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VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE FENTION EN LECHE BOVINA

VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD FOR THE ASSAY OF FENTION IN BOVINE MILK

Nicolas Ramirez-Vasquez'" 3, Maria E. Betancur'-#, Jhon D. Ruiz"*, Carlos Lopez" ¢,
Luis F. Restrepo®’, Mauren Zapata'

Resumen

Se realiz6 la validacion de un método para la extraccion y cuantificacion del organofosforado fention en leche
bovina. La medicién se hizo por cromatografia de gases con detector de nitrégeno y fosforo (NPD). Con
respecto a la validacién del método se puede decir lo siguiente: el método analitico presentd selectividad para
el organofosforado fenitrotion utilizado como estandar interno y para el analito de interés, fention. En lo
concerniente a la precision se observd que el coeficiente de variacion en los resultados procedentes de tres
inyecciones de los estandares de concentraciones de 0,025, 0,0625, 0,125, 0,1875, y 0,25 ppm fue menor del 5%.
Los porcentajes de recuperacion estuvieron entre el 92,8 y el 116% con un coeficiente de variacion que fluctuo
entre el 1,28 y el 6,62%. El limite de cuantificacion fue de 0,025 ppm de fention. Con respecto a la linealidad del
método el analisis de regresion lineal para la relacion entre el cociente area fention/area fenitrotion (variable
dependiente) y el cociente concentracion de fention/concentracion de fenitrotion (variable independiente)
arrojo un coeficiente de correlacion de 0,9996% y un R2de 99,92. El método analitico validado, es una técnica
confiable para la determinacion del fention en leche bovina y puede ser de gran aporte en el establecimiento de
controles técnicos para la deteccion de residuos de organofosforados en leche para la industria lactea nacional.
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Abstract

It carried out the validation of a method for the extraction and quantification of the organophosphate fenthion
in bovine milk. The measurement was done by gas chromatography with Nitrogen and Phosphorus (NPD)
detector. The analytical method was selective for the organophosphate fenitrothion used as an internal standard
and for the analyte of interest fenthion. Regarding the precision of the method, the coefficient of variation for
the results of three injections of standards to the following concentrations 0.025, 0.0625, 0.125, 0.1875, and 0.25
ppm was less than 5%. Percentages of recuperation were between 92.8 and 116% with coefficient of variation
between 1.28 and 6.62%. The limit of quantification was 0.025 ppm of fenthion. Concerning the linearity of the
method the coefficient of correlation for the ratio area of fenthion/area of fenitrothion (dependent variable) and
the ratio concentration of fenthion/concentration of fenitrothion (independent variable) gave a correlation
coefficient of 0.9996% and R? of 99.92. This study showed that the analyzed method is an accurate technique
for the determination of fenthion in bovine milk.
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INTRODUCCION demanda actual por un producto de alta calidad,

exige que su produccion se haga procurando
La leche es uno de los productos de origen animal obtener una composicion adecuada a las exigencias
mas importantes para el consumo humano. La de los consumidores. Lo anterior significa sacar al
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mercado leche con una buena composicion de
nutrientes, libre de bacterias, residuos de antibidticos
y de otros contaminantes como los pesticidas.

La producciéon de leche en Colombia, segun
Fedegan (1999-2000), ha venido presentando
desde inicios de la década del 90, una dinamica
de crecimiento acelerado, es asi como alcanzo6
en el 2000 los 5.486 millones de litros y el
consumo de leche fluida los 130 kg/habitante y
segun la FAQO, en el afio 2004 la produccion de
leche entera en Colombia fue de 6.700.000
toneladas métricas, (FAO, 2005).

Pero si bien la produccion de leche va en aumento
y la suscripcion del acuerdo de competitividad
de la cadena lactea pretende integrar todos los
eslabones de la cadena productiva y establecer
reglas claras en varios aspectos entre ellos precios
y calidad, el incremento en la produccion trae
consigo riesgos inmediatos, como la salida al
mercado de leche que no cumple con los
estandares establecidos.

Como parte del aseguramiento de la calidad de
la leche, las empresas pasteurizadoras deben
establecer programas bien estructurados de
deteccion y control de los residuos de antibioticos
y pesticidas usados comunmente por los
productores para el control de las diferentes
enfermedades infecciosas y parasitarias (parasitos
internos y externos). Tales controles se deben
establecer desde los camiones recolectores, para
asi poder hacer deteccion oportuna de la leche
contaminada, establecer responsabilidades y
tomar las medidas pertinentes de acuerdo a la
gravedad del problema.

En el momento actual y debido a que no existen
programas de deteccion y control no se conoce la
presencia de residuos de estos compuestos en la
leche producida en el pais. Uno de los principales
problemas de salud que tiene el ganado productor
de leche en Colombia es la presencia de
ectoparasitos, entre ellos las moscas de los géneros
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Haematobia'y Stomoxys, las cuales se estan con-
trolando con varios grupos de pesticidas. El tér-
mino pesticidas incluye algunos compuestos como
los herbicidas, fungicidas e insecticidas que son
sustancias quimicas utilizadas en el control de po-
blaciones de determinadas especies nocivas.
Los pesticidas son ampliamente usados en todo el
mundo, y cada afio se emplean millones de
toneladas en la agricultura, lamedicina y la industria
(Wilkins et al., 2000). El valor del mercado global
para los pesticidas se estimo, en el afio 2000, en
32 billones de dodlares y en los paises en vias de
desarrollo se consumieron 3 billones de dolares
en ese afio (FAO, 2001). Por otro lado, muchos
de los pesticidas son altamente toxicos, y su
acumulacion en el organismo puede causar
enfermedades serias (Wilkins et al., 2000).

De acuerdo a Landy et al. (1999), en los Estados
Unidos las plagas en los animales de consumo son
un serio problema econdémico y de salud publica
que afecta la produccion de carne, huevos y leche,
por lo cual es necesario el uso de pesticidas para
asegurar la calidad, salubridad y rentabilidad de estos
alimentos. Algunos estudios realizados en Colombia
han tratado de establecer la gravedad del problema
de ectopardasitos en el ganado. Segiin Cassalett
(1996), la infestacion por moscas hallada en un
estudio de 27 meses realizado en el municipio de
Palmira (Valle del Cauca) a una altura de 1.000 m
ascendio a 27.763 moscas por animal y a una altura
de 1.400-1.600 m fue de 2.731 por animal. Para
controlar estos problemas son usadas grandes
cantidades de pesticidas diariamente via tdpica,
parenteral, y oral a través del agua o del alimento.

Es aceptado que el uso de pesticidas es
conveniente para mantener un adecuado nivel
de produccion de alimentos de origen animal.
Sin embargo, deben utilizarse siguiendo
estrictamente las indicaciones del fabricante para
asi evitar o disminuir a niveles permitidos, los
residuos toxicos de dichos productos en los
alimentos para el consumo humano. Un ejemplo
de este manejo en el uso de pesticidas se
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encuentra en los paises europeos en los cuales
los organofosforados, carbamatos y piretroides
estan ausentes normalmente en leche (Heeschen
y Harding, 1995).

Uno de los principales grupos de pesticidas
usados en el medio para el control de las moscas
es el de los organofosforados, que actiian
inhibiendo la acetilcolinesterasa e interfieren con
la transmisidon neuromuscular de los parasitos
susceptibles (Mufioz, 2002). Un producto
organofosforado usado en el ganado para el
control de ectoparasitos es el fention (Plumb,
1999) (figura 1), el cual es un producto de color
amarillo café, aceitoso, de uso topico en el
ganado. El fention se encuentra en el mercado en
concentracion del 20% y se recomienda para el
control de moscas y piojos en bovinos, pero solo
en aquellos destinados a la produccidn de carne
o en ganado lechero, pero antes del primer parto.
Una practica comun en las ganaderias de leche
es el uso del fention para el control de la mosca
en todos los periodos productivos del bovino,
incluyendo la lactancia, con los consecuentes
riesgos de salud publica que esto conlleva, debido
a la presencia de residuos en concentraciones
toxicas en la leche para el consumo humano.
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Figura 1. Formula estructural del fention segiin Plumb
(1999)

El fention es termoestable por debajo de 210 °C, tiene
una presion de vapor a 20 °C de 0,00003 mm de Hg,
el punto de ebullicion es 105 °C, si la presion es de
0,01 mm Hg y es resistente a los alcalis hasta un pH
de 9, ademas es soluble en metanol, etanol, éter,
acetona y muchos otros solventes organicos;
practicamente insoluble en agua Budavari etal. (1996).
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De acuerdo con el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) (ICA, 2001), en 1999 se
vendieron en Colombia 12.150 | de fention, y en
los anos 2000y 2001 se comercializaron 13.187 y
13.396 1, respectivamente (ICA, 2003). Si bien los
anteriores no son los datos mas recientes, ellos
denotan una tendencia de aumento en las ventas del
mencionado compuesto en Colombia. Por otro lado,
en un estudio realizado en Antioquia por Loaiza et
al. (2000), en dos de las zonas de produccion de
leche mas importantes como son el Norte y el
Oriente antioquefios, uno de los productos
veterinarios mas utilizados para el control de la
mosca es a base fention.

El uso del fention, para el control de la mosca en
el periodo en produccion de leche, conlleva
riesgos de salud para el ser humano, debido a la
posibilidad de presentar residuos de este
compuesto en concentraciones toxicas en la leche,
por su alta liposolubilidad lo que le permite ser
excretada con la grasa de ésta.

Con este trabajo se valid6 el método analitico para
la determinacion de organofosforados en leche
propuesto por Dimuccio et al. (1996), el cual fue
utilizado por otros investigadores en el medio
(Hincapié, 1998). Dicha técnica se uso en el presente
estudio para determinar los niveles de fention,
molécula patrdn, en la leche bovina, con el fin de
proveer un método que sirva tanto en programas
de deteccion y control de estos pesticidas en la leche
comercial, como en proyectos de investigacion que
tengan como finalidad la comprension de la cinética
de eliminacion de un producto de uso regular por
los productores de leche en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Para la cuantificacion del fention se siguid la
metodologia analitica propuesta por Dimuccio et al.
(1996), a la cual fue necesario realizarle algunos
ajustes y modificaciones. El analito, sustancia a
cuantificar, es el fention (Chem Service®); el
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fenitrotion (Chem Service®) se utilizo como estandar
interno, dada su similitud en relacidén con las
caracteristicas quimicas del fention. Se prepararon
estandares de concentraciones altas con el propdsito
de identificar, sin errores, los tiempos de retencion
de cada una de las sustancias a analizar. Los
estandares de fention y fenitrotion se analizaron en
el cromatografo de gases Hewlett Packard, 5890
plus® Series II, con controlador electronico de
presion (EPC) y detector de Nitrégeno Fosforo
(NPD), acoplado aun computador con el sofiware
ChemStation® de Agilent Technologies. El analisis
estadistico de los datos se efectud con el programa
estadistico SAS version 8.2°.
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Reactivos. Las soluciones patron se prepararon
en acetona grado analitico, Mallinckrodt®, para las
elusiones se utilizaron Etanol absoluto, Carlo Erba®,
acetonitrilo, Em Science® y éter de petréleo grado
analitico Mallinckrodt®.

Método cromatografico. Se utilizé una columna
con las siguientes caracteristicas: Rtx-1®
(Crossbond® 100% dimetil polisiloxano), 30 m de
longitud por 0,25 mm de didmetro interno, por 1,0
micras de espesor de pelicula. Las condiciones
cromatograficas y la programacion de temperaturas
del horno son presentadas en la tabla 1, y el tiempo
de analisis fue de 11,6 min.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas y programacion de temperaturas del horno de esta investigacion

Condiciones cromatograficas

Gas portador

Gas auxiliar

Flujo total a 1a salida del detector
Flujo por columna

Temperatura del detector
Temperatura del inyector

Helio, V=40 cm/s
Helio

125 ml/min

1 ml/min

250 °C

250 °C

Programacion de temperaturas del horno

Temperatura inicial

Temperatura final

Incremento de la temperatura
Modo de inyeccion de la muestra
Volumen de inyeccion

150 °C cero (0) min
250 °C

15°C/min

Splitless

2l

Procedimiento para el analisis de muestras de
leche. Fortificacion y extraccion. Para la
preparacion de la muestra de leche fortificada se
colocaron en un balén 10 ml de leche con fention a
las siguientes concentraciones: 0,01, 0,025, 0,05,
0,075 y 0,1 ppm; a cada una de las muestras de
leche fortificada se le agreg6 5 ml de acetonitrilo y
1 ml de etanol, luego de lo cual se homogenizaron
en un equipo Polytron® a 7.000 rpm por 3 min. Un
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volumen de 4 ml de ésta mezcla se deposito en un
cartucho Chem Elut 1005® Varian (catalogo 1219-
8006) de matriz solida, se dejo drenar por 10 min
permitiendo obtener una distribucion homogénea,
para lo cual se utilizo un equipo de procesamiento
SPE para 12 Cartuchos, Supelco®. Un volumen de
5 ml de la fase superior de la mezcla de elusion la
cual se preparé mezclando éter de petroleo,
acetonitrilo y etanol, en una relacion de 20:5:1,
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respectivamente; se adiciond a la columna, luego
de 10 min la columna se eluy6 4 veces mas con 5
ml de la fase superior antes mencionada. Los eluidos
recuperados desde la primera adicion del solvente
se concentraron a un pequeilo volumen por
rotoevaporacion en un equipo Heidolph WB 2000®
a40 °Cy presion reducida hecha con un Bomba de
vacio Gast® IDEX Corporation, luego se dejo secar
atemperatura ambiente. El residuo se disolvié en 1
ml una solucidn de de fenitrotion que se utilizd
como estandar interno a una concentracion de
0,1877 ppm y se analiz6 inyectando 2 pl al
cromatografo GC-NPD a las condiciones
cromatograficas descritas anteriormente.

Preparacion de la curva estandar. Para realizar
el proceso de cuantificaciéon se prepararon
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estandares de fention y un blanco de reactivos en
una matriz similar a las muestras objeto de estudio
(leche). Se midieron 10 ml de leche y se le
adicionaron 5 ml de acetonitrilo y 1 ml de etanol
se homogeniza por 3 min en un equipo Polytron®
a 7.000 rpm, se sometio a rotoevaporacion (40
°C, presion reducida), hasta concentracion. El
extracto obtenido se dividié en 6 alicuotas del
mismo volumen, se empacaron en viales de vidrio
de 2 ml, y se sometieron a secado al aire, se
reconstituyd cada vial con 1 ml de estandar
interno de fenitrotion a una concentracion de
0,1877 ppm y a seis niveles de concentracion
de fention (tabla 2), ademas del blanco de
reactivos. Luego las diferentes concentraciones
se analizaron por GC a las condiciones descritas
en el método cromatografico.

Tabla 2. Precision del método cromatografico. Promedio del cociente del area del fention sobre el area del fenitrotion (AFT/
AFTT), desviaciones estandar (DS) y coeficientes de variacion (CV) a diferentes concentraciones del fention. Fenitrotion

a una concentracion de 0,1877 ppm (X = Promedio)

Fention ppm 0,025 0,0625 0,125 0,1875 0,25 0,312
XAFT/AFTT 0,0997 0,2610 0,5340 0,8317 1,0943 1,3733
DS 0,0021 0,0098 0,0036 0,0101 0,0206 0,0202
Cv 0,0209 0,0377 0,0068 0,0121 0,0188 0,0147
CV (%) 2,0886 3,7735 0,6752 1,2104 1,8779  1,4714
RESULTADOS y fention en acetona, los tiempos de retencion ob-

La separacion cromatografica del analito de interés
(fention) y el estdndar interno (fenitrotion), se logra
con las condiciones cromatograficas descritas. En
la figura 2, se muestra el cromatograma de fenitrotion

tenidos fueron 6,750 y 7,007 min,
respectivamente. Luego, se realiz6 una inyeccion de
acetona, con el fin de verificar que en ese tiempo no
coeluyera ningun otro compuesto con los analitos
de interés (figura 3).
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Figura 2. Tiempos de retencion de fenitrotion (estandar interno) 6,750 y

fention 7,007 minutos en acetona
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Figura 3. Cromatograma del Blanco de solvente (acetona)

No se observan en el cromatograma picos eviden-
tes en los tiempos de retencion del fention y del
fenitrotion, solo se observa el nivel de ruido nor-
mal de la linea base.

En la figura 4, se superponen los cromatogramas
de fention, fenitrotion y de blanco de reactivos,
preparados en extracto de leche. Se observan en

11.000 4
10.000

4000 4

8000 4
7000 < Elanco de reactivos

los cromatogramas que los tiempos de retencion
permanecen constantes y que en el blanco de
reactivos (acetona, acetonitrilo, etanol, éter de
petroleo), y en la matriz (leche), no aparecen
sustancias que coeluyan e interfieran con la
cuantificacion de las sustancias de interés, fention y
fenitrotion, lo que permite concluir que la técnica
cromatografica es selectiva y especifica.
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.
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Figura 4. Superposicion de dos cromatogramas de fention, 0,25 ppm y
fenitrotion, 0,1877 ppm preparados en extracto de leche, y blanco de
leche y reactivos (acetona, acetonitrilo, etanol, éter de petréleo)
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La evaluacion de la precision del método
cromatografico se realizd a las condiciones
cromatograficas anteriormente descritas,
utilizando los niveles de fention 0,025, 0,0625,
0,125, 0,1875, 0,25 y 0,312 ppm y el estandar
interno fenitrotion a una concentracion de 0,1877
ppm. Cada nivel se inyectd tres veces en el
cromatografo de gases. La respuesta se midio
como el promedio del cociente del area del fention
sobre el area del fenitrotion, desviaciones estandar
y coeficientes de variacion (tabla 2).

El porcentaje del coeficiente de variacion para las
concentraciones de fention de 0,025, 0,0625, 0,125,
0,1875,0,25, 0,312 ppm fueron de 2,0886, 3,7735,
0,6752, 1,2104, 1,8779 y 1,4714, respectiva-
mente. De los datos se observa que el coeficiente
de variacion en los resultados procedentes de las
tres inyecciones de los estandares de las concen-
traciones descritas es menor del 5% lo cual es lo
aceptado en este tipo de trabajos.

La exactitud en el proceso de extraccion,
concentracion y andlisis cromatografico de las
muestras de leche fortificadas se realiz6 a diferentes
concentraciones y se midié como el porcentaje de
recuperacion con su respectiva desviacion estandar
y coeficiente de variacion (tabla 3). Los porcentajes
de recuperacion estuvieron entre el 92,8 y el 116%
y los porcentajes de los coeficientes de variacion
entre el 1,28 y el 6,62%. Estos resultados
permiten considerar que la exactitud del proceso
de extraccion, concentracién y andlisis
cromatografico es buena.

Tabla 3. Porcentajes de recuperacion, desviacion estandar
(DS) y coeficientes de variacion (CV) en leche bovina
fortificada con fention a diferentes niveles de
concentracion

ppm 0,01 0,025 0,05 0075 0,1

Recuperacion (%) 116,0 1056 92,8  101,8 102,8

DS 0,0050 0,0280 0,0240 0,0160 0,0330
cv 0,0253 0,0662 0,0327 0,0128 0,0200
CV (%) 253 662 327 128 2,00
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La linealidad se realiza mediante la inyeccion de
muestras preparadas a partir de soluciones
patron de fention a las concentraciones de
0,025, 0,0625, 0,125, 0,1875, 0,25 y 0,312
ppm. Se efectia un analisis de regresion lineal
empleando el programa estadistico SAS version
8.2; se determina la correlacion entre el cociente
de la concentracion del fention y la del estandar
interno (fenitrotion), el cual se encuentra a una
concentracion de 0,1877 ppm vs el cociente del
area de fention y fenitrotion. Como se ilustra a
continuacién: Area de fention/Area de fenitrotion
vs Concentracion de fention/Concentracion de
fenitrotion (AFT/AFTT vs CFT/CFTT (FT =
Fention, FTT = Fenitrotion).

Analisis de regresion: Modelo lineal, y =a + bx
Variable dependiente: Area FT/Area FTT

Variable independiente: Concentracion FT/
Concentracion FTT

El analisis de regresion lineal para la relacion
entre el cociente area fention/area fenitrotion
variable dependiente y el cociente concentracion
fention/concentracioén fenitrotion variable
independiente arroja un coeficiente de
correlacion de 0,9996 y R-Squared de 99,92;
lo que indica que el 99,92% de las variaciones
en el cociente area del fention/area del fenitrotion
medidas por el detector de nitrégeno-fosforo,
se deben a cambios en el cociente concentracion
fention/concentracion fenitrotion, dados por los
cambios en la concentracion del fention en la
muestra. La ecuacion que describe la relacion
planteada es lineal y se expresa como y =
0,8354 x -0,0144; donde “y” es el cociente del
area de fention sobre el area del fenitrotion y
“x” es el cociente de la concentracion del fention
sobre la concentracion del fenitrotion (figura 5).
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Figura 5. Analisis de regresion lineal AFT/AFTT vs CFT/CFTT (FT = Fention, FTT =

Fenitrotion)

Con respecto al limite de deteccion, éste se ha-
116 calculando tres veces la relacion sefial a rui-
do, S/N, a partir del valor del nivel de ruido de
la linea base del blanco de leche, en el tiempo
de retencion del fention, se determin6 que el li-
mite de deteccion fue de 0,0075 ppm. El limite
de cuantificacion se establecid teniendo en cuen-
ta el Limite Maximo de Residuos (LMR), de
fention en leche, establecido por la OMS-FAO,
el cual es de 0,05 ppm; por este motivo, se
definioé como el limite de cuantificacion 0,025
ppm, que corresponde al 50% del LMR en leche.

La estabilidad de los estandares de fention a una
concentracion de 0,025, 0,0625, 0,125, 0,1875
y 0,25 ppm y el fenitrotion una concentracion
de 0,1877 ppm en extracto de leche en
almacenamiento a 0 °C, se evalud en corridos
seriados en el cromatdgrafo a las condiciones
cromatograficas descritas. Los estdndares
presentaron un maximo de almacenamiento de
101 dias (véase, tabla 4).
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Tabla 4. Coeficientes de correlacion de los analisis
cromatograficos de los estandares de fention y fenitrotion
en extracto de leche.

Dia Coeficiente de correlacion
1 0,999
2 0,997
0,996
5 0,995
10 0,996
16 0,995
30 0,994
36 0,998
43 0,999
60 0,998
72 0,996
80 0,994
93 0,996
101 0,994
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DISCUSION

Los autores, hallaron pocos reportes en los cuales
se describia la validacion de métodos analiticos para
la determinacion de fention en leche bovina. Un
trabajo que sirvi6 de guia al presente, fue el de Di
Muccio et al. (1996), quien valid6é una técnica
analitica para varios OP, diferentes al fention como
el diazinon, dimetoato, metil clorpirifos, metil
paration, malation, fenitrotion, paration, etion, entre
otros. En ¢él, se obtuvo un porcentaje de
recuperacion que oscilo entre el 72 y el 109% con
una desviacion estandar relativa que vario6 entre el 1
y el 19% resultado de promediar cuatro replicas
obtenidas para todas las concentraciones analizadas;
ese resultado, no fue muy diferente al obtenido en
el presente trabajo en el cual el porcentaje de
recuperacion oscil6 entre el 92,8 y el 116% con un
coeficiente de variacion que fluctud entre el 1,28y
el 6,62%, también promedio de cuatro replicas para
todas las concentraciones analizadas. Por otro lado,
O’Keefe et al. (1983) reportaron un porcentaje de
recuperacion de fention entre el 85-94% el cual fue
adicionado a leche entera en concentraciones que
fluctuaron entre 0,01 20,1 mg kg™

El limite de deteccion para el fention en leche
hallado en este estudio fue de 0,0075 ppm, que
fue mayor al encontrado por O’Keefe et al. (1983),
el cual fue de 0,002 ppm en leche entera y estuvo
en el rango encontrado por Di Muccio et al.
(1996), para varios OP diferentes al fention el cual
fluctuo entre 0,003 y 0,066 ppm.
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