPE) y su elucién, no son
etapas cruciales en la pérdida de la reproducibilidad de los métodos.

Porcentaje de Recuperacion del PSI

La validez de cada método se realizo determinando los valores de recuperacion del PSI a un nivel de
concentracion de 0.4 ppm. En el Cuadro 2 se indican los valores de recuperacion para la muestra
compuesta por los tres métodos estudiados. Como se observa el valor del % de recuperacion es
aceptable para los tres métodos estudiados. Por lo tanto las etapas de preparacion, extraccion, limpieza
y pre-concentracion de las muestras no influyen significativamente en la determinacién de POC y POP
en muestras de leche cruda.

Tabla 7.1 Porcentaje de Recuperacion (%R) en la muestra compuesta (MC) de leche cruda enriquecida
con el patron estandar interno (PSI) a una concentracion de 0.4 ppm para el analisis de POC y POP

Método A Método B Método C
Pl % Recuperacion
d6 0-HCB 100.3+0.31 100.1+0.24 100.1+0.24
d10- Paration 100.1£0.24 100.3+0.12 10021012
Trifenitfosfato 1002020 1002+0.12 100.1£0.12

Costo y Tiempo de Analisis

En la seleccién de un método analitico para la determinacién de residuos contaminantes en alimentos,
diversos autores mencionan que desde el inicio del proceso de extraccion, limpieza y pre-concentracion
del analito, hasta su deteccion y cuantificacion analitica, es importante que se consideren otros
elementos como son el tipo y nimero de reactivos (sales, polimeros y solventes), la cantidad de cada
reactivo, el costo y tiempo de andlisis (Juan et al., 2003; Robles et al., 2010). Por lo anterior, con base
en los valores de precision (%RSD) y reproducibilidad (%Recuperacién) se procedid a definir estos
elementos en los métodos A, By C (Tablas 7.1y 7.2).

Con base en los parametros indicados para cada uno de los métodos estudiados (Cuadro 3 y 4),
se observa que el método B, en comparacion con los métodos A y C, requiere de cantidades pequefias
de reactivos y de facil acceso y con un nivel de riesgo no peligroso, un menor nimero de materiales y
un tiempo de analisis de relativamente corto (1 hora). Por consiguiente, el método B es adecuado para
la preparacion de muestras de leche cruda y ademas manifiesta valores de RSD (%) y %Recuperacion
aceptables.
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Tabla 7.2 Reactivos empleados en la extraccion, limpieza y pre-concentracion de muestras de leche
cruda en cada método estudiado

Metodo Reactivos Cantidad total empleada Peligrosidad
(a, b, c)
Eter de petroleo 170.1 mL 1,4, 0
Acetonitrile 100.05 mL 2,31
Oxalato de potasio |50 g 3,31
Ma:50. anhidro T0g 3,01
A Metanal 50 mL 3.3, 0
MacCl 209 | em—
Eter dietilico 100 mL 2. 4.1
Hexano _TI} mL y C_antidal:l suficiente 0
(lavar material) !
Acetona Ganliqad suficiente  (lavar 1,3,0
material)
Metanal Canlil:_lad suficiente  (lavar 33,0
material)
Canfidad suficiente  (lavar
Hexano material) N 1,3, 0
B MgS0. 5509 1.0,0
Celite 05g 1.0,0
PSA DEg Z2.0,0
C-18 0.7g 01,0
MNaal 1% | e
Acetonitrilo 15 mL 33,1
Tolueno 1200 pL 2,30
Oxalato de potasio |10 g 3,01
Metancl 100 mL 3,30
Eter de petraleo 345 mL 1.3,0
C Maz50. 60 g 1. 4,0
Acetonitrile 95 mL 3,31
Hexano Canlil:_lad suficiente  (lavar 1.3,0
material)
Eter etilico 50 mL 2,41
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Tabla 7.3 Instrumentos, equipos, materiales y tiempo utilizados para el analisis de muestras de leche
cruda segun lo indicado en cada método

100 miL)

Metodo Instrumentos y Materiales en general Tiempo de
equipos empleados analisis
A = Parrilla con agitacion | - Vaso de precipitado (1000, 5h 11 min
500y 100 mL)
= Agitsdor de tubos = Desecador
= Micropipetas (100~ = Matraz Erlenmeyer (250 mL)
1000 pL)
= Evaporador rotatorio | « Embudo de vidrio
» Homo de secado = Vidrio de reloj
esterilizacion
- Balanza analitica = Lana de vidrio
- Camnpanz da - Embuda da separacian (500
extraccion il
» Probets (10, 50y 100 mL)
= Matraz aforado (1000, 500,
100 miL)
= Gradilla
= Matraz de bola
= Soporte universal
- Arillo metakico
» Espatula
= Warilla de vidrio
- Termometro
» Gel de silice
= Viales
» Puritas Pasteur
= Sanitas
- Columna de cromatografia
B = Agitador de tubos = Waso de precipitado (1000 y 1h
100 miL)
» Micropipetas (10, 100 |- Espatulas
w 1000 wl)
- Balanza Analitica - Tubos de centrifuga de 50 y
15 mL
- Centrifuga = Vidrio de reloj
= Campana da = Visles
extraccion
+ Evaporizador » Termarmatro
» Puritas Pasteur
c = Parrilla con agitacion | - \aso de precipitado (1000, & h 58 min

- Agitador de tubos

= \fidrio de reloj

= Micropipetas (100~
1000 pL)

» Columna de cromatografia

= Centrifuga

= Lana de wvidriz

= Evaporador rotetono

» Embudo de separacion (500
milL}

- Balanza analitica

» Tubas da cenirfuga (15 mL)

= Campana da
extraccion

+ Probeta (10 y 100 mL)

= Matraz aforado (500 mL

= Gradilla

= Matraz de bola

- Espatula

= Viales

= Sanitas

= Papel filiro

= Soporte universal

- Arillo metalico

= Embudo Buchner
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Conjuntamente si se compara la extraccion liquido-liquido, LLE (Método A y C) con la
extraccion en fase sdlida, SPE (Método B); ésta ultima ofrece mayor ventaja con relacion a la LLE,
pues se caracteriza por requerir menor cantidad de muestra, menos consumo de disolventes organicos y
una mejora significativa en porcentajes de recuperacion y limites de deteccion; y ademas es muy
utilizada para la extraccion de POP (Juan et al., 2003; Romero et al., 2005).

7.3 Conclusiones

Con base en los objetivos establecidos en la presente investigacion se concluye que el Método B es el
mas adecuado para el andlisis por GC-MS de residuos de plaguicidas organoclorados y
organofosforados en leche cruda de vaca, dado sus valores de precision (1.1746 y 2.3551 %RSD),
reproducibilidad (100.1 + 0.24 y 100.3 + 0.12 % Recuperacidn), costo y tiempo de analisis (1 h).

El empleo de la técnica de extraccion en fase solida (SPE) para la extraccion, limpieza y pre-
concentracion de analitos en una sola etapa, redujo el tiempo de analisis, la cantidad de solventes
utilizados y por lo tanto el costo.

La valoracion de métodos analiticos es necesaria para el monitoreo de residuos de POC y POP
en leche cruda, y, principalmente, en muestras de alimentos dada la cantidad y tipo de solventes
utilizados para la extraccion de estos plaguicidas en muestras con alto contenido en grasas.
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