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Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

1. INTRODUCCION

Los pesticidas constituyen un amplio y heterogéneo grupo de agentes quimicos,
fisicos y biol6gicos destinados a la destruccion de organismos vivos indeseables.
Aunque el término pesticida es el mds ampliamente utilizado para referirse a este
tipo de sustancias, denominaciones como plaguicida o biocida son también
aceptadas con este fin.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Food and Agricultural
Organization (FAO) definen los plaguicidas como «cualquier sustancia o mezcla de
sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los
vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas o
animales que causan perjuicios o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion,
elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, o que pueden
administrarse a los animales para combatir insectos, ardcnidos u otras plagas en o sobre
sus cuerpos. El término incluye las sustancias destinadas a ser usadas como reguladoras
del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de
fruta o para evitar su caida prematura, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el
almacenamiento y transporte» [1].

La utilizacion de pesticidas no constituye una préctica reciente, sino que a lo
largo de la historia diversos compuestos han sido empleados para controlar los
organismos que constantemente amenazaban las reservas alimentariaso la salud
puablica. Probablemente fueron los egipcios (1550 a.C.) los primeros en utilizar
pesticidas, compuestos quimicos inespecificos, para eliminar las pulgas de sus
casas. Compuestos como el azufre fueron utilizados por los chinos como

fumigantes antes del afio 1000 a.C., mientras que los japoneses en el siglo XVI
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Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

empleaban una mezcla de vinagre y aceite de ballena para prevenir el desarrollo
de larvas en los campos de arroz.

Durante los siglos XVII y XIX, y con los mismos fines, se utilizaron numerosas
sustancias como extractos acuosos de hojas de tabaco pulverizadas, Strychnos
nux-vomica, compuestos arsenicales, rotenona o pyretrum (precursor de las
piretrinas).

No obstante, fue el rapido desarrollo de la industria agro-quimica, iniciado tras la
II Guerra Mundial, el factor que propici6 la aparicion en el mercado de una gran

variedad de herbicidas, insecticidas y otros agentes quimicos [2].

Los pesticidas pueden ser clasificados segtin la dosis letal (ver apartado 6), el uso
al que estén destinados (insecticidas, herbicidas, rodenticidas o fungicidas) y su
estructura quimica. En este trabajo hemos adoptado esta dltima clasificacion,

siguiendo las directrices de la OMS:

0 Organoclorados

0 Organofosforados

0 Carbamatos

0 DPiretréides

0 Derivados bipiridilicos

0 Clorofenoxiacidos

0 Cloronitrofenoles y organomercuriales

0 Compuestos organicos del estafio

0 Tiocarbamatos

0 Ditiocarbamatos

0 Otros: fumigantes (bromuro de metilo, fosfatina, 4cido cianhidrico),
rodenticidas (sulfato de talio, fluoracetato sédico, warfarina) e insecticidas

inorganicos (arsenito sédico, criolita).

14



Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

De todos ellos, los organofosforados son los pesticidas mas ampliamente
utilizados en la agricultura mundial [3], reemplazando casi por completo a los
compuestos organoclorados, debido, principalmente, a su escasa persistencia en
el medio ambiente y a su mayor efectividad [4, 5].

El primero componente de este grupo fue el tetraetil-pirofosfato (TEPP),
descubierto en 1854 por Clemont [6, 7] y ampliamente utilizado por los alemanes
durante la II Guerra Mundial debido a sus propiedades toxicas no sélo sobre los
insectos sino también sobre el ser humano [5]. Aprovechando esta tltima accién,
la industria bélica se encargd de sintetizar numerosos compuestos, como los
denominados “gases nerviosos”, entre los que se encuentran el sarin, tabtn y
somdn [8]. Desde 1945 se han sintetizado mas de 40.000 compuestos, de los cuales

unos 50 son los mas empleados habitualmente [4].
2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Todos ellos derivan de la molécula del acido fosférico (P=0O) o fosforotidico (P=S)

[2], y en general poseen la siguiente férmula estructural:

0 (S)

4
\

R

\ P
R’ X
Los radicales R y R” pueden ser grupos alquilo, alcoxi, ariloxi, amido u otros y X
puede ser un grupo haluro, fenoxi, tiofenoxi, fosfato, carboxilato, etc. [3, 4, 9].
En general, se trata de compuestos liquidos y marcadamente apolares, lo que
significa que desde el punto de vista quimico la mayorfa son escasamente

solubles en agua, aunque con grandes diferencias de un compuesto a otro, y
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Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

desde el punto de vista biologico tienden a disolverse en grasas [6]. Por tal
motivo, la piel, debido a su elevado contenido lipidico, puede constituir una
importante via de entrada.

Muchos de estos compuestos se evaporan a temperatura ambiente y, en cuanto a
su estabilidad, ésta depende del pH del medio donde se encuentren; a pH
fuertemente alcalino o en la presencia de humedad se descomponen, lo que
puede ser utilizado para su destruccion [7, 10]. En la Tabla 1 se recogen las
caracteristicas  fisicoquimicas mdés importantes de algunos pesticidas

organofosforados.
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Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

Tabla 1. Férmulas estructurales y caracteristicas fisicoquimicas de algunos pesticidas
organofosforados (Kow: coeficientes de particion n-octanol-agua) [11].

PEso SOLUBILIDAD EN
COMPUESTO ESTRUCTURA QUIMICA Log Kow?
MOLECULAR | AGUA (mg/mL)
» o\ _~ OEt
Quinalfos @ j/ 1™ OFt 298,3 - -
= S
N
EtO
SN
Etil paratién BO /ﬁ’ O@ NO2 291,3 24 3,76
S
Cl
Clorfenvinfos a 359,6 - 3,55
. 2o
o~ N OEt
i
MW OP(OEt)
Diazin6n I 304,3 40 3,30
N X~ N
EMez
Et OEt
Etion g0 ST ST~ ope 384,5 1 5,07
S S
. (MeO)2— P—S— CH,— C— NHCH;3
Dimetoato Ié Il 229,2 25 0,69
Cl
s N
O
Clorpirifos | ““~Nbod N 350,6 0,0013 5,13
Et0~" .
Cl
(@]
n
Azinfos metil 317,0 0,03 2,69
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Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

3. APLICACIONES, DATOS DE COMERCIALIZACION Y NORMATIVAS DE

USoO

3.1. APLICACIONES

El principal fin al que se destinan los pesticidas es, como la propia palabra indica,

el control de pestes, y més concretamente el control de insectos, de aqui que

también se les denomine insecticidas organofosforados. No sélo son utilizados en

la agricultura, sino que también se emplean en la industria, en fumigaciones en

locales de trabajo, en jardines, en el control de poblaciones de animales y en la

préctica veterinaria.

De forma resumida, vamos a destacar Gnicamente las aplicaciones de aquellos

que han sido objeto de nuestro estudio.

18

DIMETOATO: Es un acaricida e insecticida sistémico que también acttia por
contacto e ingestién, y que se utiliza para el control de un amplio grupo
de insectos en cereales, citricos, café, algodon, olivos, patatas, té, tabaco y
vegetales. También es utilizado para el control de moscas en establos y

corrales.

PARATION: Es un insecticida y acaricida no sistémico que acttia por
contacto, por ingestién y a nivel respiratorio. Se utiliza para el control de
varios tipos de insectos en cereales, frutas (incluyendo citricos), vifias,

vegetales, plantas ornamentales y algodon.

DIAZINON: Es un insecticida y acaricida no sistémico que acttia por
contacto, por ingestion y a nivel respiratorio. Es uno de los

organofosforados con mayor campo de aplicaciones. Se utiliza para el
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o

control de varios tipos de insectos en arboles frutales, vegetales, patatas,
cafia de azucar, café, cacao, té, tabaco, maiz, alfalfa, arroz, plantas
ornamentales, etc. También es utilizado en veterinaria, principalmente

como ectoparasiticida.

CLORPIRIFOS: Es un insecticida no sistémico que actta por contacto, por
ingestion y a nivel respiratorio. Es ampliamente utilizado en viviendas y
en agricultura, para el control de varias especies de insectos que atacan
las cosechas de citricos, frutos secos, fresas, higos, patatas, tabaco,
semillas de soja, girasoles, setas, arroz, algodén, alfalfa, maiz, etc.
También es utilizado en el control de insectos domésticos (Blattellidae,

muscidae e isoptera), mosquitos (lavas y adultos) y en establos.

CLORFENVINFOS: Es un insecticida y acaricida que tiene una gran

actividad residual. Es utilizado para el control de varios tipos de insectos
en el maiz, trigo, arroz, citricos, cafia de azdcar etc. También se utiliza en
salud pablica para el control de larvas de mosquito y como

ectoparasiticida en animales.

QUINALFOS: Es un insecticida y acaricida, que también acttia por contacto
e ingestion. Se utiliza para el control de varias especies de insectos en
arboles frutales, algodén, remolacha azucarera, vegetales, arroz, y

cacahuetes, entre otros.

AZINFOS METIL: Es un insecticida no sistémico que acttia por contacto y

por ingestion. Se utiliza para el control de varios tipos de insectos en

arboles frutales, frutos secos, fresas, patatas, maiz, algodén, café, etc. [12].

19



Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

3.2. DATOS DE COMERCIALIZACION EN ESPANA

Seguin datos de la Asociacién Empresarial para la Proteccion de Plantas (AEPLA)
y de la European Crop Protection Association (ECPA), en 1997 Espafia era el
quinto pais de la UE en cuanto al consumo de productos fitosanitarios, con un
9,3% [10]. La evolucién del mercado espafiol sobre el consumo de plaguicidas
desde 1997 hasta 2004 ha ido aumentando, alcanzdndose un maximo en 2001
(110.946 toneladas). Respecto a las Comunidades Auténomas con mayor
mercado de productos fitosanitarios en 2003 fueron Andalucia (33,3%),
Comunidad Valenciana (14,5%), Comunidad Murciana (10,14%) y Catalufia
(8,49%) [13].

En el momento actual los tinicos pesticidas comercializados, dentro del grupo de
pesticidas por nosotros estudiado, y segtn el listado del Ministerio de Sanidad y
Consumo [14], son el clorpirifos y el diazinén. Concretamente existen 186
productos comercializados que contienen clorpirifos sélo y en asociacion,
principalmente con piretrinas (tetrametrina, butéxido de piperonilo,
cipermetrina, etc.) y carbamatos (bendiocarb, propoxur, metomilo, entre otros), y
33 productos que contienen diazinén también sélo y en asociaciéon con otros

pesticidas, principalmente piretrinas.

3.3. DATOS DE COMERCIALIZACION EN PORTUGAL

Centrandonos en los pesticidas que hemos estudiado, el paratién y el quinalfos
son los tnicos que ya no estan comercializados en Portugal, el primero desde
1995 y el quinalfos desde 2003 [15, 16]. No obstante, como se puede constatar en
la casuistica del Servicio de Toxicologia Forense de la Delegacién de Coimbra del
Instituto Nacional de Medicina Legal (STF-DC-INML), son precisamente estos

dos pesticidas organofosforados los que causan mas intoxicaciones en Portugal,
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probablemente debido a que en zonas rurales contintian existiendo pequefios
almacenes.

Con respecto a los restantes pesticidas, existen varias formulaciones en el
mercado, algunas de ellas constituidas por més de un principio activo. Asi,
existen 3 formulaciones que contienen azinfos metil, 20 que contienen clorpirifos
s6lo o en asociacion con cipermetrina, deltametrina, dimetoato y hexaflumurano.
Existen 2 productos que contienen clorfenvinfos y 5 que contienen diazinén. El
dimetoato, ademas de la asociacion con el clorpirifos, aparece en el mercado en

11 productos mas [17].

3.4. NORMATIVAS DE UsO

En cuanto a las normativas de uso, no existe una legislacion comtn que controle
este tipo de productos, sino que cada pais tiene sus propias normativas. Asi,
existen pesticidas cuya venta estd autorizada en unos paises y en otros no. Este
es, por ejemplo, el caso del paration, cuya comercializacion est4 prohibida en casi
todos los paises incluyendo Espafia y Portugal, pero que en paises como
Colombia continta permitiéndose su uso, aunque tnicamente en el cultivo de
algodon.

En el &mbito de la Unién Europea (UE) la politica de prevencién y control de los
productos quimicos est4 coordinada por las directivas y reglamentos que regulan
las sustancias y preparados quimicos peligrosos. Son cuatro los instrumentos
juridicos basicos y de cardcter horizontal que regulan los productos quimicos en

la UE:

0 Directiva 67/548/CEE del Consejo sobre aproximacién de las

disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados
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Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

Miembros relativas a la clasificacion, envasado y etiquetado de las
sustancias peligrosas.

0 Directiva 1999/45/CE del Consejo, sobre la aproximaciéon de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados
Miembros relativas a la clasificacion, envasado y etiquetado de
preparados peligrosos.

0 Reglamento (CEE) n° 793/93 del Consejo, sobre evaluaciéon y control
del riesgo de sustancias existentes.

0 Directiva 76/769/CEE relativa a la aproximacion de las disposiciones
legales, reglamentarias y administrativas de los Estados Miembros
que limitan la comercializaciéon y el uso de determinadas sustancias y

preparados peligrosos.

3.4.1. SITUACION LEGAL EN ESPANA

Espafia mantiene un registro para la autorizaciéon de plaguicidas no agricolas
desde 1983. La Ley General de Sanidad establece que las autoridades sanitarias
propondran o participardan con otros Departamentos en la elaboracién y
ejecucion de la legislacion sobre sustancias toxicas y peligrosas, asi como en la
determinacion de los requisitos técnicos y condiciones minimas en materia de
vigilancia y control sanitario de las mismas. Concretamente es la Subdireccion
General de Sanidad Ambiental y Salud Laboral (SGSASL) del Ministerio de
Sanidad y Consumo la unidad competente para la aplicacién y la transposicién
de la legislacién europea sobre el control de productos quimicos en todos los
aspectos relacionados con la salud. Ademads, es la responsable, entre otras
funciones, del registro de plaguicidas de usos en salud publica, del sistema de
notificacién de sustancias nuevas, de la evaluaciéon del riesgo de sustancias

existentes, de la directiva de limitaciones, de la exportaciéon e importacion de
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sustancias y productos quimicos peligrosos, de la clasificacion y etiquetado de

sustancias y preparados quimicos peligrosos, de la evaluacién de la peligrosidad-

toxicidad de los productos fitosanitarios, zoosanitarios y fertilizantes, y de la

homologaciéon de productos para el tratamiento de piscinas. La legislacion

Espafiola que regula los biocidas se fundamenta en las directivas europeas y su

transposicion para nuestro pais. A continuacién aparecen resumidas las

principales disposiciones vigentes en nuestro pais [18, 19]:

AMBITO

LEGISLACION

Reglamentacién Técnico-Sanitaria para la
fabricacién, comercializacion y utilizacion

de plaguicidas.

Real Decreto 3349/1983, de 30 de
noviembre, (B.O.E. de 24 de enero de

1984).

Se modifica la Reglamentacién Técnico-

Sanitaria para la fabricacion,
comercializacion y utilizaciéon de los

plaguicidas.

Real Decreto 162/1991, de 8 de febrero,
(B.O.E. de 15 de febrero de 1991).

Se normalizan la

del

inscripcion 'y
funcionamiento Registro de

Establecimientos y Servicios Plaguicidas.

Orden de 24 de febrero de 1993, (B.O.E. de
4 de marzo de 1993).

Se prohibe la comercializaciéon y

utilizacion de plaguicidas de wuso
ambiental que contienen determinados

ingredientes activos peligrosos.

Orden de 4 de febrero de 1994, (B.O.E. de
17 de febrero de 1994).

Se establece la normativa reguladora de la
homologacién de cursos de capacitacion

para realizar tratamientos con plaguicidas.

Orden de 8 de marzo de 1994, (B.O.E. de
15 de marzo de 1994).

Se modifica la Reglamentacién Técnico-

Sanitaria para la fabricacion,

Real Decreto 443/1994, de 11 de marzo,
(B.O.E. de 30 de marzo de 1994).
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comercializacion y utilizacion de los

plaguicidas.

(B.O.E. de 30 de marzo de 1994).

Comercializacién de Biocidas en el &mbito
europeo, estableciendo principios comunes
de evaluacién y autorizacién de biocidas
forma  barreras

evitando, de esta

econdémicas/administrativas.

Directiva 98/8/CE del Parlamento Europeo
y del Consejo de 16 de febrero de 1998,
(Diario Oficial de
Europeas, DOCE serie L n° 123 de 24 de
abril de 1998).

las Comunidades

Relativo a la primera fase del programa
contemplado en el apartado 2 del articulo
16 de la Directiva 98/8/CE del Parlamento

Europeo y del Consejo sobre Biocidas.

Reglamento CE N° 1896/2000 de la
Comisién de 7 de septiembre de 2000,
(Diario Oficial de
Europeas, DOCE serie L n° 228 de 8 de

septiembre de 2000).

las Comunidades

Transposicion de la Directiva 98/8/CE a
nuestro ordenamiento juridico, por el que
se regula el proceso de evaluacién para el
registro, autorizaciéon y comercializacién

de biocidas.

Real Decreto 1054/2002, de 11 de octubre,
(BOE de 15 de octubre de 2002).

Relativo a la segunda fase del programa de
trabajo de diez afios contemplado en el
apartado 2 del articulo 16 de la Directiva
98/8/CE del Parlamento Europeo y del
Consejo relativa a la comercializaciéon de
biocidas y por el que se modifica el

Reglamento (CE) n° 1896/2000.

Reglamento CE N° 2032/2003 de la
Comisién de 4 de noviembre de 2003,
(Diario Oficial de la Unién Europea, DOCE

serie L n° 307 de 24 de noviembre de 2003).
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3.4.2. SITUACION LEGAL EN PORTUGAL

En Portugal, la introduccién de productos fitosanitarios en el mercado, tal y
como sucede en el resto de los paises miembros de la Unién Europea (UE), es
precedida de una evaluacion técnico-cientifica de esos productos, incluyendo una
evaluacion del riesgo para el hombre, como usuario, para los animales y para el
ambiente. Esta evaluacion tiene como objetivo garantizar que estos productos no
provocan efectos perjudiciales para la salud del hombre ni de los animales
cuando son utilizados adecuadamente y que ademés no alteran el equilibrio de
los ecosistemas sobre los que se aplican.

Los productos autorizados y las condiciones de utilizacion son controlados por
un sistema de homologacién regulado por el Decreto-Lei n® 94/98 de 15 de Abril,
bajo el cual se realizan las solicitudes de autorizacion y venta, entre otras
cuestiones.

La Direcgao-Geral de Protecgio das Culturas (DGPC) es la entidad responsable de la
evaluacion de autorizaciones y la que aprueba la colocacion en el mercado y la
utilizacion de estos después de evaluar los riesgos que entrafian para el hombre,
los animales y el medio ambiente. Esta entidad también se encarga, utilizando
criterios establecidos por la FAO/OMS y por la Comisién Europea, de evaluar
los niveles de residuos en los alimentos (Limite mdximo de residuos-LMR), que, en
Portugal, tienen una legislacion propia.

Portugal realiza anualmente un programa nacional de control de residuos,
contribuyendo conjuntamente con otros paises de la UE para el programa
comunitario. Estos programas tienen como objetivo la verificacién y conformidad
de los residuos encontrados en los productos agricolas con los LMR establecidos.
A continuacion aparece de forma resumida la legislacién méas importante sobre el

control de estos productos en Portugal [20]:

25



Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

AMBITO

LEGISLACION

INTRODUCCION EN EL MERCADO

DL 284/94 de 11 de noviembre,
alterado por el DL 131/97 de 30 de
mayo;

DL 94/98 de 15 de abril, alterado
por los DL 341/98, 22/2001,
238/2001,  28/2002,  101/2002,
160/2002, 198/2002, 72-H/2003 y
215/2003, respectivamente de 4 de
noviembre, 30 de enero, 30 de
agosto, 14 de febrero, 12 de abril, 9
de julio, 25 de septiembre, 14 de
abril y 18 de agosto.

CLASIFICACION, ROTULOS Y EMBALAJES

DL 294/88 de 24 de agosto,
alterado por los DL 303/91, 385/93
e 137/97, respectivamente de 16
agosto, 18 de noviembre y 30 de
mayo

DL 82/2003 de 23 de abril

LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS (LMR)

Base/LMR:

DL 144/2003 de 2 de julio
LMR:

P 488/90 de 29 de junio

P 491/90 de 30 de junio

P 492/90 de 30 de junio

P 360/93 de 30 de marzo

P 48/94 de 18 de enero

P 127/94 de 1 de marzo

P 625/96 de 4 de noviembre

P 649/96 de 12 de noviembre
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P 49/97 de 18 de enero

P 102/97 de 14 de febrero

P 1101/99 de 21 de diciembre
DL 27/2000 de 3 de marzo

P 1077/2000 de 8 de noviembre
DL 21/2001 de 30 de enero

DL 215/2001 de 2 de agosto

DL 256/2001 de 22 de septiembre
DL 31/2002 de 19 de febrero
DL 245/2002 de 8 de noviembre
DL 68/2003 de 8 de abril

DL 156/2003 de 18 de julio

DL 300/2003 de 4 de diciembre

DL (Decreto-Lei); P (Portaria).

4. MECANISMO DE ACCION

El principal mecanismo de accion de los pesticidas organofosforados es la
inhibiciéon de las enzimas responsables de la degradacion de la acetilcolina a
nivel sindptico.

La acetilcolina (Ach, Figura 1) es un neurotransmisor que media la transmisién

fisiolégica de los impulsos nerviosos de [7]:

0 las neuronas pre y postganglionares de los sistemas nerviosos simpético y
parasimpatico

0 las fibras postganglionares parasimpaticas hacia los érganos efectores

0 las fibras postganglionares simpaticas hacia las glandulas sudoriparas

0 los nervios motores hacia el musculo esquelético

0 y de algunos terminales nerviosos en el Sistema Nervioso Central (SNC).

27




Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

O
I
(CHs)s N— CH— CH.0—C— CHs

Figura 1. Estructura quimica de la acetilcolina.

Una vez liberada al espacio intersindptico, interacttia con sus receptores para
ejercer las acciones especificas en cada o¢rgano, siendo degradada
inmediatamente por las acetilcolinesterasas (Figura 2).

En el organismo existen dos tipos de colinesterasas [10, 21]:

0 Acetilcolinesterasa (ACE), colinesterasa verdadera, eritrocitaria o
especifica, que tiene una afinidad casi especifica para la acetilcolina. Se
encuentra localizada en el tejido nervioso, en la unién neuromuscular y
en los eritrocitos. Esta enzima es la mas perjudicada por la accién de los

organofosforados.

0 Pseudocolinesterasa o colinesterasa inespecifica, también denominada
butirilcolinesterasa (BuCE), que tiene capacidad para hidrolizar cierta
cantidad de ésteres sintéticos y naturales, entre los que se encuentra la
acetilcolina. Existen varias isoenzimas de la pseudocolinesterasa,
encontrandose ésta localizada principalmente en el plasma, intestino,
higado y otros tejidos. Estas enzimas también se inhiben en presencia de

los organofosforados aunque con escasa repercusion clinica.
Los pesticidas organofosforados acttan principalmente por inhibicién de estas

enzimas [3, 6, 7, 22, 23], originando la acumulacién de Ach en las uniones donde

es producida, por lo que los musculos, glandulas y nervios quedan en un estado
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de estimulacién permanente, produciendo una plétora de sintomas agudos que
seran abordados en el apartado 7 [3, 7].

Se ha postulado que en la molécula de acetilcolinesterasa existen unos 50 sitios 6
centros activos, de los cuales dos son de gran importancia: el aniénico con carga
negativa y el esterdsico o catalitico. El primero atrae al nitrégeno cuaternario de
la acetilcolina cargado positivamente, mientras que el centro esterasico cataliza el
proceso hidrolitico del sustrato, pudiendo ser acetilado mediante la unién con el
aminoacido serina [10].

Los organofosforados acttan como un sustrato de la enzima, uniéndose
electroestaticamente a la misma a través del sitio esterasico, fosforilandola,

formando un complejo de gran estabilidad [6], como se observa en la Figura 3.

Acetilcolina Centro activo i
@ - o
(CH)sh~ CH— CHiO~ (= CHs @ ~ OR |_- ORr
+ - —» -
o) ﬁ ~ or ™ or
O o

OH

OH
Colinesterasa l Colinesterasa Enzima fosforilada
Organofosforado inactiva muy estable

(CHs)N - CH— CH.OH " Hidrolisis lenta Envejecimiento

(©)

Colina I @
c— CHs
0 @& <o
. . . + HO-1
Acetilcolina acetilada 1™ or |_- or
e} I OR’

Hidrolisis réy OH Ié
Enzima regenerada Complejo fosforilado
@ extremamente estable
, HO- (- CH:
OH o
Enzima regenerada

Figura 2. Mecanismo de accion de las coli- Figura 3. Inhibicién de las colinesterasas
nesterasas [2]. en presencia de pesticidas organofosfora-
dos [22].
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Dependiendo de los grupos sustituyentes R y R” asi sera la estabilidad de estos
complejos, de esta forma, si se trata de grupos metilo o alquilo, la semivida del
complejo es de 1-2 horas, aumentando a medida que se incrementa la longitud
de los radicales alquilo. La presencia de grupos de amonio cuaternario aumenta
también la accion inhibidora, pues el organofosforado puede unirse a la enzima
no soélo por el sitio esterdsico sino también por el aniénico. Si el grupo Y es un
radical alquilo o arilo, se hidroliza en el momento de la unién del insecticida con
la enzima, mientras que si se trata de un d&tomo de fltior, se potencia la accién
anticolinesterasica, dificultando la regeneracion de las enzimas [5].

Entre las 24-48 horas siguientes a la formacién del dimero, se hidroliza uno de los
radicales R, con lo que aumenta la estabilidad de la unién enzima-sustrato, hasta
el punto de considerarse irreversible la inhibicion de la enzima. Este dltimo
proceso, denominado envejecimiento de la enzima, puede iniciarse algunos
minutos o algunas horas tras la inhibicién [22] y una vez que se ha producido, las
oximas y otros regeneradores de las colinesterasas resultan inatiles. De hecho, los
organofosforados se clasifican como inhibidores irreversibles de las
colinesterasas, en oposiciéon a compuestos como los carbamatos cuya accion es
més fugaz (son inhibidores reversibles). Esta es la razén por lo que la
recuperacion de los niveles normales de colinesterasas, tras la intoxicacion por

organofosforados, puede requerir periodos superiores a los dos meses [5].

5. TOXICOCINETICA

Como indicamos anteriormente, los pesticidas organofosforados son, con algunas
excepciones, liquidos altamente liposolubles, y muchos poseen altas tensiones de
vapor. Los agentes menos volatiles son generalmente utilizados en forma de
aerosol [6]. Consecuentemente, estos compuestos se absorben generalmente bien

por todas las vias [4-6, 24], aunque la diversidad de sus propiedades quimicas no
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permite generalizar esta regla. Asi, los compuestos volatiles, generalmente a
partir de disoluciones o emulsiones acuosas, se absorben eficazmente a través de
la membrana alveolo-pulmonar, pudiendo aparecer los primeros sintomas
después de 5 minutos.

Las moléculas que poseen en su estructura un grupo amonio cuaternario son
poco liposolubles y se absorben mal por via digestiva, siendo su absorcién
dérmica practicamente nula. La absorcién por la piel no es uniforme en toda la
superficie corporal, y ademads estd sujeta a factores ambientales. Por ejemplo, una
elevacion de la temperatura o un aumento de la humedad relativa favorecen la
absorcion dérmica del paration [8].

La distribucién en los tejidos depende también de su liposolubilidad. Si ésta es
alta, el toxico se distribuye por el SNC y el tejido adiposo, observandose
inmediatamente sintomas a nivel central. Por contra, si se trata de un compuesto
poco liposoluble, la acciéon se desarrolla fundamentalmente en los receptores
musculares, afectando a continuacién a los ganglios auténomos y por altimo al
SNC [5]. Aunque se distribuyen por todos los tejidos, las concentraciones mas
elevadas se alcanzan en higado y rifiones [8].

Sufren extensa biotransformacién metabdlica [2], proceso éste relativamente
rapido, dependiendo del grupo quimico saliente unido a la estructura del
organofosforado y de la via metabdlica [22], e incluso pueden sufrir un ataque
enzimatico simultdneo en diversos sitios de la molécula. En el metabolismo de
estos compuestos suelen participar mecanismos de desintoxicacion de fase I y de

fase II (Figura 4).
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Figura 4. Proceso de biotransformacion de los organofosforados en mamiferos [2].

Un elevado ntmero de organofosforados necesitan ser previamente
biotransformados en el higado para actuar como inhibidores de las
colinesterasas, en un proceso de activacion metabdlica. El metabolito formado es
frecuentemente mucho maés toxico que el compuesto original. Este proceso ocurre
por ejemplo con el paration, originando por desulfuracion oxidativa su
bioactivado téxico, el paraoxon [2].

En términos generales se calcula que entre el 75 y el 100% de los
organofosforados administrados por via oral son excretados por orina, ya que los

productos resultantes del metabolismo, en su mayoria alquilfosfatos, son solubles
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en agua. Habitualmente estos procesos de excrecion duran entre 14 y 48 horas,
pero debe tenerse en cuenta que en caso de la absorcién dérmica, este periodo
puede prolongarse [8]. Sin embargo, algunos organofosforados suelen también

excretarse por orina en la forma inalterada [25].

6. DOSIS TOXICAS

Las dosis téxicas de estos compuestos son muy variables, e incluso para la misma
sustancia, pueden ser muy distintas atendiendo a la via de administracién [26]. El
gran numero de organofosforados descubiertos hasta nuestros dias, y la
variabilidad en su toxicidad, impiden poder generalizar sus dosis toxicas, por lo
que es preferible hacer una clasificacion de aquellos cuyo uso estd mas extendido
en muy toxicos, toxicos y nocivos [5].

Como indicamos anteriormente, los pesticidas pueden ser clasificados segtn el
grado de riesgo para el hombre. La legislacion espafiola (Real Decreto 162/1991)

los clasifica en tres clases:

Oral DLsy<5mg/Kg
Muy toxicos
Dérmica DLs<10mg/Kg
Plaguicidas sélidos
Oral DLsp 5 - 50 mg/Kg
(excepto cebos y Toéxicos
Dérmica DLsp 10 - 100 mg/Kg
tabletas)
Oral DLso 50 - 500 mg/Kg
Nocivos
Dérmica DLsp 100 - 1000 mg/Kg
Plaguicidas liquidos Oral DLso< 25mg/Kg
Muy toxicos
(incluidos cebos y Dérmica DLsp< 50mg/Kg
tabletas) Oral DLso 25 - 200 mg/Kg
Toxicos
Dérmica DLso 50 - 400 mg/Kg
Nocivos Oral DLsp 200 - 2000 mg/Kg
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Dérmica DLsp 400 - 4000 mg/Kg
Plaguicidas en Muy toxicos CLso< 0,5mg/L en aire
forma de gases,
aerosoles y polvo Toxicos Respiratoria | CLsp 0,5- 2 mg/L en aire
(tamafio de
particula<50) Nocivos CLso > 2 mg/L en aire

CLso (Concentracion letal 50); DLso (Dosis letal 50)

Aquellos pesticidas que tras la absorciéon por inhalacién, ingestion y/o
penetraciéon cutdnea pueden entrafiar riesgos de gravedad limitada, son
considerados nocivos. Los tdxicos son aquellos que tras la absorciéon pueden
entrafar riesgos graves, agudos o crénicos, e incluso la muerte. Por tltimo, los
muy toxicos son aquellos que tras la absorciéon pueden entrafiar riesgos
extremadamente graves, agudos o crénicos, e incluso la muerte [10].

Siguiendo esta clasificacion, se consideran por ejemplo pesticidas toxicos el
azinfos metil, clorfenvinfos, etil y metil paration, demeton y el sulfotep, y nocivos
el diazin6n, malatién, clorpirifos, quinalfos y diclorvos [5].

En cuanto a las concentraciones de este tipo de compuestos en fluidos biol6gicos,
existen varias publicaciones y tablas de referencia, que son utilizadas para la

atribucién de causas de muerte o toxicidad [25, 27, 28].

7. MANIFESTACIONES CLINICAS

Como ya comentamos, debido a la acumulaciéon de Ach en las sinapsis, se
producen grandes perturbaciones de la transmisién nerviosa al prolongarse su

efecto de forma excesiva [24]. En el cuadro clinico se pueden distinguir dos fases:

0 La fase muscarinica, o también denominada efecto acetilcolinico, corresponde
a una hiperexcitabilidad general del parasimpatico que se traduce en los

siguientes sintomas: miosis, vomitos, calambres abdominales, sialorrea,

34



Introduccion: Aspectos generales de los pesticidas organofosforados

sudoracién, tenesmo, incontinencia de heces y orina, hipersecrecion
bronquial, hipotermia y edema agudo de pulmén. En los casos mas
intensos se afiade un broncoespasmo con signos de asma y bradicardia

acentuada con parada cardiaca [2, 4-7, 29].

0 A continuacion sigue la fase nicotinica, en la que se presentan sintomas
correspondientes a la estimulacion de las fibras motoras, a la cual se unen
los efectos sobre el SNC. Esta sintomatologia consiste en taquicardia,
hipertension [2, 7, 29], sacudidas musculares que se localizan inicialmente
en los parpados y lengua, y después en los musculos de la cara y cuello,
generalizdndose, por dltimo a todo el organismo y aumentando en su
intensidad hasta producir un cuadro convulsivo de tipo epileptiforme; en
el dltimo estadio se produce una paralisis motora que se localiza
precozmente en los musculos respiratorios, ocasionando asfixia [24]. Las
manifestaciones sobre el SNC consisten en cefaleas, cansancio ligero,
vértigo, ansiedad, confusion, depresion del centro respiratorio, cianosis y
coma [2, 6, 7]. La persistencia de manifestaciones nicotinicas durante mas
de siete dias puede deberse a multiples causas: a la persistencia de la
inhibicion de la acetilcolinesterasa, a la absorciéon del toxico desde el
tracto intestinal, donde puede permanecer después de varios dias cuando
se ha realizado un tratamiento masivo con atropina (retrasa el transito
digestivo), o a la liberacién progresiva del toxico procedente de los tejidos

de depésito (tejido adiposo) al torrente sanguineo [4].
Los sintomas anteriores se combinan de forma diferente, en relacién con la dosis

de toxico absorbida, dando lugar a las intoxicaciones agudas, crénicas y a los

cuadros de neurotoxicidad retardada [9].
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INTOXICACION AGUDA

Es la forma mas frecuente de intoxicacién por insecticidas organofosforados. Los
efectos se inician rdpidamente, en general a la media hora de la absorcion,
aunque pueden retrasarse hasta 3 o 4 horas, segiin las circunstancias de la
exposicion [10]. Algunos organofosforados como el diclorofentién, que tienen
coeficientes de particion hexano/agua muy elevados (> 13700), pueden
acumularse en el tejido adiposo, generando sintomas pasadas 24-48 horas [5].
Inicialmente aparecen molestias digestivas como vémitos, dolor abdominal y
diarrea. A medida que el cuadro clinico evoluciona, los signos muscarinicos y
nicotinicos van siendo mads claros. Hay hipersalivacion, diaforesis, miosis,
fasciculaciones y debilidad muscular, hipersecreciéon bronquial y a veces
broncoconstricciéon con sibilancias, bradicardia, alteracién de la consciencia con
confusiéon y/o psicosis toxica. Si la evolucion se agrava puede haber
convulsiones, arritmias cardiacas con bradicardia, y la hipoxia por
broncoconstriccién da lugar a cianosis intensa y midriasis [5, 24].

Tras una intoxicacién aguda, la muerte puede ocurrir en menos de 5 minutos,
pudiendo retrasarse hasta las 24 horas, dependiendo de la dosis, via de
absorcién, agente y otros factores [6].

También puede haber alteracion de los parametros bioquimicos, con
hiperpotasemia, aumento de catecolaminas y de sus productos de degradacion, y
aumento de la glucemia, pudiendo, incluso, aparecer glucosuria.

En la mayor parte de los casos, el cuadro clinico es llamativo durante los
primeros 4-6 dias de evolucion, y a partir de las 2-3 semanas el paciente mejora
hasta el punto de no necesitar medicacién. Especial atencién merecen las

complicaciones cardiacas, que pueden surgir varios dias después de la
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intoxicacién, e incluso cuando ya los otros signos han mejorado hasta casi
desaparecer [5].

En algunos casos puede producirse el denominado sindrome intermedio, descrito
en 1987 por Senanayake y Karalliede en casos de suicidio [30], y cuya
sintomatologia no se corresponde con la de la fase aguda ni con la de la
neurotoxicidad retardada [4]. Consiste en una serie de alteraciones neurolégicas
que surgen de 24 a 48 horas después de la recuperacion del paciente de la fase
colinérgica [5]. El sindrome es, basicamente, una pardlisis muscular que afecta
principalmente a los musculos respiratorios, flexores del cuello, proximales de las
extremidades y musculos dependientes de los pares craneales. La parélisis puede
ser suficientemente intensa como para requerir respiracion asistida. Dicha
parélisis persiste hasta 18 dias y puede evolucionar a la recuperacion total o a un
cuadro de toxicidad retardada [4]. Pesticidas como fentién, dimetoato o
metamidofos, entre otros, ocasionan este tipo de cuadro clinico, que no suele

responder a la atropina ni a las oximas [31].

INTOXICACION CRONICA

La intoxicacién crénica por organofosforados, frecuente en los trabajadores que
efectian fumigaciones, es un cuadro de dificil diagndéstico, salvo por la
ananmesis y la determinacién de colinesterasas. Aunque poco estudiados, existen
fenémenos de adaptacion complejos a la reduccion de la actividad de las
colinesterasas, y no es infrecuente que esta actividad haya descendido hasta el
50% sin que se observen signos agudos de intoxicacién [31]. Este cuadro se
caracteriza por disnea, vértigo, vision borrosa, cefaleas y, durante las fases de
exacerbacion, hay nauseas, vomitos, diarreas y dolores célicos. El intoxicado se
colapsa y se encuentra frio y palido, con abundante sudoracién y miosis intensa.

Se produce también hipersecrecion bronquial que, unida a la hipotension,
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conduce a un colapso circulatorio y respiratorio, que termina a menudo en
edema agudo de pulmén. Hacia el final el sujeto queda flacido, la cianosis se
intensifica y se produce la muerte por paralisis respiratoria o bloqueo cardiaco
auriculoventricular.

Los casos mortales suelen tener una duraciéon de 3 o 4 horas. En los que hay
supervivencia, la recuperacién es lenta e interferida por distintos trastornos,
como cefalea, astenia, ansiedad, etc. El prondstico estd ensombrecido por la
posible aparicion de parélisis tardias de las extremidades, secundarias a la

desmielinizaciéon medular [24].

NEUROTOXICIDAD RETARDADA

Algunos organofosforados (fentiéon, clorpirifos, tricloronato, paration, etc),
generalmente triarilicos o fluorados, ejercen una accion toxica selectiva sobre el
sistema nervioso periférico produciendo polineuropatias mixtas con
desmielinizacion y degeneracion axonal, especialmente marcadas en los
miembros inferiores [30, 31]. Este cuadro denominado neurotoxicidad retardada se
origina caracteristicamente de 1 a 2 semanas después de la exposicion aguda, o
tras la exposicion cronica [4, 31], y en ocasiones tras una dosis tnica de algunos
organofosforados [32].

Inicialmente se traduce en pérdida de fuerza, parestesias, calambres y
fatigabilidad en los miembros inferiores. Posteriormente aparecen trastornos de
la marcha, que pueden progresar a paralisis. Tras cesar la exposicion, hay una
lenta mejoria en las semanas, meses, e incluso afios siguientes, aunque la
recuperacion no es completa en todos los casos [6, 31].

Este efecto no estd relacionado con la inhibicién de la acetilcolinesterasa ni de
otras enzimas hidroliticas, pero si con la inhibicién de la esterasa neuropética

(NTE) [33, 34], enzima existente en los axones de los nervios periféricos y cuya
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conjugacién con el organofosforado, y  posterior unién estable por
envejecimiento del dimero (similar a la que experimentan las colinesterasas)
generaria las lesiones nerviosas [10, 31, 32].

A pesar de pertenencer también al grupo de los inhibidores de las colinesterasas,
los carbamatos no inhiben la NTE ni desencadenan neurotoxicidad retardada

[31].

8. DIAGNOSTICO

El diagnéstico clinico de esta intoxicacion es dificil, salvo que se disponga por la
anamnesis del antecedente de exposicion a pesticidas organofosforados. La
exploracion del paciente puede evidenciar una halitosis caracteristica a
compuestos fosforados [4]. La presencia de signos muscarinicos y nicotinicos es,
a veces, confusa y de dificil valoracion.

El principal diagnoéstico diferencial de esta intoxicacién se plantea con los
pesticidas pertenecientes al grupo de los carbamatos y con otros
anticolinesterasicos como la fisostigmina, neostigmina, etc. La ingestion de setas
con accién muscarinica (Amanita muscaria) también puede producir un cuadro
muscarinico parcialmente similar a esta intoxicacion [5].

La determinacion de la colinesterasa sérica o eritrocitaria tiene un gran valor
diagnostico, hallindose niveles inferiores a la normalidad en la préctica totalidad
de los casos. Sin embargo, tiene un valor limitado para evaluar la gravedad de la
intoxicacién ya que no se ha encontrado correlacion entre la actividad plasmatica
de la misma y la morbimortalidad, ni tampoco con la evolucién clinica
experimentada. Segtin estos datos, la terapia no puede estar condicionada a la
actividad de la colinesterasa plasmatica, y el valor de ésta quedaria circunscrito al

diagnostico de la intoxicacién [4].
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En los casos leves y moderados de la intoxicacion, la tasa de enzima corresponde
aun 40 0 50% de los valores normales, mientras que en los casos mas graves tales
valores s6lo alcanzan un 20%, pudiendo incluso desaparecer totalmente [24].
Puesto que hay organofosforados que inhiben, casi selectivamente, las
pseudocolinesterasas, seria conveniente medir también su actividad. No obtante
debido a la complejidad que ofrece su determinacién, puede ser suficiente medir
sOlo las colinesterasas verdaderas, que son las que indican el auténtico grado de
intoxicacion.

Algunos factores tales como la anemia megaloblastica o el uso de farmacos
antimaldricos pueden falsear los resultados, ya que disminuyen los niveles de las
ACE. Las BuCE son también afectadas por multiples factores, entre los que cabe
destacar las hepatopatias, el embarazo, la malnutriciéon, etc. Incluso hay
individuos que tienen déficit congénito de estas enzimas. Los resultados también
pueden ser falseados durante la recogida de las muestras de sangre, si se utilizan
otros agentes anticoagulantes diferentes de la heparina [5].

Las BuCE son sintetizadas en el higado y regeneradas rapidamente (dias o
semanas), mientras que las ACE pueden tardar de 2 a 3 meses (hasta 6 meses en
algunos casos) en recuperar su actividad normal [5, 24]. Generalmente, y
dependiendo del organofosforado responsable del cuadro, no se recuperan
valores suficientes de actividad que permitan cesar la medicacion durante

periodos que van desde las 24 horas hasta varios dias.
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9. TRATAMIENTO

El objetivo inicial del tratamiento es frenar la absorciéon del téxico, por ello se
procedera a un tratamiento evacuante acorde con la via de absorcion [5]. Asisi la
absorciéon ha sido por via dérmica, se retirara toda la ropa al paciente y se
procederé al lavado de la piel con agua a diferentes temperaturas [29]. Si el téxico
ha sido ingerido, se procederd a efectuar un lavado gastrico seguido de la
administracion de carbon activo. Si se dispone de atropina y oximas, se iniciara la
administracion de ambas. En el caso de que la respiracién se encuentre

comprometida se procederd a la administracién de oxigeno al paciente.

El antidoto especifico es el sulfato de atropina [6], ya que antagoniza eficazmente
los efectos muscarinicos y sobre el SNC ocasionados por los organofosforados,
aliviando la hipersecrecion, las nauseas, vomitos, miosis, bradicardia, etc. [6, 29].
No obstante, no tiene accién marcada sobre los efectos nicotinicos. De hecho las
afecciones musculares, especialmente las mas graves que afectan a los muasculos
respiratorios, son refractarias al tratamiento [29], pudiendo ser Unicamente
revertidas por la acciéon de reactivadores de la acetilcolinesterasa [4]. Inicialmente
debe administrarse 1 mg (adultos) y 0,015 mg/kg (nifios) por via intravenosa,
valorando la posible mejoria del paciente en los 5-10 minutos siguientes. Si se
produce mejoria, o si existe seguridad en el diagndstico, se administraran de 2-4
mg cada 15 minutos. Sélo en las intoxicaciones graves puede ser necesario

administrar dosis masivas (gramos) hasta alcanzar la atropinizacién [29].

Las oximas (R-CH=NOH) son agentes nucleofilicos capaces de estimular la
reactivacion de la acetilcolinesterasa [6]. Se utilizan como tratamiento
coadyuvante o complementario tras la atropinizacién, que nunca debe de ser

sustituida. Los compuestos més importantes de esta clase son la obidoxima,
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pralidoxima y la diacetilmonooxima. Se administran por via intravenosa lenta,

via oral o via intramuscular, las dosis varian segtn la oxima y la respuesta suele

ser rdpida. Sin embargo, las enzimas envejecidas son resistentes a la acciéon

regeneradora de las oximas, pues el dimero no es accesible al ataque nucleofilico.

Por lo tanto, su administracion debe ser realizada durante las primeras 24 horas

tras la intoxicacién, ya que transcurridas 48 horas dejan de ser eficaces [5]. Por

otra parte, la intoxicacion producida por algunos organofosforados como

dimetoato, dimetox y trimetoato es poco sensible a la accion de éstas [4].

10. ETIOLOGIA DE LAS INTOXICACIONES

Las formas etiol6gicas médico-legales mas frecuentes son:
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0 Intoxicaciones accidentales: En su mayor parte son de origen profesional,

afectando a individuos que trabajan en la preparacién de los pesticidas o
en su aplicacién. Estan documentados algunos casos de intoxicacién entre
los pilotos que trabajan en fumigaciones aéreas con estas sustancias [5,
24]. También pueden deberse a intoxicaciones alimentarias por falta de
higiene y /o por mala manipulacién de los alimentos. Otras intoxicaciones
accidentales son debidas a la confusién por manipulaciéon imprudente,
rotulacién y/o conservacién errénea de los envases e incluso por falta de

vigilancia en nifios.

Intoxicaciones suicidas: Se han hecho mas frecuentes a medida que se ha
extendido el uso de estas sustancias, lo que, en definitiva, facilita el acceso
a las mismas. Ocurren principalmente en el medio agricola y a veces estan
asociadas a otro tipo de tentativas de suicidio, como por ejemplo el

ahorcamiento.
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0 Envenenamientos criminales. Este tipo de intoxicacién no es frecuente, pero
se conocen algunos casos, aprovechando su elevada toxicidad [35]. Como
la cantidad necesaria para provocar la muerte es reducida, si el preparado
comercial de organofosforado es suficientemente concentrado es posible
disimular sus acusadas propiedades organolépticas mezclandolo con
diversos alimetos, y haciendo que pasen inadvertidos tanto su olor como

su sabor. [24].

11. EPIDEMIOLOGIA DE LAS INTOXICACIONES

0 CASUISTICA EN ESPANA

Se desconoce el numero exacto de intoxicaciones provocadas por estos
compuestos en nuestro pais. Segiin un estudio efectuado en el afio 1996 en el
Hospital Torrecardenas de Almeria [36], entre los afios 1981 a 1992 llegaron a este
hospital 506 casos que presentaban sintomas compatibles con una intoxicacién
por organofosforados. Segtn el mismo estudio en 234 casos el organofosforado
responsable fue el metamidofos, seguido del clorpirifos (81 casos), metilparatiéon
(40 casos), paration (36 casos), diazinén (4 casos), dimetoato (3 casos) y
fenitrotion (2 casos). En 106 casos no se pudo determinar el tipo exacto del téxico
empleado. En dicha casuistica el 88% de las intoxicaciones se produjeron en
varones, en edad laboral y la principal via de absorcién del toxico fue la cutaneo-
respiratoria. En cuanto a la etiologia de las intoxicaciones, en 405 casos ocurri
de forma accidental, en su mayoria trabajadores de invernaderos que no
guardaban las medidas de seguridad adecuadas. Unicamente en el 20% de los
casos hubo intencién suicida.

Coincidiendo con los datos mostrados sobre la comercializacion de estas

sustancias en Espafia, las intoxicaciones por organofosforados son mas frecuentes
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en Canarias, Murcia, Valencia y especialmente Almeria. La razén de la elevada
frecuencia de esta ultima, segin cita el mismo estudio, se debe a su masiva
utilizacién en la agricultura y al elevado namero de personas que trabajan en las

explotaciones agricolas, principalmente en invernaderos.

0 CASUISTICA EN PORTUGAL

En el caso de Portugal, estos pesticidas aparecen asociados frecuentemente a
intoxicaciones humanas, siendo muchas las solicitudes de rastreo de
organofosforados en las muestras que llegan a los laboratorios de Toxicologia
procedentes de autopsias o de hospitales. Quizas, como indicamos anteriormente
esta frecuencia sea debida a la facilidad con la que estas sustancias son
adquiridas asi como a la elevada toxicidad de las mismas.

Los datos que poseemos pertenecen a la Delegaciéon de Coimbra del INML, que
es donde se realiz¢6 este trabajo, y abarcan toda la zona centro del pais incluyendo
los archipiélagos de las Azores y Madeira.

Segiin datos de dicha institucién se realizan una media de 237 solicitudes de
rastreo de pesticidas al afio, de las cuales aproximadamente un 10 % son
positivas para organofosforados (Tabla 2). Asimismo, se puede constatar la

tendencia a un ligero incremento de esta cifra a lo largo de los afios.
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Tabla 2. Solicitudes de rastreo de pesticidas efectuadas a la Delegacién de Coimbra del INML y
casos positivos entre 2000 y 2005.

ANO

N° de analisis [ 149

o 240 271 269 258 309*
solicitados
N° de analisis =
positivos para 13 34 21 17 31 10

POF

*Hasta octubre de 2005; **Hasta agosto de 2005

Analizando el nimero de casos positivos para organofosforados, constatamos
que tnicamente un 20,6% procedian de Servicios Hospitalarios.

En cuanto a la etiologia de las intoxicaciones, en aquellos casos en que habia
informaciéon disponible (21,4%), el 85,2% fue de etiologia suicida, 7,4%
accidentales y 7,4% homicidios ¢ tentativas de homicidio (uno de los cuales
procedia de un hospital).

Curiosamente la mayor parte de las intoxicaciones confirmadas (Figura 5) se
deben al quinalfos y al paration, dos pesticidas que ya no estan comercializados
en Portugal, lo que implica que todavia existen almacenadas cantidades
significativas.

En 14 casos se comprobd que la intoxicacion era provocada por la asociacion de
organofosforados :quinalfos + diclorvos (1 caso), quinalfos + sulfotep (4 casos),
demetén + oxidemetén (1 caso), demetén + metasistox (1 caso), fention +
dimetoato (1 caso), azinfos metil + azinfos etil (1 caso), clorfenvinfos + fentién (1
caso), paration + quinalfos (2 casos), paration + ometoato (1 caso), paratiéon +

sulfotep + azinfos etil (1 caso).
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N° de casos

60+

50+

404

30+

20+

10+

59

Casuistica organofosforados 1998-2005

33422 191

Pesticidas

O Quinalfos

B Paration

O Dimetoato

0O Clorfenvinfos
B Fention

O Diazinon

B Azinfos metil
O Clorpirifos

B Azinfos etil
@ Sulfotep

O Demeton

O Diclorvos

O Oxidemetén
@ Ometoato

B Metamidofos
B Etiofenantion
B Acefato

@ p-nitrofenol
0O Paraoxon

Figura 5. Intoxicaciones por pesticidas organofosforados entre 1998 y 2005.
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Las técnicas para la determinacion de pesticidas organofosforados han ido
evolucionando a lo largo de los afios, desde las primeras reacciones
colorimétricas utilizadas en los afios 50 [1] hasta las més avanzadas y actuales,
como la cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masa (LC/MS).

Si hablamos de las técnicas no cromatograficas, existen tests rapidos basados en
la inhibicién de las colinesterasas para la identificacion de este tipo de
compuestos en plasma. Se trata de una técnica sencilla que consiste en la adicion
de acetilcolina yodada a la muestra. El color amarillo se volvera mas tenue en
presencia de pesticidas organofosforados [2].

Existen también ensayos inmunolégicos (ELISA) que pueden ser utilizados para
la identificacion de estas sustancias en muestras de agua [3-6], vino [7] y
vegetales [8]. Sin embargo, su aplicacién a muestras biolégicas no se encuentra
documentada.

Las técnicas mas utilizadas son, sin duda alguna, las que emplean cualquier tipo
de cromatografia. Para que éstas puedan ser utilizadas, por regla general son
necesarias la extraccién y purificacién previa de los analitos a partir de la matriz
en la que se encuentran. Son precisamente estas dltimas las que han constituido
el objeto de nuestro trabajo, y sobre las que vamos a centrar esta revisiéon
bibliografica. Por ello, y para facilitar la comprensién de este capitulo, vamos a

dividirlo segtin las diferentes técnicas de extraccion:
1. Extraccion liquido-liquido.

2. Extraccién en fase sélida.

3. Microextraccion en fase sélida.
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1. EXTRACCION LiQUIDO-LiQUIDO

Este tipo de extraccion es el mas extendido y utilizado por la mayor parte de los
laboratorios. Se trata de una técnica sencilla que se basa en la diferencia de
solubilidad del analito entre la matriz donde se encuentra y el solvente de
extraccion. De esta forma, el solvente ideal serd aquel que sea capaz de extraer la
mayor cantidad de analito posible y que reduzca al minimo el namero de
interferencias. Para lograr esto, es habitual la realizacion de varios pasos de
extraccion utilizando diferentes solventes o mezclas de solventes.

Los solventes utilizados en la extraccion de organofosforados incluyen acetona
[9-11], cloroformo [12, 13], acetonitrilo [13-15], tolueno/hexano (3:1, v/v) [16],
hexano/acetona (41, v/ V) [17], acetato de etilo [18-21],
diclorometano/acetonitrilo [22], tolueno/metanol (3:1, v/v) [23], dietiléter [24-
27], metil-t-butiléter [28], metanol/hexano (1:6, v/v) [19], tolueno [29], n-hexano
[13, 30, 31], diclorometano [32], n-hexano/acetato de etilo (75:25, v/v) [33],

acetona/diclorometano [34, 35], hexano/acetonitrilo [36] y metanol/agua [37].

2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La extraccion en fase solida (SPE) fue introducida a mediados de los afios 70. Esta
técnica, similar a la cromatografia liquida de baja presién, es sencilla y préctica
proporcionando a menudo extracciones mds eficientes y selectivas que la
tradicional extraccion liquido-liquido (LLE) [38]. Pese a que la LLE es una técnica
que demostré ser apropiada en numerosas situaciones, posee algunas
desventajas como la formacién de emulsiones, las posibles interferencias con la
matriz, o el elevado volumen de disolventes que son empleados y que
constituyen un problema, no sélo en el laboratorio, sino también a nivel

medioambiental [39]. La SPE puede solventar la mayor parte de estas
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desventajas, no obstante se trata de una técnica con mayores costes econémicos y
que necesita de un mayor tiempo para la realizacion completa de las
extracciones.

Consiste basicamente en el paso de una muestra liquida a través de un cartucho
de extraccion (cartuchos desechables y de diferente composicién). Los analitos
son adsorbidos en el material de relleno por diferentes mecanismos y
posteriormente son eluidos con un solvente adecuado en el fin del proceso. El
principal objetivo de la SPE es la retirada cuantitativa del analito de la muestra en
que se encuentra, eliminando en el mismo proceso los interferentes de la matriz
(proteinas, sales, urea, etc.), y su posterior concentracién en un pequefio
volumen de solvente, adecuado para el andlisis cromatografico.

El uso de esta técnica para la determinacion de pesticidas organofosforados se
encuentra documentado en la literatura cientifica, utilizando diversos tipos de
cartucho de extraccion.

Los rellenos mas utilizados son los que poseen en su composiciéon octadecilsilano
(Cis) [13, 32, 33, 40-52], aunque también son utilizados rellenos de florisil [11, 16,
23], silice [30], tierra de diatomeas [53-55], y aminopropil [56]. Mas recientemente
se han utilizado columnas poliméricas de polivinildibenceno [20, 57],
etilvinilbenceno-divinilbenceno [58], poliestirenodivinilbenceno [47, 57, 59] y de
polidivinilbenceno-co-N-vinilpirrolidona [30, 52, 59].

También estd descrita la determinacion de pesticidas empleando la dispersiéon de

la matriz en fase s6lida (DMES) [36, 61-65].

3. MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

Dentro de este apartado hemos realizado una exhaustiva revisién bibliografica
sobre las publicaciones en las que la microextraccion en fase sélida (SPME) fue

utilizada en el andlisis toxicolégico de pesticidas organofosforados. Como
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veremos mads adelante, se trata de una técnica reciente (principios de la década de
los 90) cuyas primeras aplicaciones fueron en el campo medioambiental, y quizas
por ello, el nimero de trabajos publicados en este ambito es elevado, frente al
escaso numero de contribuciones existentes hasta el momento en revistas
especializadas sobre su aplicacién a fluidos biolégicos (7 articulos).

Una de las ventajas que posee esta técnica es que integra en un dnico paso la
extraccion, la concentraciéon y la introduccion de los analitos en el sistema
cromatografico.

Ademas la SPME es versatil en sus aplicaciones, pudiendo ser utilizada con
diferentes tipos de detectores acoplados a cromatografia de gases y liquidos, si
bien esta tltima es menos frecuente debido a los problemas existentes con las
interfaces SPME/HPLC.

A continuacién se resumen las principales aplicaciones de la SPME a la
determinacion de organofosforados en diferentes matrices, resaltando los

aspectos maés relevantes de cada una de ellas.
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PESTICIDAS

MUESTRA

TIPO DE FIBRA

CROMATOGRAFIA

DATOS DE VALIDACION

REFERENCIA

TEPP
Tionacina
Sulfotep
Forato
Disulfoton
Metil paration
Malatién
Paration

Famfur

Agua

100 pm PDMS
(DI-SPME)

GC

Shirey 1997
[66]

TEPP
Tionacina
Sulfotep
Forato
Dimetoato
Disulfoton
Metil paration
Malatién
Paration

Famfur

Agua

100 pm PDMS
(DI-SPME)

GC

Supelco 1997
[67]




PESTICIDAS MUESTRA TIPO DE FIBRA CROMATOGRAFIA DATOS DE VALIDACION REFERENCIA
100 pm PDMS ¢ Linealidad: 2,5-50,0 ug/g Namera 1997
Malatién Sangre GC/MS
(HS-SPME) e LOD: 1,0 ug/g [68]
e 7 um PDMS
e 30 um PDMS
Malation e 85 um PA
Agua GC/FID - Sng 1997 [69]
Paration e 65 um CW/DVB
¢ 65 um PDMS/DVB
(DI-SPME)
Forato
Fonofos
Clorpirifos metil
Fenitrotion
Malation e 100 pm PDMS
e Linealidad: 0,1-10 ng/mL Beltran 1998
Fentién Agua e 85 um PA GC/NPD
e LOD: 0,006-0,5 ng/mL [70]
Clorfenvinfos (DI-SPME)
Metidation
Fenamiphos
Etién

Fosalona




PESTICIDAS

MUESTRA

TIPO DE FIBRA

CROMATOGRAFIA

DATOS DE VALIDACION

REFERENCIA

Diclorvos
Mevinfos
Etotrop
Naled

Forato
Demetoén
Diazinén
Disulfoton
Metil paration
Ronnel
Fention
Clorpirifos
Tricloronato
Merfos
Stirofos
Tokutién
Fensulfotiéon
Bolstar
Azinfos metil

Coumafos

Agua

85 um PA
(DI-SPME)

GC/MS

e LOD: 0,10-0,56 ng/mL

Supelco 1999
[71]




PESTICIDAS MUESTRA TIPO DE FIBRA CROMATOGRAFIA DATOS DE VALIDACION REFERENCIA
o Metil paratiéon 100 pm PDMS Linealidad: 0,1-5 pug/g Musshoff 1999
Sangre GC/MS
e Paration (HS-SPME) LOD: 0,02-0,05 pug/g [72]
e Diazinon
e Fenitrotion
¢ Fention
e Fruta 100 um PDMS Linealidad: 0,250-25 ng/mL  Simplicio 1999
e Quinalfos GC/FPD
e Zumos (DI-SPME) LOD: 0,003-0,014 ng/mL [73]
e Triazofos
e Fosalon
e Pirazofos
100 pm PDMS Linealidad: 4-500 ng/g
e Paration Fresas GC/MS Hu 1999 [74]
(DI-SPME) LOD: 1ng/g
Linealidad:0,01-10 ng/mL
¢ Sulfotep
LOD: 200- 5000 pg/mL
¢ Diazinén
Zumo de 100 pm PDMS GC/FID (FID)
e Metilparation Yang 1999 [75]
frutas (DI-SPME) GC/MS Linealidad: 10-5- 0,5 pg/mL
e Malation
LOD: 1-20 pg/mL
e Paration
(MS)
Varias Beltran 2000
¢ Varios e Revision de varios articulos
matrices [76]




PESTICIDAS

MUESTRA

TIPO DE FIBRA

CROMATOGRAFIA

DATOS DE VALIDACION

REFERENCIA

Diclofention
Metil paration
Fenitrotion
Malatiéon
Fention
Paration

Metil bromofos
Etil bromofos
Fenamifos
Etion

Diazinén

Agua

85 um PA
(DI-SPME)

GC/MS; GC/FTD

e Linealidad: 0,1-10 ng/mL
¢ LOD: 0,01-0,07 ng/mL

Lambropoulou

2000 [47]

TEPP
Tionacina
Sulfotep
Forato
Disulfoton
Metil paration
Paration

Famfur

Agua

e 100 pm PDMS
e 85 um PA
(DI-SPME)

GC/TSD

e Linealidad: 1-100 ng/mL

Queiroz 2001
[48]




PESTICIDAS MUESTRA TIPO DE FIBRA CROMATOGRAFIA DATOS DE VALIDACION REFERENCIA

Diazinén

Metil paratiéon

Fenitrotion
Malation Suero 100 pm PDMS GC/FPD e LOD: 1-15 ng/mL (suero) Lépez 2001
Fentién Orina (DI-SPME) e LOD: 0,1-20 ng/mL (orina) [77]
Clorpirifos
Metidation

100 um PDMS e Linealidad: 0,07-15 ng/mL

Clorfenvinfos Avispas GC/ECD Alix 2001 [78]

(DI-SPME) e LOD: 0,02 ng/mL
Diazinén
Fenitrotion
Fentién ¢ 100 um PDMS
. ¢ Linealidad: 0,05-1 ng/mL Lambropoulou
Paration Agua e 85 um PA GC/FTD; GC/MS
. e LOD: 0,01-0,04 ng/mL 2001 [79]
Metil bromofos (HS-SPME)

Etil bromofos

Ethion




PESTICIDAS MUESTRA

TIPO DE FIBRA

CROMATOGRAFIA

DATOS DE VALIDACION

REFERENCIA

Bromofos

Clorpirifos

Coumafos

Diazinén

Fonofos

Heptenofos

Malation

Metidation

Paration

Metil paration Abejas
Fentoato
Fosalone
Fosmet

Etil pirimifos
Metil pirimifos
Pirazofos
Quinalfos

Triazofos

e 100 pm PDMS
e 85 um PA
(DI-SPME)

GC/NPD

e LOD: 1-10ng/g

Fernandez

2001 [80]




PESTICIDAS MUESTRA TIPO DE FIBRA CROMATOGRAFIA DATOS DE VALIDACION REFERENCIA

¢ Metil paratiéon
e Linealidad: 0,25-7,5 ng/mL
e Clorpirifos 100 pm PDMS Bouaid 2001
Suelos GC/ECD (0,03-3,3 ng/mL; CLP)
e Carbofenotion (DI-SPME) [81]
e LOD: 0,01-0,04 ng/mL
¢ Metidation
Varias Supelco 2001
e Varios e Compilaciéon de varios articulos
matrices [82]
e Fonofos
85 um PA e Linealidad: 1-50 ng/mL Hernandez
e Clorpirifos Sangre GC/MS/MS
(HS-SPME) e LOD: 0,2-0,7 ng/mL 2002 [83]
¢ Etion
e Terbufos
e Diazinén
¢ Disulfoton
e Metil paratiéon e Linealidad: 0,05-10 ng/mL
e Fenitrotion e LOD: 0,003-0,08 ng/mL
100 pm PDMS GC/MS; Lambropoulou
e Fention Agua (FTD)
(DI-SPME) GC/FTD 2002 [84]

e Paratiéon e LOD: 0,010-0,090 ng/mL
e Metil bromofos (MS)

e Etil bromofos
e Ethion

e Carbofuran




PESTICIDAS MUESTRA TIPO DE FIBRA CROMATOGRAFIA DATOS DE VALIDACION REFERENCIA

Clorfenvinfos
Diclorvos A 65 um PDMS/DVB GC/FPD; ¢ Linealidad: 0-25 ng/mL Tomkins 2002
gua
Malation (DI-SPME) GC/MS e LOD: 3-9 ng/mL [85]
Paration
Forato
Diazinon
Metil paration
Fenitrotion Agua 85 pym PA Zambonin 2002
GC/MS e LOD: 1-10 pg/mL
Malatién Suelos (DI-SPME) [86]
Fention
Paration
Metidation
Diazinén
e Linealidad: 0,5-50 ng/mL
Paration
e LOD: 0,025-0,030 ng/mL

Fenitrotion

100 pm PDMS (FTD) Lambropoulou
Metil bromofos Zumos GC/FTD; GC/MS

(HS-SPME) ¢ LOD: 0,030-0,050 ng/mL 2002 [87]
Etil bromofos
(MS)

Fention

Etién




PESTICIDAS MUESTRA TIPO DE FIBRA CROMATOGRAFIA DATOS DE VALIDACION REFERENCIA
Diazinon
Diclofentién
Metil paration e Linealidad: 0,5-50 ng/mL
¢ 100 um PDMS
Fenitrotion e LOD: 2-80 pg/mL
e 85 um PA
Malatiéon (FTD) Lambropoulou
Agua e 65 um CW/DVB GC/FTD; GC/MS
Fention e LOD: 7-90 pg/mL 2002 [88]
e 65 um PDMS/DVB
Paration (MS)

Metil bromofos
Etil bromofos

Ethion

(DI-SPME)




PESTICIDAS

MUESTRA

TIPO DE FIBRA

CROMATOGRAFIA DATOS DE VALIDACION

REFERENCIA

Etil bromofos
Metil bromofos
Clorfenvinfos
Clorpirifos
Diazinén
Diclorvos
Disulfoton
Edifenfos Sangre
Fention

Malation

Metidation

Mevinfos

Paration

Metil paration

Quinalfos

100 pm PDMS
(HS-SPME)

e Linealidad: 0,025-5 ng/g
e LOD: 0,01-0,30 pg/g

GC/MS

Musshoff 2002
[89]

Metil paration Sangre

85 um PA
(HS-SPME)

e Linealidad: 0,1-40 pg/mL
GC/NPD
e LOD: 50 ng/mL

Tsoukali 2004
[90]




PESTICIDAS MUESTRA TIPO DE FIBRA CROMATOGRAFIA DATOS DE VALIDACION REFERENCIA

Sangre

¢ Metil paratiéon
Higado e Linealidad: 0,02-20 pg/mL

e Diazinén 85 um PA Tsoukali 2005
Rifién GC/NPD 6 (ng/g)

e Paration (HS-SPME) [91]
Plasma e LOD: 3-55 ng/mL

¢ Malatién

LCR




Destacar finalmente, que todas estas técnicas de extracciéon son facilmente
automatizables, a excepcion de la LLE, y se acoplan perfectamente a cualquier
técnica cromatografica, ya sea cromatografia en capa fina, cromatografia de gases
o cromatografia liquida.

De hecho no hemos realizado la revision en funcién de las técnicas
cromatograficas ya que en la literatura especializada, aparecen numerosos
articulos sobre la determinaciéon de organofosforados con cualquiera de estas

técnicas cromatograficas acoplada a diferentes detectores.

69



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] Feigl F. Spot tests in organic analysis. Amsterdam: Elsevier Publishing
Company; 1956.

[2] Uges DRA. Hospital Toxicology. In Moffat AC, Osselton MD, Widdop B,
editors. Clarke’s Analysis of drugs and poisons. London: Pharmaceutical Press;
2004, p. 3-36.

[3] Sullivan JJ, Goh KS. Evaluation and validation of a commercial ELISA for
diazinon in surface waters. ] Agric Food Chem 2000; 48: 4071-4078.

[4] Watanabe E, Kanzaki Y, Tokumoto H, Hoshino R, Kubo H, Nakazawa H.
Enzyme-linked immunosorbent assay based on a polyclonal antibody for the
detection of the insecticide fenitrothion. Evaluation of antiserum and application
to the analysis of water samples. ] Agric Food Chem 2002; 50: 53-58.

[5] Brun EM, Garces-Garcia M, Banuls MJ, Gabaldon JA, Puchades R, Maquieira
A. Evaluation of a novel malathion immunoassay for groundwater and surface
water analysis. Environ Sci Technol 2005; 39: 2786-2794.

[6] Dalvie MA, Sinanovic E, London L, Cairncross E, Solomon A, Adam H. Cost
analysis of ELISA, solid-phase extraction, and solid-phase microextraction for the
monitoring of pesticides in water. Environ Res 2005; 98: 143-150.

[7] Brun EM, Garces-Garcia M, Puchades R, Maquieira A. Enzyme-linked
immunosorbent assay for the organophosphorus insecticide fenthion. Influence
of hapten structure. ] Immunol Methods 2004; 295: 21-35.

[8] Cho YA, Kim Y], Hammock BD, Lee YT, Lee HS. Development of a microtiter
plate ELISA and a dipstick ELISA for the determination of the organophosphorus
insecticide fenthion. ] Agric Food Chem 2003; 51: 7854-7860.

[9] Tewari SN, Ram L. Separation and identification of parathion and its
metabolites in autopsy tissues by thin layer chromatography. Mikrochim Acta

1970; 58-60.

70



[10] Machin AF, Quick MP, Waddell DF. The rapid determination of the
organophosphorus pesticides diazinon and dichlorvos in blood by gas
chromatography. Analyst 1973; 98: 176-180.

[11] Ferreira JR, Fernandes AM. Gas-liquid chromatographic determination of
organophosphorus insecticide residues in fruits and vegetables. ] Assoc Off Anal
Chem 1980; 63: 517-522.

[12] Lawrence JF, Iverson F. Analysis of the diazinon metabolites G 27550 and GS
31144 by gas-liquid chromatography with nitrogen-specific detection after
derivatization. ] Chromatogr 1975; 103: 341-347.

[13] Suzuki O, Watanabe K. Drugs and poisons in humans. A handbook of
practical analysis. Berlin: Springer-Verlag; 2005.

[14] Reid SJ, Watts RR. A method for the determination of dialkyl phosphate
residues in urine. ] Anal Toxicol 1981; 5: 126-132.

[15] Bravo R, Driskell W], Whitehead RD, Needham LL, Barr DB. Quantitation of
dialkyl phosphate metabolites of organophosphate pesticides in human urine
using GC-MS-MS with isotopic internal standards. ] Anal Toxicol 2002; 26: 245-
252.

[16] Johansson CE. A multiresidue analytical method for determining
organochlorine, organophosphorus, dinitrophenyl and carbamate pesticides in
apples. Pestic Sci 1978; 9: 313-322.

[17] Wood AB, Kanagasabapathy L. Evaluation of inexpensive thin-layer
chromatographic procedures for the estimation of some organophosphorus and
carbamate insecticide residues in fruit and vegetables. Pestic Sci 1983; 14: 108-118.
[18] Singh AK, Hewetson DW, Jordon KC, Ashraf M. Analysis of
organophosphorus insecticides in biological samples by selective ion monitoring

gas chromatography-mass spectrometry. ] Chromatogr 1986; 369: 83-96.

71



[19] Brzak KA, Harms DW, Bartels MJ, Nolan R]J. Determination of chlorpyrifos,
chlorpyrifos oxon, and 3,5,6-trichloro-2-pyridinol in rat and human blood. ] Anal
Toxicol 1998; 22: 203-210.

[20] Kuivinen J, Bengtsson S. Solid-phase extraction and cleanup of
organophosphorus pesticide residues in bovine muscle with gas
chromatographic detection. ] Chromatogr Sci 2002; 40: 392-396.

[21] Mol HG, van Dam RC, Steijger OM. Determination of polar
organophosphorus pesticides in vegetables and fruits wusing liquid
chromatography with tandem mass spectrometry: selection of extraction solvent.
J Chromatogr A 2003; 1015: 119-127.

[22] Bardarov V, Mitewa M. High-performance liquid and gas chromatography
of dialkylphosphates, dialkylthiophosphates and dialkyldithiophosphates as
their pentafluorobenzyl derivatives. ] Chromatogr 1989; 462: 233-241.

[23] Wan H. Small-scale method for the determination of organophosphorus
insecticides in tea using sulphuric acid as clean-up reagent. ] Chromatogr 1990;
516: 446-449.

[24] Sharma VK, Jadhav RK, Rao GJ, Saraf AK, Chandra H. High performance
liquid chromatographic method for the analysis of organophosphorus and
carbamate pesticides. Forensic Sci Int 1990; 48: 21-25.

[25] Moriya F, Hashimoto Y, Li-Kuo T. Pitfalls when determining tissue
distributions of organophosphorus chemicals: sodium fluoride accelerates
chemical degradation. ] Anal Toxicol 1999; 23: 210-215.

[26] Moriya F, Hashimoto Y. Comparative studies on tissue distributions of
organophosphorus, carbamate and organochlorine pesticides in decedents

intoxicated with these chemicals. ] Forensic Sci 1999; 44: 1131-1135.

72



[27] Martinez MA, Ballesteros S, Sanchez de la Torre C, Sanchiz A, Almarza E,
Garcia- Aguilera A. Attempted suicide by ingestion of chlorpyrifos: identification
in serum and gastric content by GC-FID/GC-MS. ] Anal Toxicol 2004; 28: 609-
615.

[28] Thompson TS, Treble RG, Magliocco A, Roettger JR, Eichhorst JC. Case
study: fatal poisoning by malathion. Forensic Sci Int 1998; 95: 89-98.

[29] Tarbah FA, Kardel B, Pier S, Temme O, Daldrup T. Acute poisoning with
phosphamidon: determination of dimethyl phosphate (DMP) as a stable
metabolite in a case organophosphate insecticide intoxication. J Anal Toxicol
2004; 28: 198-203.

[30] Kupfermann N, Schmoldt A, Steinhart H. Rapid and sensitive quantitative
analysis of alkyl phosphates in urine after organophosphate poisoning. ] Anal
Toxicol 2004; 28: 242-248.

[31] Liu S, Pleil JD. Human blood and environmental media screening method
for pesticides and polychlorinated biphenyl compounds using liquid extraction
and gas chromatography-mass spectrometry analysis. ] Chromatogr B 2002; 769:
155-167.

[32] Pitarch E, Lopez FJ, Serrano R, Herndndez F. Multiresidue determination of
organophosphorous and organochlorine pesticides in human biological fluids by
capillary gas chromatography. Fresenius ] Anal Chem 2001; 369: 502-509.

[33] Futagami K, Narazaki C, Kataoka Y, Shuto H, Oishi R. Application of high-
performance thin-layer chromatography for the detection of organophosphorus
insecticides in human serum alter acute poisoning. ] Chromatogr B 1997; 704:
369-373.

[34] Oliva J, Barba A, Vela N, Melendreras F, Navarro S. Mutiresidue method for
the rapid determination of organophosphorus insecticides in grapes, must and

wine. ] Chromatogr A 2000; 882: 213-220.

73



[35] Fernandez M, Pic6é Y, Girotti S, Manes J. Analysis of organophosphorus
pesticides in honeybee by liquid chromatography-atmospheric pressure chemical
ionization-mass spectrometry. ] Agric Food Chem 2001; 49: 3540-3547.

[36] Kawata K, Asada T, Oikawa K. Determination of pesticides in compost by
pressurized liquid extraction and gas chromatography-mass spectrometry. ]
Chromatogr A 2005; 1090: 10-15.

[37] Thapar S, Bhushan R, Mathur RP. Simultaneous determination of a mixture
of organophosphorus and carbamate pesticides by high performance liquid
chromatography. Biomed Chromatogr 1994; 8: 153-157.

[38] Thurman EM, Mills MS. Solid-phase extraction: Principles and practice. New
York: John Wiley & Sons, INC; 1998.

[39] Franke JP, de Zeeuw R. Solid-phase extraction procedures in systematic
toxicological analysis. ] Chromatogr B 1998; 713: 51-59.

[40] Liu ], Suzuki O, Kumazawa T, Seno H. Rapid isolation with Sep-Pak Cis
cartridges and wide-bore capillary gas chromatography of organophosphate
pesticides. Forensic Sci Int 1989; 41: 67-72.

[41] Oneto ML, Basack SB, Kesten EM. Total and conjugated urinary
paranitrophenol after an acute parathion ingestion. Sci Justice 1995; 35(3): 207-
211.

[42] Meyer E, Borrey D, Lambert W, Van Peteghem C, Piette M, De Leenheer A.
Analysis of fenthion in postmortem samples by HPLC with diode-array detection
and GC-MS using solid-phase extraction. ] Anal Toxicol 1998; 22: 248-252.

[43] Riley MB, Dumas JA, Gbur EE, Massey JH, Mattice JD, Mersie W, et al.
Pesticide extraction efficiency of two solid phase disk types after shipping. ]
Agric Food Chem 2005; 53 (13): 5079-5083.

[44] Ballesteros E, Parrado M]J. Continuous solid-phase extraction and gas
chromatographic determination of organophosphorus pesticides in natural and

drinking waters. ] Chromatogr A 2004; 1029 (1-2): 267-273.

74



[45] Blasco C, Fernandez M, Pena A, Lino C, Silveira MI, Font G, et al
Assessment of pesticide residues in honey samples from Portugal and Spain. ]
Agric Food Chem 2003; 51 (27): 8132-8138.

[46] Lacorte S, Barcel6 D. Determination of organophosphorus pesticides and
their transformation products in river waters by automated on-line solid-phase
extraction followed by thermospray liquid chromatography-mass spectrometry. ]
Chromatogr A 1995; 712 (1): 103-112.

[47] Lambropoulou D, Sakellarides T, Albanis T. Determination of
organophosphorus insecticides in natural waters using SPE-disks and SPME
followed by GC/FTD and GC/MS. Fresenius ] Anal Chem 2000; 368: 616-623.
[48] Queiroz MEC, Silva SM, Carvalho D, Lancas FM. Comparison between solid-
phase extraction methods for the chromatographic determination of
organophosphorus pesticides in water. ] Environ Sci Health 2001; B36: 517-527.
[49] Abu-Qare AW, Abou-Donia MB. Determination of diazinon, chlorpyrifos,
and their metabolites in rat plasma and urine by high-performance liquid
chromatography. ] Chromatogr Sci 2001; 39: 200-204.

[50] Garcia-Repetto R, Giménez MP, Repetto M. New method for determination
of ten pesticides in human blood. ] AOAC Int 2001; 84(2): 342-349.

[51] Beike J, Ortmann Ch, Meinners Th, Brinkmann B, Koéhler H. LC-MS
determination of oxydemeton-methyl and its main metabolite demeton-s-
methylsulfon in biological specimens-application to a forensic case. ] Anal
Toxicol 2002; 26: 308-312.

[52] Barr DB, Barr JR, Maggio VL, Whitehead RD, Sadowski MA, Whyatt RM, et
al. A multi-analyte method for the quantification of contemporary pesticides in
human serum and plasma using high-resolution mass spectrometry. ]

Chromatogr B 2002; 778: 99-111.

75



[53] Frenzel T, Sochor H, Speer K, Uihlein M. Rapid multimethod for verification
and determination of toxic pesticides in whole blood by means of capillary GC-
MS. J Anal Toxicol 2000; 24: 365-371.

[54] Kojima T, Yashiki M, Ohtani M, Chikasue F, Miyazaki T. Determination of
dimethoate in blood and hemoperfusion cartridge following ingestion of
formothion: a case study. Forensic Sci Int 1990; 48: 79-88.

[65] Pavlic N, Haidekker A, Grubwieser P, Rabl W. Fatal intoxication with
omethoate. Int ] Legal Med 2002; 116: 238-241.

[56] Wong JW, Webster MG, Halverson CA, Hengel MJ, Ngim KK, Ebeler SE.
Multiresidue pesticide analysis in wines by solid-phase extraction and capillary
gas chromatography-mass spectrometric detection with selective ion monitoring.
J Agric Food Chem 2003; 51(5): 1148-1161.

[57] Yokley RA, Shen N, Cheung MW. Determination of two oxy-pyrimidine
metabolites of diazinon by gas chromatography/mass selective detection and
liquid chromatography/electrospray ionization/mass spectrometry/mass
spectrometry. ] AOAC Int 2000; 83(5): 1229-1238.

[58] Molina C, Grasso P, Benfenati E, Barcel6 D. Automated sample preparation
with extraction columns following by liquid chromatography-ionspray mass
spectrometry. Interferences, determination and degradation of polar
organophosphorus pesticides in water samples. ] Chromatogr A 1996; 737: 47-58.
[59] Ingelse BA, van Dam RC]J, Vreeken R], Mol HGJ, Steijger OM. Determination
of polar organophosphorus pesticides in aqueous samples by direct injection
using liquid chromatography-tandem mass spectrometry. ] Chromatogr A 2001;
918: 67-78.

[60] Olsson AO, Baker SE, Nguyen JV, Romanoff LC, Udunka SO, Walker RD, et
al. A liquid chromatography-tandem mass spectrometry multiresidue method for

quantification of specific metabolites of organophosphorus pesticides, synthetic

76



pyrethroids, selected herbicides, and DEET in human urine. Anal Chem 2004;
76(9): 2453-2461.

[61] Morzycka B. Simple method for the determination of trace levels of
pesticides in honeybees wusing matrix solid-phase dispersion and gas
chromatography. ] Chromatogr A 2002; 982: 267-273.

[62] Ferrer C, Gémez M]J, Garcia-Reyes JF, Ferrer I, Thurman EM, Ferndndez-
Alba AR. Determination of pesticide residues in olives and olive oil by matrix
solid-phase dispersion followed by gas chromatography/mass spectrometry and
liquid chromatography/tandem mass spectrometry. ] Chromatogr A 2005; 1069
(2): 183-194.

[63] Albero B, Sanchez-Brunete C, Tadeo JL. Determination of organophosphorus
pesticides in fruit juices by matrix solid-phase dispersion and gas
chromatography. ] Agric Food Chem 2003; 51 (24): 6915-6921.

[64] Di Muccio A, Pelosi P, Camoni I, Barbini A, Dommarco R, Generali T, et al.
Selective, solid-matrix dispersion extraction of organophosphate pesticide
residues from milk. ] Chromatogr A 1996; 754: 497-506.

[65] Torres CM, Picé6 Y, Marin R, Mafies J. Evaluation of organophosphorus
pesticide residues in citrus fruits from the Valencian Community (Spain). ]
AOAC Int 1997; 80: 1122-1128.

[66] Shirey R, The Reporter (Supelco); Volume 16, n° 5; 1997. Pagina 6; Field
sampling for pesticides, using solid phase microextraction/capillary GC.

[67] Application note 143; 1997; Supelco; Field sampling for pesticides, using
solid phase microextraction/capillary GC.

[68] Namera A, Yashiki M, Nagasawa N, Iwasaki Y, Kojima T. Rapid analysis of
malathion in blood using headspace-solid phase microextraction and selected ion
monitoring. Forensic Sci Int 1997; 88: 125-131.

[69] Sng MT, Lee FK, Lakso HA. Solid-phase microextraction of
organophosphorus pesticides from water. ] Chromatogr A 1997; 759: 225-230.

77



[70] Beltran J, Lopez FJ, Cepria O, Herndndez, F. Solid-phase microextraction for
quantitative analysis of organophosphorus pesticides in environmental water
samples. ] Chromatogr A 1998; 808: 257-263.

[71] Application note 94; 1999; Supelco; Solid-phase microextraction of
organophosphate insecticides and analysis by capillary GC/MS.

[72] Musshoff F, Junker H, Madea B. Rapid analysis of paration in biological
samples using headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) and gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS). Clin Chem Lab Med 1999; 37:
639-642.

[73] Simplicio AL, Boas LV. Validation of a solid-phase microextraction method
for the determination of organophosphorus pesticides in fruits and fruit juice. ]
Chromatogr A 1999; 833: 35-42.

[74] Hu R, Hennion B, Urruty L, Montury M. Solid phase microextraction of
pesticide residues from strawberries. Food Addit Contam 1999; 16: 111-117.

[75] Yang KW, Eisert R, Lord H, Pawliszyn J. Determination of pesticides in
foods by automated SPME-GC-MS. In Pawliszyn ]J. Applications of Solid phase
microextraction. Cambridge: Royal Society of Chemistry; 1999, 435-447.

[76] Beltran J, Lopez FJ, Hernandez F. Review: Solid-phase microextraction in
pesticide residue analysis. ] Chromatogr A 2000; 885: 389-404.

[77] Lopez FJ, Pitarch E, Egea S, Beltran ], Hernandez F. Gas chromatographic
determination of organochlorine and organophosphorus pesticides in human
fluids using solid phase microextraction. Anal Chim Acta 2001; 433: 217-226.

[78] Alix A, Collot D, Nénon JP, Anger JP. Measurement of insecticide uptake
and effective fraction in a beneficial insect using solid-phase microextraction.
Anal Chem 2001; 73: 3107-3111.

[79] Lambropoulou DA, Albanis T. Optimization of headspace solid-phase
microextraction conditions for the determination of organophosphorus

insecticides in natural waters. ] Chromatogr A 2001; 922: 243-255.

78



[80] Fernandez M, Padron C, Marconi L, Ghini S, Colombo R, Sabatini AG, et al.
Determination of organophosphorus pesticides in honeybees after solid-phase
microextraction. ] Chromatogr A 2001; 922: 257-265.

[81] Bouaid A, Ramos L, Gonzélez M]J, Fernandez P, Camara C. Solid-phase
microextraction method for the determination of atrazine and four
organophosphorus pesticides in soil samples by gas chromatography. ]
Chromatogr A 2001; 939: 13-21.

[82] Supelco. SPME Applications guide. 34 ed. Bulletin 925 B [documento online]
2001 [consultado en 2002 Feb 2] Disponible  en: URL:
http:/ /www .sigmaaldrich.com/Graphics/Supelco/ objects /8700/8652.pdf

[83] Hernandez F, Pitarch E, Beltrdn ], Lopez FJ]. Headspace solid-phase
microextraction in combination with gas chromatography and tandem mass
spectrometry for the determination of organochlorine and organophosphorus
pesticides in whole human blood. ] Chromatogr B 2002; 769: 65-77.

[84] Lambropoulou DA, Sakkas A, Hela DG, Albanis T. Application of solid-
phase microextraction in the monitoring of priority pesticides in the Kalamas
river (N.W. Greece). ] Chromatogr A 2002; 963: 107-116.

[85] Tomkins BA, Ilgner RH. Determination of atrazine and four
organophosphorus pesticides in ground water using solid-phase microextraction
(SPME) followed by gas chromatography with selected-ion monitoring. ]
Chromatogr A 2002; 972: 183-194.

[86] Zambonin CG, Losito I, Cilenti A, Palmesano F. Solid-phase microextraction
coupled to gas chromatography-mass spectrometry for the study of soil
adsorption coefficients of organophosphorus pesticides. ] Environ Monit 2002;
2002: 477-481.

[87] Lambropoulou DA, Albanis TA. Headspace solid phase microextraction
applied to the analysis of organophosphorus insecticides in strawberry and

cherry juices. ] Agric Food Chem 2002; 50: 3359-3365.

79



[88] Lambropoulou DA, Sakkas VA, Albanis TA. Validation of an SPME method,
using PDMS, PA, PDMS-DVB, and CW-DVB fiber coatings, for analysis of
organophosphorus insecticides in natural waters. Anal Bioanal Chem 2002; 374:
932-941.

[89] Musshoff F, Junker H, Madea B. Simple determination of 22
organophosphorous pesticides in human blood using headspace solid-phase
microextraction and gas chromatography with mass spectrometric detection. ]
Chromatogr Sci 2002; 40: 29-34.

[90] Tsoukali H, Raikos N, Theodoridis G, Psaroulis D. Headspace solid phase
microextraction for the gas chromatographic analysis of methyl-parathion in
post-mortem human samples. Application in a suicide case by intravenous
injection. Forensic Sci Int 2004; 143: 127-132.

[91] Tsoukali H, Theodoridis G, Raikos N, Grigoratou I. Solid phase
micrfoextraction gas chromatographic analysis of organophosphorus pesticides

in biological samples. ] Chromatogr B 2005; 822: 194-200.

80



CAPITULOR#N

MICROEXTRACCAO EM FASE SOLI



CAPITULO III. MICROEXTRACCAO EM FASE SOLIDA

1. Introducao

2. Fundamento Tedrico

3. Modos de Extraccao
Imersdo Directa
Extraccao por Headspace
Extraccao por Membrana

4. Optimizagao do Processo de Extraccao
Revestimento da Fibra
Agitacao da Amostra
Tempo de Extraccao
Tempo de Desorgao
Programa de Temperaturas do GC
Temperatura
Volume de Amostra e de Headspace
pH
Adicao de sais

5. Aplicacdes
Analises Ambientais
Analise de Alimentos
Aplicacdes Farmacéuticas
Aplicacdes Clinicas e Forenses

Outras Aplicacoes

Referéncias Bibliogréficas

83
85
88
88
88
89
90
91
91
92
93
94
94
95
95
96
97
97
97
98
98
98

99



Microextracgido em fase solida

1. INTRODUCAO

A microextraccdo em fase sélida (SPME) é uma técnica de adsor¢do/desorcao
desenvolvida a principios da década de 90 na Universidade de Waterloo
(Ontério, Canadé) por Arthur e Pawliszyn [1, 2], com o objectivo de facilitar a
preparacao da amostra, ja que as técnicas normalmente utilizadas para este fim,
como a extraccdo liquido-liquido e soélido-liquido, apresentam vérios
inconvenientes, como o tempo excessivo de preparacdo e a necessidade de
solventes organicos [3-5].

E uma técnica rdpida e de facil manejo, que ndo necessita de equipamentos
complicados e pode ser usada para concentrar compostos volateis e nao volateis
em amostras liquidas ou gasosas, permitindo obter resultados lineares e
reprodutiveis dentro de um amplo intervalo de concentracdes [3-7]. Além disso, é
perfeitamente acoplavel a cromatografia gasosa com qualquer tipo de detector ou
a sistemas de cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) [3, 5, 7].

Embora inicialmente direccionada para a determinacdo de compostos organicos
no meio ambiente, as suas vantagens nas analises clinicas, forenses e de
alimentos foram sendo postas em evidéncia [1].

A SPME consiste basicamente numa fibra capilar de silica fundida coberta por
uma fase estaciondria (polimero). A fibra estd unida a uma agulha de aco
inoxidavel que permite o seu movimento e a protege durante os processos de

extracgdo e desorcao. Na Figura 6 estéd representado o dispositivo de SPME.
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Figura 6: Suporte manual de SPME e detalhe de uma fibra.

A composigao do revestimento da fibra pode variar, consoante o(s) analito(s) que

se pretende(m) extrair [1, 7, 8], estando disponiveis véarios tipos de fibras

revestidas (Tabela 3):

Tabela 3: Caracteristicas dos diferentes tipos de fibras disponiveis no mercado.

T1Po DE FIBRA ESPESSURA (pm) TEMPERATURA DE TRABALHO (°C)
7

Polidimetilsiloxano (PDMS) 30 200-280
100 220-320

PDMS-Divinilbenzeno 60 HPLC
(PDMS/DVB) 65 200-270
Poliacrilato (PA) 85 220-310
Carboxen™/PDMS (CAR/PDMS) ;2 250-310
Carbowax®/DVB (CW/DVB) o 200-250

CW /Templated resin (CW/TPR) 50 HPLC
DVB/CAR/PDMS 50/30 230-270

84



Microextracgdo em fase solida

2. FUNDAMENTO TEORICO

Tal como se referiu anteriormente, a SPME é uma técnica de adsor¢ao/desorcéo,
na qual os analitos sdao adsorvidos no revestimento de uma fibra e
posteriormente desorvidos no injector de um sistema cromatogréfico.

Esta técnica baseia-se em fundamentos de termodindmica e transferéncia de
massa e, contrariamente a outros métodos de extraccdo, toda a quantidade de
analito extraida é introduzida no sistema cromatografico [1].

O procedimento de extraccdo é simples. Em primeiro lugar deve perfurar-se o
septo do vial onde se encontra a amostra e, com o suporte de SPME dentro do
vial, a fibra é empurrada para o exterior da agulha de aco inoxidavel, colocando-
a em contacto com a amostra ou com o espaco que ha entre a amostra e o septo
(headspace). Os analitos sao entdo adsorvidos no revestimento da fibra e, apds
alcancado o equilibrio de adsorcao, esta é recolhida para o interior da agulha,
sendo o dispositivo retirado de dentro do vial. Finalmente, a agulha é
introduzida no injector do sistema cromatografico, onde ocorre a desorcao
térmica dos analitos, sendo estes libertados na coluna do cromatdgrafo de gases

ou na interface SPME/HPLC (Figura 7).

=

@ L

Figura 7: Etapas do processo de microextrac¢do em fase sélida.
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Os resultados sdo compardveis aos obtidos com outras metodologias. Na SPME,
o equilibrio é estabelecido entre a concentragdo de analito na amostra, no
headspace e no polimero que cobre a fibra [7].

O transporte dos analitos da matriz para o revestimento da fibra inicia-se no
momento em que esta é colocada em contacto com a amostra. Normalmente, a
extracgdo considera-se completa quando a concentracdo de analito atinge o
equilibrio de distribuigdo entre a matriz e o revestimento da fibra. Na prética, a
partir do momento em que o equilibrio é atingido, a quantidade extraida é
constante dentro dos limites do erro experimental, sendo independente de

aumentos adicionais no tempo de extracgdo. As condi¢des de equilibrio podem

ser descritas como:

_ KfsxVf xVsx Cy (1)
T KfsxVf +Vs

Nesta equacdo, n representa a massa de analito extraida pelo revestimento da
fibra;, Co a concentracdo inicial do analito na amostra; K¢ a constante de
distribuicdo entre a fibra e a amostra; Vs o volume da amostra e V¢o volume do
revestimento da fibra.

Esta equagao demonstra que existe uma relagao directamente proporcional entre
a concentracdo inicial de analito na amostra e a quantidade de analito extraida,
sendo esta relagdo a base para a quantificacdo do analito.

A SPME é uma técnica de equilibrio, ndo extraindo exaustivamente os analitos. A
extracgdo completa s6 é conseguida nos casos em que a constante de distribuicao
(Kts) é consideravelmente grande e o volume da amostra (V) bastante pequeno.
Quando o volume de amostra é muito grande (Ki*xVi << V), a equacdo anterior

pode ser simplificada:
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n=KfsxVf xC, (2)

Nesta equacdo a quantidade de analito extraida pela fibra corresponde
directamente a sua concentracdo na matriz, sendo independente do volume da
amostra, o que torna 6bvia a utilidade desta técnica para aplicagdes de campo.
Na préatica, ndo serd necessério definir um volume de amostra a recolher antes da
anélise, ja que a fibra pode ser exposta directamente ao ar, d4gua, etc. Ao eliminar
o procedimento de amostragem, todo o processo analitico pode ser acelerado, e
os erros associados a perda do analito por decomposi¢do ou adsor¢do nas
paredes do vial sdo minimizados.

As duas equagdes referidas anteriormente indicam que a eficiéncia do processo
extractivo é dependente da constante de distribuicdo, sendo este um parametro
caracteristico que descreve as propriedades de um revestimento e a sua
selectividade face a um determinado analito, em detrimento de outras

substancias presentes na matriz.

Até agora temos considerado a SPME como um processo de equilibrio entre duas
fases, mas na realidade trata-se de um equilibrio entre varias fases. Para
simplificar consideram-se apenas trés fases: o revestimento da fibra, o headspace e
uma matriz homogénea. A massa de analito extraida pela fibra pode ser

representada por:

_ KfsxVf xVsx Cq
" KfsxVf + KhsxVh+ Vs

®)

Nesta equacdo, n representa a massa de analito adsorvida pela fibra; Co a sua

concentragdo inicial na amostra; K¢ e Kns sd0 respectivamente as constantes de
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distribuicdo em relacdo a amostra da fibra e do headspace; Vi, Vn e Vs sdo os
volumes da fibra, headspace e amostra respectivamente.

A equacao estabelece que, em condicdes de equilibrio, a quantidade de analito
extraida é independente da localizagao da fibra no sistema, podendo ser colocada
no headspace ou directamente na amostra, desde que os volumes do revestimento

da fibra, do headspace e da amostra se mantenham constantes.

3. MODOS DE EXTRACCAO

Em SPME é possivel extrair de trés modos distintos: por imersao directa (DI-

SPME), por headspace (HS-SPME) e por membrana.

IMERSAO DIRECTA

Neste modo de extraccdo a fibra é posta directamente em contacto com a amostra
e os analitos distribuem-se entre a matriz e a fase extractiva. Para tornar a
extracgdo mais rdpida é frequentemente necessario agitar a amostra, uma vez que
o contacto entre os analitos e o revestimento da fibra é, deste modo, facilitado. E

ideal para a extraccdo de analitos pouco voléteis e matrizes pouco sujas.

EXTRACCAO POR HEADSPACE

Neste tipo de extraccdo, os analitos necessitam de ser volatilizados antes de
serem adsorvidos pelo revestimento da fibra, estando esta em contacto com o
headspace e ndao com a amostra. Deste modo protege-se a fibra de interferentes
pouco volateis e substancias de alto peso molecular (como por exemplo as
proteinas) eventualmente presentes na matriz. E possivel ainda levar a cabo

modificagdes da amostra, como por exemplo no seu pH, sem danificar a fibra,
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prolongando-se assim a sua vida média. Este modo de extraccdo é ideal para
analitos volateis.

A escolha do modo de amostragem tem um impacto muito significativo na
cinética de extraccdo. Quando a fibra se encontra no headspace, os analitos sao
daqui removidos em primeiro lugar, seguindo-se uma extraccao indirecta a partir
da matriz. Deste modo, os analitos voléteis serdo extraidos mais depressa que os
semivolateis, ja que a sua concentragao no headspace sera maior.

A temperatura também tem um efeito importante na cinética do processo, ja que
determina a pressao de vapor dos analitos. De facto, o tempo de equilibrio para
volateis é menor na extraccdo por headspace que por imersao directa quando se
aplicam as mesmas condigdes de agitacdo, o que se deve a dois factores: uma
porcao significativa dos analitos encontra-se no headspace antes da extraccao, e os
coeficientes de difusdo sdo maiores na fase gasosa que no meio liquido. Uma vez
que a concentracdo de semivolateis na fase gasosa é pequena a temperatura
ambiente, as velocidades de transferéncia de massa também serdo mais
pequenas, resultando em tempos de extracgdo mais longos. Estes tempos podem
ser melhorados quer por intermédio de uma agitacdo muito eficiente, quer por

um aumento da temperatura de extracgdo.

EXTRACCAO POR MEMBRANA

N

Similar a imersao directa, diferindo apenas no facto da fibra se encontrar
protegida por uma membrana semipermeével, prolongando assim a sua vida
média. Este tipo de extraccao estd indicado para matrizes sujas nos casos em que
a extracgdo por headspace ndo é possivel (analitos muito pouco volateis).

Além disso, uma membrana feita de material apropriado pode proporcionar um
certo grau de selectividade ao processo extractivo. No entanto, a cinética deste

modo de extracgdo é substancialmente mais lenta que na imersdo directa, uma
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vez que os analitos tém de difundir-se através da membrana antes de chegar ao
revestimento da fibra [1]. A extraccdo pode ser mais rdpida pelo uso de
membranas pouco espessas e temperaturas de extraccao mais elevadas.

Na Figura 8 estdo representados esquematicamente os trés modos de extraccao

descritos anteriormente.

Agulha

B / F‘T \ /Membm

\
]

X

CaSIE =3
Vo

Fibra Amostra Fibra Amostra

Figura 8: Modos de extraccdo: (a) imersdo directa, (b) extracgdo por headspace, (c) extraccdo por
membrana.

4. OPTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACCAO

Para obter uma boa reprodutibilidade e rendimento no processo de SPME, ha
véarios parametros que devem ser optimizados, ja que a extracgdo dos analitos
nunca é completa. Entre estes parametros incluem-se a polaridade, espessura e
tipo de revestimento da fibra, agitagdo da amostra, pH, forca iénica, volume da

amostra e temperatura.
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REVESTIMENTO DA FIBRA

O tipo de revestimento da fibra pode ser escolhido consoante a polaridade do
analito que se pretende extrair. Assim, analitos pouco polares terdo maior
afinidade para revestimentos pouco polares, ao passo que analitos mais polares
serdo adsorvidos preferencialmente por um revestimento polar [9].

A espessura da fase estaciondria determina a sensibilidade do método,
aumentando a quantidade de analito adsorvido com o aumento da espessura. No
entanto, o tempo de extraccao também é afectado por este parametro, sendo as
cinéticas de extraccdo mais lentas a medida que a espessura da fibra aumenta, o
que leva a tempos de extraccdo mais longos. Deste modo, devera ser escolhido o
revestimento mais fino que permita atingir os limites de detecgao pretendidos.
Em geral, compostos volateis necessitam de uma espessura maior no
revestimento da fibra, ao passo que se recomendam menores espessuras para
analitos semivolateis.

Como exemplo de revestimentos temos o PDMS e o CW/DVD, sendo o primeiro
usado para a extraccdo de analitos apolares ou pouco polares e o segundo para

analitos mais polares.

AGITACAO DA AMOSTRA

A eficacia da técnica de agitacdo determina os tempos de equilibrio em amostras
aquosas. A influéncia deste parametro depende do modo de extracgdo. De um
modo geral, a agitacdo da amostra aumentara a quantidade de analito extraida e
reduzird o tempo de extracgdo, principalmente para analitos de maior peso
molecular e com altos coeficientes de difusdao. O uso de ultra-sons promove a

adsorcdo do analito, mas pode aquecer a amostra, o que nao ¢é desejavel para
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analitos sensiveis ao calor. Por outro lado, este aquecimento pode ser ttil para
vaporizar os analitos na extracgdo por headspace.

O tempo de equilibrio para a andlise de amostras gasosas é curto, estando
unicamente limitado pela difusdo dos analitos através da fibra. Uma situacao
similar ocorre quando se analisam compostos muito voléteis por HS-SPME.
Nesta situacdo, a maioria dos analitos encontra-se no headspace, dando lugar a
extracgOes relativamente rapidas, mesmo sem agitacdo. No entanto, na maior
parte dos casos é conveniente agitar o sistema para facilitar o transporte de massa
entre a amostra e a fibra, acelerando a cinética do processo. Contudo, uma

agitacdo inconsistente origina uma pior precisdo, sendo inclusivamente pior que

nao agitar.

TEMPO DE EXTRACCAO

O tempo de extracgdo depende do tamanho dos analitos, do revestimento da
fibra e do tipo de extraccdo utilizado, entre outros factores. Normalmente os
tempos de extracgdo sdo curtos para analitos de pequeno tamanho, quando se
utilizam fibras com revestimento menos espesso, ou ainda quando se usa a
extracgdo por headspace.

Em principio, o objectivo da SPME é alcangar o equilibrio de distribuicdo no
sistema. O tempo de equilibrio é definido como o tempo a partir do qual a
quantidade de analito extraida permanece constante e corresponde, dentro do
erro experimental, a quantidade extraida num tempo de extraccdo infinito [1].
Deverd ter-se cuidado quando se determina o tempo de equilibrio, uma vez que
em alguns casos uma reducdo significativa do declive pode ser erradamente
interpretada como o ponto de equilibrio. Isto assume particular importancia na
SPME por headspace, na qual o aumento rapido da curva de equilibrio, que

corresponde a extracgdo a partir da fase gasosa, é seguido por um aumento muito
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lento relacionado com a transferéncia de analito a partir da amostra para a fibra
através da fase gasosa.

Os tempos de equilibrio em andlises biomédicas podem ser muito longos,
estando descritos alguns métodos nos quais, por razdes praticas, foram
escolhidos tempos de extraccdo consideravelmente menores que o tempo de
equilibrio. Isto é possivel porque a SPME é um método quantitativo para
qualquer tempo de extraccdo, podendo obter-se suficiente sensibilidade antes de
atingir o tempo de equilibrio [9].

No entanto, no caso de se utilizar um tempo de extraccdo mais curto que o tempo
de equilibrio, este deverd ser cuidadosamente controlado, ja que pequenas

alteracdes poderdo conduzir a grandes erros experimentais [1].

TEMPO DE DESORCAO

O tempo de desorcdo é determinado pela temperatura do injector e pela
velocidade de fluxo a volta da fibra. Os tempos tedricos de desor¢ao sao muito
curtos, uma vez que o coeficiente de difusdo dos analitos no revestimento
aumenta e a constante de distribuicdo gas/fibra decresce rapidamente com o
aumento da temperatura. Para velocidades de fluxo maiores, a temperatura do
injector podera ser reduzida substancialmente, uma vez que a particdo dos
analitos na fase gasosa nao necessita de ser total para que estes sejam rapida e
exaustivamente removidos do revestimento.

O tempo de desorcao devera ser o mais curto possivel e os eventuais efeitos de
arrastamento de analito de uma analise para outra (carry-over) devem ser
excluidos. O tempo ideal de desorcdo deve ser obtido experimentalmente,
usando-se como temperatura do injector a maior possivel, desde que nao
danifique o revestimento da fibra. Apés a introducdo da agulha no injector, a

exposicdo da fibra devera ser feita rapidamente, para evitar que a desorcao
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ocorra dentro da agulha, o que poderia levar a que os picos saissem dobrados.
Para além do analito, também devera ser considerado o carry-over de
constituintes da matriz, ja que pode haver acumulacdo de interferentes no
revestimento que, se ndo forem notados, podem conduzir a erros na

determinacgao [9].

PROGRAMA DE TEMPERATURAS DO GC

O programa de temperaturas do GC é determinado pela necessidade de
condensacdo dos analitos a cabega da coluna, para evitar o alargamento de picos
provocado pela injeccao muito lenta, consequéncia do longo tempo de desorcéo.
Assim, comega normalmente a uma temperatura consideravelmente menor que a
temperatura de desorcdo, devendo ser suficientemente baixa para promover a

condensacao dos analitos.

TEMPERATURA

Este parametro tem um efeito significativo, tanto na selectividade e sensibilidade
como na cinética de extraccdo. Ao aumentar a temperatura, aumenta também a
velocidade de extracgdo, mas a constante de distribuicdo entre a fibra e a amostra
serd mais pequena, originando uma perda de sensibilidade.

Do ponto de vista cinético, um aumento na temperatura de extracgdo produz um
aumento dos coeficientes de difusdo e uma diminuicdo das constantes de
distribuicdo, conduzindo a um tempo de equilibrio mais curto. Assim, os tempos

de extraccdo serdo mais curtos, mas a sensibilidade no equilibrio sera menor.
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VOLUME DE AMOSTRA E DE HEADSPACE

A sensibilidade do método é proporcional a quantidade de analito extraido da
amostra. Como ja referimos anteriormente, para a extraccdo por imersao directa
(Equagao 1), a medida que o volume de amostra aumenta, aumenta também a
quantidade de analito extraida. Para volumes de amostra suficientemente
elevados, a quantidade de analito extraida dependerd exclusivamente da
constante de distribuicdo, do volume da fibra e da concentragado inicial, sendo
independente do volume de amostra (Equagao 2).

Os compostos muito volateis concentram-se preferencialmente no headspace,
dando lugar a uma perda substancial da sensibilidade quando o volume deste é
grande.

Deste modo, para aumentar a sensibilidade do método, o volume do headspace

deveréa ser minimo, tanto na DI-SPME como na HS-SPME.

O pH da amostra afecta o equilibrio de dissociacdo em meio aquoso, sendo a
extraccdo mais eficaz quando os analitos estdao na forma nao dissociada. Por
exemplo, uma diminuicdo de pH resulta num aumento da concentracdo da
espécie neutra dos compostos acidos presentes na amostra, aumentando deste
modo a quantidade extraida pela fibra. A mesma situacdo ocorre para os
compostos bésicos quando se aumenta o pH. Para que todo o analito se encontre
na forma neutra, o pH deverd estar ajustado pelo menos duas unidades abaixo
do seu pKa no caso de analitos acidos, e pelo menos duas unidades acima do pKa
para analitos basicos. A optimizacdlo do pH deve ser verificada
experimentalmente, ja que a adi¢do de um tampao a amostra modifica a matriz, o

que resulta em alteragdes da constante de distribuicdo. Na pratica é muito dificil
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levar a cabo alteragdes no pH quando se usa o modo de imersado directa, uma vez
que o revestimento da fibra é danificado a valores de pH muito baixos ou muito
altos. No entanto, na extraccdo por headspace nao ha qualquer inconveniente em
recorrer a modificagdio deste pardmetro para conseguir um aumento da
sensibilidade da técnica.

Em casos de determinagdes afectadas pelo pH, as amostras deverdao ser

tamponizadas para conseguir uma boa reprodutibilidade.

ADICAOQO DE SAIS

A adicdo de sais pode produzir uma alteracdo nos coeficientes de particao,
levando muitas vezes a um aumento da quantidade de analito extraida. No
entanto, a adicdo de sais conduz por vezes a uma diminui¢do na quantidade
extraida quando os analitos se encontram na forma dissociada, ja que o
coeficiente de actividade das espécies i6nicas aumenta com o aumento da forca
i6nica da amostra, diminuindo assim o coeficiente de particdo. Deste modo, é
importante os analitos estarem na sua forma neutra antes da extracgdo.

No caso de analitos neutros e polares, o aumento da forca iénica diminui a sua
solubilidade, pelo que a quantidade de analito extraida aumenta. Os analitos
neutros e apolares ndo sdo afectados.

A adicao de sais é frequentemente utilizada para aumentar a concentracdo de
compostos polares no headspace, melhorando a sua extraccao [1, 3, 7].

Um dos objectivos da adicdo de sais a amostra é a compensacao da variabilidade

da concentragao de sal [9].
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5. APLICACOES

Apesar de se tratar de uma técnica bastante recente, sdo muitos os trabalhos
publicados na literatura cientifica nos tltimos anos. O maior ntimero encontra-se
no campo das andlises do meio ambiente, apesar das aplica¢Oes clinicas e andlise
de alimentos estarem em crescimento. Outro campo importante de aplicagdo é no
sector dos aromas e fragrancias.

Referem-se de seguida alguns exemplos de possiveis usos desta técnica.

ANALISES AMBIENTAIS

A SPME tem sido aplicada na extraccdo de compostos organicos a partir de
diversas matrizes, incluindo amostras de dgua, ar, solos e sedimentos [10, 11]. A
maior parte dos trabalhos refere-se a extraccdo de compostos organicos volateis
(VOCGs) [1, 12, 13]. No entanto, esta técnica foi também aplicada a determinacdo
de outro tipo de contaminantes, como pesticidas [14-16], fendis [17],
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), bifenilos policlorados (PCBs)

[18, 19], compostos nitroaromaéticos e organometalicos [10].

ANALISE DE ALIMENTOS

Esta técnica também é utilizada na determinacido de contaminantes em alimentos
[20, 21], para determinar a composicao de alimentos e bebidas [10, 22, 23], e na

analise de aromas e sabores [24-26].
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APLICACOES FARMACEUTICAS

No campo das anélises farmacéuticas, a SPME é utilizada para determinar

volateis [27], fragrancias e componentes de cosméticos [28-30].

APLICACOES CLINICAS E FORENSES

Esta técnica utiliza-se para a determinacdo de drogas de abuso, como
anfetaminas, ecstasy [11, 31-33], metadona [34, 35], canabindides [36, 37] e
cocaina e metabolitos [38-40] em distintos fluidos bioldgicos. Além disso, é
também possivel determinar anestésicos [11, 41], antidepressivos [11, 42],
benzodiazepinas [43], barbittricos [44], fenotiazinas [45], bloqueadores f-
adrenérgicos [46], etanol [4, 47], hormonas [48], diluentes [49], pesticidas [11, 50]
e estricnina [51].

Outro campo de interesse é na andlise de explosivos [3, 52].

OUTRAS APLICACOES

Estao também publicados trabalhos acerca da determinagdo de 6leos essenciais

[10] e de constituintes do tabaco [53, 54].
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Justificacion y Objetivos

Aunque las intoxicaciones por pesticidas organofosforados no constituyen un
problema sanitario de primera magnitud si se comparan con las que se producen
con otras sustancias quimicas, existen importantes motivos que justifican la
necesidad de disponer de una metodologia clara y precisa para su deteccion y
determinacion. Por una parte resulta razonable considerar que cualquier Servicio
de Toxicologia que pretenda ofrecer cobertura analitica en los &mbitos clinico y
médico-legal, debe de disponer de este tipo de metodologia para hacer frente a
posibles casos en los que se requiera evaluar el grado de implicacién de este tipo
de compuestos en ambas casuisticas.

Por otra parte, las propias caracteristicas fisico-quimicas de estos compuestos
constituyen un serio problema cuando se trata de determinar sus niveles o
identificarlos en los medios biolégicos; asi son sustancias apolares, de estructuras
complejas y variables y metabolismo poco conocido hasta el momento. Los
procesos de extraccion en medios biolégicos requieren pasos relevantes de
purificacién que hacen atin mas complejo su proceso analitico.

Todas estas consideraciones previas nos han llevado a plantear una hipétesis de
trabajo encaminada a evaluar distintas posibilidades en relacién a la metodologia
analitica. En primer lugar, nos planteamos abordar un grupo significativo de
agentes de uso habitual en el &mbito agricola y con importantes repercusiones
clinicas y médico-legales. De forma simultdnea, nos hemos propuesto disefiar
procesos de extraccion novedosos que no han sido previamente aplicados a este
grupo de moléculas, y validar la metodologia analitica propuesta de acuerdo con
criterios estandarizados internacionalmente aceptados.

Se han elegido cuidadosamente los compuestos a estudiar, tanto en lo que se
refiere al tipo de compuestos como al ntmero, seleccionando como
representativos del grupo aquellos mas frecuentemente implicados en las

intoxicaciones en nuestro medio.
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El proceso de microextraccion en fase solida, que ha sido descrito en la
introduccién, ha sido el elegido por las ventajas que, a priori, se le suponian para
ser aplicado a este tipo de compuestos. Se ha procedido a la evaluaciéon de
determinados parametros, tales como el tipo de revestimiento, presencia o
ausencia de sales, temperaturas y tiempos de adsorcién/desorcion, etc., que han
sido adecuadamente estudiados y optimizados para su implementacion en la
rutina del analisis toxicolégico.

Finalmente se han separado los ocho compuestos por métodos cromatograficos y
se han identificado mediante la aplicaciéon de la Espectrometria de Masas,
sistema de deteccion que no deja lugar a dudas en relacion a la naturaleza del
compuesto.

Por ultimo se han determinado los niveles de pesticidas en los medios biol6gicos
maés comtnmente utilizados en los Laboratorios de Toxicologia, que son sangre y
orina, aplicando los sistemas de validacién internacionalmente aceptados, y que
constituyen un modelo imprescindible a seguir e implementar en los laboratorios
modernos de Toxicologfa.

Todas y cada una de estas etapas han constituido el eje central en torno al cual se
ha desarrollado el trabajo que se presenta, y que ha sido desarrollado en su
mayor parte en el Servicio de Toxicologia Forense de la Delegaciéon de Coimbra
del INML, institucién que posee una amplia experiencia en el anélisis de este tipo

de compuestos por su elevada casuistica.
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Parte Experimental

1. INSTRUMENTACION

1.1. SISTEMA CROMATOGRAFICO

Se ha utilizado un cromatégrafo de gases Hewlett Packard HP 6890 series GC
system equipado con un inyector automatico HP 7683 y una columna capilar de
silice fundida Ultra 2 (5% de fenilmetilsiloxano) de dimensiones 12m x 0,25um x

0,25mm d.i.

1.2. SISTEMA DE DETECCION

El sistema de deteccién empleado fue un detector de espectrometria de masas HP

5973, operando en modo de impacto electrénico.

1.3. INSTRUMENTACION GENERAL

0 Dispositivo manual de microextraccién en fase sélida modelo 5-7330 y fibras
con cubierta de polidimetilsiloxano (100 pum de espesor) vy
carbowax™/ divinilbenzeno (65 pm de espesor), Supelco.

0 Balanza analitica digital 92SM-202, Precisa.

0 Vortéx MR 2002, Heidolph.

0 Medidor de pH HI 8424, HANNA instruments.

0 Bloque térmico Thermobloc, Falc.

0 Bafio de ultrasonidos Sonorex super RK-510H, Bandelin.

0 Sistema de purificacion de agua Milli-Q, Millipore.

0 Placa de agitacion magnética

0 DPipetas automaticas, Gilson y Eppendorf.

0 Cémara frigorifica.
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0 Camara de congelacion.

0 Campana de extraccion.

2. MATERIAL, DISOLVENTES, REACTIVOS Y SUSTANCIAS PATRON

2.1. MATERIAL DE LABORATORIO

0 Tubos de vidrio de 1 mL y respectivas cadpsulas, Waters®.

0 Matraces aforados de 1, 2, 5, 10 y 100 mL.

0 Vasos de precipitados.

0 Botes de cristal boricado ambar de 7 y 12 mL para almacenamiento de
disoluciones patrén.

0 Agitador magnético de 5 mm de longitud.

2.2. DISOLVENTES

0 Agua Milli-Q.

0 Metanol LiChrosolv®, Merck.

0 Acetonitrilo LiChrosolv® Gradient grade, Merck.
0 Acido perclérico 70-72% para analisis, Merck.
2.3. REACTIVOS

0 Fosfato monopotasico (KH2PO4), Merck.

0 Fosfato disodico di-hidratado (NaxHPO. . 2H>0), Merck.
0 Cloruro sédico (NaCl), Merck.
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2.4. SUSTANCIAS PATRON

0 Azinfos metil Pestanal®, Riedel-de Haén.

0 Clorpirifos Pestanal®, Riedel-de Haén.

0 Clorfenvinfos (mezcla racémica Z + E) Pestanal®, Riedel-de Haén.
0 Diazinén, Ciba-Geigy.

0 Dimetoato Pestanal®, Riedel-de Haén.

o Etil paration (paration) Pestanal®, Riedel-de Haén.

0 Paraoxon, Sigma Chemica Co.

0 Quinalfos Pestanal®, Riedel-de Haén.

o Etioén, Polyscience Corp.

Esta ultima sustancia fue escogida como patrén interno, por ser un
organofosforado no comercializado en Portugal y del que no existen
intoxicaciones documentadas en los ultimos 8 afios. Ademas, posee buen
comportamiento cromatografico y no interfiere con los otros pesticidas ni con las

matrices empleadas.

3. MATRICES BIOLOGICAS

La sangre y la orina fueron las matrices biolégicas elegidas para el desarrollo y
validacion de la metodologia analitica. En el caso de las muestras de sangre
blanco, se utilizaron bolsas procedentes del Instituto Portugués do Sangue,
preservadas con una solucién citrato fosfato dextrosa (1:7) y almacenadas a 4 °C.

Las muestras de orina blanco fueron obtenidas de sujetos voluntarios sanos.
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4. DISOLUCIONES

4.1. PREPARACION DE DISOLUCIONES PATRON

Las disoluciones patrén de los pesticidas de estudio se prepararon por dilucién
de la sustancia pura en metanol de la siguiente manera:

Para matraces aforados de 5 mL fueron pesados 5 mg de cada uno de los
pesticidas, afiadiendo a continuacién metanol hasta obtener un volumen final de
5 mL. Se obtuvieron asi las disoluciones madre de 1 mg/mL que fueron
almacenadas a -20 °C y protegidas de la luz.

A partir de estas disoluciones fueron elaboradas diluciones sucesivas con
metanol para obtener las soluciones de trabajo a 100, 10,1y 0,1 pg/mL.

Todas estas diluciones fueron protegidas da luz y almacenadas a 4° C.

4.2. OTRAS DISOLUCIONES

TAMPON FOSFATO1/15 M

Se han preparado dos disoluciones [1]:

Disoluciéon A - Se pesaron 0,9073 g de KH>PO,4 enrasando con agua Milli-Q hasta
un volumen de 100 mL en matraz aforado.

Disoluciéon B - Se pesaron 1,187 g de Na,HPO4.2H>O enrasando con agua Milli-Q
hasta un volumen de 100 mL en matraz aforado.

Esta segunda disolucién fue utilizada para ajustar el pH de la primera a

diferentes valores (5-8).
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CLORURO SODICO A 15% (M/V)

Se pesaron 15 g de NaCl, disueltos con agua Milli-Q, enrasando hasta 100 mL en

un matraz aforado.

5. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

El programa de temperaturas del cromatégrafo se inici6 a 100 °C durante dos
minutos, seguido de una primera rampa de temperaturas de 10 °C/minuto hasta
200 °C y una segunda rampa de 24 °C/minuto hasta alcanzar 270 °C
manteniendo esta temperatura durante dos minutos, siendo el tiempo total de
17,92 minutos.

La temperatura del inyector fue de 240 °C y se trabajé en modo splitless. Como
gas portador fue utilizado el helio, a un flujo constante de 1 mL/minuto.

En cuanto al detector de masas (MS), las temperaturas de la linea de
transferencia, fuente de iones y quadrupolo fueron respectivamente de 280, 230 y
150 °C. La corriente del filamento fue de 300 pA con una energia de 70 eV.

El andlisis se realiz6 tanto en modalidad SIM (Selective Ion Monitoring) como

SCAN.

5.1. IDENTIFICACION DE LAS SUSTANCIAS

La identificacién de las sustancias se realiz6 en base al tiempo de retencién y
respectivo espectro de masas. Estos pardmetros fueron obtenidos tras una

inyeccion de soluciones metandlicas de cada unos de los pesticidas de estudio en

el cromatégrafo (Figuras 9 a 17), en modo SCAN (rango 50-550 m/z).
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Figura 9: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de dimetoato.
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Figura 10: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de diazinén.

12400
1300
1z00
1200
12000
00 |
=00
700

soo!

aco!
=00
200!

100!

TIC: patronparacs.

23 33

vz >

[Abindance

Scan

100

[ ‘
T

"
‘\
pa

584 (11.203 min): PARAOX.D

20 Tﬂ 275

139
T T

L‘w
T

Ty
e 80 100

T
120 140 160 180 200 220 240 260

10oo

EE=reySy

Figura 11: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de paraoxon.
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Figura 12: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de paration.
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Figura 13: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de clorpirifos.
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Figura 14: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de quinalfos.
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Figura 15: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de clorfenvinfos.
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Figura 16: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de etién.
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Figura 17: Cromatograma, estructura y espectro de masas de la molécula de azinfos metil.
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El analisis cuantitativo se realizé en modalidad SIM vy los iones escogidos junto
con los tiempos de retencion de cada pesticida se encuentran descritos en la Tabla

4.

Tabla 4. Descripcién de los iones seleccionados y tiempos de retencion para cada uno de los
pesticidas de estudio.

TIEMPOS DE RETENCION
SUSTANCIA IONES SELECCIONADOS (#11/z)

(MINUTOS)
Dimetoato 87, 93; 125 9,05
Diazinén 137;179; 199 9.97
Paraoxon 109; 149; 275 11,10
Clorpirifos 97; 125, 197 11,79
Paration 109; 139; 186 11,80
Clorfenvinfos 267; 81; 109 12,65
Quinalfos 146; 118; 157 12,68
Etion 231; 125; 153 14,47
Azinfos metil 160; 132, 105 15,76

* Los iones cuantificadores aparecen en negrita.

Con este programa de temperaturas de horno, se consiguié una buena separacion
cromatografica (Figuras 18 y 19), a pesar de que no se logro separar el clorpirifos
del paration ni el clorfenvinfos del quinalfos. Sin embargo, estos pesticidas no
tienen iones comunes entre ellos, por lo que este hecho no ha constituido un

problema.
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Figuras 18 y 19: Cromatogramas en modo SIM de los iones utilizados para

cuantificacién de cada uno de los ocho pesticidas (1ng) incluyendo el patrén interno.
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6. PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION

6.1. APLICACION DE LA SPME A MUESTRAS DE SANGRE

En un tubo de vidrio de 1 mL se pipetearon 100 pL de sangre a los que se
afiadieron 10 pL de patrén interno (etion) de concentracion 100 pg/mL y agua
Milli-Q hasta completar un volumen final de 1mL. Después de agitar
vigorosamente la muestra en vortex durante 30 segundos, el dispositivo de SPME
fue introducido en el tubo, poniendo la fibra en contacto con la muestra (SPME
en modalidad de inmersién directa). Tras 60 minutos de extraccién a 60 °C, la
fibra fue recogida y lavada durante 2 segundos con agua desionizada para su
posterior desorcion en el inyector del cromatégrafo de gases a 240 °C durante 1

minuto.

6.2. APLICACION DE LA SPME A MUESTRAS DE ORINA

La preparacion de la muestra de orina fue similar a la de sangre. En un tubo de
vidrio de 1 mL se pipetearon 100 uL de sangre a los que se afiadieron 10 pL de
patrén interno (etion) de concentracion 100 pg/mL y se adicioné agua Milli-Q
hasta completar un volumen final de ImL. Después de agitar vigorosamente la
muestra en vortex durante 30 segundos, el dispositivo de SPME fue introducido
en el tubo, poniendo la fibra en contacto con la muestra. Tras 60 minutos de
extraccion a 90 °C, la fibra fue recogida y llevada al inyector del cromatégrafo de

gases a 240 °C durante 1 minuto para su desorcién (Figura 20).
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inyeccién

inyector

Figura 20: Esquema del procedimiento de extraccién

7. OPTIMIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Tal y como comentamos en el capitulo anterior, la microextraccion en fase sélida
es una técnica de extraccion no exhaustiva, es decir, se trata de un proceso de
equilibrio entre la matriz y la cubierta de la fibra [2]. Asi pues, es necesario
optimizar varios pardmetros para que la recuperacion del método (normalmente
inferior a la obtenida por LLE 6 SPE) sea la maxima posible. La optimizacién de
los distintos parametros estudiados, que se describen a continuacién, fue llevada
a cabo, por triplicado, para cada pesticida (por separado) en cada una de las

matrices analizadas.

TIPOS DE FIBRA

Para la realizacién de este trabajo, se evaluaron dos tipos de fibra con diferente

revestimiento: una mas general, de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pm de
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espesor y otra especifica para analitos volatiles, de carbowax™/divinilbenzeno
(CW/DVB) de 65 pm de espesor.

Antes de proceder a la extracciéon, ambas fibras fueron acondicionadas en el
inyector del cromatégrafo durante 30 minutos, segtn las recomendaciones del
fabricante. Asi la fibra de PDMS fue acondicionada a 250 °C y la de CW/DVB a
220 °C.

Posteriormente muestras de 100 uL de sangre y orina, previamente adicionadas
de 1 ug de cada uno de los pesticidas de estudio, fueron extraidas con ambas
fibras durante 40 minutos. Transcurrido este tiempo, se procedi6 a la desorciéon
de las mismas durante 3 minutos.

Finalmente las areas obtenidas con cada una de las fibras fueron comparadas vy,
como se puede observar en las Figuras 21 y 22, con la fibra de CW/DVB fue

posible extraer una cantidad mayor de analito, por lo que fue ésta la fibra de
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Figura 21: Superposicién de los cromatogramas obtenidos con cada una de las fibras en una
muestra de orina que contiene 1 pg/mL de cada uno de los pesticidas: A (dimetoato); B
(diazinon); C (clorpirifos); D (paratién); E (clorfenvinfos); F (quinalfos); G (etion) y H (azinfos
metil). En el caso del paratiéon/clorpirifos y clorfenvinfos/quinalfos, como tienen los mismos
TR, se muestra la superposicion de los iones cuantificadores.
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Figura 22: Superposicién de los cromatogramas obtenidos con cada una de las fibras en una
muestra de sangre que contiene 1 pg/mL de cada uno de los pesticidas: A (dimetoato); B
(diazinén); C (clorpirifos); D (paratién); E (clorfenvinfos); F (quinalfos); G (etiéon), H (azinfos
metil) e I (paraoxon). En el caso del paratiéon/ clorpirifos y clorfenvinfos/quinalfos, como tienen
los mismos TR, se muestra la superposicién de los iones cuantificadores.
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VOLUMEN DE MUESTRA

La sangre es una matriz compleja compuesta por sustancias, como acidos grasos
o proteinas, capaces de disminuir la vida media de las fibras o de competir con el
analito por las mismas, pudiendo disminuir la cantidad extraida por éstas. Por
ello, fue necesario optimizar el volumen de muestra empleado de la siguiente
manera: 1 pg de cada pesticida fue adicionado a diferentes volimenes de sangre
(1000, 500, 100 pL), enrasando posteriormente hasta 1 mL con agua Milli-Q. Tras
40 minutos de extraccién la fibra fue desorbida durante 3 minutos en el inyector
del GC. Esta operacion fue realizada por triplicado (n=3) para cada uno de los
voltimenes ensayados.

Con los volumenes de 1000 y 500 pL de sangre no se obtuvo sefial cromatografica
de los pesticidas, por lo que el volumen de muestra utilizado para continuar el
trabajo fue de 100 puL, ya que éste si que permitié obtener una buena sefial.

En el caso de la muestra de orina, se procedi6 de igual manera que con sangre, se
realizaron diferentes extracciones (n=3) de cada pesticida a 1 pg en distintos
voltimenes de orina (1000, 500 y 100 uL). Como se pude observar en la Figura 23,
apenas hubo diferencia respecto a la cantidad extraida de pesticida frente al
volumen de muestra empleado, por lo que también se optdé por escoger el
volumen de 100 uL como volumen de trabajo, ya que al estar la fibra en menor

contacto con los componentes de la matriz, permitird aumentar su vida media.
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Figura 23: Influencia del volumen de orina sobre la cantidad extraida de
pesticida (4reas).

PRECIPITACION DE PROTEINAS

Paralelamente al estudio del volumen de sangre, se intenté hacer una
precipitacion previa de proteinas antes de la extraccion. Para ello se adicioné un 1
mL de &cido perclérico IM a 1 mL de sangre que contenia 1 pg de cada pesticida,
se agit6 la muestra en vortex durante 3 minutos, y se centrifugé a 3000 rpm
durante 5 minutos, se decant6 el sobrenadante y se procedi6 a la neutralizacién
con tampoén fosfato 1/15 M hasta un pH 7.

Finalmente la fibra fue sumergida en la muestra durante 40 minutos y desorbida
3 minutos en el inyector de cromatdgrafo. Tal y como se puede observar en las
Figuras 24 y 25, que muestran la extraccion del dimetoato con y sin precipitacion
de proteinas, podemos concluir que esta precipitacion ademds de hacer mas

complicada y tediosa la extraccion, hace que se pierda el propio dimetoato.
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Figura 24: Extraccién de 1 pg de dimetoato y etion tras precipitacién de
proteinas con 4cido perclérico.
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Figura 25: Extraccion de 1 pg de dimetoato y etién sin precipitacion de

proteinas.

Ademéds del acido perclérico, se emplearon otros métodos de precipitacion de
proteinas: con ultrasonidos (manteniendo la muestra durante 15 minutos) y con
acetonitrilo (adicién de 500 pL a 1 mL de sangre), sin obtener buenos resultados

en ningan caso.
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TIEMPO DE EXTRACCION

Este es uno de los parametros clave en la SPME, ya que como hemos dicho
anteriormente la microextraccion es una técnica basada en el equilibrio. Para
determinar el efecto del tiempo de extraccidon respecto a la cantidad extraida
(representada como &rea de pico), se expuso la fibra a 10 tiempos diferentes (1, 5,
10, 15, 25, 35, 40, 60, 90, 180 minutos) en muestras de sangre y orina (100 pL) que
contenian 1 png de cada pesticida. Al final de cada extracciéon la fibra fue

desorbida en el inyector del GC por un periodo de 3 minutos (Figuras 26 y 27).
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\% 200000 —>—Clorpirifos
—#— Azinfos metil
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Figura 26: Cantidad extraida de cada analito en sangre frente al tiempo de

extraccion.
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Figura 27: Cantidad extraida de cada analito en orina frente al tiempo de
extraccion.
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Como se puede observar, en ambos casos después de 3h de extraccion no se llegé
a alcanzar el tiempo de equilibrio, a excepcién del dimetoato que a partir de 40
minutos la cantidad extraida apenas variaba con el aumento del tiempo. Por
tanto, se opt6 por una solucién de compromiso, que sin prolongar demasiado el
tiempo de extraccion permitiese obtener una buena sensibilidad cromatografica,

y este tiempo fue de 60 minutos.

TIEMPO DE DESORCION Y TEMPERATURA DEL GC

El objetivo de la optimizacion de este parametro es la desorciéon completa del
analito adsorbido en la fibra en el menor tiempo posible, con el fin de aumentar
la sensibilidad del método y evitar simultaneamente los efectos carry-over [3].
Para determinar este tiempo, después de 60 minutos de inmersién de la fibra en
una muestra de sangre y orina que contenia 1 ug de cada pesticida de estudio, se
procedi6 a su desorciéon en el inyector del cromatégrafo (220 y 240 °C) durante
diferentes tiempos, concretamente 1, 2, 3, 4 y 6 minutos. Las areas de cada
pesticida fueron comparadas para cada tiempo y cada temperatura, obteniendo
los mejores resultados con 1 minuto de desorcion a 240 °C.

Para comprobar la inexistencia de efectos de carry-over, la fibra fue sumergida de
nuevo durante 60 minutos en sangre y orina, pero esta vez conteniendo 100 pg de
cada pesticida. Transcurrido este tiempo fue sometida a un primer proceso de
desorciéon durante 1 minuto a 240 °C. Finalizado el cromatograma, la fibra fue de
nuevo desorbida durante 1 minuto a la misma temperatura, y se comprob6 que

no existian restos de pesticidas de la extraccién anterior en la fibra.
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TEMPERATURA

Como hemos dicho en el capitulo de Microextraccién en fase sdlida, un aumento
en la temperatura de extraccion ocasiona un aumento en la velocidad de
extraccion, originado tiempos de extraccion mas cortos ya que se alcanza antes el
equilibrio.

Pese a que en nuestro caso, no se alcanzé un tiempo de equilibrio y que el
pardmetro de la temperatura es més importante en la SPME por headspace que
por inmersién directa, decidimos experimentar diferentes temperaturas tanto en
sangre como en orina.

Asi para las muestras de sangre (que contenian 1 pg de cada pesticida), se
ensayaron temperaturas de 25, 40, 50 y 60 °C con la ayuda de un bafio térmico.
Temperaturas superiores a 60 °C provocaban la coagulacion de la muestra.

Con la muestra de orina, se procedié de la misma manera, pero alcanzando
temperaturas superiores en este caso, concretamente las temperaturas ensayadas
fueron 25, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 °C.

El procedimiento de extraccion fue similar a los apartados anteriores, y después
de 60 minutos de extraccioén, la fibra fue desorbida a 240 °C durante 1 minuto.
Como se puede comprobar en las siguientes Figuras, los mejores resultados se
consiguieron a 60 °C en sangre y a 90 °C en orina. En ambos casos, comprobamos
que la cantidad extraida de cada pesticida era superior a la obtenida a 25°C

durante 180 minutos de extraccion.
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Figura 28: Influencia de la temperatura sobre a la cantidad de analito extraida

en sangre.
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Figura 29: Influencia de la temperatura sobre a la cantidad de analito extraida
en orina.

Con las temperaturas ya optimizadas, se repiti6 el estudio del tiempo de
inmersién para comprobar si se alcanzaba un tiempo de equilibrio de extraccién,
observando nuevamente que en el caso de los pesticidas organofosforados y con

nuestras condiciones de trabajo no se alcanzaba el equilibrio.

AGITACION DE LA MUESTRA

La agitacion de la muestra es un pardmetro importante, ya que permite reducir el

tiempo de equilibrio y mejorar la precision y exactitud de los resultados [4].
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Para evaluar la influencia de la agitacion de la muestra frente a la eficiencia de la
extraccién, se compararon muestras de sangre y orina que contenian cantidades
de 2,5 ng de cada pesticida con y sin agitacién durante los 60 minutos que dura el
proceso de extraccion.

Se comprobé que la agitacion no originaba mejoras significativas en el
rendimiento de extraccién, por lo que se opté por no agitar la muestra, ya que
ademads de hacer més complicado y laborioso el proceso de extraccion, el sistema

de agitacion no se encontraba acoplado con el bafio térmico.
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Figura 30: Superposicion de los cromatogramas obtenidos con y sin agitacién durante
la extraccién de 2,5 ug de dimetoato en sangre.
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Figura 31: Superposicion de los cromatogramas obtenidos con y sin agitacién durante
la extraccién de 2,5 pg de dimetoato en orina.
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En los cromatogramas superiores podemos observar que la agitacion de la
muestra en el caso de la extraccién del dimetoato tanto en orina como en sangre,
no conduce a mejoras significativas en la cantidad de analito extraida.

Se muestra tnicamente el dimetoato, al ser el que posee menor sefal

cromatografica en ambas matrices.

MODIFICACION DE PH Y ADICION DE SALES

La modificacion de pH y la adicion de sales son dos pardmetros que sirven para
mejorar la extraccién de analitos orgénicos a partir de matrices acuosas [3]. El pH
de la muestra es crucial en la SPME, sobre todo en el modo headspace ya que
permite minimizar la solubilidad del analito en la muestra. Ademas, trabajando a
pH basico, las sustancias béasicas son mejor extraidas, y sucede lo contrario con
las &cidas [5].

En nuestro caso, el efecto del pH sobre la extraccién se observd a través de
diluciones de muestras de sangre y orina (que contenian 1 pg de cada pesticida)
con tampon fosfato 1/15 M a diferentes pH (5-8).

Como se observa en la Figura 32, la modificacion de pH apenas afect6 a la

extraccion de los pesticidas en sangre.
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Figura 32: Efecto del pH sobre la cantidad de pesticida extraida (areas) en sangre.
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En el caso de la muestra de orina, la modificacion de pH originé resultados mas

dispares (Figura 33).
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Figura 33: Efecto del pH sobre la cantidad de pesticida extraida (areas) en orina.

Sin embargo, si se comparan estos resultados con las diluciones hechas con agua
Milli-Q, con estas dltimas se obtuvo un mayor rendimiento de extraccion,
posiblemente debido a un aumento de la concentracién de sales, procedentes del
tampon fosfato [6].

Hay que recordar que este tipo de fibra, carbowax ™/dvb, no debe ser utilizada
a valores de pH superiores a 9 e inferiores a 2, y que en ningtn caso, deben
emplearse &cidos minerales o hidréxidos de sales para ajustar el pH de la
muestra [4].

La adicién de sales a la muestra puede aumentar o disminuir la cantidad de
analito extraida, dependiendo del analito y de la concentracion de sal
Generalmente este efecto aumenta con el aumento de la polaridad del
compuesto. La saturaciéon con sal puede ser empleada no solo para disminuir los
LODs, sino también para normalizar la variacién de las concentraciones de sal en
las matrices [2].

El efecto de la fuerza idénica sobre la eficacia de la extraccion fue evaluada
observando la cantidad de analito extraida frente a aumentos en la cantidad de

cloruro sédico en la solucién de agua utilizada para diluir la muestra. Se
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ensayaron diferentes cantidades de NaCl (%): 0; 0,375; 0,75; 1,5 y 3, 5 y 10. En
ambas muestras (sangre y orina), se observé una disminucion en la cantidad
extraida con el aumento de la concentracion de sales en la muestra (Figuras 34 y
35), lo que corrobora los resultados obtenidos con el pH.

A la vista de los resultados obtenidos para la continuacién de este trabajo, no se

modificé el pH ni se adicion6 sales durante el procedimiento de extraccion.
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Figura 34: Influencia de la fuerza iénica sobre la cantidad de pesticida extraida en

sangre.
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Figura 35: Influencia de la fuerza idnica sobre la cantidad de pesticida extraida en orina.
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TRATAMIENTO DE LAS FIBRAS TRAS LA EXTRACCION

Como la muestra de sangre es una matriz compleja, con alto contenido de acidos
grasos y proteinas entre otros componentes, se pens6 que un lavado intermedio
de la fibra entre la extraccién y la desorcién podria contribuir a la eliminacién de
estos componentes no deseables. Se ensayaron diferentes lavados con varias
soluciones metandlicas (10, 20 y 50 %) y con agua Milli-Q durante 10 segundos,
observandose que el lavado con agua Milli-Q originaba una menor pérdida del
analito. Aun asi, este tiempo de lavado resulté ser excesivo, ya que se perdian
cantidades considerables de analito, por lo que se opté por sumergir la fibra el
menor tiempo posible y rdpidamente retirarla de la solucién de lavado. Este paso
de lavado, permite prolongar la semivida de las fibras, ya que impide la
formacion de una capa de proteinas coaguladas en su superficie, al ser expuestas
a la elevada temperatura del inyector, fenémeno que se conoce como “protein

burden” [7].

8. VIDA MEDIA DE LAS FIBRAS

A medida que el nimero de inyecciones aumenta, la capacidad de extracciéon de
las fibras disminuye. Sin embargo, este efecto es contrarrestado por el patrén
interno, manteniéndose asi la reproducibilidad. Las fibras utilizadas en este
trabajo tuvieron una vida media de al menos 90 inyecciones reproducibles, tanto
en sangre como orina. La excepcién fue la determinacion de dimetoato en sangre
que, por alguna razén que desconocemos, a partir de las 20 a 25 inyecciones, la

cantidad de patrén interno extraida se reducia aproximadamente a la mitad.
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9. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La fiabilidad de los resultados analiticos es de crucial importancia en toxicologia
forense y clinica, ya que constituye un prerrequisito para la interpretacion
correcta de los resultados toxicologicos [8]. La validacion de un método
bioanalitico incluye todos los procedimientos necesarios para demostrar su
fiabilidad y reproducibilidad para el fin para el que se propone, es decir, la
cuantificacién de uno o varios analitos en una determinada matriz biolégica [9].

Existen varias normas internacionalmente aceptadas para la validaciéon de
métodos analiticos y en nuestro caso se siguieron los criterios de la Food and Drug
Administration (FDA) y de la International Conference on Harmonisation (ICH) [9,

10]. De acuerdo con dichos criterios los pardmetros estudiados fueron:

0 Selectividad

0 Curva de calibracion

0 DPrecisién y exactitud

0 Limites de deteccién y cuantificacion
0 Recuperacion

0 Dilucién de las muestras

o0 Estabilidad

SELECTIVIDAD

Selectividad (especificidad) es la capacidad de un método analitico de distinguir
y determinar inequivocamente los analitos en presencia de otros componentes
que eventualmente puedan estar presentes en la muestra. Estos componentes
pueden incluir metabolitos, impurezas, otras sustancias, constituyentes de la

matriz etc. Existen varios métodos para determinar la selectividad [8].
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Una manera de establecer la selectividad de un método es demostrar la ausencia
de respuesta cromatografica de una matriz blanca. Habitualmente para calcular
este parametro son analizadas 6 muestras blanco de diferente procedencia,
aunque para Dadgar et al. deben ser analizadas de 10 a 20 muestras [11]. Los
cromatogramas obtenidos para estas muestras seran cuidadosamente analizados
a lo largo de las ventanas de deteccién que comprendan los tiempos de retencién
de los analitos de interés [12].

La selectividad de un método destinado a la cuantificacién de més de un analito
debe ser evaluada para cada uno de los analitos, con el fin de asegurar la
ausencia de interferencias [9].

En nuestro caso para comprobar la selectividad de los métodos propuestos
fueron analizadas 10 muestras blanco de sangre y orina de distinta procedencia,
en las que se comprobd que no existian interferencias en los tiempos de retencion

e iones seleccionados de los analitos de estudio (Figuras 36-44).
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Abundance
1o 146,00 (145,70 to 146.70: BLANCO OFINAD
1o THS 60 (145 70 10 115, 103] BLANGS SATGRE D )
340 lon 146,08 (A5, 76 10 LA6 70y EET ABILIDAD o 1o I AZS BAN. . )
Tor L4608 (146,70 16 14670y ESTABILISAD Gory O PLAZOD ¢
azo
200 P EERE AR R AR
ee]  emaasd e A e B e
280 " >
260 Quinalfos
240 s
220 o
200 \
120
160: 9]
140:; =
120 so
100
o o P T A NS ™ s ™ £
o
0 = — Blanco sangre
20 .
° — Blanco orina
766 &bo  5b 1000 1160 12160 1200 14100 1500 1666 1700
e — QUIN (0,25ng/mL) sangre
— QUIN (0,25pg/mL) orina
Abundance
lon 221.00 230,70 to 221.70). BLANGD ORINA D
lon S22 00 (930.76 10 21 70). BLANGS SANGRE D )
1o 221,63 (530776 16 231, 763 EETABILIDAD Gort & PLAZC BAN... )
lon 231,00 (930,76 16 23170y ESTABILIDAD G0 PLAZO.B ¢
40000
oo Etion |
20000 o
25000 e
20000 ==
15000 o
10000 oo
oo T R T T S S T R TR S TS
— Blanco sangre
o T T T T T T T T T T T
766 Bob | 566 1060 1160 1200 1360 1400 1560 1600 1700 :
Time—= Blanco orina
— ET (1 pg/mL) sangre
ET (1pg/mL) orina
Abundance

lon 160.00 (159.70 to 160.70): BLANCOORINA2.D
7500: lon 160.00 (159.70 to 160.70): BLANCO SANGRE.D (*)
7000 lon 160.00 (159.70 to 160.70): DVB SANRGE. (*)

lon 160.00 (159.70 to 160.70): FIBRA CWDVB.D (*)
6500
cono PV
c500 Azinfos metil 1or 160,00 169,70 10 169,70 BLANCOORINAZ.D

coo] TSR R RS Tes,
co00 o IR QRS S IS BB SR D,
4500 — Blanco sangre o
4000 — Blanco orina A
3500 =s0]
2000 — AZMe (10 ug/mL) sangre o)
2500 AZMe (10pg/mL) orina =00
2000 =01
200]
1500 ol
1000:
e Ee W Ew e e iSw i
500: Time—-=

Oy T T T T T f T T T T T
13.80 14.00 14.20 14.40 14.60 14.80 15.00 15.20 15.40 15.60 15.80 16.00
Time-->

Figuras 36-44: Superposicién de cromatogramas (iones cuantificadores) de muestras a las que
se afiadieron diferentes concentraciones de cada pesticida con muestras blanco.
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Asimismo se estudié la selectividad del método desarrollado en presencia de
otras sustancias cuya probabilidad de aparecer en muestras reales es
considerable o que comparten algunos iones con los pesticidas de estudio. Estas
sustancias fueron: cafeina, fentién, forato, azinfos etil, clobazam, cipermetrina,
demeton-s-metil, diclorvos, malatién y metil paratiéon. Para ello cantidades
elevadas de estos compuestos fueron adicionadas a muestras de sangre y orina
que contenian pequefias cantidades de cada uno de los analitos. No se

observaron interferencias entre estos compuestos y los pesticidas de estudio.

CURVA DE CALIBRACION

La curva de calibracion se define como la relaciéon que existe entre la respuesta
del instrumento y las concentraciones conocidas de analito. Para cada analito ha
de ser calculada una curva de calibracién y debe ser preparada en la misma
matriz que la del estudio previsto, por adiciéon de concentraciones conocidas de
analito. El nimero de puntos de calibracién con los que construir la curva debe
de ser suficiente para definir de forma adecuada la relacién concentracion-
respuesta, y en general, deben ser elegidos en funcion del rango de
concentraciones que se espere estudiar.

En todo caso, para la construcciéon de una curva de calibraciéon deben incluirse
una muestra blanco, una muestra tnicamente con patrén interno (muestra cero)
y como minimo 5 concentraciones distribuidas por todo el rango estudiado.

El modelo de calibracion elegido debera ser el mdas simple que describa
adecuadamente la relacion concentracién-respuesta. Si esto no es posible, la
utilizacién de una ecuacion de regresion compleja o la seleccion de un factor de

ponderacion tendra que justificarse.
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En el desarrollo de una curva de calibraciéon deben verificarse las siguientes
condiciones:
0 Una desviacion de la concentracion tedrica (bias) + 20% para el punto
de calibracion mas bajo de la curva (limite inferior de cuantificaciéon -
LLOQ).

0 Una desviaciéon de £ 15% para los restantes puntos [9].

Siendo el bias, también denominado error medio relativo:

. _ (mediade las concentrad onesmedidas—valor tedrico)
bias = = %100
valor tedrico

A pesar de que la determinacién de pesticidas organofosforados en sangre y
orina por microextraccion en fase solida haya sido optimizada para ocho
compuestos, Unicamente se hizo la validacion para los tres que mas
frecuentemente se encuentran asociados a intoxicaciones forenses en Portugal.
Estos pesticidas son el quinalfos, el paration y el dimetoato.

Las curvas de calibracion fueron elaboradas a partir de muestras de sangre y
orina blanco a las que se afiadieron cantidades crecientes de cada uno de los
pesticidas (7 réplicas para cada concentraciéon), dentro de los rangos estudiados:
0,05-50 y 0,01-50 pg/mL para el quinalfos y paration en sangre y orina
respectivamente y 0,5-50 y 0,1-40 pg/mL para el dimetoato en sangre y orina
respectivamente. Estos rangos de concentraciones fueron escogidos en funcion de
las concentraciones normalmente asociadas a intoxicaciones mortales. Como se
refleja en las Tablas 5-7 no se obtuvo linealidad en la totalidad del rango
estudiado, sino que las curvas de calibracién tuvieron que ser divididas en dos
intervalos de linealidad. En todos los casos los coeficientes de correlaciéon
obtenidos fueron de 0,9923 o superiores para la sangre y de 0,9931 o superiores

para orina.
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Tabla 5. Resultados de la validacién de la linealidad del quinalfos siguiendo el método empleado.

QUINALFOS (n=7)

COEFICIENTE .,
MATRIZ DE CONCENTRACIONES DE . ECUACION DE LA COEFICIENTE’ DE
ESTUDIO DE ESTUDIO V ARIACION Bias (%) RECTA CORRELACION
(ug/mL) (%) (y= ax+b) (R?)

0,05 0,15 -16,01
0,10 2,04 -9,15
0,25 18,47 2,17 y=0,0912x+0,0091 0,9993
0,50 12,01 -7,97 (0,05-5,00 ug/mL)
1,00 7,44 8,65
2,50 7,07 -2,80

SANGRE 5,00 12,61 -0,68
10,0 9,30 0,16 y=0,1224x-0,1654
15,0 9,69 -1,85 (5,00-50,0 pg/mL) 0,9999
25,0 10,02 -0,34
35,0 10,32 0,82
50,0 12,99 -0,18
0,01 1,69 16,29
0,02 8,22 -3,86 _
0,05 13,09 216 y=0,0236x-0,0001 0,9998
0,10 5,19 -5,58 (0,01-0,50 ug/mL)
0,25 6,17 -1,28
0,50 3,76 0,13
1,00 5,44 2,87

ORINA 2,50 2,51 -3,80

5,00 4,12 -1,35
10,0 7,62 0,06
15,0 5,22 -1,07 y=0,0318x-0,0057 999
20,0 6,60 094 | 050,500 ug/ml) 0,9991
25,0 6,86 -1,37
30,0 5,75 2,89
35,0 7,18 2,79
40,0 1,68 -2,05
50,0 3,08 -0,46
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Tabla 6. Resultados de la validacién de la linealidad del paration siguiendo el método empleado.

PARATION (n=7)

COEFICIENTE 5
T B CONCENTRACIONES DE . ECUACION DE LA COEFICIENTE’ DE
ESTUDIO DE ESTUDIO Variacion | BAS (%) RECTA CORRELACION
(ng/mL) (%) (y= ax+b) (R?)

0,05 9,24 -9,79
0,10 6,25 18,30
0.25 9.45 308 | Y=0.0507x+0,001 0,999
0,50 6,16 -4,52 (0,05-5,00 pg/mL) ’
1,00 11,55 0,55
2,50 14,16 0,87

SANGRE 5,00 10,85 -0,20
10,0 5,46 6,33 | y=0,0898x-0,1825 0,982
25,0 8,22 5,26 4
35,0 12,26 018 | ©00500me/mb)
50,0 8,27 -0,94
0,01 5,68 541
0,02 4,24 -18,71
0,05 3,31 6,58 y=0,0180x+7E-0,5 0.9954
0,10 3,35 -3,36 ’
0,25 5,71 7,75 (011,00 kg/mb)
0,50 5,66 -0,32

ORINA 0,80 10,64 -6,64
1,00 3,01 0,57
2,50 3,73 -6,71
5,00 6,07 -4,58
10,0 438 5,83 y=0,0264x-0,079 0,9980
15,0 6,01 1,17 (1,00-50,0 pg/mL)
25,0 5,72 2,80
40,0 5,58 -4,11
50,0 7,53 1,89
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Tabla 7. Resultados de la validacién de la linealidad del dimetoato siguiendo el método empleado.

DIMETOATO (n=7)

COEFICIENTE )
CONCENTRACIONES ECUACION DE LA COEFICIENTE DE
MATRIZ DE DE )
DE ESTUDIO ) Bias (%) RECTA CORRELACION
ESTUDIO VARIACION
(ug/mL) (%) (y= ax+b) (r2)
0,50 12,91 -11,43
1,00 4,87 0,01 y=0,0043x+0,002 0.999%
2,50 6,86 4,86 ,
0,50-10,0 L
5,00 9,45 1,48 ( hg/mL)
SANGRE 10,0 13,38 0,12
150 500 5,26 0,0043x-0,0027
= 7 X- 7
25,0 5,86 -8,28 y 0,9923
35,0 0,87 4,17 (10,0-50,0 pg/mL)
50,0 11,52 -0,26
0,10 10,50 10,54
0,25 0,94 -2,69 y=0,0046x+4E-0,5 0.9994
0,50 4,37 -2,08 ’
0,10-1,00 L
0,80 14,49 -0,64 ( hg/mL)
o 1,00 0,49 0,68
RINA 2,50 7,68 7,18
5,00 6,94 -9,64
10,0 1,76 -14,00 y=0,0052x-0,001 0.9957
15,0 8,66 13,08 ’
25,0 4,56 0,56 (1,00-40.0 pg/mL)
35,0 8,39 -2,25
40,0 4,81 0,60

Es necesario destacar dos aspectos importantes en el caso del dimetoato, por una

parte no se consiguié disminuir el punto més bajo de la curva de calibracién en

sangre, y esto es debido a que el dimetoato posee la peor sefial cromatografica de

todos los pesticidas estudiados.

Por otro lado, la curva de calibraciéon en orina, fue construida a temperatura

ambiente y no a 90 °C como sucedi6 con el resto de los pesticidas, ya que a esa

temperatura los valores obtenidos tras la extraccion para cada nivel de

concentracién eran muy variables.
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PRECISION Y EXACTITUD

La precision de un método analitico describe la proximidad de las medidas
individuales de analito cuando el procedimiento es aplicado repetidamente a
multiples alicuotas de un mismo volumen homogéneo de una matriz [8-10].
Puede subdividirse en: precision intradia o repetibilidad que expresa la
precision durante el procesamiento de una secuencia analitica en un corto
periodo de tiempo, y precision interdia o reproducibilidad que refleja la
precision en el tiempo, y puede implicar a diferentes analistas, equipos, reactivos
e, incluso, laboratorios [9].

La precision se debe medir usando un minimo de cinco determinaciones por cada
concentracion, aplicadas a su vez a tres niveles de concentracion dentro del rango
de la curva de calibracion.

Segun los criterios de validacion por nosotros adoptados, la precisiéon calculada
para cada nivel de concentracién no debe exceder el 15% de coeficiente de

variacion (CV) excepto para el LLOQ, donde no debe exceder el 20% del CV.

La exactitud de un método analitico describe la proximidad entre los resultados
de la concentracion medida por el método analitico con respecto al valor
verdadero o tedrico (concentracion) del analito. La exactitud se determina
mediante el analisis de replicados de las muestras que contienen cantidades
conocidas de analito [9]. Debe ser calculada utilizando un minimo de cinco
determinaciones por cada concentraciéon, siendo tres el minimo de
concentraciones dentro de la gama de concentraciones prevista.

La exactitud calculada para cada nivel de concentraciéon debe de estar dentro del
intervalo de £15% con respecto al valor real, a excepciéon del LLOQ, donde no

debe de superar el 20%.
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Para el calculo de los valores de precision y exactitud de nuestros métodos, se
efectuaron mediciones en el mismo dia (ensayos intradia) y en dias diferentes
(ensayos interdia). Los valores obtenidos para la precision se expresaron como

coeficiente de variacion y los valores de exactitud como bias.

0 ENSAYOSINTRADIA

Para el célculo de los parametros intradia se escogieron entre 5 y 6 niveles de
concentracién, y para cada nivel seleccionado se realizé el andlisis por
sextuplicado. Como se observa en las Tablas 8-10, tanto la precisién como la
exactitud intradia para sangre y orina se situaron dentro de los valores

considerados como aceptables.

Tabla 8. Resultados del estudio de la precisién intradia y exactitud del quinalfos.

QUINALFOS - ENSAYOS INTRADIA (n=6)
MATRIZ DE CONCENTRACION | CONCENTRACION PRECISION EXACTITUD
ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) | MEDIDA (ug/mL) (CV %) (BIAS %)
0,25 0,25 9,13 2,01
2,50 2,54 4,22 1,63
SANGRE 10,0 10,47 8,33 473
25,0 23,46 7,86 -6,17
50,0 53,35 5,63 6,70
0,05 0,04 13,09 -14,61
ORINA 0,50 0,54 3,06 8,61
2,50 2,35 4,02 -6,01
10,0 9,51 2,92 -4,86
25,0 24,73 3,05 -1,09
50,0 51,43 1,55 2,85
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Tabla 9. Resultados del estudio de la precisién intradia y exactitud del paratién.

PARATION - ENSAYOS INTRADIA (n=6)
MATRIZ DE CONCENTRACION | CONCENTRACION PRECISION EXACTITUD
ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) | MEDIDA (ug/mL) (CV %) (BIAS %)
0,25 0,25 1,75 1,87
2,50 2,32 1,82 -7,27
SANGRE 10,0 9,65 2,98 -3,50
25,0 26,80 3,20 7,20
50,0 52,08 1,04 4,17
0,05 0,05 3,31 6,58
ORINA 0,10 0,09 3,35 -3,36
0,50 0,50 4,65 -0,33
2,50 2,43 1,78 -6,21
10,0 10,05 3,97 4,86
50,0 51,91 6,02 3,82

Tabla 10. Resultados del estudio de la precisién intradia y exactitud del dimetoato.

DIMETOATO - ENSAYOS INTRADIA (n=6)
MATRIZ DE CONCENTRACION | CONCENTRACION PRECISION EXAcCTITUD
ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) | MEDIDA (ug/mL) (CV %) (BIAS %)
0,50 0,51 7,25 2,74
5,00 4,70 5,89 -5,93
SANGRE 10,0 10,64 6,45 6,49
25,0 21,70 5,77 -13,28
50,0 49,87 11,52 -0,26
0,10 0,11 7,99 8,76
0,50 0,49 11,08 -1,78
ORINA 2,50 2,64 6,24 5,54
10,0 8,86 5,30 -11,43
40,0 40,09 3,48 0,22

0 ENSAYOS INTERDIA

En este caso se mantuvieron los mismos niveles de concentracién que para el
calculo de los parametros intradia, y cada nivel de concentracion también se
analiz6 por sextuplicado. Los ensayos se efectuaron entre los 2 y los 10 meses por

diferentes analistas. Los valores de precisién fueron inferiores a 14% al igual que

152




Parte Experimental

la exactitud que fue inferior a 15% para todos los pesticidas, siendo ambos

considerados como valores aceptables segiin los criterios anteriormente citados

(Tablas 11-13).

Tabla 11. Resultados del estudio de la precisién interdia y exactitud del quinalfos.

QUINALFOS - ENSAYOS INTERDIA (n=6)
MATRIZ DE CONCENTRACION | CONCENTRACION PRECISION EXACTITUD
ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) | MEDIDA (ug/mL) (CV %) (BIAS %)
0,25 0,27 9,67 10,52
2,50 2,36 8,60 -5,53
SANGRE 10,0 9,56 7,89 4,41
25,0 27,10 2,28 8,39
50,0 45,09 6,67 -9,82
0,05 0,05 4,68 1,10
ORINA 0,50 0,53 8,69 6,67
2,50 2,33 5,48 -6,66
10,0 9,78 2,15 -2,21
25,0 24,41 5,77 -2,35
50,0 50,08 3,54 0,17

Tabla 12. Resultados del estudio de la precision interdia y exactitud del paration.

PARATION - ENSAYOS INTERDIA (n=6)
MATRIZ DE CONCENTRACION | CONCENTRACION PRECISION EXACTITUD
ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) | MEDIDA (ug/mL) (CV %) (BIAS %)
0,25 0,26 1,21 2,41
2,50 2,42 5,67 -3,33
SANGRE 10,0 9,08 4,69 9,16
25,0 27,89 6,34 11,59
50,0 46,26 5,03 -7,47
0,05 0,04 12,60 -9,36
ORINA 0,10 0,09 9,79 -8,20
0,50 0,54 6,91 7,82
2,50 2,43 2,96 -2,65
10,0 9,97 5,94 -0,28
50,0 47,92 6,60 -4,15
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Tabla 13. Resultados del estudio de la precisién interdia y exactitud del dimetoato.

DIMETOATO - ENSAYOS INTERDIA (n=6) ‘
MATRIZ DE CONCENTRACION | CONCENTRACION PRECISION EXACTITUD

ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) | MEDIDA (ug/mL) (CV %) (BIAS %)
0,50 0,47 9,97 -6,36
5,00 5,10 8,01 2,09
SANGRE 10,0 9,53 12,55 -4,66
25,0 28,20 8,68 12,81
50,0 57,26 13,32 14,53
0,10 0,11 6,81 9,78
0,50 0,53 12,44 7,56
ORINA 2,50 2,66 4,36 6,39
10,0 9,31 9,13 -6,91
40,0 40,99 10,13 2,47

LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

El limite inferior de cuantificacion (LLOQ) se define como la menor cantidad de
analito en la muestra que puede ser cuantificada con precisiéon y exactitud.
Existen varias formas de calcular este pardmetro, en nuestro caso se considero el
LLOQ como aquel que cumple las siguientes condiciones [9]:
0 La respuesta del analito en el LLOQ debe de ser por lo menos 5 veces
superior a la respuesta del blanco.
0 El pico del analito (respuesta) debe de ser identificable, discreto, y
reproducible con una precision del 20% y una exactitud comprendida

entre 80 y 120%.

De acuerdo con la ICH [10], el limite de deteccién (LOD) se define como la menor
cantidad de analito en la muestra que puede ser detectada pero no
necesariamente cuantificada. Consideramos como LOD la menor concentracion

de analito que alcanza un valor superior a tres veces la relacion sefal/ruido. Fue
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calculada de forma empirica mediante el andlisis de concentraciones decrecientes
de analito en la muestra.

En la Tabla 14 se detallan ambos pardmetros relativos a las muestras de sangre y

orina para cada pesticida.

Tabla 14. Resultados de los LOD y LLOQ de los ocho pesticidas de estudio.

COMPUESTO BRGS0l LOD (ng/mL) | LLOQ (ng/mL)
ESTUDIO n=7 N
QUINALFOS SANGRE 10 50
ORINA ) 10
. SANGRE 75 =
PARATION
ORINA 3 10
DIMETOATO SANGRE 200 =00
ORINA 50 100
CLORFENVINFOS! SANGRE 4
ORINA 3
DIAZINON SANGRE 1
ORINA )
PARAOXON SANGRE 50
ORINA —
CLORPIRIFOS SANGRE 100
ORINA 3
AZINFOS METIL SANGRE 250
ORINA 30

Estos limites de deteccion y cuantificacion obtenidos son aparentemente
elevados, pero hay que tener en cuenta que la cantidad de muestra utilizada en
este trabajo fue tnicamente de 100 puL. De este modo, ambas metodologias se
revelaron suficientemente sensibles para la determinaciéon de pesticidas
organofosforados en muestras reales de sangre y orina.

También es necesario recordar que el estudio efectuado en los cinco ultimos

pesticidas representados en la Tabla 14 fue a nivel cualitativo y no cuantitativo.

! Los limites de deteccion se refieren al isdmero Z, que es e més activo fisiol 6gicamente [13, 14].

155



Parte Experimental

En el caso del paraoxon, como hemos dicho anteriormente no se efectué el
estudio en orina ya que este metabolito se transforma rapidamente en p-

nitrofenol [15].

RECUPERACION

La recuperacion o rendimiento de extraccion de un analito es la relacién
porcentual entre la respuesta del detector obtenida a partir de una cantidad de
analito afladido y posteriormente extraido de la matriz biol6gica, en comparacién
con la respuesta de ese mismo detector para la concentraciéon verdadera de la
sustancia estdndar pura. La recuperaciéon informa de la eficacia de la extraccion
de un método analitico dentro de unos limites de variabilidad. La recuperacién
del analito no necesita ser del 100%, pero si debe ser constante, precisa y
reproducible [9].

Algunos autores consideran que la recuperacion no es un parametro esencial en
la validacion de un método analitico, si la precisiéon, exactitud, LLOQ y
especialmente el LOD son adecuados [8].

Para determinar la recuperacion de los métodos descritos, se analizaron tres
concentraciones diferentes (una baja, una media y una alta) por sextuplicado, y
las areas de los picos obtenidos tras la extraccion fueron comparadas con las
obtenidas por inyeccion de 1 pL de las soluciones metandlicas (de una
concentracion 50 veces inferior) de cada uno de los pesticidas. Dado que la
cantidad de cada uno de los pesticidas presente en las disoluciones metanélicas
era 50 veces mas baja que la teéricamente extraida por la fibra (si la recuperacién
del analito fuese del 100%), fue necesario multiplicar las areas de las disoluciones
metanolicas por dicho factor. De esta forma, la recuperacion se calcul6 segin la

siguiente formula:
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Area dd pico obtenido por SPME

Recuperacion = — - - — — x
Area dd pico dela disolucién metandlica x 50

100

En todos los casos el rendimiento de extracciéon fue aceptable (Tablas 15-17)
teniendo en cuenta que con SPME los valores de recuperacién son normalmente
mucho mas bajos que empleando otras técnicas de extraccion [2]. No obstante, el
hecho de que en esta técnica toda la cantidad de analito extraida es inyectada en

el cromatégrafo hace que compense esta baja recuperacion.

Tabla 15. Estudio de la recuperacién del quinalfos en sangre y orina.

QUINALFOS (n=6)

MATRIZ DE CONCENTRACION RECUPERACION S.D.*
ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) (%) e
0,50 14,13 0,99

SANGRE 5,00 16,90 0,40
25,0 12,45 1,21

0,50 27,70 5,46

ORINA 5,00 26,62 1,92
25,0 24,47 2,42

*S.D. (desviacién estandar)

Tabla 16. Estudio de la recuperacién del paration en sangre y orina.

PARATION (n=6)
MATRIZ DE CONCENTRACION RECUPERACION S.D
ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) (Y0) o
0,50 6,69 2,02
SANGRE 5,00 6,60 1,26
25,0 6,45 0,40
0,50 45,64 4,45
ORINA 5,00 37,62 6,12
25,0 21,93 0,79
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Tabla 17. Estudio de la recuperacién del dimetoato en sangre y orina.

DIMETOATO (n=6)
MATRIZ DE CONCENTRACION RECUPERACION S.D
ESTUDIO ANADIDA (ug/mL) (Y0) e
0,50 0,67 0,09
SANGRE 5,00 0,57 0,19
25,0 0,25 0,08
0,50 2,47 0,14
ORINA 5,00 0,89 0,02
25,0 0,38 0,02

EFECTO DE LA DILUCION DE LA MUESTRA

En ocasiones, durante la realizacion de un andlisis toxicologico en muestras
reales que llegan al laboratorio, se obtienen resultados que estan por encima del
rango de la curva de calibracién establecida. En estos casos debe efectuarse una
diluciéon de la muestra y volver a repetir el andlisis [9, 16]. También es frecuente
que la cantidad de muestra enviada para efectuar el anélisis sea inferior a la
establecida por nuestro procedimiento de validaciéon. En estos casos, es necesario
completarla con la misma matriz biolégica exenta de analito, hasta el volumen
exacto descrito en nuestro procedimiento. Este factor es especialmente
importante cuando se trabaja con SPME, ya que los volimenes finales deben de
ser constantes [3].

Para validar este parametro, se hicieron varias réplicas de muestras que fueron
diluidas con la misma matriz biolégica exenta de analito, utilizando diferentes
factores de dilucion (%2, %4, 1/10). Se escogieron concentraciones superiores al
rango de la curva de calibraciéon, de forma a que una vez efectuada la dilucién,
éstas entraran dentro del rango de linealidad, y asi se demostrase la exactitud de

la dilucion. No se estudiaron factores de dilucién superiores a 1/10, ya que en
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este caso el volumen de muestra a utilizar seria de 10 pL, y volimenes inferiores

a éste son dificiles de medir con precision (Tabla 18).

Tabla 18. Factores de dilucién de la muestra analizados.

FACTOR DE DILUCION
MUESTRA (POF; 100 pg/mL)
1/2 1/4 1/10
VOLUMEN DE MUESTRA (nL) 50 25 10
VOLUMEN DE MATRIZ BLANCO (L) 50 75 90

También fueron realizadas varias réplicas de muestras que, una vez diluidas,
tenian una concentraciéon de analito préxima al LLOQ, pero no inferior. En este
caso el volumen parcial de muestra se incrementé con la adicciéon de matriz
blanca y se procedi6 a su andlisis de la forma habitual.

Los valores de precision y exactitud obtenidos para el dimetoato, paration y
quinalfos en muestras de sangre y orina, tras ser multiplicados por el factor de
dilucién correspondiente, fueron inferiores a 13% (CV), siendo considerados

como aceptables [11].

ESTABILIDAD

La estabilidad de una sustancia en un fluido biolégico esta en funcion de las
condiciones de almacenamiento, de las propiedades de la sustancia en cuestion,
de la matriz en que se encuentra, y del tipo de envase. Los procedimientos de
control de la estabilidad deben evaluar:
0 La estabilidad del analito durante la recogida de la muestra y
manipulacién.
0 Tras largos periodos de almacenamiento (congelacién a la temperatura
prevista de almacenamiento).

0 Tras periodos cortos a la temperatura de trabajo en el laboratorio.
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0 Estabilidad a ciclos de congelacién-descongelacion.

Para todas las determinaciones de estabilidad se deberia utilizar una serie de
muestras preparadas a partir de soluciones recientes de analito en la matriz
biol6égica carente de los propios analitos. Las soluciones estandar del analito
deben estar preparadas en un solvente apropiado y a una concentracién conocida

[9, 17].

0 ESTABILIDAD DE LAS SOLUCIONES ESTANDAR

Tal como referimos, las soluciones madre fueron guardadas a -20 °C y en
ausencia de luz. Bajo estas condiciones se mantuvieron estables durante al menos

seis meses.

0 ESTABILIDAD DE LOS ANALITOS EN MUESTRAS PROCESADAS

La estabilidad de los analitos en muestras procesadas fue estudiada en dos
niveles de concentraciéon para cada matriz (0,25 y 10 pg/mL, excepto el
dimetoato en sangre, cuya concentracién mas baja fue de 1 ug/mL). Para eso, tras
la extracciéon de las muestras durante 60 minutos, sélo se desorbié la fibra
transcurridos intervalos de tiempo variables (5, 10, 15, 20 y 30 minutos), y se
compararon con muestras analizadas inmediatamente tras la extracciéon. Los
analitos se mantuvieron estables en la cubierta de la fibra por lo menos durante

30 minutos para ambas matrices.
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0 ESTABILIDAD DE LOS ANALITOS TRAS PERIODOS CORTOS A LA TEMPERATURA

DE TRABAJO EN EL LABORATORIO

La estabilidad de los analitos a la temperatura de trabajo en el laboratorio fue
evaluada a dos niveles de concentracion (0,25 y 10 ng/mL; excepto el dimetoato
en sangre, cuya concentracién mas baja fue de 1 ng/mL). Para ello las muestras
de sangre y orina adicionadas de los pesticidas (a excepcion del patrén interno)
fueron dejadas a la temperatura de trabajo en el laboratorio durante 24 horas.
Transcurrido este intervalo de tiempo, fueron analizadas normalmente, y los
resultados obtenidos se compararon con los de las muestras preparadas y
analizadas en el mismo dia. Las concentraciones de los pesticidas no se desviaron

maés de 15% de la concentracién verdadera.

0 ESTABILIDAD A CICLOS DE CONGELACION-DESCONGELACION.

La estabilidad de los analitos a ciclos de congelacién-descongelacion fue
evaluada a dos niveles de concentracion (0,25 y 10 ng/mL; excepto el dimetoato
en sangre, cuya concentracién mas baja fue de 1 ng/mL). Para ello las muestras
de sangre y orina adicionadas de los pesticidas (a excepcion del patréon interno)
fueron congeladas entre 12-24 horas, y posteriormente descongeladas y
mantenidas durante 2 horas a la temperatura del laboratorio. Este proceso se
repitié 2 veces mas. Transcurridos los 3 ciclos, las muestras fueron analizadas
normalmente, y los resultados obtenidos se compararon con los de las muestras
preparadas y analizadas en el mismo dia. Las concentraciones de los pesticidas

para ambas matrices no se desviaron mas del 11% de la concentracién verdadera.
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10. APLICACAO A CASOS CLINICOS E FORENSES

Apo6s a validagdo dos métodos propostos, estes foram aplicados a amostras reais
procedentes do Servico de Toxicologia Forense da Delegacdo de Coimbra do
Instituto Nacional de Medicina Legal (STF-DC-INML). Estas amostras pertencem
a casos de intoxicagao por pesticidas organofosforados, tanto a nivel postmortem,
como hospitalar, desde o ano 1999 até a actualidade.

O facto da toxicidade destas substdncias ser muito elevada, bem como os
propositos suicidas com que normalmente sao ingeridas, tornam 6bvio o nimero
de amostras respeitantes a situagdes postmortem superar largamente o das
situagdes hospitalares. Deste modo, nao sera igualmente estranho o facto de que
em muitos dos casos analisados ndo dispusemos de amostra de urina, quer por
ndo ser uma amostra normalmente colhida durante as autoépsias médico-legais
em caso de intoxicacdo por organofosforados, quer por ser uma amostra muitas
vezes ndo disponivel no cadaver, devido ao relaxamento dos esfincteres que
ocorre apds a morte.

Por outro lado, as amostras de ambito hospitalar sdo armazenadas no STF-DC-
INML por um tempo inferior ao das restantes amostras, o que levou a que,
aquando da realizacdo deste trabalho, algumas das amostras referentes a casos
hospitalares ja tivessem sido destruidas.

Os resultados analiticos obtidos apés aplicagdo das metodologias analiticas que
agora propomos a 78 casos (99 amostras) encontram-se descritos nas péginas

seguintes:
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CONCENTRACAO
NUMERO CASO | PROCEDENCIA PESTICIDA AMOSTRA
(ng/mL)
1 Tomar (GML) Paratido sangue > 500
sangue 116,36
2 Abrantes (GML) Dimetoato
urina 1,83
sangue 0,07
3 Viseu (GML) Paratidao
urina <LOQ
sangue 124,79
4 Guarda (GML) Dimetoato
urina 41,54
Quinalfos > 500
5 Viseu (GML) sangue
Paratiao 482,52
6 ST-DC-INML Dimetoato sangue <LOQ
sangue 7,59
7 HUC Dimetoato
urina 0,52
sangue 8,60
8 Leiria (GML) Dimetoato
urina 1,30
sangue 5,10
9 Funchal Dimetoato
urina 0,37
10 Viseu (GML) Quinalfos sangue 0,37
11 Tomar (GML) Paratido sangue 243,11
12 Fig. Foz (GML) Paratido sangue 2,07
13 Funchal Dimetoato sangue 8,81
A. Heroismo sangue <LOD
14 Dimetoato
(GML) urina <LOD
15 ST-DC-INML Dimetoato sangue 118,21
sangue 0,34
16 Hospital Aveiro Quinalfos
urina 0,28
17 STE-DP-INML Quinalfos sangue 0,12
18 Fig. Foz (GML) Quinalfos sangue 0,14
19 ST-DC-INML Paratido sangue 0,24

163




Parte Experimental

(Continuacdo)
CONCENTRACAO
NUMERO CASO | PROCEDENCIA PESTICIDA AMOSTRA
(ng/mL)
sangue 31,65
20 ST-DCINML Quinalfos
urina 0,35
21 Viseu (GML) Quinalfos sangue 34,23
22 ST-DCINML Paratido sangue <LOD
23 ST-DCINML Quinalfos sangue 3,95
24 Aveiro Quinalfos sangue 0,48
sangue 487,22
25 ST-DCINML Dimetoato
urina 20,49
sangue 18,85
26 Leiria (GML) Paratido
urina 0,05
27 Viseu (GML) Quinalfos sangue 123,11
28 Viseu (GML) Quinalfos sangue 0,15
29 Viseu (GML) Quinalfos sangue <LOQ
30 Fig. Foz (GML) Paratido sangue > 500
31 Fig. Foz (GML) Quinalfos sangue 2,46
32 Viseu (GML) Dimetoato sangue 79,71
33 Serta Quinalfos sangue 0,55
34 Leiria (GML) Paratido sangue > 500
35 ST-DCINML Quinalfos sangue 0,74
36 Guarda Paratido sangue 3,43
sangue 512
37 Sta Comba Dao Quinalfos
urina 0,04
38 Leiria (GML) Paratido sangue > 500
39 Guarda Quinalfos sangue 312,68
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(Continuagao)
CONCENTRACAO
NUMERO CASO | PROCEDENCIA PESTICIDA AMOSTRA
(ng/mL)
P. Delgada
40 Quinalfos urina <LOD
(GML)
sangue 0,68
41 Vagos Quinalfos
urina 0,12
42 Castelo Branco Quinalfos sangue <LOQ
sangue 0,78
43 Viseu (GML) Quinalfos
urina 201,07
44 Tomar Quinalfos sangue 1,12
45 Viseu (GML) Dimetoato sangue 163,39
46 Fig. Foz (GML) Dimetoato sangue 142,90
47 M. da Beira Paratido sangue 1,26
48 Aveiro Paratido sangue 0,58
49 ST-DC-INML Quinalfos sangue 0,52
50 ST-DC-INML Quinalfos sangue 0,93
51 Aveiro Dimetoato sangue 82,70
52 Torres Novas Paratido sangue 0,66
53 ST-DC-INML Quinalfos sangue 0,55
54 Ourém Quinalfos sangue 0,20
55 Moimenta da Paratido sangue 0,33
Beira
56 Hospital Aveiro Quinalfos sangue 0,13
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(Continuacdo)
CONCENTRACAO
NUMERO CASO PROCEDENCIA PESTICIDA AMOSTRA
(ng/mL)
sangue 1,44
57 Pombal Paratido
urina 4,76
sangue 0,99
58 ST-DC-INML Quinalfos
urina 0,29
59 Aveiro Quinalfos sangue 0,41
60 ST-DC-INML Paratiao sangue 0,30
61 Muimenta da Quinalfos sangue 0,82
Beira
62 Gouveia Quinalfos sangue 0,43
sangue 0,20
63 Alvaiazere Quinalfos
urina 1,29
64 Leiria Paratido sangue 1,52
65 Castelo Branco Dimetoato sangue 51,77
66 Mangualde Quinalfos sangue 0,08
67 ST-DC-INML Paratido sangue <LOQ
sangue 18,44
68 ST-DC-INML Paratido
urina <LOD
sangue <LOQ
69 ST-DC-INML Paratiao
urina <LOD
70 Viseu Quinalfos sangue 0,09
71 Agueda Quinalfos sangue <LOQ

166




Parte Experimental

(Continuacdo)
CONCENTRACAO
NUMERO CASO PROCEDENCIA PESTICIDA AMOSTRA
(ng/mL)
72 Marinha Paratido sangue 1,26
Grande
73 ST-DC-INML Paratido sangue <LOD
74 Montemor-o- Paratido sangue 11,17
Velho
sangue 1,96
75 S. Pedro do Sul Quinalfos
urina 0,42
76 ST-DC-INML Dimetoato sangue 6,77
77 Leiria (GML) Paratido sangue 1,02
sangue <LOQ
78 ST-DCINML Quinalfos
urina 0,03

GML (Gabinete Médico-Legal); ST-DC-INML (Servico de Tanatologia-Delegacdo de

Coimbra do Instituto Nacional de Medicina Legal); HUC (Hospitais da Universidade de

Coimbra); STE-DP-INML (Servico de Toxicologia Forense-Delegacdo do Porto do

Instituto Nacional de Medicina Legal).
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Discusion

LA ELECCION DE LOS PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS COMO SUSTANCIAS DE

INTERES

Los organofosforados han sido, desde su descubrimiento en 1854, el grupo de
pesticidas mas usado, y que han supuesto una alternativa al resto de biocidas. Su
baja persistencia ha constituido el elemento fundamental de su enorme potencial
de uso [1]. Se calcula que existen unas 40.000 moléculas sintetizadas, de la cuales
unas 200 han sido comercializadas [2].

Como consecuencia de su amplia comercializacién, y por tanto de su uso, a veces
indiscriminado, han aparecido toda una serie de fenémenos téxicos atribuidos en
algunos casos a su mala utilizacion, y en los mas, a la elevada toxicidad intrinseca
de estas sustancias. Esto ha determinado la necesidad de establecer mecanismos
de control, velando por su correcta utilizacién y tratando de minimizar los
riesgos de exposicion.

Seguin datos de la OMS, anualmente se intoxican dos millones de personas por
exposicion directa o indirecta a plaguicidas. De ese total, las %1 partes de los
afectados pertenecen a los paises subdesarrollados, donde tinicamente se utiliza
el 25% de la produccion mundial de plaguicidas [3].

Las intoxicaciones mortales son de poca incidencia en Espafia, pero de gran
repercusiéon en Portugal. Segin la casuistica de la delegacion de Coimbra del
INML, dicha institucién es requerida para efectuar anualmente una media de 247
screenings toxicologicos en los que estan involucrados estos pesticidas. Esta
considerable demanda justifica la puesta a punto de métodos analiticos que
puedan ser incorporados a la rutina del laboratorio, como el propuesto en este
trabajo.

Las muestras bioldgicas empleadas fueron sangre total y orina. La eleccién de la
sangre como matriz de estudio resulta obvia, puesto que es la tinica muestra que

permite correlacionar los niveles determinados con la sintomatologia observada

173



Discusion

y eventualmente con la muerte del individuo. Se estudié también la orina, ya que
estos compuestos son eliminados por via urinaria, tanto en forma de metabolitos
como de forma inalterada.

No se contempl6 el estudio en contenido gastrico, pese a ser una muestra
importante cuando la via de entrada del téxico es la via oral, ya que se trata de
una matriz altamente compleja tanto por su composicién como por su manejo a
la hora de efectuar la validacion.

Finalmente, los pesticidas incluidos en el estudio han sido aquellos mas
frecuentemente involucrados en intoxicaciones humanas, tal y como ya se ha
mencionado en otras partes de esta memoria. No se han estudiado los productos

del metabolismo, que ademaés de inespecificos son altamente inestables.

LA MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA COMO TECNICA ANALITICA

En los andlisis forenses, el procesamiento de las muestras envuelve normalmente
la extraccién y concentracion de los analitos pretendidos a través de varias
técnicas, como por ejemplo la extraccién liquido-liquido o sélido-liquido. Como
ya comentamos anteriormente, estos métodos poseen varios inconvenientes,
incluyendo el excesivo tiempo de preparacion y el uso de solventes organicos [4-
6].

Nuestro objetivo, al iniciar este trabajo, fue el desarrollo de una técnica rdpida y
sensible, capaz de detectar y cuantificar pesticidas organofosforados en muestras
biolégicas. Por todo ello, escogimos la microextracciéon en fase sélida (SPME), y
mas concretamente la modalidad de inmersién directa, ya que cuando se utiliza
la HS-SPME, la mayor parte de los pesticidas no volatiles son excluidos de la

determinacion [7].
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Esta técnica de adsorcién/desorciéon, ademds de no necesitar solventes orgénicos,
estd dotada de una gran selectividad, por lo que los extractos obtenidos son en
general mas limpios que con la extracciéon liquido-liquido.

Otra ventaja que presenta frente a otras técnicas de extraccién, es que toda la
cantidad de analito extraida es inyectada en el sistema cromatografico, con lo que
se logran alcanzar bajos limites de deteccién y cuantificacion.

En nuestro caso concreto, no sélo se utilizé para efectuar la cuantificacion de las
muestras, sino que en algunas ocasiones se utilizé como técnica de screening.
Como la SPME es una técnica basada en el equilibrio de particion del analito
entre la muestra y la cubierta de la fibra, fue necesario optimizar todo el proceso
de extraccion para que el rendimiento fuese maximo. De este modo, parametros
como tipo de fibra, volumen de muestra, precipitaciéon de proteinas, tiempos de
extraccion y desorcion, temperatura, agitacion, modificacion del pH y fuerza
iénica, fueron previamente optimizados. De todos éstos, algunos nos merecen

especial consideracion:

a) Volumen de muestra bioldgica

El volumen de muestra empleado en este trabajo fue de 100 uL. La utilizacién de
un volumen pequefio de muestra es importante, ya que muchas veces la cantidad

de muestras disponibles para efectuar los analisis es reducida.

b) Tiempo de extraccién

Verificamos que el equilibrio de extraccién no se alcanzaba para ninguno de los
pesticidas estudiados, incluso transcurridas 3 horas de inmersién, por lo que fue
necesario elegir una soluciéon de compromiso que abarcaba, por una parte,

cantidad extraida, y por otra, tiempo de extraccién. El tiempo de elecciéon fue 60
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minutos, el cual nos permiti6 obtener una buena sensibilidad para todos los
compuestos en ambas matrices. No obstante, hemos comprobado que el método
era reproducible en un intervalo de extraccién entre 40 y 80 minutos, sin perder
precision en la determinacion. Esto es importante en aquellos casos en donde no

se requiera un control exhaustivo del tiempo.

c) Temperatura de extraccion

El aumento de la temperatura durante la extracciéon tiene un efecto negativo
sobre el rendimiento, ya que la constante de distribuciéon entre la muestra y la
fibra disminuye. Sin embargo en situaciones donde no se alcanza el equilibrio, es
posible obtener mayor sensibilidad con el aumento de este parametro [8]. En
nuestro caso, se ha observado un aumento significativo de la cantidad de analito
extraida a medida que se aumentaba la temperatura. Como ya hemos comentado,
es posible que este aumento se deba a que el tiempo escogido para la extracciéon
no corresponde al tiempo de equilibrio. Asi, el hecho de calentar las muestras
durante la extraccion permitié obtener limites analiticos mas bajos.

En el caso de las muestras de sangre, la temperatura escogida fue de 60 °C, ya
que temperaturas superiores producen una coagulaciéon de la sangre, lo que hace
dificultosa y compleja la extracciéon. Todos los pesticidas estudiados bajo estas
condiciones tuvieron un buen comportamiento, obteniéndose reproducibilidad
en los resultados.

Por otro lado, en el caso de las muestras de orina, la temperatura escogida fue
maés elevada, ya que las caracteristicas de esta muestra lo permiten siempre y
cuando no se produzca una evaporacion de la misma. De ese modo, se eligié la
temperatura de 90 °C, aunque a la misma no hemos obtenido una buena

reproducibilidad a la hora de aplicar el método a la determinacién de dimetoato,
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por lo que la determinacion de este pesticida en orina fue efectuada a

temperatura ambiente.

d) Agitacion de las muestras

En teorfa, una buena agitacion facilita el reparto del analito entre la muestra y la
cubierta de la fibra. Sin embargo, con relacion a este pardmetro, no se obtuvieron
mejorfas significativas en el rendimiento si se compara con no agitarlas. La
eficiencia en el proceso de agitacién condiciona los resultados, de manera que si
la agitacién no es eficiente, éstos podran ser incluso peores que sin agitacion [8,
9]. De esta forma, nuestros resultados pueden explicarse por el hecho de no haber
realizado una eficiente agitacion, ya que trabajamos con tubos de volumen
reducido, en los cuales existen serias dificultades para agitarlos.

También es necesario tener en cuenta que la agitacion de la muestra puede llevar
a efectos de carry-over (debido a la utilizacion del mismo agitador), y por lo tanto

debemos de ser muy exigentes en la limpieza del agitador [8].

e) Modificacion de pH y adiciéon de sales

Para el estudio del pH, trabajamos con tampén fosfato 1/15 M con un rango
entre 5 a 8, ya que era mas adecuado a la fibra de CW/DVB, que fue la con que
obtuvimos los mejores resultados. De hecho, pHs inferiores a 2 o superiores a 9
dafian irreversiblemente la cubierta de la fibra, disminuyendo su vida media. La
variaciéon de pH no mejor6 significativamente el rendimiento de extraccién, e
incluso originé peores resultados en orina. Esto probablemente se deba a un
efecto negativo del aumento de la fuerza ionica de la muestra por acciéon de los
iones fosfato del tampon. Este fendmeno se confirmé con la adicién de NaCl a las

muestras.
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f) Limpieza de la fibra

Como la sangre es una matriz extremamente compleja debido a su composicién
(proteinas, 4cidos grasos y colesterol), optamos por limpiar la fibra con el fin de
prolongar la vida de ésta después de cada extraccién y antes de la desorcion. Asi,
la fibra era sumergida en agua durante 5 segundos, y durante este periodo de
lavado, era perfectamente visible como la suciedad se desprendia de la fibra.
Aplicando este procedimiento fue posible efectuar entre 70 y 90 extracciones
reproducibles con una misma fibra en el caso de las muestras de sangre para
todos los pesticidas, excepto en el caso del dimetoato, que, por alguna razén que
ignoramos, so6lo fue posible realizarlo de 20 a 25 ocasiones (a partir de este
namero, la cantidad de patrén interno extraida era aproximadamente la mitad,
mientras que las areas del dimetoato eran mas o menos constantes). Cuando la
matriz empleada era orina, se consiguieron realizar mas de 120 extracciones

reproducibles para los tres pesticidas.

CONSIDERACIONES ACERCA DE LA METODOLOGIA ANALITICA EMPLEADA

El método cromatogréfico utilizado nos permitié separar todos los pesticidas, a
excepcion del paration-clorpirifos y quinalfos-clorfenvinfos, ya que tienen el
mismo tiempo de retenciéon. Sin embargo, como estos compuestos poseen iones
de cuantificacion diferentes, en el caso de aplicar el método en modalidad de
Selective Ion Monitoring (SIM), estos pueden separarse perfectamente.

La eleccion de patrén interno (PI) estd directamente relacionada con los aspectos
cromatograficos y con la aplicacion del método cuantitativo. Como norma
general, el PI ideal es aquella sustancia que posee una elevada semejanza
estructural con los analitos objeto de anélisis, ya que de este modo todos los

procesos que pueda sufrir la muestra hasta su analisis ocurrirdn en la misma
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extension tanto para los analitos como para el PI (dilucién, extraccién, etc.).
Inicialmente, se penso en la utilizaciéon de PI deuterados, pero se comprobd que
en el mercado existian nicamente dietil diazinén-dio y dietil clorpirifos-dio. La
dificultad de conseguirlos motivé la utilizacion del etion, pesticida
organofosforado no comercializado en Portugal y Espafia. Ademas, demostré

tener un buen comportamiento durante la extraccion y el andlisis cromatografico.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS ANALITICOS DE LA VALIDACION DEL METODO

El estudio de los resultados analiticos presentados en el capitulo 6 fue realizado
segln criterios internacionalmente aceptados para la validaciéon de métodos
bioanaliticos [10-12]. Siguiendo estos criterios podemos afirmar que los métodos
presentados en esta memoria tienen la fiabilidad y precision adecuadas para su
aplicacién en el &mbito de la toxicologia clinica y forense.

Los pardametros de validacion recomendados fueron aplicados para los
principales pesticidas, quinalfos, paration y dimetoato, que como ya se ha
comentado se encuentran asociados a intoxicaciones de &mbito médico-legal en
Portugal. Para el resto de los pesticidas de estudio tnicamente se evaluaron
pardmetros de selectividad y limites de deteccion.

Hay que tener en cuenta que, al trabajar con muestras biolégicas complejas como
la sangre, es probable que durante los procesos de extraccién, se puedan
coextraer otras sustancias ademds de las moléculas de interés, y que pueden
interferir analiticamente en nuestro método. En este sentido, la metodologia
utilizada demostré ser sensible y selectiva, ya que en ningtn caso obtuvimos
interferencias entre los pesticidas de estudio y otras moléculas.

En términos de sensibilidad, los resultados analiticos para el dimetoato, paration
y quinalfos nos permitieron obtener resultados similares o mejores que los

descritos en articulos publicados sobre el uso de la SPME ,en los que el volumen
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de muestra empleado era superior al nuestro [13-15] (LOD: 10-200 ng/mL en
sangre y 2-50 ng/mL en orina). Lo mismo sucede a la hora de comparar la
recuperaciéon absoluta, en la que obtuvimos valores mas elevados que los
descritos en la literatura cientifica [13-15]. No fue posible comparar los limites
obtenidos para las muestras de orina, ya que la determinacién de este tipo de
compuestos en esta matriz no se encuentra documentada en la literatura
cientifica consultada. En el caso del dimetoato, nuestros resultados tampoco
fueron comparables con los de otros autores, ya que no existen trabajos
publicados donde se determine este analito en muestras biol6gicas por SPME.

En cuanto a los restantes pardmetros de validacién, ambos métodos se revelaron
lineales dentro de los rangos de concentracion estudiados, a pesar de que en
todos los casos fue necesario establecer dos intervalos de linealidad. Los
pardmetros obtenidos para la precisién y exactitud para los diferentes niveles de
calibraciéon fueron considerados adecuados, ya que se encontraban dentro de los
limites considerados aceptables por las normas internacionales ya comentadas.
Destacamos el hecho de que las rectas de calibrado se mantuvieron estables entre
2y 10 meses, que fue la duracion del estudio de la precisién y exactitud interdia.
Respecto a los ensayos de dilucioén, la dilucién 1/10 (tanto en el caso de sangre
como de orina) proporcioné resultados analiticos fiables, lo que permite el
andlisis de muestras con un volumen de 10 a 100 pL sin perder precisiéon ni
exactitud en el andlisis. Esto fue 1til en el caso de muestras que presenten valores
superiores al punto de calibraciéon mas alto, de forma que éstas pueden ser
diluidas y reanalizadas posteriormente.

En cuanto a los ensayos de estabilidad, cabe destacar que fueron estudiadas la
estabilidad de las soluciones estandar, de los analitos en muestras procesadas, de
los analitos tras periodos cortos a la temperatura de trabajo en el laboratorio y a
ciclos de congelacion-descongelaciéon. Los resultados obtenidos fueron

satisfactorios de acuerdo con los criterios establecidos [16].
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Estos resultados no se pudieron comparar ya que los trabajos publicados sobre

pesticidas no mencionan este parametro de validacion.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA APLICACION DEL METODO A CASOS

REALES.

Una vez completada la validaciéon de los métodos analiticos, éstos fueron
incorporados a la rutina del laboratorio. Las metodologias fueron aplicadas a 99
muestras reales de diferente procedencia que llegaron al Servicio de Toxicologia
Forense de la Delegacion de Coimbra del INML. La mayoria de las muestras
analizadas fueron de sangre, ya que el envio de muestras de orina no es
frecuente. La mayor parte de los casos procedi6é de autopsias médico-legales.

Las concentraciones obtenidas fueron variables, oscilando entre 0,37 - 487,22
ng/mL para el dimetoato, 0,08 - >500 pg/mL para el quinalfos y de 0,05 - >500
ng/mL para el paration. Destacamos que en algunas muestras la concentracion
de pesticida determinada era superior al limite superior de cuantificaciéon. En tres
de estos casos, incluso realizando la dilucién de la muestra 1/10 (10 puL de
muestra a los cuales fueron afiadidos 90 pL de sangre blanca), no se logré
calcular por interpolacién la concentracién de pesticida. En todo caso, dichos
niveles tan variables confirman la amplia versatilidad del método analitico, que
alcanza limites de cuantificacion muy bajos, a la vez que permite determinar
concentraciones elavadas.

El quinalfos fue el POF més frecuentemente detectado en los casos analizados.
Unicamente en uno de los casos realizados se detecté la presencia de dos
pesticidas en la misma muestra (caso n° 5). No pudo ser analizado el otro caso de
asociacion quinalfos-paratiéon (mencionado en el capitulo 1, apartado 11), ya que

era una muestra hospitalaria y estas muestras son destruidas una vez efectuados
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los analisis toxicolégicos. En ninguno de los casos positivos a paration se detectd
la presencia de su metabolito paraoxon.

Es necesario destacar que en 3 casos (n° 14, 22 y 73), no fue detectada la presencia
de pesticida en sangre, sin embargo el analisis efectuado por extraccién liquido-
liquido (utilizado en la rutina del laboratorio) demostré la presencia de estos en

contenido géstrico.

REFLEXION FINAL

No queremos finalizar la discusién sin realizar una reflexiéon sobre algunos
aspectos que van un poco mas alld de lo que constituye el trabajo cientifico
propiamente dicho.

Consideramos que una de las principales virtudes de este procedimiento que
hemos planteado, a priori muy laborioso, es que contribuye a minimizar el uso
de reactivos, en comparaciéon con los métodos tradicionales, que generan un
importante volumen de desechos, altamente contaminantes.

La Toxicologia Analitica no puede quedar al margen de la precupaciéon y
concienciacién generalizada que existe en nuestra sociedad sobre el respeto al
medio ambiente, y en este sentido debe encaminar sus esfuerzos a conseguir
resultados fiables con métodos limpios y sostenibles, como el propuesto en esta
memoria.

Por tanto consideramos que esta técnica deberia ser paulatinamente
implementada en los andlisis de rutina de los Laboratorios de Toxicologia para
todas aquellas sustancias cuyas concentraciones puedan ser detectadas con su
aplicacion, teniendo en cuenta, por supuesto, las limitaciones relativas a su
sensibilidad. Aunque la optimizaciéon del método pueda resultar tediosa y

engorrosa, el esfuerzo inicial serd recompensado por el trabajo bien hecho.
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Conclusiones

1. Se propone un método analitico basado en la Microextracciéon en Fase Solida
acoplada a la Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas para la
determinacion de ocho pesticidas organofosforados en muestras de sangre total y

orina.

2. El método propuesto demostré ser selectivo, lineal, preciso y exacto, de
acuerdo con parametros de validacion regulados por organizaciones

internacionales.

3. La sensibilidad del método fue adecuada para detectar las concentraciones que
normalmente aparecen en las muestras reales procedentes de intoxicaciones
ocasionadas por este tipo de sustancias, a pesar de utilizar tnicamente 100 uL de

muestra.

4. Se han optimizado los principales parametros que influyen en el proceso de
microextraccion, encontrdndose que la aplicacién de esta técnica con inmersion
directa, a temperatura elevada, sin modificacién de pH ni de la fuerza iénica, ha
contribuido a incrementar la sensibilidad de la técnica, permitiendo ademas

alargar considerablemente la vida ttil de la fibra.

5. Por todo lo anteriormente mencionado, la metodologia descrita constituye una
alternativa a los métodos de extracciéon convencionales, como la extraccién
liquido-liquido o soélido-liquido, para la determinacion de pesticidas
organofosforados en medios biolégicos en el &mbito de la Toxicologia Clinica y

Forense.
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1. Introduction

Sirychning is an alkaloid which was first isolated from
51 lgnativg beans (Stevefmes igpaeiy in 1818, However, its
commenzial source is the npe dried seed of Stvckmog -
vemiiea, 4 tree native in India [L]. This compound acts in
the central nerveus systam |2 by selectively blocking the
post synaptic inhibitory activity of glycine | 3] Strychnine
is rpidly absorbad from the gastrointestinal tract. There is
very litthe protein binding [4], and its distribution Lo lissoes is
rapid. The major route for removal and detoxilication is hep-
atic metabolism | 5], via engymatic degradation invalving the
liver microsomal system, and up to 20084 of the dug can be
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Emi] addrers: mjbarcacoiial pl iy Bamaso).

IETHAOZAYS — see Pronk matter © 200 Elsevier B Al rights reserved.
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excreled unchangad in the urine |4]. Scom afler ingastion, vi-
olant and generalized comvulzions taka placa, and when death
ocours, it is commonly due o asphyxia from respiratory ames|
during comvulsions [&]. Benm level s of 0075001 jug'mL am
reporiad o prodoce toxic effects, whereas concentrations of
1.2-2 pe'ml. have boen associatad o Gialities [7].

Savaral methods are describad Tor the detemmination of
strychnine, using paper chromatography after dissolution of
the alkal vidal extract from Mux-vomica seed in chloroform
&), or liguid-liquid exiraction follewed by ither thin-layer
chromatography | 9], high perfommance thin-layerchromatog-
raphy | 10], gas chromatography [2.5,11-13] or liquid chro-
matography | 16-20].

Solid phase microexiraction (SPME) was developed by
Arthur and Pawliseyn in the sarly 1990 ai the University
of Watarloo (Ont., Canaday |21]. This echnigue displays
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some advantages when compared (o other sample prepara-
tion methods, sinee it does not require the use of organic
golvents, the handling of samples is easy and fast, and the
aquipment necessary o accomplish the analysis is simpla
|22]. This mathodol ngy has been used for the detenmination
of sevaal substances, such as pesticides |23-29], dugs of
abusz [30-33], or medical substances [34,35), but ils appli-
cation 1o the detenmination of strychning is not reportad in
the literature.

This paper describes a new method baged on ditect immer-
gion SPME with gas chromatogmphy/electron impact iconiza-

tion mass spectrometry (GCEL-MS]) for the detarmination of

atryehning in wholz blood samples,

1. Experimental
21, Reagerty and equipment

Amalytical standards, erystallized strychnine and pa-
paverine hydrochloride, were obtained from Merck Co.
{Darmatadt, Crarmany and Admirall laboratories { Bacelona,
Spaing, respectivaly.

Methanol (HPLC grade), phosphoric acid, sodiom hydro-
genphosphate and sodiom chlonide (analyical gradea) were
obitained frem Merck Co.

Methanolic standard stock solutions at 1000 pg/ml. were
prepared and stored at4 - C. Subszquantly working solutions
at 100 and 10 pg/ml. fior strychnine and at 10 g'ml for pa-
paverne | inkernal standard (1.5, )] were preparad in methanol.

Phisphate buffer solutions were prepaned by mixing solu-
tions of phosphoric acid and sodium hydrogenphosphate, in
vanahle proponions, according to the desired pH [ 36].

Thi biclogical sample usad was fresh human blood, oh-

tainad from the exceading of the Portugnese Instilute of

Blood, presereed with citrate phosphate dextross (1:7).

The SPME fAbre holde for manual vse, 100 w0m
polydimethylziloxane (PIMS) and 65 pm Carbowax ™
Driviylbenzena { CWDVE ) coalad Gbres were ohtained from
Supeleo (Bellefonie, PA, TTSA)

Chromatographic analysis was perfonmed using a G850
Series gas chromatograph (Hewlett-Packard, Wilmington,
DB, LISAY, equipped witha modal 3973 mass selective ditec-
tor § Hewlet-Packard, Palo Adte, CA TISA). A capillary col-
mn (12 m s 025 mm id., 025 pm film thicknessy packed
with 3% phenylmethylsiloxane (Ulra 21, supplied by 18W
Scientific {Folsom, CALUSA), was used. The camrier gas wus
helium at a constant fow rate of 1 mL/nin.

Thi GC evien temperature program started at 1307 for
1 rmiin, then raizad by 35°Camin to 200 °C, held for 1 min and
finally elevated by 40 °Chmin o 270, where it was kept
comstant Tor Tmin. The injector port (splitless) and the da-
tector tanpertunes wene st o 240 and 280 °C, respactivaly.
The mass spectrometer was operatad with a filament current
of 300 A and an eleciron energy of 70e¥ in the elecron
impact (EL mede, Quantifeation was dong in the selactal

ion monitoring (307 mode, and the monitored ions werz
338, 324 and 308 for papavering, and 334, 120 and 162 for
strychmine.

The retention times wara 7659 and 1073 min for papavar-
inz and strychnine respectively, oblaining & good separation
of hoth com pounds.

22, Extraction procedure

Mew fibres wene conditionzd in the injector of the GC
aystam as ollows; POMS fibres were healed at 250°C for
A0 min and OWIVE at 220°C for 30min, according to the
suppliers” specifications,

The parameters that could influence the extmction of
strychmine, suchas adsorplion and desomption times, pH, ionic
strength and agitation during the adsomption process wene op-
timized preliminarily, as described in Section 3.1, and the
final conditions ware as follows.

Adter addition of 250 ng of papavering (15,7 o 100 Ll of
hlood, a fnal volume of 1 mL was obtained with water. The
sample was than agitated for 305, and a 65 pm CWDOVE
coated fibre was directly immersed in it for 20min, Adber
exlraction the fibre was thenmally desorptad in the injection
port of the GO system for a total period of 10min (5 min
hefore the runwas staned and for another 3 min after the run
wis started).

25, Falidation procedure

The procedurz was validated in terms of selectivity, lin-
earily, pracision, accuracy, sensitivily and absolule rocovery,
Selactivity was evaluated by analyzing a setoften blank sam-
ples, and it was checked for intederences at the relention
times and menitorzd ions. Calibration data were penermted
using spiked blood samples, and the calibration curve was ez-
tablished between 0,10 and 500 pg'ml. Precision was char-
actarized in tenms of relative slandard deviation (R.5.010.%)
by analyzing sats of six spiked blood samples al both low
and high concentrations in the sameday (intraday precision)
and on 4 different days (interday pracision). Acocurcy wis
evitluated in tenms of percentage eror (HE%) belween the
measurad and the spiked concentrations for all calibrators,
andalso for the intra and interday precision assays: the limits
of acceplable variahility were sel at 153% for all concentra-
tions. The limits of detection and quantification (1O and
L0, respectively) were dalemmined using blank samplas.
1O was defined as the mean caleulatad analyle concenira-
tionin 10 blank samples (the background noise was inlerpo-
lated in the calibration curve) plus three times the standard
deviation, and LOC) was defined as the mean value plus 10
times the standard deviation.

Absolule recovery was calculatad at both low and high
concentrations by companng peak arus of spiked samples
with those oblained from splitless injections of methanolic
soluticms of sirychning,
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3. Results and discussion

L1 Cpttmizafion of SPME

In the present work, sample diluiion, adzorplion and das-
arplion limes, pH, wonic srength and sampla agitation doaring
adsorphon weane optimized (& = 3],

Twolypes of hre coating wiene testad: the 100 jum POBS
and the &5 pm CW/EWE, POMS fbre was excluded be-
cause of vary low recovery, when comparad with CW/DVE
iFig. 1L

0 E Dilveblar of e somple

In crdar o "ody the influence of matrx constituents on
the extraciion yield, blood was dilued with waler priorto the
exlraction. Dilution factors of 2, 5 and 10 were tested (300,
200 and 100 L of blood were spiked with | pg of sirych-
nine, and a final volume of | ml was achievad by addition of
water).

The best exiraction yield was oblained using a sampla vol-
um of 100, e.g., applying to the sample a dilution Fac-
tor ol 16, This dilutien factor also onginated hatter resobad
cliromatograms, and therefore a gample volume of 100 0]
was chosman to carry oul ihis work.

312, Advorphon and desorpiion nes

Solid phase microextraction is an equilibrivm process thal
imvobeas partiticming ol analytes belwean wo phazes: an
aquaous or gaseons phase (the sampla) and a solid phase
(the fibre coating ). Therafore, the optimization of the con-
tact time hetwaen these two phasos s crucial. The influence
of the adsorption time on the extraction yield was evaloabad
using aqueons solutions of strychnine al 1 pg/ml. To find
Lthe besl adsorption time, the hee was directly immersad in
the sample for 1. 5, 10, 15, 20, 30 amd 45 min, and peak
aras obtaingd foranch extraction time wera comparad. Egui-
libnum wus reached afier 20min of conlact. Longer ad-
aarplion tmes did not significantly improve the extraction
yield, and therefore the selected time for adsorption was
20min.

The optimization of desorption tme aims at achieving the
complete desorptional the adsorbad analyie, Lo improve sen-
sitivity, and simullaneously avoid camy-over e fTacts.

After extracticn, the Abre was desompiled in the injec-
tion port of the GC for 1, 2, 3, 3 and Gmin before the
run wus staried. On the basis of peak areas evaluation the
bzt desorplion time was Smin. To test for camy-over ef-
facts, funbher descrption limes wara testad. After 5 min of
dosomplion, the nn was stadad, and the fibre was left in
the injector For additional fime before if was retraced (1,
3,5 and dmind. Tha largest peak areas were obiained for
A tatal desorption time of 10min (3min before and 5 min
after the run was staned), Camy-over affacts wera nol ob-
servad aller adopting this procadure, even al concentralions
twice suparior to the highest calibrator of the calibration
CUTVE.

A L3 pH and towic strerglh

Tovenhance the extraction of organic analyies from ague-
uls matrices it 15 common (o use pH adjustment and galting.
The pH of the sampla has an impodant role in SPME, and
a basic pH iz expectad to improve the exdnction of 4 basic
analyle [37]. The effect of pH on the extraction yield was
evaluated by diluting spiked blocd samples ub 1 ig'ml in
phosphate buffer 007 B ipH 581 instead of water, The poak
areas obtained foreach of tha pH values were comparad. The
largest nmount of strychnine wasextractedat pH E, as it wonld
b axpaciad. since stoychning is a basic analyte, However, the
diluiion of the sample with water yielded larger recovery of
the compound, which may have been doe o o possible affocl
of an increase nsalt concaniration denved from the phis-
phate baffer. In fact, if the analyte s in dissociated o,
a decrease 0 the amount exiracted may be observed when
the sall concentration is incrcasad, since the adivity coel-
ficianl of the ionic species in the agquecus mairix increases
with the increaze of the sample’s wonic sinength [37]. In the
casa of strychning, the compound would be mainly in disso-
cinted Tomm, ginee its phy valves are 2.3 and 50 [38]. being
negatively aflocted by the increase i sall concentration. 1
wis ol posgible Lo comverl sirychning inbo s nentral form
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hecau=z, as the maxiomum pH value allowed For this ype of
coatzd fbre 13 9, higher pH valoes could not be fesied, since
the lifitime of the fbre would be dramatically decreased.
Therelore, thiz study was camied oul diluting ithe sample with
wilar.

The effect of ionic strength on exiradion effciency was
ovaluatad by analyring the amount of sirychnine extractod
in smple solubions containing 0, 0375, 75, 1.5 and 3% of
sodium chloride. The extracted amount decayed with the in-
cremse ol sl concantration in the sample, which comobomies
the results obtined in the pH experimenis

304 Smnple agiteiion during the advorphion Inocess

To evaluate the inluence of agitation on the extracled
umonnl of strychning, spiked blocd samples at | jg'ml
wire amlyzed with, and withoot agitation during the ad-
aorphion process, and both peak areas were compared. Sam-
ple agitation did not improve signibcantly the extraction
yield,
3.2, Falidation of the aralvitcal method
Spiked blood samples were analyzead by direcl immer-
sion of the 65 pm CW/IYE coated fibre for 20 min withoui
agitanon, Afber this period of time, the Gbre was metrctod
and deserpled in the injector of the GC during 5 min before
I run was started and for further 5 min afer the run was
started.

324, Selectviiy

Salectivity, as the ahility of the mahod o distinguish
hetwaen the amalyte and matrix consbiueniz, was checkiad
analysing blank =samples (v = 10, Mo interferences by ma-
irix constituents al the retantion times and selected ions of
stryehnine and pupeverine were ohserved (Fig. 21

1.2.2 Calibroiion cwrve and luearity
The calibration curve s peak arca rati o bebwoan analyie and

L& varsus analyte concentration) was established i spiked

AZlanm@ance
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Tahle |

Walidntion dain of the calibmbicm curve

Concentralion LEDL (%) Regression line r RE (%)
nin 43 pe030TEH - Q0018 00z |04
n25 22 -2
[ER11] 4460 -1
[MEE R -1.1
L.30 T34 -1.43
50 LR 35D
4.00 a7 ~1.53
5.00 k3l 13

Concentriions expressed in ppml (n = G RS0 ehiive sinncanl devi-
ation: RE: relaive amer

hlood samples, preparad and analyzed using the above men-
tioned procedure, batween O 10 and 5,00 pginl.. The come-
lntion coefficient of the culibration curve was 09992 The
data related to the calibrtion curve and linearity are listed in
Tahla 1.

3230 Limils of detection aud quaniiicalfon

Theoretcal limits of detection and quantibication ( O
and LOC), respectively ) wers determined using blank samples
0= 105, ag described in Section 2.5,

The oblained values were & 83 and 891 ng'ml. for LOT
and LOG), respectively.

124 Inira- and erday precision

To evaluale the intraday precision a =el of six spiked
hlood samples ai both low and highconcentrations (0,50 and
250 pgdmL) was analyzad in the same day using the above
menfioned procedure. The samples were quantified and the
codfficient of variation {CV) was caleulated. The CVa were
0,93 and 3.33%, af 050 and 2.50 pgiml., respeciely.

Interday priocision was calculalad by analyzing sats of six
spikad blood samples al 0.50 and 2,50 pgiml on 4 consecu-
tive days. The procedure was the same used above. The cal-
culated CYs were 4.62 and &.06% for 050 and 2,50 jueianl,
raspactivaly.
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Tahle 2
Walidation dain

Concertmbion (pganl)  Immday precision {x =6)

Interchy prevision (n = &)

Becovery (%) LOD(mgml)  LOCnganl)

Spikal  Found OV RE Spiked  Found  O¥ RE
0.0 0s0 KR K 081 Ay 0 047 462 511 0 683 4.9
250 150 138 131 _4E) 220 249 LI L TK (R

OV cowfhicient ofvariotion (%); RE relamve emor (%)

Tahlz 2
Resultsabimined by applyving the propessd methosd o three sthentic sumples

Sirychoine (gl

Case | 239
Came 2 1.27
Cam 1 i

3,25, Abwolwe woovery

Too caleulate the abhsolute racovery of the describad
methiod, szts of six spiked samples at 0,50 and 2,50 pe'ml
were analyzzd, and peak anreas were compared with thosz
obtainad from a splitless injection of 1wl o methanolic so-
luticms of sirychnine at 10 and 30ng1 wl, respoctively. Be-
causa strychning amount in the methanolic selutions was 50
timaes lower than the theoretically extractad by the Bbre (ifan-
alyte recovery was 10084, it was necessary o apply a factor
of 30 to peak areas obiained with the methanolic solutions.

Abzalute recovery was calculakad Tor both concantrations
according to the formula;

SPME peak area
Methanolic solution paakarea = 50

Absolute recovery = = 10

The calculated valves were 0.54 and 0.39% at the con-
cantrations of 0.50 and 2.50g'mL, respactively., Thasa re-
covery values ane low when companzd with other descnbad
in the literature for the delenmination of strychnineg in blood
|2, 10). However, this finding is quite nonmal, since recovar-
ics reportad for SPME are in generalconsi derably lower than
those obegrved for liguid-ligquid extractions | 19].

Table 2 resumes, 1O, L), precision and accuracy, and
absolute racovery at both loay and high concentrations.

3208, Applicanon fo awthentic samples

Adfier being optimized and validated, the described method
wits than app lied to throz real blood samples belonging te per-
sons intoxicaizd with sirychning, which were obtainsd from
the Laboratories of Fornsic Toxicology from the Delega-
ticms of Coimbraand Lishon of the Mational [nstitute of Lagal
Madicing in Portugal (Tabla 33,

4. Conelusiong
Diract immersion SPME coupled with GOMS-EL has

provad to b a fast, simple, solvent-free method for the deter-
mination of strychning in blood samples. Since the mathod-

ology isselective, linear within the siudiad rangs, precise, ue-
curate and sensitive, we may conclude that it can be success-
fully applied 10 forensic cases, in spite of the low extraction
racovery prasantad. Also, its fastness when comparad o other
techniques, and the fact that no arganic solvenis are requinzd
Lo accomplish the analyzis, maka thismethod a good allerna-
tive to the comventional extraction procedures nonmally usad
fior thee detemmination of this compound in biological media.
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DETERMINATION OF QUINALPHOS IN BLOOD AND URINE BY DIRECT
SOLID-PHASE MICROEXTRACTION COMBINED WITH GAS
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Abstract

A new method based on direct solid-phase microextraction (DI-SPME) followed by gas
chromatography/mass spectrometry was developed for the purpose of determining
quinalphos in blood and urine. Two types of coated fibre have been assayed and
compared: carbowax™/divinylbenzene (CW/DVB 65 um), and polydimethylsiloxane
(PDMS 100 pm). The main parameters affecting the SPME process such as temperature,
salt addition, pH, stirring and adsorption/desorption time profiles were optimized to
enhance the sensitivity of the procedure. The method was developed using only 100 pL of
blood and urine. Limits of detection of the method for blood and urine matrices were
respectively 10 and 2 ng/mL. Linearity was established over concentration ranges from
0.05 to 50 pg/mL for blood, and 0.01 to 50 pg/mL for urine, with regression coefficients
ranging between 0.9991 and 0.9999. Intra- and interday precision values were less than
13%, and accuracy was within #15% of the nominal concentration for all studied levels in

both matrices. Absolute recoveries were 14% and 26 % for blood and urine, respectively.

Keywords: Solid-phase microextraction, quinalphos, gas chromatograpy.



1. Introduction

Quinalphos (O,0-diethyl O-quinoxalin-2-yl phosphorothioate) is an ester of
phosphorothioic acid [1]. It was first introduced in Portugal in 1986 (Ekalux®), and
nowadays is the major responsible for intoxications with organophosphorous insecticides
in this country.

It is effective against both biting and sucking pests on vegetables, especially against the
diamond-back moth, and also in the control of mosquitoes and mites [2, 3].
Organophosphorous compounds are by far the most important class of pesticides, both in
terms of worldwide usage and their toxicity to humans [4].

These compounds are usually well absorbed by the gastrointestinal tract, but also by the
skin and airways [5, 6]. Like other organophosphorous insecticides, quinalphos acts by
inhibiting acetylcholinesterase (AChE) in the nervous tissue. This enzyme is responsible
for the destruction and termination of the biological activity of the neurotransmitter
acetylcholine (ACh) [1, 6, 7]. Build-up of ACh at the neural junction leaves the muscles,
glands and nerves in a constant state of stimulation, which produces a wide range of
acute symptoms, such as dizziness, confusion and blurred vision, etc. Severe poisoning
leads to coma, breathing difficulties, cyanosis and cardiac arrhythmias [4-7].

Solid phase microextraction (SPME) was developed by Arthur and Pawliszyn in the early
1990 at the University of Waterloo (Ontario, Canada) [8], and has a wide range of
applications, namely in the determination of drugs of abuse [9-12], medical substances
[13, 14], pesticides [15-19], and more recently strychnine [20].

The determination of quinalphos can be accomplished by means of liquid-liquid
extraction [21-23], matrix solid-phase dispersion [24, 25], solid-phase extraction [26], or
SPME. The application of this latter technique to the determination of quinalphos is
described in honeybees [27], fruit and fruit juice [28], and blood [29]. To the best of our
knowledge, the use of direct immersion SPME to determine quinalphos in blood and

urine samples is not published in the literature.



This paper describes a new and sensitive method based on direct immersion SPME
coupled to gas chromatography/electron impact ionization-mass spectrometry (GC/EI-
MS) to determine quinalphos in whole blood and urine utilizing only 0.1 mL of sample.

2. Experimental

2.1. Reagents and equipment

Analytical standards, quinalphos and ethion, were purchased from Riedel-de Haén
(Seelze, Germany) and Polyscience Corp. (Niles, IL, USA) respectively. Ethion, an
organophosphorous insecticide not commercially available in Portugal, was used as
internal standard (IS). Both pesticide standards were of 98-99% purity.

Methanol (HPLC grade), phosphoric acid, sodium hydrogenphosphate and sodium
chloride (analytical grade) were obtained from Merck Co (Darmstadt, Germany).
Methanolic standard stock solutions at 1000 pg/mL were prepared and stored at -20 °C.
Subsequently working solutions at 100, 10 and 1 pg/mL for quinalphos and at 100
ng/mL for ethion were prepared in methanol, and stored protected from light at 4 °C.
Phosphate buffer solutions (0.07 M) were prepared by mixing solutions of phosphoric
acid and sodium hydrogenphosphate, in variable proportions, according to the desired
pH [30].

Fresh human blood was obtained from the exceeding of the Portuguese Institute of Blood
(outdated transfusions), preserved with citrate phosphate dextrose (1:7), and urine
samples were obtained from healthy laboratory staff.

The SPME fibre holder for manual use and the coated fibres [100 pm
Polydimethylsiloxane (PDMS) and 65 pm Carbowax™/Divinylbenzene (CW/DVB)]
were obtained from Supelco (Bellefonte, PA, USA).

Chromatographic analysis was performed using a 6890 Series gas chromatograph
(Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany), equipped with a model 5973 mass selective
detector (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany). A capillary column (12m x 0.25mm
LD., 0.25um film thickness) packed with 5% phenylmethylsiloxane (Ultra 2), supplied by
] & W Scientific (Folsom, CA, USA), was used.

The GC oven was kept at 100 °C for 2 min after which the temperature was raised by 10
°C min? to 200 °C, and finally by 24 °C min? to 270 °C, where it was kept constant for 2



min. The injector port and the detector temperatures were set at 240 °C and 280 °C
respectively. Splitless injection mode was adopted, and helium, with a constant flow rate
of ImL min!, was used as the carrier gas.

The mass spectrometer was operated with a filament current of 300 pA and an electron
energy of 70 eV in the electron impact (EI) mode. Quantitation was done in the selected
ion monitoring (SIM) mode, and the ions were monitored at m/z 146, 157 and 118 for
quinalphos, and at m/z 231, 153 and 125 for ethion (quantitation ions are underlined).
The retention times were 12.84 and 14.56 minutes for quinalphos and ethion respectively,

obtaining a good separation of both compounds.

2.2. Extraction procedure

New fibres were conditioned in the injector of the GC system as follows: PDMS fibres
were heated at 250 °C for 30 minutes and CW/DVB at 220 °C for 30 minutes, according to
the suppliers’ specifications. The fibres were also cleaned every day prior to the first

extraction by desorption in the injection port for 2 minutes.

2.1.1. SPME procedure for blood

For sample preparation was added 1 pg of IS to 100 uL of blood, and a final volume of 1
mL was obtained with water. The sample was then agitated for 30 seconds, and a
CW/DVB coated fibre was directly immersed in it for 60 minutes at 60°C. After extraction
the fibre was washed by immersion in deionised water for 5 seconds, and thermally
desorbed in the injection port of the GC system for 1 min, after which the
chromatographic run was started.

2.1.2. SPME procedure for urine

The SPME procedure for urine samples was similar to that of blood, except that the
extraction was performed at 90 °C instead of 60 °C, and the washing step was not

necessary.

The coated fibres lasted more than 100 reproducible extractions, inclusively in blood, for

which may have contributed the washing step prior to desorption.



3. Results and discussion

3.1. Optimization of SPME

The different parameters that can affect the SPME process, such as type of coated fibre,
adsorption and desorption time profiles, temperature, agitation, salt addition, and pH
were optimized for each particular sample (blood and urine), analyzing samples spiked

with 1 pg/mL of quinalphos (n=3).

3.1.1. Selection of fibre coating

The choice of an appropriate coating is essential for the SPME method, because the
sensitivity of each fibre is different depending on the molecular mass and the polarity of
the analytes to be extracted. Two types of fibre coating were tested: the 100 pm PDMS
and the 65 um CW/DVB. To select the best coated fibre, samples of blood and urine were
spiked with quinalphos at 1 pg/mlL, and were extracted using both fibres. After 40
minutes of extraction, the fibres were retracted and desorpted in the injector port of the
GC for 3 minutes, and the obtained chromatograms were compared (in terms of peak
area of quinalphos). For each fibre, the measured peak area in the chromatogram was
compared with that obtained by direct injection of 1 uL of a methanolic solution with the
same concentration. CW/DVB fibre extracted about 3 times more analyte than PDMS,

and therefore the latter was excluded from the study.

3.1.2. Adsorption and desorption times

Solid phase microextraction is an equilibrium process that involves partitioning of
analytes between two phases: an aqueous or gaseous phase (the sample) and a solid
phase (the fibre coating). Therefore, the optimization of the contact time between these
two phases is crucial. To find the best adsorption time, the fibre was directly immersed in
the samples (blood and urine spiked with 1 pg/mL of quinalphos) for 1, 5, 10, 15, 25, 35,
40, 60, 90, and 180 minutes, followed by a desorption of 3 minutes at 240 °C in the injector



port of the CG. The extraction time profile was established by plotting the area counts
against the extraction time. Equilibrium was not reached even after 180 minutes of
contact, and therefore it was necessary to establish a good compromise between
extraction yield and extraction time. This way, an extraction time of 60 minutes was
chosen for each matrix. This was possible because SPME is a quantitative method at
every time of the extraction time profile [31], and sensitivity was sufficient prior to
equilibrium. Longer adsorption times were not chosen, because the advantages of the
technique would be wasted (one advantage of SPME lays in its fastness).

The optimization of desorption time aims at achieving the complete desorption of the
adsorbed analyte, to improve sensitivity, and simultaneously avoid carry-over effects.
After extraction of spiked blood and urine samples for 60 minutes, the fibre was
desorpted at 240 °C in the injection port of the GC for 1, 2, 3, 4 and 6 minutes. On the
basis of peak areas evaluation the best desorption time was 1 minute.

To test for carry-over effects, samples containing high amounts of quinalphos (100
ng/mL) were extracted for 60 minutes, and the fibre was desorpted in the injector of the
GC for 1 minute. After the chromatographic run, the fibre was immediately desorpted
again, to test for remains of the pesticide that would contaminate further analyses. No
peaks were observed after this second desorption, and therefore the elected time for

desorption was 1 minute.

3.1.3. Temperature effect

With the purpose of enhancing the extraction yield, it's common to heat the samples
when working with SPME, mainly in the headspace sampling technique. To evaluate the
temperature effect on the extraction yield, spiked samples of blood and urine were
extracted at different temperatures (room temperature, 40, 50, 60, 70, 80 and 90 °C for
urine samples; and room temperature, 40, 50, 60 and 70 °C for blood samples) for 60
minutes.

We observed that the extraction yield increased with the temperature increase, and the
chosen temperatures were 90 °C for urine and 60 °C for blood. A 60 minutes extraction of
urine samples at 90 °C showed even better results than 180 minutes at room temperature.

Furthermore, at 90 °C, the extraction of quinalphos from urine was increased by a factor



of 7, when compared to room temperature. Blood samples could not be heated above 60
°C, because of coagulation (we experienced coagulation of the samples at 70 °C), and a 60
minutes extraction at this temperature yielded similar amounts of the pesticide when
compared to a 180 minutes extraction at room temperature.

These results are apparently in disagreement with Ulrich’s review on SPME [31], in
which the temperature increase is responsible for a loss in sensitivity. However, this loss
of sensitivity refers to the equilibrium state, and as seen in the previous section,
equilibrium was not reached even after 180 minutes of extraction. Therefore, it’s possible
that our increase in sensitivity was due to the fact that the chosen time for extraction was

not the equilibrium time for quinalphos.

3.1.4. Effect of agitation

To evaluate the influence of agitation on the extracted amount of quinalphos, spiked
blood and urine samples at 1 pg/mL were analyzed with, and without agitation during
the adsorption process, and both peak areas were compared. Sample agitation did not

improve significantly the extraction yield.

3.1.5 .Effect of salt addition and pH modification

To enhance the extraction of organic analytes from aqueous matrices it is common to use
pH adjustment and salting. The pH of the sample has an important role in SPME, as it
affects acid-base equilibrium between the ionized species of the analyte, and hence the
extraction yield. The effect of pH on the extraction yield was evaluated by diluting spiked
blood and urine samples at 1 pg/mL in phosphate buffer 0.07 M (pH 5-8) instead of
water. The peak areas obtained for each of the pH values were compared. The pH of the
sample didn’t affect significantly the extraction of quinalphos from a blood sample, and
the results were similar to those obtained by diluting the sample with water. On the other
hand, it was observed a slight decrease in the extracted amount with the pH increase in
urine, and the best results were obtained after diluting the sample with water. This may
have been due to a possible effect of an increase in salt concentration derived from the
phosphate buffer. The effect of ionic strength on extraction efficiency was evaluated by

analyzing the amount of quinalphos extracted in sample solutions containing 0, 0.375,



0.75, 1.5, 3, 5 and 10% of sodium chloride. The extracted amount decayed dramatically
with the increase of salt concentration in the sample, which corroborates the results
obtained in the pH experiments.

Therefore, this study was performed without salt addition or pH changes.

3.2. Validation procedure

Method validation was performed in order to study selectivity, linearity, precision and
accuracy (intra and interday), recovery, limits (of detection and quantitation), and
stability, according to internationally accepted criteria [32, 33].

Selectivity was examined by analyzing 10 blank blood and urine samples (of different
origin), and comparison of the obtained chromatograms with those obtained spiking the
samples with both compounds at low concentrations (0.01 pg/mL for urine, and 0.05
ng/mL for blood). The influence of other substances that might eventually be present
(other organophosphorous compounds, pyrethroids, caffeine, etc), was also evaluated by
spiking urine and blood samples with high concentrations of these compounds and low
amounts of the analyte, and could be excluded due to different retention times and/or
mass spectra. As can be seen in figure 1, no interferences were observed.

In order to determine calibration curves, blood and urine samples were spiked with
quinalphos at final concentrations ranging from 0.05 to 50.0 pg/mlL, and 0.01 to 50.0
ng/mL, respectively. These samples were prepared and analyzed using the above
mentioned procedures. The calibration curves were obtained by plotting the peak-area
ratio between analyte and IS against analyte concentration, obtaining coefficients of
correlation ranging from 0.9991 to 0.9998 (Table 1). Calibrator’s accuracy was within
115% of the nominal concentration (£20% at LLOQ) for all concentration levels, and was
considered acceptable according to the FDA’s guidelines for bioanalytical method
validation [32].

Limit of detection (LOD) was defined as the lowest amount of quinalphos in the sample
which could be detected but not necessarily quantitated, and yielding a signal-to-noise

ratio of at least 3.



Limit of quantitation (LOQ) was defined as the minimum concentration of quinalphos
that could be measured reproducibly and accurately (CV<20% and bias +20% of the
nominal concentration). These limits are presented in Table 1.

It should be stated that LOD and LOQ in blood were obtained utilizing only 100 pL of
sample, and were close to analytical limits for quinalphos determination in blood using
SPME that have been published elsewhere [29]. However, these published results refer to
a sample volume of 500 pL, and the sampling technique was headspace-SPME. We
believe that the use of a quite high temperature while extracting the blood samples have
contributed to the low limits obtained. Regarding the results in urine, it’s not possible to
compare the limits, since the determination of quinalphos in this matrix is not published
yet.

Intra- and interday precision and accuracy were estimated at several concentrations
evenly distributed over the calibration range (0.25, 2.50, 10.0, 25.0 and 50.0 pg/mL for
blood; and 0.05, 0.50, 0.25, 10.0, 25.0 and 50.0 ng/mL for urine), with six replicates for
each level. For intraday precision, sets of samples spiked at the chosen concentrations
were analyzed in the same day, and the correspondent coefficients of variation (CV, %)
were calculated. Interday precision was assessed in a similar way, analyzing spiked
samples on different days over a period of ten months. The calculated CVs were less than
15% for all concentration levels. Furthermore, accuracy (bias, %) of intra- and interday
precision assays was within +15% of the nominal concentration (Table 2), fulfilling
internationally accepted criteria [32-34].

For the determination of absolute recovery, blood and urine samples spiked with
quinalphos at 3 concentration levels (0.50, 5.0 and 25.0 ng/mL) were analyzed, and peak
areas were compared with those obtained by a splitless injection of 1 uL of a methanolic
solution containing the same amount of the analyte. Mean recoveries are shown in Table
2. These recovery values were higher than those normally seen in SPME methods [20],
namely in the determination of organophosphorous compounds [29]. This may be
explained by the effect of the temperature at which the extractions were performed.

In order to study stability in processed samples at two concentration levels, blood and
urine were spiked with 0.25 and 10 pg/mL of quinalphos, and extracted using the above

mentioned procedures (n=3). After extraction the fibre was retracted, but it was not



desorpted immediately in the injector of the GC, however. Instead of that, the fibre was
left standing for controlled time intervals (5, 10, 15, 20 and 30 minutes) before desorption.
The measured concentrations for each tested time did not deviate more than 10% from
the nominal concentration.

Short-term stability was evaluated at the same concentration levels (n=3). Blood and
urine were spiked with 0.25 and 10 pg/mL of quinalphos, and these samples were left at
room temperature for 18 h. The measured concentrations did not deviate more than 10%
from the nominal concentration.

Finally the described methods were successfully applied to authentic samples proceeding
from medico-legal autopsies, as well as hospital cases, obtained from the Laboratory of
Forensic Toxicology (Delegation of Coimbra, National Institute of Legal Medicine,

Portugal).

4. Conclusions

DI-SPME coupled to GC/EI-MS has showed to be a fast and simple solvent-free method
to determine quinalphos in blood and urine samples. The methodology was selective,
precise, accurate and sensitive enough for application in forensic toxicology routine
analysis for the quantitation of this compound in blood and urine specimens.
Furthermore, both techniques require only 100 pL of sample to accomplish the analysis,

which is extremely useful when the available sample volume is small.
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Figure 1. Merged fragmentograms (ion 146) obtained from urine (A) and blood (B) samples spiked
with a low concentration of quinalphos (10 and 50 ng/mL respectively), and from blank samples.



Table 1. Analytical performance of both methods for the analysis of quinalphos in blood and urine

Calibration
Sample range Linearity (n=7) R2 values LOD (ng/mL)  LOQ (ng/mL)
(ug/mL)
0.05-5.00  y=0.0912x+0.0091 0.9993
Blood 5.00-50.0  y=0.1225x-0.1654 0.9999 10 50
Urine 0.01 - 0.50 y=0.0236x-0.0001 0.9998 ’ 10
0.50 - 50.0 y=0.0318x-0.0057 0.9991
Table 2. Precision, accuracy, and recovery
Intraday precision Interday precision
Sample Recovery Concentration

(%) (ng/mL) Concentration  C.V. Bias  Concentration C.V. Bias
mean (pug/mL) (%) (%)  mean (ug/mL) (%) (%)
0.25 0.25 9.13 2.01 0.27 9.67  10.52
2.50 2.54 422 1.63 2.36 8.60  -5.53
Blood 14.5 10.0 10.47 8.33 473 9.56 789 441
25.0 23.46 786  -6.17 27.10 2.28 8.39
50.0 53.36 5.63 6.70 45.09 6.67  -9.82
0.05 0.04 13.09 -14.61 0.05 4.68 1.10
0.50 0.54 3.06 8.61 0.53 8.69 6.67
Urine 2.3 0.25 0.23 402  -6.01 2.33 548  -6.66
10.0 9.51 292 -4.86 9.78 215 221
25.0 2473 3.05  -1.09 2441 577  -2.35
50.0 51.43 1.55 2.85 50.08 3.54 0.17

n=6; Bias=[(measured concentration-nominal concentration)/nominal concentration]x100
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Abstract

A new, simple and rapid procedure for the determination of dimethoate in urine and
blood samples was developed using direct immersion (DI) solid phase microextraction
(SPME) and gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS). This technique required
only 0.1 mL of sample, and ethion was used as internal standard (IS). Two types of coated
fibre were compared (100 pm Polydimethylsiloxane, and 65 pm Carbowax™/
Divinylbenzene). Another parameters such as extraction temperature, adsorption and
desorption time, salt addition, agitation and pH effect were optimized to enhance the
sensitivity of the method. Limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were 50 and
100 ng/mL for urine and, 200 and 500 ng/mL for blood, respectively. The method was
found to be linear between the LOQ and 40 pg/mL for urine, and between the LOQ and
50 pg/mL for blood, with correlation coefficients ranging from 0.9923 to 0.9996. Precision
(intra and interday) and accuracy were in conformity with the criteria normally accepted
in bioanalytical method validation. The mean absolute recoveries of dimethoate were 1.24
and 0.50 % for urine and blood, respectively. Because of its simplicity and the fact that
small volumes of sample are used, the described method can be successfully used in the
diagnosis of intoxications by this pesticide, namely in those situations where the sample

volume is limited, as frequently occur in forensic toxicology.
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Introduction

Dimethoate [Dimethyl S-(N-methylcarbamoylmethyl) phosphorothiolothionate] [1] is an
organophosphate that has been used commercially as a pesticide since 1956 [2]. It is used
against a wide range of insects, including aphids, thrips, planthoppers and whiteflies on
ornamental plants, vegetables, cotton, and fruit crops [1, 3].

It is a white solid substance and it is freely soluble in most organic solvents except
saturated hydrocarbons [4]. It is readily absorbed from the gastrointestinal tract and to a
lesser extent through the intact skin and by inhalation [5-7], and rapidly excreted (up to
90% urinary excretion within 24 h). Dimethoate does not accumulate in fat tissue [8]. Oral
dimethoate is hydrolysed in the liver, yielding its oxygen analogue, the active form [5].
Like other organophosphorous insecticides, dimethoate acts by inhibiting
acetylcholinesterase in the nervous tissue. This enzyme is responsible for the destruction
and termination of the biological activity of the neurotransmitter acetylcholine (ACh) [7,
9, 10]. Build-up of ACh at the neural junction leaves the muscles, glands and nerves in a
constant state of stimulation, which produces a wide range of acute symptoms, such as
dizziness, confusion and blurred vision, etc. Severe poisoning leads to coma, breathing
difficulties, cyanosis and cardiac arrhythmias [4, 6, 7, 10].

Blood concentrations of 4 pg/mL and urine concentrations ranging from 10 to 35 pg/mL
have been found in fatalities [11].

The determination of dimethoate in biological fluids has been accomplished by means of
solid phase extraction (SPE) followed by gas chromatography with either flame
photometric detection [12], or nitrogen and phosphorus detection (NPD) [13]. Liquid-
liquid extraction (LLE) followed by gas chromatography with NPD has also been used
[13]. Furthermore, a high-performance thin-layer chromatography method after a sample
cleanup procedure using SPE and LLE is described [14].

Solid-phase microextraction was developed by Arthur and Pawliszyn at the University of
Waterloo (Ontario, Canada) in the early 1990 [15]. This sampling preparation technique

displays some advantages over SPE and LLE, since it does not require the use of organic



solvents, the handling of samples is easy and fast, and the equipment necessary to
accomplish the analysis is simple [16]. This method has a wide range of applications in
biomedical analysis, namely in the determination of drugs of abuse [17-20] and medical
substances [21, 22]. To the best of our knowledge, only one paper [23] refers the
application of SPME to the measurement of dimethoate in blood. However, no validation
data is given. Furthermore, the determination of this pesticide in urine samples is not
published in the literature.

This paper describes a new method based on direct immersion solid-phase
microextraction followed by gas chromatography coupled to mass spectrometry to

determine dimethoate in blood and urine specimens.

2. Experimental

2.1. Reagents and standards

Analytical standards, dimethoate and ethion, were purchased from Riedel-de Haén
(Seelze, Germany) and Polyscience Corp. (Niles, IL, USA) respectively. Ethion, an
organophosphorous insecticide not commercially available in Portugal, was used as
internal standard (IS). Both pesticide standards were of 98-99% purity.

Methanol (HPLC grade), phosphoric acid, sodium hydrogenphosphate and sodium
chloride (analytical grade) were obtained from Merck Co (Darmstadt, Germany).

Stock standard solutions of 1000 pg/mL for each compound were prepared in methanol
and stored at -20 °C in the dark, conditions under which they were stable for at least six
months. Subsequently working solutions at 100, 10 and 1 pg/mL for dimethoate and 100
ng/mL for ethion were prepared by diluting the stock solutions with methanol. These
solutions were stored protected from light at 4 °C.

Phosphate buffer solutions (0.07 M) were prepared by mixing solutions of phosphoric
acid and sodium hydrogenphosphate, in variable proportions, according to the desired

pH [24].



2.2. SPME fibres

The SPME device and coated fibres [100 pm Polydimethylsiloxane (PDMS) and 65 um
Carbowax™/Divinylbenzene (CW/DVB)] were supplied by Supelco (Bellefonte, PA,
USA). Before the first use, the fibres were conditioned for 30 minutes in the hot port of
the GC, at 250 °C (PDMS) and 220°C (CW/CVB), in accordance with the suppliers’

instructions.

2.3. Biological samples

Fresh human blood was obtained from the exceeding of the Portuguese Institute of Blood
(outdated transfusions), preserved with citrate phosphate dextrose (1:7), and stored at -18
°C until analysis. Urine specimens were obtained from healthy supposed non-exposed

subjects.

2.4. Gas Chromatographic conditions

Chromatographic analysis was performed using an HP 6890 Series gas chromatograph
(Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany), equipped with a model 5973 mass selective
detector (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany). A capillary column (12m x 0.25-mm
LD., 0.25-pm film thickness) packed with 5% phenylmethylsiloxane (Ultra 2), supplied by
] & W Scientific (Folsom, CA, USA), was used.

Chromatographic conditions were as follows: initial oven temperature was 100 °C for 2
minutes, which was increased by 10 °C min to 200 °C, and finally elevated by 24 °C min-!
to 270 °C, held for 2 min. The temperatures of the injection port and detector were set at
240 and 280°C, respectively. The splitless injection mode was used, and helium with a
flow rate of ImL min? was used as the carrier gas. The mass spectrometer was operated
with a filament current of 300 pA and an electron energy of 70 eV in the electron impact
(EI) mode. Quantitation was done in the selected ion monitoring (SIM) mode, and the
ions were monitored at m/z 87, 93 and 125 for dimethoate, and at m/z 231, 153 and 125 for
ethion (quantitation ions are underlined).

The retention times were 9.05 and 14.56 minutes for dimethoate and IS respectively,

obtaining a good separation of both compounds.



2.5. SPME procedures

2.5.1. Blood

For sample preparation was added 1 pg of IS to 100 uL of blood, and a final volume of 1
mL was obtained with water. The sample was then agitated for 30 seconds, and a
CW/DVB coated fibre was directly immersed in it for 60 minutes at 60°C. After extraction
the fibre was washed by immersion in deionised water for 5 seconds, and thermally
desorbed in the injection port of the GC system (240 °C) for 1 min, after which the

chromatographic run was started.

2.5.2. Urine
The SPME procedure for urine samples was similar to that of blood, except that the

extraction was performed at room temperature, and the washing step was not necessary.

3. Results and discussion

3.1. Optimization of SPME

The parameters that could influence the SPME process, such as type of coated fibre,
adsorption and desorption time profiles, extraction temperature, agitation, salt addition,
and pH were optimized for each particular sample (blood and urine), analyzing samples
spiked with 1 pg/mL of dimethoate (n=3).

Two types of fibre coating were assayed: 100 pm PDMS and 65 pm CW/DVB. The
CW/DVB fibre was chosen for the development and validation of the analytical
procedures, since the extracted amounts of dimethoate were more than 60 times higher
with this coated fibre than those obtained with the PDMS one in both matrices.

The extraction mechanism in SPME involves partitioning of the analyte between the
sample and the fibre coating. As it is an extraction based on equilibrium, rather than
exhaustive, the optimization of the contact time between the mentioned two phases is a
crucial feature in method development. To find the best extraction time, a CW/DVB fibre
was directly exposed to samples of blood and urine spiked with 1 pg/mL of dimethoate

for several controlled times (1, 5, 10, 15, 25, 35, 40, 60, 90, and 180 minutes). After each



extraction the fibre was retracted and desorpted at 240 °C in the injector port of the CG
for a period of 3 minutes. To establish the extraction time profile, the area counts
obtained for each extraction were plotted against the extraction time. We observed an
increase in the extracted amount with the increase in the extraction times, and the best
results were obtained for a 180 minutes extraction. However, the extracted amount was
only slightly higher when compared to a 60 minutes extraction. As SPME is a quantitative
technique at every time of the extraction time profile [25], it was decided to choose an
extraction time of 60 minutes, because the aim of a rapid method would be wasted for
longer extraction times. Furthermore, the sensitivity of the technique prior to equilibrium
was sufficient to allow the determination of dimethoate in blood and urine specimens.
Desorption of the coated fibres after the extraction aims at achieving the complete
desorption of the adsorbed analyte, to improve the method’s sensitivity. On the other
hand, because a single coated fibre is designed to last for several extraction/desorption
cycles, the carry-over of analyte from one analysis to another is an important feature that
must be excluded during method development.

To study the best desorption time, blood and urine samples spiked with 1 pg/mL of
dimethoate were extracted during 60 minutes, after which the fibre was desorpted at 240
°C in the injection port of the GC for 1, 2, 3, 4 and 6 minutes. On the basis of peak areas
evaluation the best desorption time was 1 minute.

The possibility of carry-over effects was evaluated by analysis of samples containing high
amounts of dimethoate (100 pg/mL). After a 60 minutes extraction, the fibre was
desorpted in the injector of the GC for 1 minute. After the chromatographic run, the fibre
was immediately desorpted again, to test for remains of the pesticide that would
contaminate further analyses. No peaks were observed after this second desorption,
which excluded carry-over effects.

To enhance the extraction yield, it’s common to heat the samples during the extraction,
mainly in the headspace sampling technique. To evaluate the temperature effect on the
extraction yield, spiked samples of blood and urine were extracted at different
temperatures (room temperature, 40, 50, 60, 70, 80 and 90 °C for urine samples; and room

temperature, 40, 50, 60 and 70 °C for blood samples) during 60 minutes.



The extraction yield decreased dramatically with the temperature increase in urine
samples, and it was decided to perform the extractions in this specimen at room
temperature. On the other hand, it was observed an increase in the extraction yield with
the temperature increase in blood samples, and the elected temperature for extraction
was 60 °C. Blood samples could not be heated above 60 °C, because of coagulation (we
experienced coagulation of the samples at 70 °C).

The results obtained in blood samples are apparently in disagreement with Ulrich’s
review on SPME [25], in which a temperature increase is responsible for a loss in
sensitivity. However, this loss of sensitivity refers to the equilibrium state, and our
elected extraction time was not the equilibrium time for dimethoate, which may explain
the observed increase in sensitivity.

To evaluate the influence of agitation on the extracted amount of dimethoate, spiked
blood and urine samples at 1 pg/mL were analyzed with, and without agitation during
the adsorption process, and both peak areas were compared. Sample agitation did not
improve significantly the extraction yield, and therefore it was decided not to agitate the
samples during the extraction, as it would complicate the process.

The effect of pH on the extraction yield was evaluated by diluting spiked blood and urine
samples at 1 pg/mL in phosphate buffer 0.07 M (pH 5-8) instead of water. The peak areas
obtained for each of the pH values were compared. The pH of the sample didn’t affect
significantly the extraction of dimethoate from a blood sample, and the results were
similar to those obtained by diluting the sample with water. On the other hand, it was
observed a decrease in the extracted amount with the pH increase in urine, and the best
results were obtained after diluting the sample with water. This may have been due to a
possible effect of an increase in salt concentration derived from the phosphate buffer. The
effect of ionic strength on extraction efficiency was evaluated by analyzing the amount of
dimethoate extracted in sample solutions containing 0, 0.375, 0.75, 1.5, 3, 5 and 10% of
sodium chloride. The extracted amount decayed with the increase of salt concentration in

the sample, and therefore this study was performed without salt addition.



3.2. Validation procedure

The analytical validation was performed according to the guiding principles of the FDA
and ICH [26, 27]. The procedures were validated in terms of selectivity, linearity, limits of
detection and quantitation, precision, accuracy, recovery, stability and effect of sample

dilution.

3.2.1. Selectivity

Method selectivity was checked by analysis of 10 blank samples of different origin and
comparison of the obtained chromatograms with those obtained using spiked blood (1.00
pg/mL) and urine (0.25 pg/mL) samples. The influence of other substances that might
eventually be present (other organophosphorous compounds, pyrethroids, caffeine, etc),
was also evaluated by spiking urine and blood samples with high concentrations of these
compounds and low amounts of the analyte, and could be excluded due to different
retention times and/or mass spectra. No interfering peaks were observed at the retention
times and selected ions of dimethoate and ethion (Figures 1 and 2) for both biological

specimens.

3.2.2. Calibration curve and limits

To determine the linearity of the method, blood and urine samples spiked with
dimethoate at final concentrations ranging from 0.5 to 50 pg/mL, and 0.1 to 40 pg/mL
respectively (ten calibrators each, with six replicates), were prepared and analyzing using
the described procedure. The calibration curve was obtained by plotting the peak- area
ratio between dimethoate and IS against the dimethoate concentration (Table 1).
Calibrator’s accuracy [mean relative error (bias) between measured and spiked
concentrations] was within + 14 % of the true values for all concentrations levels in urine,
and £ 12 % in blood. The limits of quantitation (LOQ), defined as the lowest
concentration of dimethoate that could be measured reproducibly and accurately (CV
<20% and bias = 20%), were 0.1 and 0.5 pg/mL for urine and blood, respectively. The
limits of detection (LOD), defined as the lowest tested concentration yielding a signal-to-
noise ratio higher than 3, was 50 ng/mL in urine and 200 ng/mL in blood. These quite

low limits were obtained using only 0.1 mL of sample, which means that this reduced



sample volume does not limit the usefulness of the technique, as the concentrations
normally seen in intoxications are frequently higher than these values. Therefore, the
herein described methods can be successfully applied to determine dimethoate in blood
and urine specimens. Furthermore, this small sample volume can be extremely useful in
situations where there is very little available sample, and/or further analyses are
required. It was not possible to compare these results with other authors, because the
determination of this compound in these specimens by means of SPME is not published

yet.

3.2.3. Precision and accuracy

Precision was evaluated at five concentration levels (0.1, 0.5, 2.5, 10.0 and 40.0 pg/mL for
urine, and 0.5, 2.5, 10.0, 25.0 and 50.0 pg/mL for blood) analyzing six replicates for each
concentration in the same day (intraday precision), and on different days over an one
month period (interday precision). The obtained coefficients of variation did not exceed
15% for all studied concentrations in both matrices. These values for precision fell well
within the criteria normally accepted in bioanalytical methods validation [26, 27]. The

values obtained for accuracy (in terms of bias) were considered acceptable (Table 2).

3.2.4. Absolute recovery

Recoveries were determined in sixtuplicates at concentrations of 0.5, 5.0 and 25.0 pg/mL
of dimethoate in urine and blood. Blood and urine samples were spiked with dimethoate
and analyzed using the above mentioned procedures. Peak areas obtained were
compared with those obtained from a splitless injection of 1 pL of methanolic solutions
containing the same amount of the analyte. The mean calculates values were 1.24 % for

urine and 0.50 % for blood.

3.2.5. Dilution effect

The validation of a partial sample volume was done by spiking blood and urine samples
with concentrations above the higher level of calibration. Five replicates of each sample
were analyzed after appropriate dilution with blank matrix to the validated concentration

range (dilution factors of 2, 4, and 10). The calculated concentrations of these diluted



samples, after multiplication by their respective dilution factors, fell well within the

adopted precision and accuracy criteria.

3.2.6. Stability

In order to study stability in processed samples at two concentration levels, blood and
urine were spiked with 0.25 and 10 pg/mL of dimethoate, and extracted using the above
mentioned procedures (n=3). After extraction the fibre was retracted, but it was not
desorpted immediately in the injector of the GC, however. Instead of that, the fibre was
left standing for controlled time intervals (5, 10, 15, 20 and 30 minutes) before desorption.
The measured concentrations for each tested time did not deviate more than 10% from
the nominal concentration.

Short-term stability was evaluated at the same concentration levels (n=3). Blood and
urine were spiked and these samples were left at room temperature for 18 h. The

obtained CVs and bias were considered acceptable.

Once validated, the proposed method was applied to authentic blood and urine samples,
obtained from the Laboratory of Forensic Toxicology, Delegation of Coimbra, National

Institute of Legal Medicine, Portugal.

4. Conclusions

In summary, we have developed a simple and rapid method for dimethoate
quantification in blood and urine by using SPME. The procedure showed to be sensitive
and specific enough as to detect 50 and 200 ng/mL of dimethoate in urine and blood,
respectively, using only 0.1 mL of sample. It has been completely validated, including

dilution and stability, showing excellent results for all the studied parameters.
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Calibration

Sample range Linearity (n=7) R2 values
(ng/mL)
Blood 0.5-10.0 y=0.0043x+0.002 0.9996
10.0 - 50.0 y=0.0043x-0.0027 0.9923
Urine 0.10 -10.0 y=0.0046x+4E05 0.9994
10.0 -40.0 y=0.0052x-0.001 0.9957

Table 1. Validation data of calibration curve.

Intraday precision

Interday precision

Recovery Concentration
Sample . (1g/mL) Measured cv Bi Measured cv Bi
(%) 18 concentration ((;/ )' ((ya)s concentration ((;/ )' ((ya)s
(ng/mL) ’ ’ (ng/mL) ’ ’

0.5 0.51 7.25 2.74 0.47 9.97 -6.36

5.0 4.70 5.89 -5.93 5.10 8.01 2.09

Blood 0.50 10.0 10.65 6.45 6.49 9.53 12.55 -4.66
25.0 21.68 5.77 -13.28 28.23 8.68 12.81

50.0 49.87 11.52 -0.26 57.26 13.32 14.53

0.1 0.11 7.99 8.76 0.11 6.81 9.78

0.5 0.49 11.08 -1.74 0.54 12.44 7.56

Urine 1.24 2.5 2.64 6.24 5.54 2.66 4.36 6.39
10.0 8.89 5.30 -11.43 9.31 9.13 -6.91

40.0 40.1 3.88 0.22 40.9 10.13 2.47

Table 2. Precision, accuracy and recovery results.
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Figure 1. Merged fragmentograms (ion 87) obtained from a blood
sample spiked with 1ng/mL of dimethoate, and from a blank sample.
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Figure 2. Merged fragmentograms (ion 87) obtained from an urine
sample spiked with 0.25 pg/mL of dimethoate, and from a blank

sample.
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