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RESUMEN

En este articulo se presenta la aplicacion del procedimiento de extraccion liquido-liquido
para pesticidas organgfosforados en muestras de agua procedentes de diferentes rivs de La Co-
munidad Auténoma de La Rioja). La técnica de determinacion utilizada ha sido la cromatografia
de gases, utilizando detectores de nitrégeno-fosforo (NPD) y de captura de electrones (ECD),
Puesto que no se dispone de la técnica acoplada cromatografia de gases — espectrometria de ma-
sas para la confirmacidn de las sefiales cromatogrdficas obtenidas, se han realizado tres estu-
dios cualitatives diferentes para la identificacion de los posibles pesticidas.

Palabras clave: extraccidn liguido-liguido, pesticidas organofosforados, cromatografia de
gases, detector de nitrégeno-fésforo (NPD), detector de captura de electrones (ECD),

In this paper, a method for liquid-liquid extraction of organophosphorus pesticides is ap-
plied to aqueous samples from different rivers of La Rioja (Spain). Gas chromatography was
used to determination with NPD and ECD detectors. Because, we haven't gas chromatography —
mass spectrometry for the confirmation of chromatographic signals obrained, then, three cua-
litative different studies for identification possible pesticides were carried out.

Key words: liquid-liquid extraction, organophosphorus pesticides, gas chromatography,
NPD detector, ECD detector.
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0. INTRODUCCION

Actualmente los tratamientos fitosanitarios son necesarios e incluso imprescindibles
en la mayor parte de los cultivos; sin embargo, paralelamente a su accién plaguicida, el
uso de pesticidas da lugar a una serie de efectos secundarios en el hombre y su hébitat, y
contribuye a la presencia de estos compuestos en aguas naturales, fredticas e incluso en
aguas de abastecimiento industrial y de consumo humano (Zweig, 1972).

El ciclo que lleva a la aparicion de los pesticidas en las aguas es relativamente senci-
llo. Comienza por la adicién del compuesto sobre la planta mediante fumigacién de una
emulsidn acuosa del producto comercial, una fraccién cae sobre el cultivo, mientras que
otra fraccién decanta en el terreno de cultivo o sobre afloraciones o cauces de agua proxi-
mos, Bien sea a través de estas afloraciones de agua, o bien por transporte fredtico del pes-
ticida retenido en el suelo, parte del producto adicionado pasa a los torrentes de agua natu-
rales. También el pesticida que permanece en las plantas puede ser arrastrado por efecto del
viento o de la lluvia, hacia la tierra o hacia las aguas.

Las concentraciones de pesticidas que actualmente se pueden encontrar en las aguas na-
turales son bajas; el estudio de la contaminacién por pesticidas en estas muestras, no sélo
es importante desde el punto de vista de la calidad y potabilidad de las aguas, sino que la
presencia de este tipo de compuestos en los rios y cauces es fuente de una cadena contami-
nante; y aunque los niveles son pequefios, estos compuestos presentan un alto grado de
persistencia y una fuerte capacidad de acumulacién en el cuerpo humano, asf se han reali-
zado estudios de la presencia de pesticidas en leche materna (Seymour et al., 1987).

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Cuando se abordan andlisis de muestras reales, los tratamientos de las muestras son
prioritarios frente a la propia determinacién.

Para la extraccidn de pesticidas desde muestras acuosas se pueden utilizar diferentes
procedimientos como: la extraccidn en fase solida (EFS), basada en la utilizacidn de cartu-
chos comerciales rellenos de fase sélida (Beyers et al,, 1991; Manes et al., 1989), en el
cual los pesticidas son retenidos y posteriormente eluidos con un disolvente orgdnico
(Manes et al.., 1989, Molto et al.., 1991); la microextraccidn (Arthur et al., 1992), que
permite la extraccién de pesticidas utilizando una relacién de voliimenes fase acuosa/fase
orgédnica muy alta; sin embargo, es la extraccion liguido-liquido (ELL), la mis utilizada, y
consiste en someter la fase acuosa a extracciones sucesivas con diferentes porciones de fase
orgdnica (Barcelo et al., 1990, Mallet et al., 1990).

Una vez realizada la extraccion, la fase orgénica resultante se suele someter a una deshidra-
taci6n (con sulfato sédico o cloruro cdlcico anhidros) para eliminar los restos de agua que pu-
dieran quedar (Barcelo et al.., 1990), y que perturbarfan en el proceso analitico identificativo.

Para la determinacién de estos compuestos se pueden utilizar diferentes métodos anali-
ticos, como técnicas cromatégraficas y técnicas no cromatogrdficas. Dentro de las téenicas
cromatograficas tenemos: cromatografia de capa fina (TLC) (Sherma et al., 1990), técnica
que sigue presenfando inconvenientes en cuanto a baja resolucién, baja sensibilidad y difi-
cultad de automatizacion; cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (Mori et al.,
1987), en la cual los mayores progresos se estdn realizando en los sistemas de deteccidn;
el detector méds utilizado para la determinaci6n de pesticidas es el ultravioleta trabajando a
una longitud de onda determinada (Mallet et al., 1990); otra posibilidad es la de programar
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diferentes longitudes de onda para mejorar la selectividad y sensibilidad (Beauchamp et al.,
1989); pero poco a poco se va imponiendo el detector de fotodiodos por las posibilidades
de identificacién y seleccién de la longitud de onda de trabajo (Reupert et al., 1988).

Sin embargo, la técnica de determinacién mds utilizada es la cromatografia de gases (CG);
en ella la tendencia actual es la de utilizar columnas capilares (Hadfield ef al., 1992); pero
las mayores aportaciones también se encuentran en los sistemas de deteccidn, siendo varias
las posibilidades a utilizar, como el detector de captura de electrones (ECD) cuando se trata
de determinar compuestos clorados (Gerhart et al., 1990), el detector de nitrégeno-fésforo
(NPD) selectivo para compuestos que contengan nitrégeno y fésforo (Alawi er al., 1990,
Beyers ez al., 1991), o el detector de ionizacién de llama (FID) (Pershina et al., 1989) para
compuestos ficilmente ionizables en una llama. Otro sistema de deteccién conocido, pero
no tan convencional, es el detector fotométrico de llama (FPD) (Leoni et al., [992).

A parte de las técnicas cromatograficas, se siguen disefiando y proponiendo otros mé-
todos de determinacién de pesticidas, como la espectrofotometria de absorcién atémica
(Herndndez et al, 1988), espectrometria de infrarrojo (Meszlenyei et al., 1990), métodos
electroanaliticos (Pingarron et al. 1990) y actualmente estdn teniendo un gran interés las
técnicas de inmuno-ensayo (Skerrit et al., 1992).

2. LOCALIZACION GEOGRAFICA

La localizacin geografica de los puntos de recogida de muestra es la Comunidad Au-
tonoma de La Rioja. La elecci6n de los puntos de muestreo se fundamentd en su repercu-
sién social, tanto por su caudal como por su aprovechamiento real, asf como, en la posi-
bilidad de existencia de cultivos que pudieran recibir una mayor aportacidn de pesticidas,
Con estas consideraciones, se eligieron un total de nueve puntos, cuya localizacidn se in-
dica en el mapa adjunto, los puntos de muestreo se enmarcan:

Rios de La Rioja y situacion de los puntos de muestreon
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A.- En zonas de cultivos atravesadas por los rfos: R. Tirdn, punto 1 (Herramélluri);
Qja, punto 3 (Villalobar de Rioja); Najerilla, punto 4 (Ndjera) y punto 5 (Torremontal-
bo); Iregua, punto 7 (Albelda de Iregua) y punto 8 (Varea); y Ebro punto 6 (Cenicero).

B.- En zonas donde se produce la confluencia de algunos de estos rios, como el Tirén
y el Oja, punto 2 (Anguciana), Iregua y Ebro, punto 9 (Varea).

Se buscé un intervalo de tiempo en el cual era de prever una mayor adicién de pestici-
das, asf{ las primeras tomas se realizaron en el mes de mayo de 1991, comenzando en este
mes porque para estas fechas ya se ha iniciado el tratamiento de los cultivos con productos
fitosanitarios. La recogida se repiti6 con una frecuencia variable pero que oscilaba en torno
alos 15 dfas, para las primeras tomas, y en torno a los 30 dfas, para las dltimas (dado que
se produjo una notable disminucién, incluso desaparicién de los pesticidas estudiados), re-
alizdndose estas en el mes de octubre de 1991.

Se investigaron aquellos pesticidas organofosforados de los cuales se tenfan patrones
puros, y ya se habfan identificado sus tr por cromatografia de gases; el patrén interno
utilizado ha sido en todos los casos el pesticida metil paratién, al comprobar su inexis-
tencia en todas las muestras analizadas, y por sus buenas cualidades cromatograficas.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Para la realizacion del presente trabajo se ha utilizado la siguiente instrumentacién: un
cromat6grafo de gases HP 5890, equipado con columna capilar (5% metil fenil silicona,
de 0.33 pm de espesor de pelicula, 0.20 mm de didmetro interno y 25 m de longitud), de-
tector de nitrégeno-fésforo (NPD), detector de captura de electrones (ECD), y de un inte-
grador HP 3390 A. También se ha utilizado balanza analitica Mettlet H10, micropipetas
(Brand), microjeringa Hamilton 7002-N de 2 pL y embudos de extraccién de 100 mlL
(Pobel).

3.1. Procedimiento operativo

En cada punto de muestreo se recoge 1 litro de agua, el cual se filtra , y se investigan
los pesticidas en el filtro, colocando el papel del filtrado en un vaso de precipitados con 10
mL de la mezcla (1:1) acetato de etilo/xileno (la cual fue elegida después de realizar un es-
tudio de distintos disolventes (Sanz et al., 1992); 1a disolucién obtenida al lavar el filtro
se deseca con CaCly, se evapora en el rotavapor hasta aproximadamente 2 mL, se le afiade
una concentracion conocida de patrén interno se enrasa a 5 mL con el disolvente y se ana-
liza por cromatograffa de gases (C.G).

Del liquido filtrado se toman tres fracciones de 200 mL cada una y se realizan dos ex-
tracciones sucesivas con 10 mL de disolvente, en un embudo de decantacién con agitacién
mecdnica. Con el extracto orgénico obtenido, se siguen los pasos indicados en el parrafo
anterior para adecuarlo al andlisis cromatografico.

3.2. Comentario de los resultados obtenidos

1) En la mayorfa de las muestras se observé la aparicién de un pico a un tiempo de re-
tencién (tr en minutos) de 3.83 en el extracto del filtro. El tiempo de retencién de este
compuesto no se corresponde con el de ninguno de Jos pesticidas estudiados, y no ha sido
posible su identificacién, por necesitar otra instrumentacién (espectrometria de masas) de
la cual no se dispone.
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2) Al margen de las sefiales cromatogrdficas indicadas, ocasionalmente se observd la
aparicién de otras, a tiempos de retencién diferentes de los correspondientes a los pestici-
das estudiados, pero que no han podido ser identificadas por la razén indicada en el parrafo
anterior. .

3) En los puntos de muestreo 5, 6, 8 y 9 no se detectd ningtin pesticida. Los puntos
6y 9 corresponden al rio Ebro que por su caudal, la dilucién puede ser de tal magnitud que
impide la deteccién de los pesticidas que han aparecido en sus afluentes aguas arriba.

Por otro lado, Ia utilizacién de un detector termoidnico de nitrégeno-fésforo (NPD)
permite una cierta selectividad para la deteccién de compuestos que presenten estos dtomos
en su composicién. Sin embargo, el hecho de que algunas sefiales cromatograficas obteni-
das, en las muestras de agua, presenten tiempos de retencién iguales o muy préximos a
los de los pesticidas estudiados, no es suficiente para asegurar la existencia de esos com-
puestos en la muestra. Al no disponer de una técnica adecuada para realizar una identifica-
cién cualitativa mds fiable de los compuestos responsables de las sefiales cromatograficas,
como pudiera ser el acoplamiento CG-MS, se realizaron una serie pruebas para confirmar
la identificacién realizada. Estas pruebas consistieron en:

A) Analizar las muestras por cromatografia de gases a dos temperaturas de columna
diferentes (215 y 235°C) para comprobar si la variacién de los tiempos de retencién con la
temperatura, en el compuesto desconocido, era la misma que la observada en los tiempos
de retencién de los patrones de dichos pesticidas. v

B) Realizar adiciones estdndar cualitativas, es decir afiadir a las muestras una pequefia
cantidad del patrén del pesticida que supuestamente estaba presente, para observar si se
produce un aumento en la sefial cromatogréfica correspondiente, o por el contrario aparece
un nuevo pico si el patrén no se corresponde con el desconocido,

C) Verificar la propiedad de que, independientemente de la concentracién en la que se
encuentre un compuesto, el cociente de sefiales cromatograficas (en altura o drea), obteni-
das al utilizar dos detectores diferentes debe mantenerse constante. Para ello se utilizé
junto con el detector NPD, el detector de captura dé electrones (ECD), empleando colum-
nas cromatogréficas capilares de las mismas caracteristicas. El estudio se realiz6 compro-
bando si se cumplia la expresidn:

< sefial pesticida

sefial pesticida
sefial p.i. NPD

sefial p.i. )NPD

( sefial pesticida

sefial pesticida
sefial p.i. ECD

sefial p.i. )ECD
MUESTRA ' PATRON

p.i. = patrén interno
donde el subindice "muestra” se refiere al compuesto desconocido, y el subindice

"patrén” se refiere al pesticida patrén cuyo tiempo de retencién coincide con el del com-
puesto desconocido.
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* Como ejemplo de este tratamiento se va a considerar la "Toma 1" del primer punto
de muestreo, correspondiente a Herramélluri, teniendo en cuenta que se ha procedido de la
misma forma con todas las muestras en las que se obtuvo alguna sefial cromatogrifica:

El cromatograma 1 es el obtenido para esta muestra en condiciones isotermas
(215°C) y con detector NPD, en él se aprecia el pico correspondiente al patrén interno me-
til paratién (tr 6.97), y el resto de los picos observados, pueden corresponder a: diazinén
(tr 5.24); fenitrotién (tr 7.82) y clorfenvinfos (tr 10.53).

Cromatograma 1: NPD — 215°C

10.53

24
3.

Analizada esta muestra a 235°C (cromatograma 2), los posibles picos correspon-
dientes a diazinén, fenitrotién y clorfenvinfos aparecen ahora a tr de 4.04, 5.51 y 6.90
respectivamente, que se corresponden con los tiempos de retencién de los patrones de estos
tres compuestos a esa temperatura. El pico correspondiente al metil paratién se ha despla-
zado a tr 5.07.

Cromatograma 2: NPD — 235°C
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El cromatograma 3 se ha obtenido en las mismas condiciones que el 2, pero se ha
afiadido a la muestra una pequefia cantidad de los patrones de los supuestos pesticidas (dia-
zindn, fenitrotién y clorfenvinfos). En €l se observa un incremento en las sefiales croma-
togréficas correspondientes a los supuestos pesticidas respecto al cromatograma 2.

Cromatograma 3: NPD 235°C + pesticidas
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L
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Finalmente el cromatograma 4 se ha obtenido para la muestra en condiciones isoter-
mas (215°C) utilizando el detector ECD. En él se observa la aparicién de las sefiales co-
rrespondientes a los compuestos desconocidos, junto con el patrén interno y otros com-
puestos. Calculando la relacién de sefiales obtenidas para el detector NPD y el detector
ECD, se obtuvieron los siguientes valores:

Diazinén Fenitrotién Clorfenvinfos
Muestra 5.75 0.76 1.29
Patrén 5.78 0.80 1.32

Cromatograma 4: ECD ~ 215°C
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Una vez realizados los tres ensayos del estudio cualitativo, se pasa a la cuantificacién
de aquellas sefiales que lo cumplen. Indicar que el contenido de pesticidas en muestras rea-
les (s6lidas y liquidas), estd regulado por la legislacién (B.O.E. del 4 de Noviembre de
1989 para productos vegetales y Real Decreto 1423/1982 del B.O.E. 18 de Junio de 1982
para potabilidad de las aguas). Este estudio cualitativo se realizé a todas las muestras, y
los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

1. Herramélluri

a) TOMA 1
* I® extraccidn: Como se ha indicado en el ejemplo, dieron positivas las tres pruebas
cualitativas. En la cuantificacidn, de los tres posibles pesticidas se obtuvieron las siguien-

tes concentraciones:
Diazinén: 0.0552 * 0.0013 pg/mL

Fenitrotién: 0.199 % 0.011 pg/mL
Clorfenvinfos: 0.576 £ 0.006 pug/mL
b) TOMA II
* Filtro: Se obtuvo una sefial (tr 5.29) que posiblemente correspondia al _compuesto
diazinén, y en su cuantificacién se obtuvieron : 0.393 £ 0.013 pg/mL

* 1%extraccidn: Sefial a tr 10.53 (clorfenvinfos); su cuantificacién dio como resultado
0.200 £ 0.008 pg/mL.

2. Anguciana

a) TOMA I
* 1 extraccidn: Sefial a tr 5.30 (diazindn), tr 6.07 (pirimicarb). Las tres pruebas del es-
tudio cualitativo se cumplieron. En su cuantificacién se obtuvieron los siguientes valores:
Diazinén : 0.0764 £ 0.0012 pg/mL
Pirimicarb: 0.0919 % 0.0025 pg/mL
b) TOMA IV
* 1° extraccidn: El etil paratién (sefial a tr 8.64) se confirmé en el estudio cualitativo,
y realizada su cuantificacién se obtuvieron 0.120 £ 0.006 pg/mL.

3. Villalobar de Rioja

a) TOMA III

* Filtro: Sefial a tr 5.29 (diazindn). Cumplid los tres estudlos de confirmacién, el re-
sultado cuantitativo fue de 0.324 + 0.004 pg/mL.

b) TOMA IV

* 1 extraccidn: Sefial a tr 5.29 (diazinén), que cumplié los ensayos cualitativos, se
obtuvieron 0.319 + 0.013 pug/mL en su cuantificacién.

* Filtro: Aparece una sefial a tr 8,66, y se penso inicialmente en el etil paratién (EP)
o la diclofuanida. Se le afiadi6 diclofuanida patrén, y aparecié la sefial correspondiente a tr
8.51. Al afiadirle EP patrén, se obtuvieron tres sefiales con unos tiempos de retencién de
8.53 (diclofuanida), 8.70 (desconocido) y 8.89 (EP), por lo que este compuesto no pudo
ser identificado.
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* 17 extraccion: Aparecen dos picos, uno a tr 5.29 (diazinén) y un pico a tr 8.58 que no se
ha podido identificar. En la cuantificacién del diazinén se obtuvieron 0.540 + 0.011 pg/mL.

4. Nijera

a) TOMA I .
* 17 extraccion: La sefial obtenida a tr 10.81, se pensé que correspondia al clorfen-
vinfos, pero al no cumplir los estudios cualitativos, no se identiticé.

b) TOMA III :
* Filtro: Aparece un pico a tr 3.83, el cual no pudo ser identificado.

c) TOMA IV
* 1% extraccion: La sefial que aparece a tr 8.32 tampoco se llegé a saber cuil era, ya
que no cumplid los estudios cualitativos.

7. Albelda de Iregua

a) TOMA
* 1 extraccidn: Aparecieron tres picos a tr 19.60, 21.76 y 22.99 que no se consiguie-
ron identificar.

b) TOMA 11
* 1% extraccion: El etil paratién (sefial a tr 8.65) cumplié el estudio cualitativo, dando
en su cuantificacién 0.109 & 0.016 pg/mL.

d) TOMA VI
* 1* extraccidn: El diazinén (tr 5.43), fenitrotién (tr 8.01) y etil paratién (tr 8.85)
cumplieron el estudio cualitativo, y en su cuantificacién se obtuvieron:
Diazinén : 0.519 £ 0.009 pug/mL
Fenitrotién: 0.917 £ 0.048 pg/mL
Etil paratién: 0.730 £ 0.075 pg/mL

4. CONCLUSIONES

Como conclusiones a este estudio se puede indicar que:

A) Los pesticidas aparecen tinicamente en el filtro y en la primera extraccién de la di-
solucién acuosa.

B) Respecto a los resultados obtenidos, indicar que las sefiales correspondientes a los
supuestos pesticidas (diazinén, pirimicarb, fenitrotién, etil paratién y clorfenvinfos) cum-
plieron los 3 ensayos cualitativos, y en su cuantificacién se obtuvieron valores de con-
centracion en el rango de 0.055 a 0.500 pg/mL, excepto para los pesticidas fenitrotién y
etil paratién, que al cuantificarlos en la 1* extraccién de la toma VII (Albelda) dieron valo-
res mds altos,

C) Como era de esperar, la mayor concentracién de pesticidas coincidié con fechas en
que se iniciaban los tratamientos con productos fitosanitarios en el campo (tomasdelala
la 4) principalmente.

D) Analizada el agua de consumo, no se han obtenido sefiales cromatograficas de po-
sibles pesticidas.
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