
REVISTA COLOMBIANA DE QUÍMICA, VOLUMEN 40, nro. 2 DE 2011

211

A
pl

ic
ad

a 
y 

A
na

lít
ic

a

Rev. Colomb. Quím., 2011, 40(2): 211-226

1	  Departamento de Biología y Química, Facultad de Ciencias Básicas, Universidad de Pamplona, Pamplona, Norte de 
Santander, Colombia.

2	 	yanethcar@unipamplona.edu.co

3	 	achaparro@unipamplona.edu.co

ESTANDARIZACIÓN DE UN MÉTODO ANALÍTICO PARA EXTRACCIÓN  
Y CUANTIFICACIÓN DE CIPERMETRINA EN PASTOS 

STANDARDIZATION OF ANALYTICAL METHOD FOR EXTRACTION 
AND QUANTIFICATION OF CYPERMETRHIN IN GRASS 

PADRONIZAÇÃO DE MÉTODO ANALÍTICO PARA EXTRAÇÃO 
E QUANTIFICAÇÃO DE CIPERMETRINA EM PASTAGENS 

Yaneth Cardona1,2, Amanda L. Chaparro1,3, Lilia S. Calderón1, Manuel J. Peláez1, Carlos H. García1 

Recibido:	23/05/11	–	Aceptado:	09/09/11

Resumen 

En	el	presente	trabajo	se	estandarizó	un	
método	analítico	para	la	extracción	y	de-
terminación	de	cipermetrina	en	muestras	
de	pastos	utilizando	microextracción	en	
fase	sólida	(MEFS)	en	modo	de	inmersión	
con	posterior	desorción	y	determinación	
por	cromatografía	de	gases	con	detector	
de	ionización	de	llama	(CG-DILL).	Las	
condiciones	 óptimas	 para	 la	 extracción	
de	cipermetrina	en	pastos	por	ID-MEFS	
fueron:	5	g	de	muestra	se	calentaron	con	
10	mL	de	solución	acuosa	de	acetona	al	
1%	v/v	durante	10	minutos;	de	esta	solu-
ción	se	tomaron	4	mL	para	llevar	a	cabo	
el	proceso	de	extracción	por	MEFS	utili-
zando una fibra de PDMS con exposición 
de 30 min a 500 rpm y 60 ºC. La des-
orción	del	analito	se	 llevó	a	cabo	a	270	
ºC durante 6 minutos. El procedimiento 
propuesto	mostró	comportamiento	lineal	
en	 el	 rango	 probado	 (5-300	 µg/L)	 con	

R2	de	0,999.	Los	 límites	de	detección	y	
cuantificación fueron 1,53 y 4,97 ng/mL, 
respectivamente,	con	una	desviación	es-
tándar relativa de 8,57% (n = 6). El mé-
todo	 propuesto	 en	 este	 trabajo	 permite	
determinar	 cipermetrina	 en	 muestras	 de	
pastos	hasta	niveles	de	trazas	con	una	re-
cuperación	de	99,08%.	

Palabras clave: Pesticida,	 piretroi-
des,	 cipermetrina,	 microextracción	 en	
fase	 sólida	 (MEFS),	 cromatografía	 de	
gases	con	detector	de	ionización	de	llama	
(CG-DILL),	estandarización

AbstRAct 

In	 this	 study,	 an	 analytical	 method	 has	
been	 developed	 to	 determine	 cyperme-
thrin	 in	 grass	 matrices	 using	 direct	 im-
mersion	solid-phase	microextraction	(DI-
SPME),	coupled	to	gas	chromatography	
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with flame ionization detector (GC–FID). 
The	 optimized	 DI-MEFS	 experimental	
procedures	 to	 extract	 cypermethrin	 in	
grass	matrix	were:	5	g	of	the	sample	were	
heated	with	10	mL	of	acetone	1%	v/v	in	
water	during	10	min.	4	mL	of	this	solu-
tion	were	used	for	extracting	with	a	po-
lydimethylsiloxane (PDMS)-coated fiber 
at 60 ºC and 500 rpm during 30 min. The 
analyte	desorption	was	performed	at	270	
ºC for 6 min. The proposed procedure 
showed	linear	behavior	in	the	range	tes-
ted	(5-300	mg/L)	with	R2	of	0.999.	The	
detection and quantification limits were 
1.53	and	4.97	ng/	mL	respectively	with	a	
standard deviation of 8.57% (n = 6). The 
method	 proposed	 in	 this	 paper	 allows	
determining	cypermethrin	in	samples	of	
grass	 to	 trace	 levels	 with	 a	 recovery	 of	
99.08%.

Key words: Pesticide,	 pyrethroids,	
cypermethrin,	 solid-phase	 microextrac-
tion	 (SPME),	 gas	 chromatography	 with	
FID	(GC-FID).

Resumo 

No	 presente	 estudo,	 se	 padronizou	 um	
método	 analítico	 para	 a	 extração	 e	 de-
terminação	de	cipermetrina	em	amostras	
de	grama	usando	microextração	em	fase	
sólida	(MEFS)	no	modo	de	imersão	com	
dessorção	 subseqüentes	 e	 determinação	
por cromatografia gasosa com detector 
de	 ionização	 de	 chama	 (CG-DIC).	 As	
condições	ótimas	para	a	extração	de	ci-
permetrina	 em	 pastagens	 por	 ID-MEFS	
foram:	5	g	de	amostra	 foram	aquecidos	
com	10	mL	de	solução	aquosa	de	acetona	
a	1%	v/v	por	10	minutos.	Desta	solução,	
4	 mL	 foram	 tomadas	 para	 executar	 o	
processo	 de	 extração	 MEFS	 utilizando	
uma fibra PDMS submetida por 30 min 

a 500 rpm e 60 °C. A dessorção do ana-
lito foi realizada a 270 °C por 6 minutos. 
O	procedimento	proposto	apresentou	um	
comportamento	 linear	 no	 intervalo	 tes-
tado	 (500-300	 mg/L)	 com	 R2	 de	 0,999.	
Os limites de detecção e quantificação 
foram	 1,53	 e	 4,97	 ng	 /	 mL,	 respectiva-
mente,	com	um	desvio	padrão	relativo	de	
8,57% (n = 6). O método proposto neste 
trabalho	possibilita	determinar	ciperme-
trina	em	amostras	de	pastagens	com	uma	
recuperação	de	99,08%	nos	traços	

Palavras-chave: Pesticidas,	piretroi-
des,	cipermetrina,	microextração	em	fase	
sólida (MEFS), cromatografia gasosa 
com	FID	(CG-DIC).

IntRoDuccIÓn 

El	 incremento	 en	 la	 población	 mundial	
requiere	 mayor	 cantidad	 de	 alimentos;	
por	 tanto,	 el	 empleo	de	pesticidas	en	 la	
agricultura	es	imprescindible	para	prote-
ger	 los	 cultivos,	 incrementar	 el	 periodo	
de	 almacenamiento	 poscosecha,	 reducir	
los	costos	de	producción	y	disminuir	el	
riesgo	de	aparición	de	plagas.	Sin	embar-
go,	 las	grandes	cantidades	de	pesticidas	
que	caen	en	el	entorno	han	causado	pro-
blemas	que	afectan	el	medioambiente	y	
la	 salud	 humana,	 dado	 que	 algunos	 de	
estos	compuestos	persistentes	se	acumu-
lan	en	 la	biosfera	 (aire,	agua	o	suelo)	y	
pueden	 entrar	 en	 la	 cadena	 alimentaria	
de	animales,	llegando	en	último	término	
a	alcanzar	la	cadena	alimenticia	humana,	
donde	varios	de	ellos	se	acumulan	en	al-
gunos	órganos	vitales	y	provocan	intoxi-
caciones	de	distinta	gravedad	(1).	

Actualmente,	 uno	 de	 los	 pesticidas	
más	 usados	 es	 la	 cipermetrina,	 sinteti-
zado	 en	 1974	 e	 introducido	 al	 mercado	
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en	1977.	Según	la	Organización	Mundial	
de la Salud, está clasificado como “mo-
deradamente	 peligroso”	 (clase	 II);	 sin	
embargo,	 estudios	 recientes	 muestran	
que	 los	 efectos	 de	 la	 cipermetrina	 y	 de	
los	piretroides	en	la	salud	pueden	ser	más	
severos	 de	 lo	 que	 indican	 evaluaciones	
toxicológicas	previas	(2).	

La	cipermetrina	es	uno	de	los	insec-
ticidas	 más	 usados	 para	 controlar	 una	
gama	amplia	de	insectos,	así	como	en	co-
sechas,	campos	agrícolas,	invernáculos	y	
tratamiento	de	poscosecha.	En	medicina	
veterinaria	se	usa	para	el	control	de	pará-
sitos	en	animales	domésticos	y	en	el	ga-
nado.	También	se	utiliza	en	el	hogar	para	
el	tratamiento	de	la	sarna	y	los	piojos	en	
los	humanos	(3).

El	 control	 de	 plagas	 en	 praderas	 de	
monocultivo,	 por	 ejemplo	 potreros	 de	
pasto	 que	 sirven	 de	 alimentación	 para	
el	 ganado	 y	 que	 son	 más	 susceptibles	
al	ataque	de	dichas	plagas,	se	ha	venido	
realizando	últimamente	con	 insecticidas	
piretroides	como	la	cipermetrina.	La	apli-
cación	de	estos	agroquímicos	es	indiscri-
minada.	Se	observa	aumento	en	las	dosis	
y	las	aplicaciones	a	frecuencias	innecesa-
rias,	así	como	la	utilización	incorrecta	de	
las	formulaciones,	lo	que	convierte	estas	
sustancias	en	un	riesgo	potencial	para	la	
salud	humana,	debido	a	que	los	residuos	
de	 dicho	 pesticida	 pueden	 ingresar	 por	
ingestión	 al	 animal,	 dado	 que	 consume	
diariamente	 más	 del	 10%	 de	 su	 propio	
peso	en	pastura,	y	de	allí	llegar	al	orga-
nismo	humano	por	la	cadena	alimenticia	
(4).

Mientras	el	número	de	publicaciones	
en	la	determinación	de	residuos	de	pesti-
cidas	en	frutas,	hortalizas	y	otros	comes-

tibles	 es	 extenso	 (5-8),	 la	 bibliografía	
dedicada	al	análisis	de	pasto	(forraje)	es	
relativamente	limitada,	a	pesar	de	su	gran	
importancia,	dado	que	es	el	alimento	pre-
dominante	en	la	dieta	alimenticia	del	ga-
nado	vacuno.

Debido	 a	 que	 los	 plaguicidas	 se	 en-
cuentran	 en	 niveles	 de	 traza	 en	 las	 di-
ferentes	 muestras	 medioambientales	 o	
biológicas,	 pues	 los	 límites	 de	 residuo	
máximos	permitidos	(LRM)	se	expresan	
en	valores	de	µg/Kg,	existe	la	necesidad	
de desarrollar un método sensible, fiable, 
exacto,	 conveniente,	 rápido,	 práctico	 y	
selectivo	 para	 supervisar	 las	 concentra-
ciones	de	diferentes	clases	de	pesticidas.	
Para	el	análisis	de	residuos	de	pesticidas	
en	diferentes	muestras	se	han	considerado	
varias	técnicas;	sin	embargo,	la	mayoría	
requiere	varias	horas	de	análisis	y	volú-
menes	grandes	de	solventes	orgánicos,	lo	
cual	–además	de	arriesgar	en	ocasiones	la	
salud	de	los	operadores–	también	contri-
buye	 a	 la	 contaminación	 medioambien-
tal,	 puesto	 que	 se	 genera	 gran	 cantidad	
de	 desechos.	 Durante	 la	 última	 década,	
entre	 las	 técnicas	 utilizadas,	 la	 micro-
extracción	en	 fase	 sólida	 (MEFS)	 se	ha	
aplicado	en	la	extracción	de	residuos	de	
diferentes	 pesticidas	 piretroides	 (inclu-
yendo	cipermetrina)	en	diferentes	matri-
ces, debido a los beneficios de su uso, ta-
les	como	simplicidad,	tiempo	de	análisis	
corto,	posibilidad	de	llevarse	a	cabo	sin	
el	 uso	 de	 solventes	 orgánicos	 (favorece	
los	aspectos	de	 la	química	verde	y	pro-
tección	del	ambiente,	que	se	deben	tener	
en	 cuenta	 en	 la	 valoración	 de	 métodos	
analíticos)	y	su	costo	relativamente	bajo	
(la fibra se puede reutilizar hasta más de 
100	veces	si	se	le	da	un	uso	adecuado).
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Dada	 la	 importancia	 de	 estudiar	 los	
residuos	de	pesticidas	por	su	relación	con	
el	bienestar	humano	y	teniendo	en	cuenta	
que	las	investigaciones	acerca	de	estos	en	
pastos	 es	 nula,	 en	 el	 presente	 trabajo	 se	
estandarizó	un	método	de	extracción	y	de-
terminación	de	cipermetrina	utilizando	las	
técnicas	MEFS	y	cromatografía	de	gases	
con	detector	de	ionización	de	llama	(CG-
DILL),	que	han	sido	de	gran	utilidad	para	
el	análisis	de	pesticidas	en	diversas	mues-
tras	 en	 los	 últimos	 años,	 pero	 que	 hasta	
donde	 llega	 nuestro	 conocimiento	 no	 se	
han	utilizado	en	el	estudio	en	pastos.

mAteRIALes Y mÉtoDos 

Instrumentos, materiales y reactivos 

Para	el	presente	estudio	se	empleó	el	es-
tándar	analítico	cipermetrina	(mezcla	de	
isómeros)	95,1%	marca	Fluka	y	acetona	
grado	de	pureza	HPLC	marca	Merck.	

Para	 las	 extracciones	 y	 los	 análisis	
cromatográficos se utilizó un soporte ma-
nual para MEFS (Supelco) y cuatro fibras 
de	diferente	 fase,	de	 las	cuales	dos	eran	
de	polidimetilsiloxano	(PDMS)	con	dife-
rente grosor (100 y 30 µm), una de 65 µm 
de	 polidimetilsiloxano-Divinilbenceno	
(PDMS-DVB)	y	una	de	poliacrilato	(PA)	
con	un	grosor	de	85	µm	(acondicionadas	
antes	de	su	uso	siguiendo	las	recomenda-
ciones del fabricante); para la cuantifica-
ción	de	cipermetrina	se	empleó	un	croma-
tógrafo de gases Agilent 6890 con puerto 
de	inyección	Split-splitless	y	detector	de	
ionización	de	llama	(DILL),	una	columna	
capilar HP-5 de 60 m X 0,25 mm de diá-
metro	interno	x	0,25	µm	de	espesor.

El	 gas	 portador	 empleado	 fue	 helio	
(99,995%, Aga-Fano) a un flujo de 2 mL/

min;	la	temperatura	del	inyector	a	270	°C	
(teniendo	en	cuenta	las	máximas	tempe-
raturas de las fibras utilizadas) y la inyec-
ción	 en	 modo	 splitless.	 El	 programa	 de	
temperatura	del	horno	y	las	condiciones	
de desorción de la fibra fueron determi-
nados	en	este	estudio.

Procedimiento y metodología 

Todos	los	análisis	realizados	se	llevaron	
a	cabo	por	triplicado.

Condiciones cromatográficas 

Con el fin de seleccionar las condiciones 
cromatográficas óptimas para la deter-
minación	de	cipermetrina,	se	probaron	y	
modificaron diferentes programaciones 
del	horno	utilizadas	en	diversos	estudios	
para	la	determinación	de	los	residuos	de	
este	y	otros	piretroides	en	algunas	matri-
ces	como	frutas	y	vegetales	(9,	10),	hojas	
de	 tabaco	y	de	 té	(11),	 rábano	(12).	Di-
chas condiciones se probaron y modifi-
caron con el fin de obtener un tiempo de 
análisis	corto	y	adecuado	para	el	pestici-
da	de	interés	en	este	estudio.	

Estandarización del método  
de extracción 

Los	 experimentos	 realizados	 para	 opti-
mizar	los	factores	que	afectan	el	proceso	
de	extracción	fueron	llevados	a	cabo	con	
3 mL de agua destilada (3,136 ppm de 
cipermetrina), exponiendo la fibra por 
inmersión	directa	a	la	solución	(MEFS-
DI)	durante	30	min	con	agitación	cons-
tante	de	300	rpm	a	temperatura	ambiente.	
Se probaron 4 fibras con recubrimientos 
diferentes,	 adición	 de	 sal	 (NaCl)	 del	 0	
y	20%, temperaturas de 16, 24, 33, 42, 
50, 60 y 70 °C (baño de agua termos-
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táticamente	controlado),	velocidades	de	
agitación	de	0,	100,	300,	500,	700,	900	y	
1000	rpm	y	tiempos	de	extracción	de	10,	
20, 30, 40, 50 y 60 minutos, además de 
volúmenes	de	muestra	de	2,	3	y	4	mL.

Pretratamiento de la muestra 

Para	el	pretratamiento	de	las	muestras	de	
pasto,	se	compararon	cinco	tratamientos	
diferentes	(extracción	directa	al	pasto	en	
la	 solución,	 infusión,	 calentamiento,	 li-
cuado	 y	 mezcla	 licuado-calentamiento)	
y se observó la eficacia al utilizar agua 
destilada	pura	o	solución	1%	v/v	acetona	
en	los	diferentes	procedimientos.	Para	el	
caso	de	infusión	y	calentamiento	se	utili-
zaron	5	g	de	pasto	con	10	mL	(ya	sea	agua	
pura	o	solución	acetona),	5	g	de	muestra	
con	30	mL	en	el	caso	de	licuado	y	mez-
cla	 licuado-calentamiento	y,	por	último,	
al	llevar	a	cabo	la	extracción	directa,	0,5	
g	de	muestra	en	4	mL.	Todos	los	experi-
mentos	se	realizaron	por	triplicado.

ResuLtADos Y AnáLIsIs 

Condiciones cromatográficas 

Las condiciones cromatográficas óptimas 
seleccionadas	 para	 determinar	 ciperme-
trina	 fueron:	 temperatura	 del	 inyector	 a		
270  °C, inyección modo splitless y flu-
jo	 del	 helio	 a	 2	 mL/minuto.	 La	 progra-
mación	 del	 horno	 empieza	 a	 200	 °C	 y	
se	mantiene	en	esta	temperatura	por	dos	
minutos;	seguidamente	aumenta	a	20	°C/
min	hasta	270	 °C	y	de	ahí	 aumenta	 a	3	
°C/min	hasta	273	°C,	en	donde	se	man-
tiene	 constante	 por	 un	 minuto;	 luego	 se	
lleva	hasta	278	°C	a	0,5	°C/minuto	y	por	
último	a	10	°C/minuto	hasta	alcanzar	una	
temperatura final de 290 °C, en la cual se 
deja	por	4	minutos.	

condiciones de extracción 

Selección del tipo de fibra. La eficiencia 
de	extracción	del	método	MEFS	depende	
en	gran	medida	de	la	polaridad	del	recu-
brimiento de la fibra, de las propiedades 
fisicoquímicas del analito designado y de 
la	matriz	de	la	muestra.	Los	resultados	al	
utilizar las diferentes fibras se observan 
en	la	Figura	1.

La polaridad de la fibra puede refor-
zar	la	atracción	de	un	analito	a	un	recu-
brimiento	en	particular,	pero	es	el	espe-
sor de la fibra el que retiene los analitos. 
La	 extracción	 puede	 lograrse	 entram-
pando	los	analitos	en	los	poros	internos	
o externos de la fibra; así, un analito de-
termina	el	tipo	de	recubrimiento	que	va	
a usarse. Su selectividad por la fibra se 
basa	 principalmente	 en	 las	 diferencias	
de	polaridad	y	volatilidad	(peso	molecu-
lar)	(13,14).	

En la Figura 1, se observa que la fibra 
que	mostró	mejores	resultados	para	la	ex-
tracción	de	 la	cipermetrina	es	 la	PDMS	
de	100	µm,	seguida	de	la	PDMS	30	µm	
y luego PDMS-DVB 65 µm, sin mucha 
diferencia	con	PA	85	µm,	que	presentó	la	
menor eficiencia de extracción.

Las fibras de PDMS son apolares, lo 
que	las	hace	aptas	para	la	extracción	de	
pesticidas	no	polares	o	de	moderada	po-
laridad; por el contrario, la fibra de PA 
es una fibra más polar y, por tanto, más 
adecuada	en	la	extracción	de	compuestos	
más	polares,	 como	 fenoles	y	derivados.	
En este estudio, la fibra de PA extrajo una 
pequeña	 cantidad	 de	 cipermetrina	 muy	
similar a la extraída por la fibra PDMS/
DVB debido posiblemente a su alta afini-
dad	por	los	aromáticos	(13,15).	
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Figura 1. Comparación de la eficiencia de extracción al utilizar diferentes fibras para MEFS. 
Condiciones:	DI-MEFS,	3	mL	de	muestra	con	concentración	3	ppm	30	min,	300	rpm.

un	estudio	realizado	por	Robert	E.	Shirey	
en 2000 (15), se comparó la eficiencia de 
extracción	 de	 analitos	 de	 diferentes	 ta-
maños con fibras de diferentes grosores y 
se	encontró	que	analitos	grandes	como	el	
DCBP	 (decachlorobiphenyl),	 cuyo	 peso	
molecular	es	499	g/mol,	no	emigran	rápi-
damente en una fibra de PDMS 100 µm; 
por consiguiente, la eficiencia de extrac-
ción es mayor al utilizar una fibra más 
delgada	como	PDMS	30	µm	(13).

Para	la	extracción	por	MEFS	del	pes-
ticida	piretroide	cipermetrina,	de	carácter	
no	polar,	poco	volátil,	con	un	peso	mo-
lecular de 416,3 g/mol, es recomendable 
usar la fibra de PDMS de 100 µm.

Condiciones de desorción. Dado	que	
la	desorción	 se	 realiza	 térmicamente	 en	
un	cromatógrafo	de	gases,	los	parámetros	
que	deben	optimizarse	son	temperatura	y	
tiempo	de	desorción.	
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Tipos de fibra

Las fibras de PDMS/DVB son bipola-
res	y	están	recomendadas	para	compuestos	
volátiles	 (de	 bajo	 peso	 molecular)	 como	
aminas	y	compuestos	nitroaromáticos.	En	
ellas, a diferencia de las fibras de PDMS y 
PA, la principal interacción entre la fibra y 
los	analitos	se	produce	por	adsorción,	debi-
do	a	que	es	un	polímero	sólido	(15).	

La	 diferencia	 en	 la	 cantidad	 de	 ci-
permetrina extraída por las fibras de di-
ferente	grosor	de	PDMS	(100	y	30	µm)	
se	debe	a	los	efectos	de	tamaño	y	forma	
de	 la	 molécula	 del	 pesticida	 piretroide.	
Estos	efectos	son	muy	importantes	en	el	
proceso	de	extracción	y	están	relaciona-
dos	con	el	grosor	del	recubrimiento	de	la	
fibra. Analitos más pequeños se extraen 
mejor	 con	 recubrimientos	 gruesos;	 a	
medida	que	se	incrementa	el	tamaño	del	
analito, la eficiencia de extracción de las 
fibras gruesas disminuye mientras au-
menta el de las fibras más delgadas. En 
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Teniendo	 en	 cuenta	 la	 temperatura	
máxima recomendada para el tipo de fi-
bra seleccionada, se fijó la temperatura de 
desorción	(270	ºC)	y	se	probaron	tiempos	
de 2, 4, 6, 8 y 10 minutos, realizando una 
desorción cromatográfica a la fibra des-

pués	de	cada	experimento	para	asegurarse	
de	que	en	el	tiempo	escogido	salieran	de	
la fibra todos los analitos extraídos, con el 
fin de prevenir los efectos de memoria en 
las	corridas	siguientes.	Los	resultados	se	
dan	a	conocer	en	la	Figura	2.

Figura 2. Desorción de la fibra PDMS 100 µm a 270 °C en varios tiempos.
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Como	 se	 observa	 en	 la	 Figura	 2,	 la	
cantidad	del	piretroide	analizado	aumen-
tó	 al	 utilizar	 tiempos	 de	 desorción	 más	
prolongados,	 alcanzando	 una	 completa	
desorción de la cipermetrina a los 6 min, 
pues	antes	de	este	tiempo	(2	y	4	minutos)	
la cantidad de analito presente en la fibra 
PDMS	100	µm	no	había	sido	introducida	
en	 su	 totalidad	 en	 la	 columna	 analítica	
por el flujo del gas portador (los blancos 
de la fibra después de los análisis indi-
caban	restos	de	cipermetrina)	y	después	
de este tiempo (6 minutos) se pierde una 
cantidad	considerable	de	analito,	lo	cual	
puede	deberse	al	largo	periodo	de	expo-
sición de la fibra en el inyector del CG-
DILL.	Dados	los	resultados,	se	determi-

nó realizar la desorción de la fibra PDMS 
100	µm	en	el	CG-DILL	a	270	°C	durante	
6 minutos.

Efecto de la adición de sal. Se	lleva-
ron	a	cabo	dos	pruebas:	una	sin	adición	
de	 sal	 y	 otra	 con	 adición	 del	 20%	 de	
NaCl.	La	adición	de	sal	a	muestras	acuo-
sas	generalmente	incrementa	la	constante	
de distribución fibra/matriz de moléculas 
orgánicas	neutras.	Frecuentemente,	para	
estudios	 que	 utilizan	 EC-MEFS	 como	
modo	de	muestreo,	se	observan	aumentos	
en	 la	cantidad	extraída	cuando	aumenta	
la	concentración	de	sal.	Sin	embargo,	las	
aplicaciones	con	ID-MEFS	son	muy	po-
cas,	pues	al	trabajar	con	disoluciones	sa-
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turadas	en	modo	directo,	se	acelera	la	de-
gradación de la fibra; además, la sal tiene 
una influencia negativa en la cinética del 
proceso	 de	 ID-MEFS	 como	 consecuen-
cia	del	incremento	de	la	viscosidad	y	la	
densidad de la muestra (15,16). 

Al	adicionar	cloruro	de	sodio	(NaCl)	
se	observó	una	disminución	en	el	rendi-
miento	de	extracción,	debido	a	que	se	mo-
dificó la matriz, incrementando la fuerza 
iónica	y	reduciéndose	 la	solubilidad	del	
analito,	 dando	 como	 resultado	 menores	
recuperaciones.	La	cantidad	extraída	con	
la	adición	de	20%	de	NaCl	corresponde	
al	74,85%	de	la	obtenida	al	llevar	a	cabo	
la	extracción	sin	adición	de	sal.

	Temperatura de extracción. En	MEFS,	
la	temperatura	de	extracción	es	uno	de	los	
parámetros	 más	 importantes,	 puesto	 que	
afecta	tanto	la	sensibilidad	como	la	cinética	
de	extracción.	Un	incremento	en	la	tempe-
ratura	de	 extracción	 causa	un	 incremento	
en	la	proporción	de	extracción	y,	simultá-
neamente,	un	descenso	en	la	constante	de	
distribución	(14,17).	

Como	 se	 observa	 en	 la	 Figura	 3,	 al	
aumentar	 la	 temperatura	 de	 extracción	
aumenta	la	cantidad	de	analito	extraído.	
Dado	que	la	diferencia	en	la	cantidad	ex-
traída no es considerable para 60 y 70 °C 
y	debido	a	que	los	cromatogramas	obte-
nidos	a	70	°C	presentan	una	mala	resolu-
ción, se determinó trabajar a 60 °C en el 
proceso	de	extracción.

Figura 3. Efecto de la temperatura en la eficacia de extracción.
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Agitación de la muestra en el proceso 
de extracción. La	agitación	de	la	muestra	
es	importante,	ya	que	afecta	la	cinética	y	
las	velocidades	del	proceso	de	equilibrio	
en	MEFS	(18).

En	 esta	 parte	 del	 trabajo,	 se	 proba-
ron	diferentes	velocidades	de	 agitación,	
como	se	mencionó	en	la	metodología,	y	
se	 comparó	 la	 cantidad	 de	 cipermetrina	
extraída por la fibra en varios tiempos, a 
dos	 velocidades	 de	 agitación	 diferentes	
(500 y 300 rpm), con el fin de mostrar la 
influencia de la agitación de la muestra 
en	el	proceso	de	extracción.

La	 respuesta	 obtenida	 utilizando	 el	
mismo	 tiempo	de	extracción	es	más	alta	
con	agitación	que	sin	ella,	dado	que	al	agi-
tar	la	solución	se	incrementa	la	difusión	de	
los	analitos	desde	la	matriz	de	la	muestra	
a la fibra y disminuye el tiempo requerido 
para	 alcanzar	 el	 equilibrio.	 Los	 resulta-
dos	se	muestran	en	la	Figura	4,	donde	se	
observa	que	al	aumentar	 la	velocidad	de	
agitación,	 aumenta	 la	 cantidad	 de	 ciper-
metrina extraída por la fibra; sin embargo, 
después	de	500	 rpm,	 los	 cromatogramas	
no	dan	muy	buena	resolución	en	los	picos	
vecinales	y	su	integración	es	cada	vez	más	
compleja.	En	esta	investigación	se	utilizó	
una	velocidad	de	agitación	de	500	rpm.

Figura 4. Eficiencia de extracción a varias velocidades de agitación. Condiciones: 60 °C durante 
30	minutos.
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	En	cuanto	a	los	resultados	obtenidos	
en	 la	comparación	de	 la	cantidad	de	ci-
permetrina extraída por la fibra en varios 
tiempos,	a	dos	agitaciones	diferentes	(Fi-
gura 5), la agitación tiene una influencia 
positiva	en	la	extracción,	pues	el	tiempo	
de	equilibrio	disminuye	progresivamente	

con	el	incremento	de	las	rpm,	a	tal	punto	
que	la	cantidad	obtenida	de	cipermetrina	
en 60 minutos a 300 rpm se puede extraer 
a	500	rpm	en	40	minutos.	Sin	embargo,	
con	esta	velocidad	de	agitación,	el	tiem-
po	 de	 equilibrio	 sigue	 siendo	 mayor	 de	
una	hora.
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Figura 5. Comparación de la eficiencia de extracción en varios tiempos utilizando 300 y 500 rpm 
como	velocidades	de	agitación	a	temperatura	ambiente.	

muy	 elevado;	 por	 consiguiente,	 se	 opta	
por	trabajar	en	condiciones	de	no	equili-
brio	y	se	seleccionan	tiempos	de	extrac-
ción	inferiores	para	no	alargar	el	tiempo	
de	análisis.	En	estos	casos	es	muy	impor-
tante	controlar	estrictamente	el	tiempo	de	
extracción,	ya	que	pequeñas	oscilaciones	
en	la	medida	del	tiempo	pueden	variar	de	
forma	considerable	la	cantidad	de	analito	
extraída	(19).	

Generalmente,	 en	 extracción	 directa	
(DI-MEFS)	 de	 muestras	 acuosas	 puras	
con	agitación	magnética,	utilizando	una	
fibra de PDMS de 100 µm, los tiempos 
de	 equilibrio	 son	 menores	 de	 una	 hora	
para	 compuestos	 que	 tienen	 constantes	
de	 distribución	 estimadas	 en	 menos	 de	
10.000. Los coeficientes de partición 
de	los	analitos	entre	el	PDMS	y	el	agua	
(KPDMS/w) son proporcionales a sus coefi-
cientes	de	partición	octanol-agua	(Ko/w);	
por	 tanto,	 teniendo	en	cuenta	el	Ko/w	de	
la	 cipermetrina,	 su	KPDMS/w	 es	mayor	de	
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Tiempo de extracción. Al	desarrollar	
un	 método	 analítico	 basado	 en	 MEFS	
se	busca	determinar	el	tiempo	necesario	
para	llegar	al	estado	de	equilibrio	carac-
terístico de cada analito-fibra e intentar 
trabajar	en	esas	condiciones.	En	esta	eta-
pa,	la	mayoría	de	los	parámetros	funda-
mentales	han	sido	determinados	para	las	
condiciones	óptimas	de	MEFS.	El	tiempo	
de extracción es definido como el tiempo 
a	partir	del	cual	la	cantidad	de	analito	ex-
traída por la fibra se mantiene constante; 
en	 MEFS	 es	 un	 parámetro	 muy	 impor-
tante	para	tener	en	cuenta.	Generalmen-
te,	 la	 cantidad	 extraída	 se	 incrementa	
rápidamente	en	 los	primeros	5	minutos,	
pero	el	equilibrio	no	es	alcanzado	hasta	
mucho	después.	En	este	estudio,	se	pro-
baron tiempos de 10, 20, 30, 40, 50 y 60 
minutos	con	las	condiciones	óptimas	se-
leccionadas	hasta	el	momento.

Para	 algunos	 compuestos,	 el	 tiempo	
necesario	 para	 alcanzar	 el	 equilibrio	 es	
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100.000,	así	que	el	tiempo	necesario	para	
alcanzar	el	equilibrio	entre	la	solución	y	
la fibra de PDMS 100 µm es posiblemen-
te	superior	a	una	hora	(20).

Experimentalmente,	 se	 observó	 que	
al	aumentar	el	 tiempo	de	exposición	de	
la fibra aumentó la cantidad de ciperme-
trina extraída; sin embargo, en 60 minu-
tos de exposición la fibra no alcanzó el 
equilibrio.	Así,	en	esta	 investigación	se	
trabajó	 en	 condiciones	de	no	equilibrio	
con	30	minutos,	lo	cual	requiere	control	
estricto	 de	 las	 variables	 temperatura,	
tiempo	 y	 agitación	 constante	 en	 todos	
los	análisis.	

Influencia del volumen y tipo de mues-
treo. El	volumen	de	muestra	es	otro	pará-
metro	para	tener	en	cuenta	al	desarrollar	
un	método	analítico	basado	en	MEFS.	

Una	 vez	 escogidas	 las	 condiciones	
óptimas	de	los	diferentes	parámetros,	se	
estudió la influencia de la cantidad de 
muestra,	observando	la	diferencia	al	usar	
2,	3	y	4	mL	en	el	modo	ID-MEFS,	y	se	
compararon	 los	 resultados	 obtenidos	 en	
las	mismas	condiciones	por	el	muestreo	
EC-MEFS	con	2	mL	de	muestra.

En	la	primera	parte,	correspondiente	
a	 la	 comparación	 de	 la	 cantidad	 extraí-
da de cipermetrina por la fibra en modo 
ID-MEFS	a	diferentes	volúmenes,	se	ob-
servó	 que	 a	 medida	 que	 el	 volumen	 de	
la	muestra	se	incrementó,	la	cantidad	de	
analito absorbida por la fibra aumentó; 
en	consecuencia,	se	decidió	utilizar	4	mL	
de	muestra.

En	 esta	 segunda	 parte,	 correspon-
diente	 a	 la	 comparación	 de	 los	 dos	
modos	de	extracción	(ID-MEFS	y	EC-
MEFS),	los	resultados	muestran	que	al	

realizar	 la	 extracción	 de	 cipermetrina,	
la	 cantidad	 obtenida	 por	 inmersión	 es	
mayor	que	la	obtenida	por	espacio	ca-
beza.	 La	 respuesta	 obtenida	 por	 EC-
MEFS	 (con	 las	 mismas	 condiciones	
que	 ID-MEFS	 y	 estrictamente	 contro-
ladas)	 fue	29,7%	de	 lo	que	 se	obtiene	
con	el	modo	ID-MEFS.

Pretratamiento de las muestras vege-
tales. En la Figura 6 se pueden observar 
los	 resultados	 obtenidos	 al	 utilizar	 los	
diferentes	métodos	propuestos	(infusión,	
calentamiento,	 licuado,	 mezcla	 licuado-
calentamiento	 y	 sin	 pretratamiento	 del	
pasto).

Como se observa en la Figura 6, los 
mejores	resultados	se	obtienen	al	utilizar	
calentamiento	de	la	muestra	vegetal	uti-
lizando	 solución	 1%	 acetona;	 los	 resul-
tados	menos	satisfactorios	se	debieron	a	
no	realizar	ningún	tipo	de	pretratamiento	
antes	del	proceso	de	extracción	utilizan-
do	 agua	 destilada.	 La	 cantidad	 extraída	
de	esta	forma	es	el	7%	de	la	cantidad	ob-
tenida	en	la	extracción	al	realizar	el	pre-
tratamiento	 del	 pasto	 por	 calentamiento	
con 6 mL de solución 1%.

VALIDAcIÓn DeL mÉtoDo 
PRoPuesto 

Las	condiciones	óptimas	para	 la	extrac-
ción	 y	 la	 determinación	 de	 cipermetri-
na	 en	 muestras	 de	 tejido	 vegetal	 por	 el	
método	DI-MEFS-CG-DILL	son:	5	g	de	
pasto	son	sometidos	a	calentamiento	con	
10	 mL	 de	 solución	 1%	 acetona	 durante	
10	minutos;	4	de	estos	mL	son	analizados	
con	MEFS	durante	30	min	con	agitación	
constante	a	500	rpm	y	a	una	temperatura	
de 60 ºC sin adición de sal.
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Figura 6.	Elección	del	pretratamiento	adecuado	a	las	muestras	de	pasto.	Las	barras	con	líneas	
verticales	indican	los	ensayos	realizados	con	agua	destilada	pura;	las	barras	grises	muestran	los	
que	se	llevaron	a	cabo	con	solución	1%	acetona.

Linealidad, límite de detección (LoD) 
y límite de cuantificación (LOQ) 

Dos	cromatogramas	obtenidos	en	 la	de-
terminación	de	cipermetrina	a	2	concen-
traciones	diferentes	(8	y	50	ppb)	son	pre-
sentados	en	la	Figura	7.

La	linealidad	del	método	fue	evaluada	
utilizando	 7	 concentraciones	 diferentes	
en	el	rango	5	–	300	ng/	mL	obteniendo	un	
coeficiente de correlación (R2)	que	exhibe	
una	buena	linealidad	en	el	rango	de	con-
centraciones	examinadas	(Tabla	1).	Cada	
análisis	fue	hecho	por	triplicado.	

Los	valores	calculados	de	LOD	(pro-
porción	 señal	 a	 ruido	 de	 3;	 S/N	 =	 3)	 y	
LOQ	(proporción	señal	a	ruido	de	10;	S/
N	=	10)	se	muestran	en	la	Tabla	1.
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Tipo de pretratamiento

Este	método	fue	validado	para	análi-
sis	de	cipermetrina	en	muestras	de	pas-
to	 evaluando	 la	 linealidad,	 el	 límite	 de	
detección, el límite de cuantificación, la 
precisión	y	la	exactitud.	

Para	evaluar	el	desempeño	del	proce-
dimiento	 DI-MEFS-CG-DILL,	 los	 pará-
metros	 fueron	 medidos	 usando	 muestras	
de	 pasto	 provenientes	 del	 municipio	 de	
Pamplona	(ubicado	en	la	zona	surocciden-
tal	del	departamento	Norte	de	Santander	
–Colombia)	con	concentraciones	conoci-
das	del	piretroide	 investigado.	Los	pará-
metros	de	validación	son	presentados	en	
la	Tabla	1.
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tabla 1.	Datos	de	validación	para	el	método	DI-MEFS-CG-DILL	

Parámetro VALOR

Ecuación Y = 0,668 X + 0,098

Rango Lineal (µg/L) 5 – 300

N 7

Concentraciones usadas 5, 12, 20, 50, 100, 200 y 300 ppb

m 0,668

b 0,098

R2 0,999

LOD (ng/ mL) 1,53

LOQ (ng/ mL) 4,97

Recuperación 99,08%

RSD 8,57%

n 6

Ser ± 0,059

Figura 7.	Cromatogramas	DI-MEFS-CG-DILL	de	una	muestra	de	pasto	con	2	concentraciones	
diferentes	de	cipermetrina:	A)	8	ppb	y	B)	50	ppb.	
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Exactitud, precisión y reproducibi-
lidad. La	evaluación	de	 la	exactitud	del	
método	 se	 basó	 en	 la	 recuperación	 de	
cantidades	conocidas	de	cipermetrina	en	
muestras	 con	 tres	 concentraciones	 dife-
rentes (5 ppb, 50,6 ppb y 200,13 ppb), 
las	cuales	fueron	analizadas	por	triplica-
do	de	acuerdo	a	las	condiciones	óptimas.	
La	precisión	del	método	fue	evaluada	du-
rante	un	día	y	los	valores	de	repetibilidad	
fueron	 calculados	 analizando	 muestras	
(n = 6) a una concentración de 5 µg/L.

Los	valores	obtenidos	de	recuperación	
de	cipermetrina	y	desviación	estándar	 re-
lativa	(RSD)	(Tabla	1)	se	consideran	ade-
cuados	para	el	análisis	de	residuos	de	pes-
ticidas	y	muestran	que	la	reproducibilidad	
de	este	método	es	satisfactoria.	Por	consi-
guiente,	utilizarse	en	el	análisis	de	residuos	
de	cipermetrina	en	muestras	de	pasto.

concLusIones

La	metodología	utilizada	para	la	extrac-
ción y cuantificación de cipermetrina en 
pastos	 validada	 en	 este	 trabajo,	 cumple	
con	 los	parámetros	exigidos	para	 la	va-
lidación	de	un	método	analítico,	garanti-
zando	de	esta	manera	que	los	resultados	
obtenidos	 al	 aplicarlo	 en	 el	 análisis	 de	
muestras de pasto son confiables.

Con	este	método	analítico	se	agiliza	el	
proceso	de	análisis,	disminuyendo	conside-
rablemente	la	generación	de	desechos	tóxi-
cos	y	las	cantidades	de	reactivos	utilizados,	
proporcionando validez y confiabilidad en 
los resultados de cuantificación.
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