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RESUMEN

Se establecen las condiciones analiticas para-la determinacién por
cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR} y detector universal
espectrofotométrico de los insecticidas organoclorados: Aldrin, Hepta-
cloro, DDT, HCH, Endosulfan, Endrin y Dieldrin, v de los organofos-
forados: Paratién y Metilparation. En el caso de Aldrin, Heptacloro y
DDT se pueden determinar hasta 5 ng, acoplando dos columnas en serie
de CianoSil X-I y AminoSil X-I. Para Ilegar a 10 ng con Endosulfin,
Endrin y Dieldrin, se elimina la columna de CianoSil X-I. En ambos
casos se utiliza como eluyente n-Hexano, a un flujo de 3 ml/min, 45°C
de temperatura y lectura de la absorciéon a 220 nm. El HCH no se
puede determinar a niveles de residuos en estas condiciones. Se liega
a idénticos niveles de los insecticidas Paratién y Metilparatién usando
la columna de CianoSil X-I y como eluyente la mezcla n-Hexano/Tetra-
hidrofurano (95/5) a un flujo de 2 ml/min, 25°C de temperatura y le-
yendo la absorcién a 266 nm.

SUMMARY

The analytical conditions for the determination by high performance
liguid chromatography (HPLC) and spectrophotometric universal de-
tector for the organochlorinated insecticides: Aldrin, Heptachlor, DDT,
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HCH, Endosulfan, Endrin and Dieldrin, and the organophosphorous
Parathion and Metylparathion, are stablished. In the Aldrin, Heptachlor
and DDT it is possible to determine till 5 ng by coupling two columns
of CianoSil X-I and AminoSil X-I. To get determination 10 ng with
Endosulfan, Endrin and Dieldrin, the CianoSil X-I column is eliminated.
In both cases, the eluent used is n-Hexane, at 3 ml/mio flow, 45°C and
an absorption reading at 220 nm. HCH can not be determined at residues
ranges under these conditions. It is possible to get the same accuracy
for the Parathion and Metylparathion, using a CianoSil X-I column and
n-Hexane/THF {95/5) as eluent, at a 2 ml/min flow, 25°C and a ab-
sorption at 266 nm.

INTRODUCCION

En los ultimos afios la cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) ha alcanzado un gran auge en el andlisis de mezclas complejas.
Este amplio desarrollo es debido no sélo a la gran cantidad de formas
y mecanismos de utilizacién que presenta, sino también a su rapidez
operativa ¥y a que no es necesario nmingun tratamiento térmico o con-
versién previa en derivados de los compuestos a determinar (1, 2, 3).
Concretamente, en el campo de los plaguicidas se estd realizando una
amplia investigacién mediante esta técnica de separacxon y anali-
sis (4, 5, 6, 7, 8). ‘

Se ha escogido este grupo de insecticidas clorados y fosforados de:
bido a que han sido muy utilizados en cultivos agricolas y suelos dedi-
cados a ellos y a su posible empleo en la actualidad, a pesar de la prohi-
bicién -establecida en nuestra legislacién en cuanto a su comercializa-
cién, venta y uso (9, 10). Creemos conveniente destacar que estos pro-
ductos, por su elevada toxicidad y persistencia, pueden ser causa de
graves riesgos para la salud humana y son los mas controlados en e
mercado europeo en cuanto a residuos de tratamientos fitosanitarios en
alimentos y productos agricolas (11, 12, 13).

En este trabajo se exponen las condiciones analiticas y los resulta-
dos obtenidos en la identificacion y cuantificacién de determinados in-
secticidas.

FPARTE EXPERIMENTAL
MATERIAL Y REACTIVOS

Se ha utilizado un cromatégrafo de alta presion Perkin Elmer, mo-
delo 601, equipado con doble bomba, vilvula de inyeccién Rheodyne
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(175 pl) y con detector espectrofotométrico de longitud de onda varia-
ble (UV-VIS) Perkin Elmer, mod. LC.55, que lleva acoplado un scanner
digital y un registrador de la citada marca. Las columnas, cromatogra-
ficas son de acero, de 25 cm de longitud y 2 mm de didmetro interno.

Los insecticidas estudiados han sido: Aldrin, Heptacloro, DDT, HCH,
Endosulfan, Endrin, Dieldrin, Paration y Metilparatién, todos ellos de
calidad standard de cromatografia. '

Para la preparacién de las disoluciones patrén se empleé n-Hexano
de calidad analisis de residuos. Todos los eluyentes fueron de calidad
espectrofotometria.

CONDICIONES DE TRABAJO

Las fases estacionarias utilizadas han sido: CianoSil X-I y Amino-
Sil X-I, Perkin Elmer, de tamafio de particula 13 = 5 p y de area super-
ficial 400 m*/g.

En el caso de los insecticidas organoclorados, las condiciones de tra-
bajo fueron:

— Flujo de la fase mévil (n-hexano): 3 ml/min.

— Temperatura de la colurmnna: 45°C,

— Lectura de absorcién en UV: 220 nm.

— Columnas: AminoSil X-I 4+ CianoS8il X-I y AminoSil X-I.

Para los organofosforados fueron:

— Flujo de la fase movil (n-hexano/Tetrahidrofurano, 95/5): 2 ml/
minuto.

— Temperatura de la columna: 25°C.

— Lectura de absorcién en UV: 266 nm.

— Columna: CianoSil X-L

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de establecer las condiciones 6ptimas de analisis, se rea-
lizaron previamente distintos ensayos, en los que se utilizaron diferen-
tes fases estacionarias (silice, fase ligada, etc.) y varias fases mdviles
de distinta polaridad, variando su flujo.

En la figura 1 se muestra un cromatograma de los insecticidas or-
ganoclorados estudiados, fijadas las condiciones anteriores y utilizando
las columnas de AminoSil X-I y CianoSil X-I, conectadas en serie.
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1-Aldrin

2 -Heptacloro
3.-0,p-DDT
4-p,p'-DOT A
5-HCH
6-Endosulfan
7.€ndrin
8-Dieldrin

min.

Figura 1. Cromatograma de los insecticidas organoclorados analizados con dos
columnas conectadas en serie de AminoS8il X-I y CianoSil X-I

La separacién de Aldrin, Heptacloro, DDT (o,p” y pp’) vy HCH es
riapida y adecuada (tiempo de resolucion, 5 minutos aproximadamente),
mientras que los restantes, por su estructura y mayor polaridad, se
eluyen més lentamente (entre 10 y 25 minutos), con una notable pérdida
de resolucidn.

En la tabla I se exponen los valores de los méaximos de absorcién

de cada uno de estos insecticidas y sus tiempos de retencién relativos
a dos de ellos.
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TasrLa I

MAXIMOS DE ABSORCION Y TIEMPOS DE RETENCION RELATIVOS
A ENDOSULFAN y pp-DDT DE LOS INSECTICIDAS ANALIZADOS

Insecticida Maximo {nm) t;: -p,p-DDT tn' -Endosulfan
Aldrin ... ... ... . Lo 218 0,575 0,106
Heptacloro ... ... ... ... ... ... .. 218 0,680 0,126
op-DDT ... ... ... o 221 0,880 0,165
pp-DDT ... ... .. . o 237 1,600 0,186
HCH ... ... ... ... . o 213 1,808 0,335
Endosulfan ... ... ... ... ... ... .. 217 5,391 1,000
Endrin ... ... ... ... ..o oL 225 7,900 1475
Dieldrin ... ... ... ... ... ... ... .. 219 9,200 1,716

Estos datos, junto con los espectros de absorcién que se represen-
tan en la figura 2 y que se pueden obtener con la ayuda del scanner
acoplado al detector espectrofotométrico (desconectando las bombas
cuando se alcanza la altura maxima de cada pico en el cromatograma),
permiten una total identificacién de cada uno de los componentes de
la mezcla analizada.

En la tabla II se incluyen los rangos de concentracién detectables,
las ecuaciones de regresién y los coeficientes de correlacién de cada uno
de estos compuestos. El HCH, debido a su baja respucsta en este tipo

de detector, sélo puede cuantificarse en concentraciones superiores a
100 ug (14).

TasLa II

RANGOS DE CONCENTRACION, ECUACIONES DE REGRESION Y COEFI-
CIENTES DE CORRELACION EN LA CUANTIFICACION DE LOS INSECTI-
CIDAS ESTUDIADOS

Concentracién
Insecticida Ecuacién Coeficiente
ng UE } correlacion
Aldrin ... ... ... ... .. 5 100 y =006 x—704 0,9965
Heptacloro ... 5 100 v =005 x—397 0,9977
DDT (suma} ... ... ... ... 5 100 y =002 x 790 0,9911
HCH ... ... ... ... ... .. > 100 y =225 x—5873 1,0000
Endosulfan ... ... ... ... 108 100 y=011x—-371 0,9999
Endrin ... ... ... ... ... .., 107 100 y =008 x + 3,33 0,9996

Dieldrin ... ... ... ... ... 10° 100 y = 0,06 x 4 6,45 0,999%
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—HCH —= Heptacloro
[ [ {2 T R N —— DDT

v ENdrin --- Endosulfdn
--- Dieldrin

PR e e e
180 220 260 300 34_0 380 420 nm 180 220 260 300 340 380 420.nm

Figura 2. Espectros de absorcién de los distintos insecticidas organoclorados
estudiados

- La determinacién de Endosulfan, Endrin y Dieldrin a nivel de resi-
duos se logra eliminando la columna de CianoSil X-I, sin variar el resto
de las condiciones.

En la figura 3 se muestra un cromatograma de los insecticidas ci-
tados, utilizando una sola columna. Es de destacar que en este caso,
si bien se mejora sensiblemente la resolucién de los tres ultimos picos
y se acorta el tiempo.de analisis (duracién total de 8 minutos), se pier-
de en los cuatro primeros, que se agrupan en sélo dos.
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' 1.-Aldrin «Heptacloro

2.-DDT (o,p'+ p,p’) 2
3-HCH
4-Endosultdn
5-Endrin
6.-Dieldrin
1
min

columna de AminoSil X-1I

Figura 3. Cromatograma de los insecticidas organoclorados analizados con una

En la tabla III se exponen los nuevos rangos de concentracién cuan-
tificables, las ecuaciones de regresién y coeficientes de correlacién de
estos tres insecticidas en las nuevas condiciones.

Tapra 111
RANGOS DE .CONCENTRACION, ECUACIONES DE REGRESION Y

COEFI-

CIENTES DE CORRELACION EN LA CUANTIFICACION DE ENDOSULFAN,
ENDRIN Y DIELDRIN EN LAS NUEVAS CONDICIQONES

Concentracién
Insecticida Ecuacién Coeficiente
ng ug correlacidén
Endosulfan ... ... ... .. 10 100 y = 0,06 x—0,03 0,9999
Endrin ... ... ... .o . 10 100 y = 0,06 x + 0,05 1,0000
Dieldrin ... ... ... ... ... 10 100 y=004 x+0,08 0,9999
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En el caso de los insecticidas organofosforados, tal como podemos
observar en la figura 4, el tiempo de analisis es muy pequefio y por
tanto su resolucién altamente satisfactoria; el pico correspondiente al
Paratién aparece en el cromatograma a los 57 segundos, siendo el tiem-
po total empleado en el analisis de 1 minuto y 55 segundos.

1.- Paration
2-Metilparation
1
2
JUL_.
min. 2 1

Figura 4. Cromatograma de los insecticidas organofosforados analizados con una
columna de CianoSil X-I

En la tabla IV se indican los maximos de absorcién de ambos com-
puestos y sus tiempos de retencién absolutos y relativos al Paratién.
Estos datos, acompafados de los espectros de absorcidn que se repre-
sentan en la figura 5, permiten su total identificacién.
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Tasia IV

MAXIMOS DE ABSORCION Y TIEMPOS DE RBTENCION ABSOLUTOS (tn)
Y RELATIVOS AL PARATION (t') DE LOS INSECTICIDAS ORGANOFOSFORA-

POS ESTUDIADOS

Insecticida Maximo {nm} t l; -Paratién
Paratién ... ... ... ... .. o e e 266 1,120 1,000
Metilparatién .. - ... ... . 267 1,850 1,652

— Paraticn
---- Metilparatién

180 200 220 240 260 280300 320 nm

Figura 5. Espectros de absorcién de los insecticidas organofosforados estudiados
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En la tabla V se representan los rangos de concentraciéon determi-
nados para estos insecticidas, asi como sus ecuaciones de regresion y
coefncxentes de correlac:on

TabLa V

RANGOS DE CONCENTRACION, ECUACIONES DE REGRESION 'Y COEFI-
CIENTES DE CORRELACION EN LA CUANTIFICACION DE PARATION Y

] METILPARATION
Concentracion
Insecticida Ecuacidén " Coeficiente
ng ug correlacion
Paration ... ... ... ... ... 10 100 v =47853 x—571,71 0,9999
Metilparatidén ... ... ... ... 10 100 v=456,35 x + 63,83 (,9999

Los resultados expuestos conducen a establecer las siguientes con-
secuencias:

La cromatografia liquida de alta resolucién puede ser de gran uti-
lidad en la determinacion de insecticidas como DDT, de gran interés
por su persistencia, toxicidad y capacidad de acumulacién en tejidos
grasos, y que en otras técnicas cromatograficas tengan una peor re-
solucién.

La facilidad de operacidén que presenta CLAR, en cuanto a cambios
de fases estacionarias, disolventes, flujos, etc., lleva a conseguir tiem-
pos de analisis mucho menores.

En aquellos insecticidas en los que se consigue una mejor eficacia
se hace mas exacta la cuantificacién por métodos rdapidos, como el de
comparacion de alturas con patrén externo.

Las diferencias entre los limites de deteccién de esta técnica y otras
como cromatografia de gases no se deben a su naturaleza, sino al siste-
ma de deteccién utilizado. En nuestro caso se ha empleado un detector
de tipo universal y no especifico; en el caso de poder utilizar los mis-
mos tipos de detectores, se llegaria a idénticos resultados.

Puede afirmarse que esta metodologia de analisis es valida para ex-
periencias en las que se trate de controlar, mediante muestreos ripidos,
la contaminacion por residuos de estos insecticidas en suelos agricolas,
ya que se establecen, en general, valores medios de 1 ppm como rango
de contaminacién elevada.

La determinacion de insecticidas por esta técnica y deteccidén por
absorcién en el ultravioleta, tanto por su rapidez como por su efica-
cia, puede ser muy til en el control de calidad y fabricacién de pro-
ductos técnicos y formulados comerciales.
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