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Procedimiento simple y rapido de extraccion asistida
por ultrasonido para la determinacion de clorpirifos y
profenofos en suelos por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion
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Resumen— Los pesticidas organofosforados son utilizados en
las actividades agricolas debido a que resultan ser efectivas en el
control de diversas plagas, sin embargo su residualidad en suelos
hace necesario fomentar el desarrollo de métodos rapidos para su
identificacion y cuantificacion, por lo cual, en la presente
investigacion se desarrollo un método asistido por ultrasonido para
la extraccion de clorpirifos y profenofos de suelos y su posterior
cuantificacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC). El método resulto ser lineal con coeficientes de
determinacion R’ mayores de 0.999, preciso con coeficientes de
variacion menores del 2.7 % y exacto con porcentajes de
recuperacion cercanos al 100 %. Los limites de deteccion y
cuantificacion fueron de 0.0484 y 0.0795 mg/kg respectivamente
para clorpirifos y. 0.0477 y 0.1450 mg/kg respectivamente para
profenofos. El método resulto ser simple, rapido y se puede utilizar
en estudios de degradacion o con fines de educacion en ciencias
naturales.

Palabras clave—Clorpirifos, profenofos, HPLC, suelos,
ultrasonido.
Abstract—  Organophosphorus pesticides are used in

agricultural activities because they are effective in the control of
various pests; however, their residual nature in soils makes it
necessary to promote the development of rapid methods for their
identification and quantification. Therefore, in the present
investigation, an ultrasound-assisted method was developed for the
extraction of chlorpyrifos and profenofos from soils and their
subsequent quantification by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The method proved to be linear with
determination coefficients R’ greater than 0.999, precise with
variation coefficients less than 2.7 % and accurate with recovery
percentages close to 100 %. The limits of detection and
quantification were 0.0484 and 0.0795 mg/kg respectively for
chlorpyrifos and 0.0477 and 0.1450 mg/kg respectively for
profenofos. The method was simple, fast and can be used in
degradation studies or for education purposes in natural sciences.
Keywords-- Chlorpyrifos, profenofos, HPLC, soils, ultrasound.

. INTRODUCCION

Los agroquimicos como los pesticidas son utilizados para
el control de plagas en la agricultura[1], sin embargo, pueden
ocasionar posibles efectos secundarios perjudiciales para otros
organismos vivos a los que se exponen inadvertidamente[2].
Principalmente, resultan ser una amenaza para los ecosistemas
de agua dulce y se ha demostrado que son responsables de la
pérdida de la microbiota esencial del suelo que podria traer
consecuencias a la agricultura a largo plazo[3].

Particularmente, el ser humano puede exponerse a estos
pesticidas de forma profesional u ocupacional reportandose
una importante asociacién de la exposicion de plaguicidas con
enfermedades como leucemia, linfomas, sarcomas de tejidos
blandos y canceres cerebrales, dseos, y estomacales en
agricultores,  pulverizadores 'y  trabajadores de la
produccion[4]. Por ello, el uso inadecuado de estos
agroquimicos resultan ser un problema a nivel mundial. En
Arequipa-Perd el uso de pesticidas es elevado en cultivos
como cebolla, ajo, alfalfa, etc. siendo los pesticidas
organofosforados de primera eleccién por los agricultores
entre los cuales estan el clorpirifés y profenofos.

Conociendo la residualidad de estos pesticidas es
necesario plantear alternativas para su extraccion y
cuantificacién ya sea para el monitoreo o estudios de
degradacidn de estos compuestos organicos tdxicos en suelos.
En este sentido, la literatura establece una metodologia basada
en un método rapido, fécil, barato, eficaz, robusto y seguro
abreviado como QUEChERS por sus siglas en ingles[5] que
consiste principalmente en una extraccidn/particion con
acetonitrilo seguido de una limpieza de extraccién en fase
solida (EFS) dispersiva, ademas, hoy en dia se plantean
algunas modificaciones que hacen factible su aplicacién en
muestras de suelo encontrando resultados precisos Yy
exactos[6]-[8], ademas, los estudios comparativos también
han revelado que las recientes mejoras como la
microextraccion en fase sdlida (MEFS) han permitido
minimizar la inestabilidad de los pesticidas debido al efecto
matriz y obtener extractos mas limpios[9]. A esto se suman
estudios que buscan combinar otros métodos de extraccion
como la extraccion ultrasénica (EU) y extraccion por Soxhlet
(ES), seguidos de una limpieza mediante EFS[10], como
también, la extraccion micelar asistida por microondas junto
con la MEFS [11]. Estos métodos son ampliamente estudiados
y modificados con la finalidad de adaptarlos a diferentes
matrices y condiciones[12]-[16]. Asimismo, existen otros
métodos como la microextraccion en fase liquida[17]-[19] y
la microextraccion con membrana de fibra hueca para la
determinacion de pesticidas en otras matrices[20]-[23]. Sin
embargo, la disponibilidad de reactivos y equipamiento hacen
muchas veces que la aplicacién de estos métodos rapidos sea
de dificil implementacion, por lo cual, es importante
desarrollar més alternativas de procedimientos rapidos,
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precisos y exactos para promover el desarrollo de estudios de
cuantificacién de pesticidas en suelos. Estos métodos
desarrollados deber seguir procesos de validacién para
garantizar su confiabilidad o validez, ya que, el proceso de
validacion de un método bien definido y documentado puede
proporcionar pruebas de que el sistema y el método son
adecuados para su uso previsto, ayudar a transferir el método y
satisfacer el cumplimiento de la normativa[24]. En la
validacion de métodos, todos los resultados se obtienen en el
desarrollo de procedimientos de medicién[25], para esto se
deben evaluar pardmetros de linealidad, sensibilidad, precision
y exactitud[26]. Por lo expuesto, en la presente investigacion
se propone, desarrolla y valida un procedimiento simple y
rapido de extraccion y limpieza en un solo paso asistido por
ultrasonido para la cuantificacion de clorpirifés y profenofos
de suelos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC).

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Reactivos y equipos

Los estdndares de clorpirifés y profenofos fueron
adquiridos de Sigma Aldrich. El acetonitrilo para
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (grado HPLC) fue
obtenido de Merck. Todos los demés reactivos fueron de
grado analitico. El agua ultrapura fue obtenida del purificador
de agua Simplicity System Merck Millipore. Se utilizd una
columna Chromolith RP-18¢ de 4.6 x 100 mm, un
Cromatografo Liquido de Alta Resoluciéon (HPLC) con arreglo
de diodos HPLC-DAD Hitachi Chromaster, un sonicador
(Limpiador ultrasénico) Branson 2800 de 40 kHz.

B. Condiciones cromatograficas para cuantificar clorpirifos
y profenofos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

Para la cuantificacion clorpirifés y profenofos por HPLC
en primer lugar se prepararon dos soluciones de 3 mg/L en
acetonitrilo grado HPLC de ambos pesticidas a partir de los
estandares Sigma. Las soluciones fueron filtradas en un filtro
WHATMAN de 45 um NYL. Una vez filtradas, 20 pL de
estas soluciones fueron inyectadas al HPLC para hacer un
barrido de 190 a 300 nm con la finalidad de elegir la longitud
de onda de trabajo para la cuantificacién simultanea de ambos
organofosforados.

Los tiempos de retencion fueron identificados utilizando
una fase movil de acetonitrilo: agua ultra pura (60:40) un flujo
de 2 mL.min, a la longitud de onda de méaxima absorbancia
que permita cuantificar ambos organofosforados, asimismo, en
este proceso también se pudo definir el tiempo de corrida
cromatogréfica.

C. Extraccion de clorpirifés y profenofos de suelos

Se desarroll6 un método simple y rapido que permite la
extraccion simultanea de clorpirifos y profenofos de suelos. El

proceso se esquematiza en la Figura 1. Dicho proceso consiste
en acondicionar una jeringa de vidrio de 20 mL con 2 discos
de papel filtro rapido de 2 cm de diametro, posteriormente se
adiciona 2 gramos de sulfato de sodio anhidro para la
limpieza, luego se agrega 5 gramos de suelo en estudio y
finalmente se agrega 10 mL de acetonitrilo grado HPLC. El
sistema de extraccion en jeringa se somete a un bafio de
ultrasonido de 40 kHz durante 15 minutos y se filtra al vacidé
recogiendo el solvente en un tubo de ensayo. El proceso de
extraccion asistida por ultrasonido se repite con 5 mL de
acetonitrilo grado HPLC para asegurar extraccion de los
organofosforados, posteriormente se filtra al vacio por
segunda vez en el mismo tubo de ensayo. Posteriormente, el
solvente recuperado se evapord utilizando N (), luego se
reconstituyé con acetonitrilo grado HPLC, finalmente esta
solucidén resultante fue en un filtro WHATMAN de 45 um
NYL para su posterior analisis por HPLC.

D. Validaciéon del método para cuantificar clorpirifés y
profenofos en suelos por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién

El método fue validado evaluando los parametros de
linealidad, sensibilidad, precisién y exactitud y el proceso
detalla a continuacion.

a. Linealidad

Para evaluar la linealidad del método, se prepararon seis
soluciones de calibracion de clorpirifds y profenofos a partir
de los estdndares sigma. Las concentraciones de estas
soluciones fueron de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mg/L las
cuales fueron preparadas en acetonitrilo grado HPLC
posteriormente fueron analizadas por HPLC a condiciones
establecidas. Este proceso se desarrollé por triplicado. El
coeficiente de determinacion R? fue utilizado para evaluar el
parametro de linealidad. Por otro lado, se determind la
ecuacion de la recta basada en la ecuacion general que se
muestra a continuacion:

y =a-+bx 1)

Donde, “x” corresponde a la concentracién de los
organofosforados en estudio expresada en mg/L, “y” es el area
expresada en mili unidades de absorbancia (mMAU) que se
obtiene de las lecturas de las muestras por HPLC a
condiciones cromatograficas establecidas. “a” corresponde al
intercepto con el eje x y “b” a la pendiente de la recta.

b. Sensibilidad

La sensibilidad del método se determiné calculando los
limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) en mg/L que
corresponden a la minima cantidad de cada organofosforado
(OFF) que el método puede determinar, pero no cuantificar
(LD) y la minima cantidad de cada OFF que el método puede
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Fig. 1. Diagrama esquematico del procedimiento de extraccion de clorpirifés y profenofos de suelos contaminados.

cuantificar con precision y exactitud (LC). Para el célculo, se
utilizaron las siguientes ecuaciones

LD= ybl +3Sb| Xi )

b n

Yy +10S, 1
LC="2 I x 3)
J/n

Donde, “Yp” corresponde al intercepto (a) de la ecuacion
(1), “Sw” corresponde al intercepto de la ecuacion de la recta
que relaciona la concentracion de cada organofosforado con la
desviacion estandar de las absorbancias halladas por triplicado
en el ensayo de linealidad y “n” corresponde al ndmero de
soluciones de calibracion que fueron seis.

c. Precision

Para determinar la precisién del método se prepararon
suelos contaminados con aproximadamente 1 mg/kg de

Ultrasonido por 5
minutos

Filtracion al vacio

N2(g)

{
i

Evaporacion del
solvente con Nz

clorpirifés y profenofos. Los suelos contaminados fueron
preparados a partir de los pesticidas comerciales Tifon® y
Selecron® que presentaban concentraciones de 480 y 500 g/L
de clorpirifés y profenofos respectivamente. Se disolvieron
volimenes adecuados de cada solucion comercial en n-hexano
para luego poner esta solucién en contacto con arena fina. Una
vez evaporado el solvente de la arena fina contaminada fue
dispersada homogéneamente en suelos agricolas que fueron
previamente tamizados en un tamiz ASTM (American Society
for Testing and Materials) con rejilla de 2 mm. Se prepararon
seis muestras de 0.5 kg de suelo por el proceso descrito
anteriormente. Para la cuantificacion de cada OFF se
desarrollé un muestreo por cuarteo, finalmente, se tomaron 5 g
de muestra de suelo y se procedié con la extraccidon de ambos
OFF que posteriormente fueron analizados por HPLC. La
precision se determind mediante el calculo del coeficiente de
variacién (CV) usando la siguiente férmula;

S
X
Donde: “X " es el promedio de las seis medicionesy “s”
corresponde a la desviacidn estandar.
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Fig. 2. Cromatograma a 205 nm correspondiente a profenofos y clorpirifos con tiempos de retencion de 2.9 y 4.6 minutos
respectivamente.

d. Exactitud

La exactitud del método fue determinada hallando el
porcentaje de recuperacion (%R). Para este apartado se
prepararon suelos contaminados a 2 mg/kg a partir de las
soluciones comerciales en suelo. La preparacion se realiz6 en
suelos donde no se hayan utilizado organofosforados ya que
en el ensayo de precision se encontrd que los suelo
presentaban residualidad de los pesticidas en estudio.

El proceso de preparacién se desarrollé de la misma
forma que en el apartado anterior. Una vez preparados los

suelos (n=6) se analizaron por HPLC calculando la
concentracion inicial de cada organofosforado (Ci),
posteriormente se enriquecieron estos suelos con una
concentracion de 1 mg/kg cada organofosforado

(concentracion en arena, Ce) utilizando los estandares Sigma.
Posteriormente se calculé la concentracion de cada
organofosforado en los suelos enriquecidos (Ce). Para el
calculo del % R se utilizo la siguiente férmula:

Ce _Ci

%R = x100 (5)

es

I11. RESULTADOS Y DISCUSION

En las Figuras 3 y 4 se presentan los barridos de las
soluciones de 3 mg/L de clorpirifés y profenofos
respectivamente. En la Figura 3 se observa que el clorpirifds

presenta tres picos en el espectro de absorcién a 205 nm, 230
nmy 290 nm, siendo el pico més alto a 205 nm. Por otro lado,
en la Figura 4 se nota que el profenofos presenta un solo pico
sobresaliente en el espectro de absorcion siendo este a 205 nm.

Analizando ambos espectros se observan que a 205 nm
ambos espectros presentan su maxima absorcién de luz UV

por lo que se utilizdé esta longitud de onda para la
cuantificacién de ambos organofosforados.

0.015

0.010

Absorbance (AD)

0.005

0.000

T T T T T T T T |
200 220 240 260 280 300

Wavelength (mm)

Fig. 3. Espectro de absorcion de clorpirifs de 190 a 300 nm.

En la Figura 2 se observan los tiempos de retencion para
profenofos y clorpirifos de 2.9 y 4.6 minutos respectivamente
a un flujo de 2 mL/min, una longitud de onda de 205 nm con
una fase movil de acetonitrilo: agua (60:40).
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Fig. 4. Espectro de absorcion de profenofos de 190 a 300 nm.

Por otro lado, en la Figura 5 se presenta el grafico de
calibracion donde relaciona la concentracion de clorpirifés y
profenofos con el &rea en mAU obtenida luego de la lectura de
estas soluciones por HPLC. Los coeficientes R? fueron
mayores que 0.995 lo cual indica que el método para la
cuantificacién de ambos organofosforados es lineal [26].

Los limites de deteccién y cuantificacién del método para
clorpirifés fueron de 0.0484 y 0.0795 mg/kg respectivamente.
Por otro lado, los limites de deteccién y cuantificacién para
profenofos fueron de 0.0477 y 0.1450 mg/kg respectivamente.

En la Tabla | se presentan los resultados de la evaluacion
de la precision del método donde se observan los coeficientes
de variacion (CV) de la cuantificacion de clorpirifés y
profenofos en suelo logrando CV menores de 2.7 % [26], lo
que indica la precision del método

1200007

y = 35281x + 512.05
R?= 0.9994

1000007

80000 1

60000 1

Area (mMAU)

y =20721x-1781.1

40000 )
R%= 0.9996

200001
& Profenofos

8- Clorpirifés

0 1 2 3 )
Concentracion (mg/L)

Fig. 5. Grafico de calibracion de clorpirifés (R?=0.9996) y

profenofos (R?=0.9994).

También se puede observar en la Tabla | que los suelos
utilizados presentaron residualidad de pesticidas ya que se
afladi6 estos organofosforados en una concentracion
aproximada a 1 mg/kg y en dicha tabla se observa que las
concentraciones superan este valor siendo la concentracion
promedio para clorpirifos de 2.53 mg/kg y para profenofos de
1.52 mg/kg

TABLA |
COEFICIENTES DE VARIACION PORCENTUAL DEL ENSAYO DE PRECISION DEL
METODO PARA CUANTIFICAR CLORPIRIFOS Y PROFENOFOS EN SUELOS

. Concentracion (mg/kg)

Repeticion Clorpirifés Profenofos

1 2.48 1.56

2 2.51 1.49

3 2.65 1.56

4 2.52 1.48

5 2.51 1.52

6 2.50 1.50

Promedio 2.53 1.52

Desviacion estandar 0.06 0.03

CV (%) 2.37 2.27

*CV: Coeficiente de variacion

Finalmente, en la Tabla Il se observan los resultados del
ensayo de exactitud. En la tabla se muestran los porcentajes de
recuperacion (%R) de cada ensayo de exactitud que fue
repetido seis veces. El promedio de los %R de las repeticiones
para cada organofosforado en estudio fueron 90.48 y 99.06 %
para clorpirifés y profenofos respectivamente. Para que un
método sea considerado exacto el porcentaje de recuperacion
deberia estar entre 90 y 110 %[26], por lo tanto, el método
para la cuantificacion de clorpirifés resulta ser exacto.

TABLAII
PORCENTAJES DE RECUPERACION DEL ENSAYO DE EXACTITUD DEL METODO
PARA CUANTIFICAR CLORPIRIFOS Y PROFENOFOS EN SUELOS

Muestra Estandar Muestra + adicién estandar

OFF 1 mgiL) (mg/L) (mg/L) %R
1.89 0.98 2.68 89.91
1.73 0.97 2.55 91.22
PEF 1.84 1.00 2.70 92.67
1.94 1.00 2.70 87.22
1.87 0.99 2.69 91.07
1.80 1.00 2.64 90.79
1.73 1.02 2.74 99.29
1.75 1.03 2.77 99.64
CPF 1.76 1.00 2.72 97.61
1.68 1.03 2.70 99.06
1.71 1.02 2.69 97.24
1.72 1.00 2.75 10151

*PFF: profenofos, CPF: Clorpirifés, OFF: Organofosforado

La literatura actual propone mejoras del método

QUEChERS como el estudio de Zaidon et al. [6] que
desarroll6 un procedimiento basado en extraccion en fase
solida para el andlisis de multirresiduos de trece pesticidas
logrando coeficientes R? para todos los analitos superiores a
0.999 con recuperaciones entre 74 y 111 % y limites de
deteccion del método entre 0.03 y 0.40 ug/kg. Asimismo,
Acosta-Dacal et al. [8] optimizaron, validaron y verificaron un
método QUEChERS modificado para la extraccion de 218
residuos de plaguicidas en muestras de suelos agricolas en un
solo paso, sin limpieza, con calibracion ajustada a la matriz
logrando como resultado un método lineal, exacto y preciso,
con limites de cuantificacion inferiores al limite tipicamente
utilizado en suelos (50 ug/kg) ya que sus valores oscilaron
entre 0.024 y 6.25 ug/kg. Estos métodos cumplen con los
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pardmetros de linealidad, precisién, exactitud y sensibilidad
aceptable, sin embargo, estos métodos a pesar de ser rapidos y
validados presentan varios pasos para su ejecucion que con la
presente investigacion se estan simplificando, ya que, el
método de extraccion y limpieza se da en un solo paso (Figura
1) cumpliendo con los parametros de linealidad, precisién y
exactitud (Tablas I y 1), ademas, el tiempo de extraccién es
similar a los estudios donde mejoran el método QUEChERS.

Respecto al uso de ultrasonido en el proceso de extraccion
Kunene et al [10] optimizaron un procedimiento ultrasonico
donde utilizaron 1 g de muestra de suelo/sedimento y el
proceso consistio en aplicar ultrasonido por 30 minutos en dos
pasos logrando resultados exactos con sensibilidad aceptable,
también, estudiaron el efecto del tiempo de extraccién
utilizando 15, 30 y 45 minutos de ultrasonido encontrando que
las recuperaciones aumentaron con el incremento del tiempo
de extraccién de 15 a 30 minutos, sin embargo, a un tiempo
prolongado de 40 minutos disminuyeron. En la presente
investigacién se utiliza 15 minutos de aplicacién de
ultrasonido a 40 kHz seguido de una segunda aplicacion de 5
minutos y se obtuvo recuperaciones cercanas al 100 %, lo
cual, corrobora el estudio de Kunene et al. que encontraron
resultados similares en cuanto a la recuperacion, lo cual,
descarta la degradacién del pesticida en el tiempo empleado,
por otro lado, en la presente investigacién se utilizd6 un
limpiador ultrasénico a 40 kHz, respecto a esto, Ahmadi et al.
[27] en su estudio utilizd6 la misma frecuencia y obtuvo
recuperaciones cercanas al 100 %, lo cual, indica que la
aplicacion de 15 minutos de ultrasonido a 40 kHz es segura
para evitar la degradacion de los pesticidas.

IV. CONCLUSIONES

Se desarrollé un método asistido por ultrasonido a una
frecuencia de 40 kHz para la extraccion y purificacién en un
solo paso, y posterior cuantificacion de clorpirifés vy
profenofos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC). EI método por HPLC con 20 pL de volumen de
inyeccion, una fase movil de acetonitrilo: agua (60:40), flujo
de 2 mL/min, un tiempo de corrida de 7 minutos resultd ser
lineal, preciso, exacto, con limites de deteccién vy
cuantificaciéon de 0.0484 y 0.0795 mg/kg respectivamente para
clorpirifés y. 0.0477 y 0.1450 mg/kg respectivamente para
profenofos. EI método resulto se simple, rapido y puede
emplearse en estudios de degradacion o con fines de
educacidn y se puede extender a otros pesticidas.
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