DETERMINACION CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DE COMPUESTOS ORGANO
CLORADOS POR HRGC

Autor: Especialista Juan J. Garcia Fernandez
Coautor: Técnico Alejandro R. Hernandez

Centro de Investigaciones Apicolas
Cuba
TEL. 2020890

E-Mail juanj@eeapi.cu
Introduccién

La cromatografia es un método fisico de analisis que permite la separacion de los componentes de
mezclas complejas de compuestos para su posterior identificacion utilizando diversos medios de
deteccion, los cuales han sido perfeccionados en grado sumo permitiendo la deteccién de cantidades
menores que 10° g. En la actualidad esta técnica es sumamente utilizada en diferentes ramas de la
ciencia y la produccion como una muy eficaz herramienta de trabajo.

La determinacion de Residuos de Plaguicidas (RP) es de vital importancia pues estos constituyen el
medio mas comun de proteccion contra las plagas que atacan los cultivos. La determinacion de los
mismos en los alimentos, constituye una prioridad mundial por el peligro que encierran para la salud
del hombre por esto es de estricto cumplimiento acatar los Limites Méaximos de Residuos de
Plaguicidas (LMRP), los que constituyen uno de los parametros mas exigidos internacionalmente.

Por otra parte la produccion de miel de abejas ha experimentado un aumento progresivo ya que el
hombre se ha percatado cada vez mas de los beneficios de la miel y los derivados de la colmena como
alimento, también desde el punto de vista terapeutico lo cual ha provocado un aumento gradual de la
produccién mundial de miel de abejas, que en estos momentos se encuentra alrededor de 1.2 millones
de toneladas, de las que se comercializan aproximadamente 300,000 toneladas. Este hecho, unido al
empleo masivo de plaguicidas y pesticidas en el combate de plagas y epidemias que azotan a los
cultivos, ha estimulado el reforzamiento en el control de algunos indices tales como los Limites
Maéaximos de Residuos de Plaguicidas y otros que apuntan a la supresion de estos compuestos dafiinos
en todo aquello que sea consumido por los humanos.

Objetivos

El objetivo del presente trabajo, es elaborar un método mas sencillo, acorde a nuestras condiciones que
permita tratar una muestra de miel de abejas, logrando un extracto que pueda ser sometido al analisis
cromatografico por HRGC. De esta forma podriamos determinar cualitativa y cuantitativamente las
trazas de compuestos Organo Clorados y asi lograr detectar, sin lugar a dudas, la presencia de trazas de
algunos de ellos en los lotes de muestras de miel de abeja que habitualmente se analizan en nuestros
laboratorios. Ademas seria muy conveniente ya que la Norma Cubana para el analisis de Miel de
Abejas no contempla este examen. A través de la utilizacién de esta metodologia propuesta podran
incrementarse los controles que se realizan con el fin de certificar la calidad de la miel para el consumo
humano y la exportacion.
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Materiales y métodos

En el CIAPI se viene trabajando con la intencion de lograr un método preparativo y de anélisis que nos
permita obtener un extracto a partir del cual detectar y cuantificar los posibles residuos de plaguicidas
existentes en la miel de abejas utilizando para este fin la técnica de Cromatografia Gaseosa de Alta
Resolucion (HRGC). En tal sentido se han realizado un nimero de tareas para lograr dicho fin, entre las
mismas podemos mencionar:

v’ Puesta en marcha de los equipos periféricos de apoyo que requiere el cromatégrafo KoniK
4000 B para su funcionamiento.
v" Puesta en marcha del cromatégrafo KoniK 4000 B.

<

Ajuste de los diferentes parametros de configuracion del KoniK 4000 B.

v Determinacién de la columna y fase estacionaria adecuada para la separacién de los compuestos
que se estudian utilizando un composito de patrones de referencia (PR).

v Determinacién de las condiciones separativas cromatogréaficas idoneas empleando el compdsito
anteriormente mencionado.

v'Identificacién de los tiempos de retencion y posicion de salida de los diferentes compuestos de
forma independiente e integrada en forma de compadsito.

v’ Elaboracion de un método preparativo a partir de la matriz a utilizar con nuestras condiciones a

partir de la experiencia en el trabajo miel de abejas en otras determinaciones asi como de la

revision bibliogréafica.

Para la ejecucion de los puntos 1, 2, 3 se trabajo con un Cromatografo de Gases KONIK 4000 B, un

Generador de hidrégeno PG-H2 100 y un Generador de aire ZERO 75-80 comercializado por la firma
Konixbert Hi-Tech, S.A.

Se prepararon disoluciones de siete patrones de referencia (PR), Lindano, Heptachlor, Aldrin,
Endosulfan, Dieldrin, Endrin y DDT, en normal hexano con una concentracion de 1*10* g/ml de las
cuales fueron tomadas alicuotas hasta obtener soluciones con la concentracion necesaria para inyectar
en el cromatografo cantidades inferiores a 10 ng de estos (PR).

A partir de estas disoluciones fueron preparados compositos conteniendo los siete (PR)

Utilizando estos se estudiaron diferentes columnas y fases estacionarias, valores de flujo, presion,
temperatura, radios de splitter, make — up asi como diferentes programas de temperatura hasta alcanzar
las condiciones separativas cromatogréaficas idoneas para la identificacion cualitativa de cada uno de
los (PR) por separado.

Se determino con precision el tiempo de retencién de cada uno de ellos asi como la posicion exacta en
sus cromatogramas independientes con idénticas condiciones (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7). Una vez
lograda la identificacion de los (PR) por separado, se procedié a obtener una representacion artificial



(8) (9) superponiendo los cromatogramas de los (PR) ya que los mismos fueron realizados con
idénticas condiciones cromatograficas obteniendo de esta manera el cromatograma empirico de los
(PR) formando compdsito.

Ya en posesion de este cromatograma aparente conteniendo los (PR) se procedié al estudio de las
condiciones cromatograficas optimas para la identificacion de los siete (PR) formando parte del
compdsito, con una muestra real del mismo obtenida a partir de la preparacion de este con los (PR) de
cada uno de los compuestos, consiguiendo un cromatograma (10) en el cual se logré la separacion total
(R) 1)y la identificacion de todos los componentes. Como referencia incluimos un cromatograma (11)
de la revista Chromatography Research Supplies, 2000, en la cual se puede apreciar el resultado de un
analisis pesticidas érgano clorados obtenido con una columna capilar de alta eficiencia similar a la
utilizada en este trabajo con otras condiciones cromatogréaficas.

Es importante sefialar que el orden de salida de los grupos de picos de los compuestos y las posiciones
de los mismos obtenidas en el cromatograma real del compdsito de patrones, coincidieron totalmente
con el cromatograma artificial logrado anteriormente por superposicion a partir de los cromatogramas
individuales de los compuestos de cada uno de los (PR), lo cual puede comprobarse en una
comparacion entre los dos cromatogramas antes mencionados (12) aunque puede sefialarse que se
observa un ligero corrimiento, fendmeno que usualmente se presenta como consecuencia de la
interaccion de todos los componentes con la fase estacionaria, lo cual no ocurre de igual forma cuando
tenemos en la columna solamente un componente. Grafico (1)

Después de lograr las condiciones cromatograficas para ejecutar el andlisis cualitativo de de los siete
patrones Organo Clorados por separado o formando parte de un compdsito procedimos a elegir el
método que a nuestro juicio resultaria mas conveniente teniendo en cuenta nuestras condiciones de
trabajo y nuestros objetivos especificos, decidimos que el procedimiento mas eficiente en nuestro caso
es el de Calibracion Absoluta, tambien conocido como Patron Externo. A partir de las soluciones antes
utilizadas fueron analizadas muestras con diferentes concentraciones a partir de las cuales fueron
creadas la curva de calibracion. El procesamiento matematico fue desarrollado con el software
EZchrom. suministrado por la firma Konixbert Hi-Tech, S.A.

Fue obtenido un método de tratamiento de la muestra de miel que permite conseguir un extracto a partir
del cual se realiza la determinacion cualitativa y cuantitativa mediante el empleo de la HRGC (13).

El extracto es obtenido a partir del tratamiento que a continuacion se describe de manera somera:

La muestra de miel de abejas es disuelta en agua después de lo cual se afiade acetona y celite, se filtra

a. embudo separador donde se afiade cloruro de sodio. La parte no polar es tratada convenientemente
con cloruro de calcio, después de lo cual se filtra hacia un balén. Los embudos y papeles de filtro asi
como el o los recipientes utilizados posteriormente a la separacion en el embudo separador deben ser
lavados con diclorometano, el resultado de este lavado debe unirse a la parte no polar que se habia
recuperado en el balon. Todas estas fracciones unidas son concentradas en un roto evaporador, después
de lo cual se evaporan los restos de solvente.

El extracto resultante se disuelve en normal hexano y se hace pasar a través de una columna rellena con
frorisil. Se debe lavar sucesivamente de forma cuantitativa el recipiente que contenia el extracto con
normal hexano y diclorometano los cuales seran pasados por la columna. Posteriormente se eluye con
normal hexano y diclorometano, recogiendo en un recipiente adecuado el resultante del lavado y la
elusion con los dos solventes.

Todos los fluidos que pasaron a través de la columna se concentran en roto evaporador hasta 1 ml,
continuando entonces la evaporacion hasta sequedad en flujo de nitrogeno. Disolver entonces en
normal hexano hasta 1 ml y analizar por HRGC.



Resultados

A continuacién mostramos los cromatogramas de algunos de los estadios alcanzados en la tarea de
lograr las condiciones cromatogréficas idoneas para la identificacion de los compuestos:

Cromatograma con una columna inadecuada y régimen Isotérmico.
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Cromatograma con C.C. adecuada y programacion de temperatura no idonea
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Cromatogramas obtenidos para lograr la identificacion de los siete compuestos Organo Clorados
por separado:
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(2)Heptachlor
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(4)Endosulfan(ayp)
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(6)Endrin
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Representaciones artificiales obtenidas por superposicién a partir de los cromatogramas de cada uno de
los compuestos independientemente:

(8) Cromatograma de PR por Super Compare sin integrar
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Cromatograma del compdsito real de los siete patrones preparado a partir de los (PR):

(10) Compoésito de Organo Clorados C.C. adecuada y programacion idonea.
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6 Dieldrin 24.038

7 Endrin 25.343

2 Beta Endosulfan 25.968

5 Alfa Endosulfan 22.710
9 Isomero DDT 26.900

10 DDT 28421

1 Isomero DDT 29.7329

4 lsomero Aldrin 20.920

(11) Resultado que se muestra en una aplicacion de la revista Chromatography Research Supplies
obtenido con una columna capilar de alta eficiencia similar a la utilizada en este trabajo con otras
condiciones cromatograficas.
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Comparacion entre el cromatograma obtenido de manera artificial por superposicion y el cromatograma

real del compoésito:

(12) Comparacion

entre el cromatograma integrado (11b) y el compdsito (3)
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En el Gréafico (1) se muestra el ejemplo del corrimiento el los TR de los diferentes compuestos entre el
cromatograma artificial y el real del composito:
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Gréfico(1) -Tabla comparativo de los TR en el compdsito y el cromatograma integrado por Super
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Nombre de los Compuestos

(13)Resultados obtenidos de un analisis de una muestra de miel contaminada con (PR)
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Conclusiones

# Fue elaborado un método més sencillo de tratamiento para obtener un extracto a partir de una
muestra de miel de abejas que permite realizar el andlisis cualitativo y cuantitativo para la
determinacion de trazas de siete compuestos érgano clorados por HRGC.

# Fueron fijadas las condiciones separativas cromatogréficas idéneas para el analisis por HRGC de
siete compuestos 6rgano clorados independientes a partir de patrones de referencia (PR) de estos
compuestos.

# Fueron fijadas las condiciones separativas cromatogréaficas idéneas para el analisis por HRGC de
un compdsito conteniendo los siete compuestos 6rgano clorados a partir de (PR) de estos
compuestos.

# Se logr6 la identificacion de cada uno de los compuestos antes mencionados de manera
independiente y formando parte del compdsito.

% Se aplico el método de célculo por Normalizacion Absoluta o Normalizacion por Patrén Externo.

% Fue aplicado el método completo a muestras de miel de abejas contaminadas logrando la
deteccion de la presencia de estos compuestos en la misma, su identificacion cualitativa y
cuantitativa en el orden de los nanogramos.
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