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ABSTRACT. This review surveys fundamental developments in the
field of chromatographic of analysis applied to the detection and dec-
termination of microquantities of herbicides derived from the phen-
oxiacetic acid in waters, plants, focd, etc. It covers the literature
on the subject cited mainly in Chemical Abstracts, Journal of Chro-
matography and Analytical Chemistry during the past ten years. This
article is an important tool for those scientists and technicians who
work on environmental pollution caused by these chemicals. There is,
‘also information about their toxicity, their physiological effects on
plant and animal tissues and organs, as well as on human beings.
The review gives very useful information about the importance and
applications of Chromatography in the fields of Agriculture and Public
‘Health.

RESUMEN. El presente trabajo ofrece una panoramica de las distin-
tas tendencias en los métodos cromatograficos de anadlisis para la
determinacién de microcantidades de herbicidas derivados del acido
fenoxiacético en aguas residuales, planias, suelos, alimentos etc. Estc
material ha sido elaborado teniendo en consideracién los adelantos
de la Cromatografia en la etapa de los afios 70-80 y constituye un
eficaz instrumento de trabajo para cientificos y técnicos de nivel
superior que se ocupan de los efectos residuales de esos herbicidas
en el medio que circunda al hombre. Ademads de las técnicas de deter-
minacién de los productos, se reporian datos acerca de su toxicidad
y efecto en diversos érganos vitales; asi como sobre su acumulacién
en alimentos y aguas. Se brinda informacién acerca de la utilidad
de las técnicas de analisis cromatografico en el campo de la Agro-
quimica y el de la Salud Publica. Como fuentes principales en la
elaboracién de este trabajo, fueron utilizadas las publicaciones siguien-
tes: Chemical Abstracts, Journal of Chromatography, Analytical Che-
mistry y Journal of Agricuitural and Food Chemistry.

INTRODUCCION

La Cromatografia es uno de los métodos de la Quimica Analitica que
se utiliza mas ampliamente para determinar sustancias organicas em-
pleadas en el control de distintas afecciones de las plantas, en el control
de las malas hierbas y otras plagas que influyen negativamente en la
economia agricola.

En los altimos afios, un gran volumen de las publicaciones en el cam-
po de la Quimica Analitica ha sido dedicado a los métodos cromatogra-
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ficos de analisis de diferentes sustancias, no sélo en las investigaciones
cientificas quimicas, sino en la Biologia, la Medicina, la Agricultura, la
Petroquimica y otras ramas de la Ciencia y la Técnica.

Analizaremos el extraordinario valor que tienen las técnicas croma-
tograficas para el control de sustancias que, si bien, prestan una gran
ayuda en la Agricultura, pueden convertirse en agentes que afectan el
entorno donde habita el hombre.

Dedicaremos nuestra atencién a los denominados herbicidas hormo-
nales, que son conocidos desde fines de la década del 40, entre los cuales,
los mas utilizados son los derivados de los acidos clorofenoxicarboxili-
cos. En Cuba se aplican el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido
2,4 5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) y sus derivados.

Los herbicidas de este tipo manifiestan su accién sobre las plantas
de la forma siguiente!:

Por modificaciones morfoldgicas; histolégicas y qulmlco-flslologlcas

En este sentido, se han realizado investigaciones, tanto acerca del
metabolismo de estos herbicidas, como de su toxicidad para eI hombre
v los animales.

Ha sido también reportada su utilizacién sobre la base de su toxici-
dad para el hombre y los animales como arma de exterminio de la Flora
y la Fauna, en la guerra de agresiéon norteamericana en Viet Nam, en
forma de “Agente Blanco” “Agente Naranja” y “Agente Parpura”’, que
no son mas que mezclas derivadas de estos productos.

Se han preparado conjugados de aminoacidos del 2,4-D* que se han
utilizado como patrones para la identificacién, por cromatografia, de
algunos de sus metabolitos; esta técnica se ha aplicado en cultivos de
cotiledén de soya® y se ha logrado aislar e identificar conjugados del
2,4-D con alanina, valina, leucina, fenilalanina y tripftéfano. Ademas,
se ha evaluado® la capacidad de varios conjugados de aminoacidos sinté-
ticos para estimular el crecimiento celular y la elongacién en avena y
se han determinado las concentraciones que lo inhiben.

Estos estudios confirman el planteamiento de que estos herbicidas,
entre otros efectos, aceleran la hidrolisis de las proteinas del vegetal y
perturban su proporcién normal de aminoacidos!, de modo que se han
desarrollado diversas técnicas para analizar, por cromatografia gas-
liquido, tanto metabolitos del 2,4D y del 2,4,5-T, como conjugados de
aminodacidos en forma de sus ésteres metilicos®". Por otra parte, el es-
tudio de la estructura de hojas de Rubus procerus, a la semana del
tratamiento con el éster butilico del 2,4,5-T, mostré que los cloropastos,
son también, sitios de accién del mismo e indicandose la ocurrencia de
un envejecimiento acelerado®. A

Sobre la toxicidad de estos herbicidas Stupinikov® realizé una revi-
sién bibliografica; pueden citarse varios trabajos en los que ha sido
reportado un aumento de peso en el higado'® empleando ratas como ani-
males de experimentacién; un incremento de la actividad del 2,4-D sobre
el sistema nervioso central'!; la. acumulacién de 2,4,5-T en el rifién por
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largos periodos de tiempos'?, cambios morfolégicos en rifién, higado y
pulmones®® provocados por el suministro de pequenas dosis de 2,4-D
y/o 2,4,5-T durante diferentes lapsos de tiempo.

En cabras se ha estudiado el enlace del 24-D con las proteinas plas-
maticas y la excrecién renal, hallandose que, a niveles de 20 mg/mL en
plasma, un 97% del mismo se enlaza a las proteinas'; también se ha
detectado la unién del 2,4-D a la albumina sérica en bovinos'® formando
conjugados. En ejemplares de aves que tomaron agua en el drenaje de
un campo tratado con 2,4,5-T se encontré el producto en los musculos
del pecho, en el higado, la molleja y el tejido adiposo’®; y en pollos se
confirmé la excrecién tubular renal de 2,4-D, luego de que se les sumi-
nistraran pequefas dosis del reactivo'”.

Respecto a los efectos citogenéticos, se ha observado un aumento en
la frecuencia de las aberraciones cromosémicas en humanos y animales?®.

Los estudios de los efectos sobre el hombre, fundamentalmente sobre
los obreros que manipulan los productos en las fabricas, que los apli-
can en los campos o que se exponen de una u otra forma a los mismos,
revelan la absorcién de los agentes por via cutdnea o respiratoria con
niveles considerables en plasma y orina', incidencia de linfomas ma-
lignos®, de sarcomas en tejidos blandos*, de nacimientos con anence-
falia y meningomiocele??; si bien hay criterios contradictorios que plan-
tean que los herbicidas en cuestion se excretan totalmente a las 72 horas
de absorbidos®, o que el caricter oncogénico vien: dado por las impu-
rezas presentes, tales como las dibenzodioxinas clorinadas®, y no por
los agentes que estudiamos.

Debido a la extensién del empleo de estos herbicidas en nuestro pais,
a su contribucién a la contaminacién ambiental con el consecuente dafio
a la flora, la fauna y al hombre, es preciso contar con métodos de de-
teccién y determinacién adecuados, a fin de controlar la concentracién
de los mismos en aguas de drenaje, residuales, plantas, etc.

La presente revision responde a estz planteamiento y trata sobre los
métodos cromatograficos de analisis, que son los que ocupan el mayor
cumulo de trabajo en la esfera de la Quimica Analitica* y en el campo
de la investigaciéon sobre pssticidas, en general. Constantemente se re-
portan nuevos avances en todas las técnicas cromatograficas®’, asi como
un desarrollo de la instrumentacién, en los métodos preparativos y de
deteccién con alto grado de automatizacién y la introduccién de nuevas
técnicas?®-28.

En el caso del 24-D, el 2,4,5-T y de sus derivados, sz aplican diversos
métodos cromatograficos para su determinacién en una variedad de
objetos de investigacion.

DESARROLLO

Cromatografia gaseosa
Primero se citan las referencias dedicadas a la cromatografia gas=osa
que constituye una poderosa herramienta en aspectos tales como el
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control de la calidad de los productos, en los estudios teéricos que abar-
can técnicas diversas de esterificacion como preparacién de las muestras
para la cuantificacién y determinaciéon de los productos y sus derivados
en aguas residuales, alimentos, suelos, tejidos, fluidos organicos, etc.

Asi, por ejemplo, en el control de la calidad de los productos de fa-
brica se utiliza la cromatografia gaseosa con detector de ionizacién por
llama??; se reporta, también, el analisis de fé6rmulas comerciales del éster
butilico del 2,4D por cromatografia gaseosa con espectrometria de
masas®’, asi como para determinar estos agentes en mezclas con otros
herbicidas®'#.

Por otra parte, se han realizado estudios sobre técnicas de esterifica-
cién de estos herbicidas, a fin de adecuarlas al analisis por cromatografia
gaseosa, utilizando el propio método para conocer la calidad de los
ésteres sintetizados, en los que se aprovecha la reactividad de algunos
agentes, tales como sulfato de dimetilo®?*, diazometano, trifluoruro de
boro en etanol®®?%; metanol®*™*; etanol, propanol, isopropanol, 2-cloro-
etanol en Acido sulfurico®®*?; trimetilclorosilano®*'; trifluoruro de boro
en 2-cloroetanol'; yoduro de metilo o de butilo en presencia de carbo-
nato de cesio en acetona*? y bromuro de pentafluorobencilo®®.

Existen reportes sobre técnicas de refinacién y separacion del 2,4-D,
del 2,4,5-T y de sus ésteres por cromatografia gas-liquido que se trabajan
columnas con diferentes rellenos®** y equipos de deteccién, tales como
la fragmentografia de masas**’, catarometros*®, fotometria de llama y
captura de electrones*’, asi como la deteccién de aminas del 2,4-D por
conversion a sus correspondientes amidas*®.

Otros investigadores han trabajado en la determinacion de residuos
del 24-D y del 24,5-T como ésteres®®, o como 2,4-diclorofenol*® por cro-
matografia gaseosa.

La importancia de la identificacién y determinacién de trazas de
estos agentes defoliantes en las aguas residuales, se ha traducido en una
gran cantidad de trabajos dedicados a este fin. Se puede citar la deter-
minacién del 24D en forma de sus ésteres 2,2,2-tricloroetilicos™, tri-
fluorometilicos®, butilicos®*?* y metilicos®, mediante cromatografia gas-
liquido y detector de captura electrénica de ®*Ni, o la sorcién del 2,4-D,
del 2,4,5-T o de sus ésteres sobre resinas macroreticulares XAD-2 para
luego eluir con éter y separar por cromatografia gaseosa cuantificando
por espectrometria de masas o por captura de electrones®®.

Otros autores se auxilian de este método empleando 2,4,5-T como
standard interno en la determinacién de 2,4-D en aguas con diferentes
columnas y fases estacionarias™.

En muestras de suelo se han determinado residuos de 2,4-D por cro-
matografia gascosa®. Para localizar los herbicidas libres en muestras
de suelo se ha trabajado este método, en algunos casos, extrayendo el
4cido libre con éter™, con mezclas de acetona y metanol, con acetonitrilo
en acido acético® o con mezclas de alcohol isopropilico, acido fosforico
o etanol-dcido sulfurico®. Otras veces se acude al intercambio iénico con
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Sephadex QAE® para la separacién del producto, tanto en suelos, aguas,
como tejidos orgénicos.

Como consecuencia de la aspersiéon por via aérea de estas sustancias,
se ha hecho necesario elaborar técnicas para detectar su presencia en el
aire, a fin de conocer sus niveles de concentracién y tomar medidas
tendentes a su disminucién. Generalmente se trabaja sobre la determina-
cién por cromatografia gaseosa, cuantificando por captura electrénica
0 por espectrometria de masas®®*, variando la forma de obtener la
muestra. Se plantea el muestreo de 2,4,5-T y sus ésteres sobre un adsor-
bente sélido, tal como la resina XAD-2%%¢ ¢ sobre el gel de silice y XAD-4
para 2,4-D y 2,4,5-T respectivamente®’.

Es fundamental, para la proteccién de los trabajadores que tienen
contacto con estos herbicidas, que se determine la concentracién de los
productos en sus fluidos organicos. Asi, se han concentrado residuos de
2,4-D en orina por separacién mediante intercambio iénico y posterior
anélisis sobre Ultra Bond 20M con argén como gas portador y detector
de ®Ni*"; ademas se ha detectado un rango de concentraciones de 10 a
300 parte por billén (ppb) de 2,4-D al someter muestras de orina a ex-
traccién, tratamiento con diazometano, cromatografia y registro por
fragmentografia de masas®**. También se ha aplicado la extraccién de
24-D a partir de tejidos, orina y sangre, derivandolo con bromuro de
pentafluorobencilo®, diazometano® ™ o por simple metilaciéon en el caso
del 2,4,5-T™, para luego determinar su concentraciéon mediante detector
por captura de electrones.

Ha sido reportada la determinacién de 2,4-D, 2,4,5-T y sus derivados
en plantas™ en harina y granos® ™ en huevos™; en mani, frutas, to-
mate, girasol y en diversos cereales y otros productos alimenticios™"476-7,

La nueva técnica de cromatografia gaseosa con columna capilar, tam-
bién ha encontrado aplicacién en el campo de la determinacién de con-
centraciones y la deteccién de estos herbicidas®.

Cromatografia en capa delgada

Es la segunda técnica cromatografica mas explotada en el campo
de los plaguicidas; ya desde 1970 se ha convertido en una técnica standard
de amplio interés investigativo en cuyas automatizacion y aplicacién se
han producido mejoras, debido fundamentalmente, al desarrollo de la
densitometria como medio de cuantificacién?®8'.

Se ha trabajado mucho, a modo de estudio, para la aplicacién de la
cromatografia en capa delgada a la identificacién y a la separacién del
24D, el 24,5-T y sus derivados con diferentes materiales de base, siste-
mas de solventes y medios de deteccién. Se reporta el uso de placas de
gel de silice®* %, o placas de gel de silice con yeso®"*%, o con Kieselguhr®s;
de Silufol UV 254%; placas de 6xido de aluminio®, o de poliamida; asi
como el empleo de diferentes sistemas de solventes, tales como: benceno-
acetona®, hexano-acetato de etilo-dcido férmico®, tolueno-éter de petro-
leo-dcido acético®™ éter de petréleo-éter-dcido acético®®, acetona amonia-
cal” y diversos reveladores, como, por ejemplo, vapores de iodo®, nitra-
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to de plata en disolucidn, la reaccién del acido cinndmico®; rodamina B
y bromocresol verde® y por fluorescencia®. Aparecen también citas sobre
el revelado por €l sistema de inhibicién enzimatica®-*?, sobre el cual
se encontré también una revision bibliografica con 21 referencias®.

Otros trabajos se refieren a la distribucién en fase inversa® y, tam-
bién, al método designado como tricromatografia-trigradiente, disefiado
para separar e identificar 24D y 2,4,5-T en mezclas con otros herbi-
cidas®.

Por cromatografia en capa delgada se ha realizado la caracterizacién
de 14 conjugados de aminoacidos del 2,4,5-T¢.

También ha sido determinada la presencia de 2,4-D, 24,5-T y sus
ésteres en abejas envenenadas, mediante cxtraccion y aplicacién en capa
de gel de silice G, corrida con heptano-acetona y revelada con solucién
de nitrato de plata®.

En tejidos de origen animal, carne y leche, se ha logrado extraer
2,4-D y analizar sobre 6xido de aluminio con cloroformo-acido y cuan-
tificar por comparacion visual®®, por otra parte, se han hallado residuos/
de 2,4-D en harina de trigo®” y en otros productos alimenticios®. (

Ha sido reportada la separacién de 2,4-D, 2,4,5-T, DDT y chlorophos,\
cuando se encuentran mezclados con fines comerciales, sobre placas de N
Silufol empleando como sistema de solventes hexano-metanol-amoniaco®.

En aguas naturales y residuales se han detectado, separado y cuan-
tificado estos defoliantes y sus derivados™® %, por extraccién con éter
o cloroformo y aplicando los extractos a diversos materiales de placas
y empleando diferentes formas de determinacion cuantitatival®+108,

La cromatografia en capa delgada, combinada con la electroforesis,
ha sido empleada también, para la determinacién de residuos de 2,4-D
y 24,5-T en suelos, productos alimenticios y material biologico®”?%:1%9,

Cromatografia en columna

En el andlisis de plaguicidas, la cromatografia en columna se emplea
en la fase preparativa previa a la cuantificaciéon, bien sea ésta, por via
cromatografica o por otros métodos.

Por ejemplo, se pueden fraccionar mezclas de herbicidas en columnas
de 6xido de silicio, eluir con los sistemas hexano-benceno, acetonitrilo-
benceno y hexano-dioxano para obtener 2,4-D y 2,4,5-T; también se tra-
baja con columnas de estireno-divinilbenceno para separar el éster bu-
tilico del 2,4-D y el 2,4-D*°, vy en columnas de cuentas de vidrio en las
que se aprovecha la afinidad adsortiva de los clorofenoxidcidos por la
superficie del vidrio'', antes de determinar su concentracién por cro-
matografia gaseosa.

Otros autores han preparado columnas de gel de silice a las cuales
se adicionan, mediante la fase mdvil, acidos orgdnicos para mejorar la
separacién de los herbicidas y sus derivados, permitiendo su analisis
inmediato y directo!'2.

La cromatografia liquida de alta presion para la separacién de 2,4-D
y sus derivados fendlicos, se ha aplicado sobre columna a fase inversa
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////
rellena con Bondapak!?; el andlisis de formulaciones co/m/erciales de
4cidos fenoxicarboxilicos sobre columna de Nucleosit eluyéndo con hexa-
no-acido acético'™; al establecimiento de ensayos esp/@(iificos para isé-
meros de férmulas de ésteres y sales de 2,4-D** y 2,4,5T''% usando colum-
nas con microparticulas a fase inversa, las cuales se eluyen con una
disolucién de acetonitrilo acidificada a pH 3.

Otros autores han establecido los parametros, en este tipo de cro-
matografia, para herbicidas clorofenoxialcanoicos sobre gel de silice en
columna a fase inversa, obteniendo buena separacién mediante el uso
de bromuro de tetrametilamonio como fase moévil. Se obtuvieron luego,
los espectros UV de las fracciones eluidas!'?*5.

También el analisis de metabo'itos del 2,4-D, en forma de sus con-
jugados de aminoacidos, se emprendié por esta técnica, siendo sensible
en un rango de 500 ng a los pg''®.

La cromatografia en columna se ha aplicado también a la determi-
nacion de metabolitos de 2,4,5-T en orina'®, al analisis de mezclas liqui-
das de 2,4-D y picloram''*¥, asi como a la determinacién de trazas de
2,4-D en agua y en vegetalss!#3124

Intercambio idnico

Ei intercambio i6nico se utiliza, principalmente, en la separacién de
los iones del 24-D y del 2,4,5-T a partir de las disoluciones acuosas de
sus sales sddicas, para el control de la calidad de los productos®? 17,

Se han determinado los valores de las constantes de intercambio de
los iones clorofenoxiacetato por cloruro'*®; se ha estudiado el proceso
de intercambio de los iones (2,4-D) por nitrato!? y la aplicacién de la
sorcién y desorcion de estos acidos v sus derivados en resinas anidnicas
y catidnicas'®® para su posterior utilizacién en la concentracion de trazas
de 2,4-D a partir de suelos y plantas, o de aguas naturales'®: 12,

Otros métodos cromatogrdficos

El creciente desarrollo de las técnicas cromatograficas ha provocado
la aparicién de métodos nuevos, que ya se aplican al campo de la inves-

“tigacion de residuales de plaguicidas.

Citaremos la cromatografia de permeacién en geles!™ que se emplea
en la purificacion de extractos de 2,4-D y sus derivados; la cromatogra-
fia plasmatica de pesticidas, ¢s también, un arma potencialmente valiosa
para el analisis de estos agentes y sus metabolitos a niveles de residuos'®.

Han sido reportados trabajos respecto a la determinacién de 24-D
y 2,4,5-T en agua, en trigo, en suelos®3%; asi como un estudio clasico
sobre la separacién e identificacion de estos herbicidas por cromatografia
sobre papel.

En los ultimos diez afios, esta técnica ha sido muy poco utilizada.
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