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Photochemical and
electrochemical studies on
lanthanide complexes of
6-(hydroxymethyl)pyridine-
2-carboxaldehyde[2-
methyl-pyrimidine-4,6-diyl]
bis-hydrazone

Estudios fotoquimicos

y electroquimicos de
complejos lantanidos de
6-(hidroximetil)piridin-
2-carboxaldehido[2-
metilpirimidina-4,6-diil]
bishidrazona

Estuduios fotoquimicos

e eletroquimicos do
complexos lantanideos

do 6-(hidroximetil)
piridin-2-carboxaldeido[2-
metilpirimidina-4,6-diil]
bis-hidrazona

Abstract

Resumen

Resumo

Herein we report the synthesis of

the 6-(hydroxymethyl)pyridine-2-
carboxaldehyde[2-methyl-pyrimidine-
4,6-diyl]bis-hydrazone by a condensation
reaction between 6-(hydroxymethyl)
picolinaldehyde with 4,6-(bis-hydrazino)-2-
methylpyrimidine. This bis-hydrazone can be
visualized as a two-arm system which exhibits
photochemical induced [E,E]/[E,Z]/[Z,Z]
isomerizations and double coordination to
metal centers. Configurational changes, upon
UV light irradiation, were followed over time
by '"H NMR, establishing that isomerization,
in both arms, is a consecutive reaction that
follows first-order kinetics (k,= 4.06 x 10
s'and k,= 2.80 x 10 s'). Furthermore, the
synthesis of bis-hydrazone metal complexes
with La (IIT) and Sm (III) ions was achieved;
subsequently, the absorption and emission
properties of these complexes were studied,
determining the fluorescence quantum
yields, ¢ =0.2024 and ¢, = 0.1413.
Electrochemical studies of the complexes
were conducted by square wave voltammetry,
demonstrating that the bis-hydrazone and its
complexes are electroactive species between
+1.5and -2.5V.

Se reporta la sintesis de la 6-(hidroximetil)
piridin-2-carboxaldehido[2-metilpirimidina-
4,6-diil]bishidrazona mediante la reaccion
de condensacion entre el 6-(hidroximetil)
piconaldehido con la 4,6-(bishidracino)-2-
metilpirimidina. Esta bishidrazona puede ser
visualizada como un sistema de dos brazos
los cuales exhiben isomerizaciones [E,E]/
[E,Z]/[Z,Z"] fotoquimicamente inducidas

y coordinacion a centros metélicos. Los
cambios configuracionales, después de
irradiacion UV, fueron seguidos en el tiempo
mediante RMN 'H estableciendo que la
isomerizacion, en ambos brazos del sistema,
corresponde a una reaccién consecutiva

que sigue una cinética de primer orden (k=
4,06x10*s'y kZ: 2,80 x 10 s'). Ademds se
prepararon complejos metélicos de La (IIT)

y Sm(III), seguidamente, las propiedades de
absorcion y emision de dichos complejos
fueron estudiadas calculando rendimientos
cudnticos de fluorescencia de ¢ = 0,2024 y
¢, = 0,1413. Estudios electroquimicos de
los complejos se llevaron a cabo a través de
voltametria de onda cuadrada indicando

que los compuestos preparados poseen
potenciales redox dentro del rango de trabajo
del solvente.

Reporta-se a sintese da 6-(hidroximetil)
piridin-2-carboxaldeido[2-metilpirimidina-
4,6-diil]bis-hidrazona mediante a reacio

de condensagio entre o 6-(hidroximetil)
piconaldeido e a 4,6-(bis-hidrazino)-2-
metilpirimidina. Esta bis-hidrazona pode

ser visualizada como um sistema de dois
bragos os quais exibem isomerizag¢oes [E,E]/
[E,Z]/[Z,Z’] fotoquimicamente induzidas

e coordenagao com fons metalicos (dupla
coordenagdo a fons metélicos). Ap6s a
irradiagao UV, as mudangas configuracionais
foram monitoradas com o tempo por RMN
'H. Essas medidas estabeleceram que a
isomerizagao em ambos bragos do sistema
corresponde a uma reagdo consecutiva
apresentando uma cinética de primeira
ordem (k,=4.06x10*s" e k,=2.80 x 10™*

s1). Além disso, os complexos metalicos

de La (IIT) e Sm(III) foram preparados e

suas propriedades de absor¢io e de emissao
foram estudadas, calculando os rendimentos
quanticos de fluorescéncia de ¢p, = 0.2024

e de ¢ = 0.1413. Estudos eletroquimicos
dos complexos foram feitos através de
voltametria de onda quadrada indicando que
0s compostos preparados possuem potenciais
redox dentro da faixa de trabalho do solvente.

Keywords: Lanthanide complexes,
photochemistry, bis-hidrazones,
isomerization, UV-Vis/Fluorescence,
electrochemistry.

Palabras clave: Complejos lantanidos,
fotoquimica, bis-hidrazonas, isomerizacion
UV-Vis/fluorescencia, electroquimica.
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Palavras-Chave: complexos lantanideos,
fotoquimica, bis-hidrazonas, isomerizagdo
UV-Vis/fluorescéncia, eletroquimica.
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Fernandez, M. A.; Barona, J.C.; Polo-Ceron, D.; Chaur, M.N.

Introduction

Hydrazones are a family of organic compounds that contain the =R-
C(R,)=N-NH-R, group, which is formed by the condensation of hydrazine
derivatives with aldehydes or ketones (1). Hydrazones have been of great
interest due to three main characteristics: a) the possibility of attach dif-
ferent substituents R, R, and R,in their structure; b) the photochemically
induced E/Z isomerization undergone by the double bond of the imine
group; and c) the capacity to chelate metal ions according to the nature
of their R groups. These characteristics allow hydrazones to present di-
verse applications in the industry as plasticizers, polymer stabilizers, anti-
oxidants and polymerization initiators, or in the biomedicine field in the
development of new compounds with anticonvulsant, antidepressant, an-
algesic, anti-inflammatory, antimalarial, antibiotic, antitubercular, vasodi-
latory, antitumor and antiviral properties, among others (2-5 and therein).
The hydrazones represent dynamic systems capable of acting as
multiple state molecular devices in which, depending on the appropri-
ated substituents, the presence of coordination sites allows the controlled
blocking and unblocking by metal ions and the interconversion of differ-
ent configurational states (6, 7). In addition, some of these compounds ex-
hibit photoinduced E/Z isomerization which can be reversed under light
or heat conditions to restore the initial configuration (7, 8). This property
is one of the reasons that hydrazones have been of great importance, as
they present high biological activity and a wide range of applications in
molecular machines and for information storage devices (7). The photo-
chemically and thermally induced isomerization process in hydrazones
is illustrated in Scheme 1. When irradiated with ultraviolet light, these
imino-type compounds undergo isomerization of the E state, which is the
thermodynamically most stable state, to the least stable Z state.

Bond Rotation
+

Rl e,R"
XN
RN
v
R" R o

S>=N

R M) R R"

]

\

Inversion

Scheme 1. The photochemically and thermally activated isomerization process of hydrazones.

The capacity of these compounds to chelate metal ions has allowed
the characterization of various structures including lanthanide elements
(9-11). The great attraction of lanthanide metal complexes is mainly
based on their low toxicity, their luminescent and paramagnetic proper-
ties, their relatively high natural abundance and their accessible price
(except for Sc*) (12). In addition, the trivalent lanthanide ions (Ln**)
potentially have high and diverse coordination numbers with flexible
coordination environments, where they behave as Pearson hard acids,
showing a strong affinity for strong bases with neutral or negatively
charged oxygen or nitrogen atoms (13). However, the photolumines-
cence of trivalent lanthanide ions can be inefficient because they exhibit
low molar absorption coeflicients (), the majority of the transitions in
the absorption spectra of the lanthanide ions are lower than 10 L mol™
cm’. Consequently, only a very limited amount of radiation is absorbed
by direct excitation of the 4f levels. However, this problem can be over-
come by the so-called antenna effect (14), in which a chromophore com-
pound promotes the sensitization of light emission in the lanthanides.
The antenna is, in general, a highly n-conjugated aromatic or hetero-
aromatic system characterized by a high extinction coefficient that im-
proves the crossing efficiency between systems, and therefore improves
the energy transfer processes (see Figure 1) (15).

Organic chelate

Energy
transfer

Luminescence

Excitation
.J’PN:’.'

Figure 1. Sensitization mechanism in a lanthanide-antenna system.

Special interest is devoted to the design and development of dy-
namic multifunctional systems, within this aim, bis-hydrazone 1
(Scheme 2) was synthesized remarking that its structure can be visu-
alized as a two-arm system, capable of coordinate two metal centers
and it is able to undergo photochemical E/Z isomerization. Once com-
pound 1 was prepared, light driven isomerization was studied over
time; in addition, its effect as an antenna in the luminescence of La
and Sm(III) complexes was investigated as well as their electrochemi-
cal properties in solution.

Materials and methods

The FT-IR, NMR (uni- and bidimensional), fluorescence and UV-vis
spectra, melting point, refraction index, elemental analysis and elec-

OH OH
T |
N _N n O
7,
N N
H S 0
N.2N
he 1
CH,

Scheme 2. Structure of the complex formed with the 6-(hydroxymethyl)pyridine-2-carboxaldehyde[2-methyl-pyrimidine-4,6-diyl]bis-hydrazone.
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Photochemical and electrochemical studies on lanthanide complexes of a substituied bishydrazone..

trochemical studies were performed in a Shimadzu FTIR-8400 spec-
trophotometer, a 400 MHz Bruker Ultra Shield NMR spectrometer, a
FP-8500 Jasco spectrofluorometer, a UV-Vis UV-1700 PharmaSpec Shi-
madzu spectrophotometer, a Stuart SMP3 melting point apparatus, an
Atago NAR-2T refractometer, a Thermo Flash EA 1112 series elemental
analyzer and a CHI760B CH instruments potentiostat, respectively. All
reactants and solvents were purchased from Sigma-Aldrich and used
without further purification.

Synthesis of [E,E']- 6-(Hydroxymethyl)pyridine-2-carboxaldehyde[2-
methyl-pyrimidine-4,6-diyl]bis-hydrazone (E,E’) (1)

Compound 1 was synthesized by dissolving 1 eq. of 6-(hydroxymethyl)
picolinaldehyde and 2 eq. of 4,6-(bis-hydrazino)-2-methylpyrimidine in
dry ethanol; this mixture was refluxed under argon atmosphere for 24 h.
The bis-hydrazonic compound was characterized as a light yellow solid
with m.p.: 305 °C in a 84 % yield; '"H NMR (400 MHz, DMSO—dG), o/
ppm: 11.33 (s, 2H), 8.08 (s, 2H), 7.91-7.81 (m, 4H), 7.43 (d, ] = 7.03 Hz,
2H), 6.77 (s, 1H), 5.47 (t, ] = 5.90 Hz, 2H), 4.58 (d, ] = 6.02 Hz, 4H), 2.32
(s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-d,); 6/ppm: 166.27, 161.98, 161.83,
152.61, 142.00, 137.24, 119.83, 117.45, 79.25, 64.12, 25.06. Elemental
analysis calculated for C H, N O, (%): C, 57.10; H, 5.32; N, 27.72; and

1977200 '8 72

found (%): C 57.15, H 5.24, N 27.65.

Photoisomerization of 1

Compound 1 was subjected to E/Z photoisomerization by UV light us-
ing a Mercury Vapor Lamp of 250 W. This process was monitored by
'H NMR, for which samples of 1 were subjected to irradiation with UV
light in a quartz NMR tube. The studies were performed in DMSO-d.,.

Synthesis of the metal complexes of La and Sm (Ill)

The formation of the metal complexes was conducted using LaCl,-6H,0
and compound 1 in a 2:1 ratio, 2 equivalents of sodium hydroxide
(NaOH) were added, and the mixture was subjected to reflux under ar-
gon for 24 h. The complex with Sm (III) was synthetized from 1 and
SmC13-6HZO, in a similar procedure.

Spectroscopic analysis (UV-Vis/Fluorescence)

Eight solutions of known concentration of the metal complexes in
ethanol were prepared adding buffer solutions at different pH values

between 1 and 8 units. The study was monitored by fluorescence and
UV-vis spectroscopy.

Determination of the fluorescence quantum yield (¢p)

To perform this measurement, the comparative method of Williams et
al. (16) was used, which involved the use of a standard sample (tryp-
tophan) with known @ (17). The emission spectra were collected in a
wavelength range from 200 to 750 nm.

Electrochemical analysis of the ligand and the metal complexes

Osteryoung Square Wave Voltammetry was performed in THF con-
taining 0.1 mol L' of N(n-Bu),PF, as the supporting electrolyte. The
concentration in analyte was about 5.0x10* mol L. A 2 mm diameter
glassy carbon disk was used as the working electrode and a platinum
wire as the counter electrode. A silver wire served as a pseudo reference
electrode. A small amount of ferrocene was added at the end of each
experiment and used as a reference for measuring the potentials.

Results and discussion

Synthesis of bis-hydrazone 1

Compound 1 was synthetized by the condensation reaction of 6-(hy-
droxymethyl)picolinaldehyde with 4,6-(bis-hydrazino)-2-methylpyrimi-
dine in reflux of ethanol, with the addition of catalytic amounts of glacial
acetic acid (Scheme 3). A yellow solid was obtained with a yield of 84%
and a melting point of 305 °C; this solid was spectroscopically charac-
terized by NMR ('H, "*C, DEPT-135 and COSY). Bidimiensional NMR
studies confirmed the transoid structure of 1 and the E,E configuration.
Compound 1 contains two imine groups that can undergo E --> Z
isomerization induced by UV light, this feature might allow the pho-
tochemical control of the movement of both arms and therefore this
type of compounds exhibit configurational dynamics of potential use
in molecular machines and information storage devices. The pyridine-
imine-pyrimidine-imine-pyrimidine framework allows the formation
of bimetallic complexes (3, 7) and, under special reaction conditions,
is able of forming grids and other supramolecular architectures (3).
On the other hand, the acidic N-H proton can be removed by the ad-
dition of a base, resulting in stronger metal complexes with different

HoNHN NHNH,

Y N

NN HO | Y”"S0O EtOH, reflux
Y * P —>
CHs
N,H, MnO,

cl Cl

T N

N. -N HO I N OH
Y P
CH,4

OH
1 A
N~
HAc (cat)

1
H‘NWN*'
N._2N
e

CHs

electronic properties.
OH
®
~.N
Z

Scheme 3. Synthesis of bis-hydrazone 1.
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Photochemical studies of bis-hydrazone 1

Compound 1 was subjected to controlled E/Z isomerization with UV
light. In order to investigate the occurrence of isomers in their Z and E
configurations, solutions of 1-[E,E’] 30.58 mM in DMSO-d , were pre-
pared in quartz NMR tubes and irradiated with a mercury vapor lamp
of 250 W for different times varying between 0-90 min; the photoi-
somerization was monitored by 'H NMR spectroscopy. To quantify the
amounts of the E,Z’ and Z,Z” isomers formed, the signal of proton 5 of

the pyrimidine ring was taken as a reference (see Figure 2). When exam-
ining the '"H NMR spectrum, the singlet at 6.83 ppm, corresponding to
the N-H proton, splits as the E,Z and Z,Z isomers are formed, indicating
the formation of intramolecular hydrogen bonds.

Photoisomerization was monitored over time and the relative
amounts of each isomer were calculated (see Figure 3) and used to deter-
mine a first order consecutive reaction (of type E,E’ E,Z Z,Z’) with kinetic
constants k1= 4.06 x 10* s'and k2= 2.80 x 10* s, the formation per-
centages of the Z,Z’ and E,Z isomers were 43 and 46% respectively, after
irradiating the sample during 90 min (when equilibrium was reached).

1- [E,E"
OH [EE) OH OH
S | S 1- [E,Z] 1-[2,Z']
N = ~.N N =

A G hv X N v Z N NZYTS
NN — D NS

HNN HN S Y

N\fN N\’/,N OH HO Y OH
CH
CH3 CH3 3
%[Z,Z7 %I[E,Z %[E,E
#0 min 43 46 11
60 min 32 47 21
45 min 26 47 27
30 min 19 41 40
20 mrirn 13 34 53
15 min 9 30 61
10 min 6 22 72
5 min 2 13 85
3 L 0 min
T 80 79 78 77 76 75 74 73 72 74 70 69 &8 61
Chemical Shift (ppm)

Figure 2. Photoisomerization of 1. Top: Scheme of photochemically activated isomerization. Bottom: '"H NMR (400 MHz) spectra of bis-
hydrazone 1in DMSO-d, at different irradiation times in a quartz tube (for clarity, only the aromatic region of the spectra is shown).

90

75

Isomer percentage (%)
w B D
o [4)] o

-
(4]

0 15 30

Time (min)

60 75 90

Figure 3. Isomer percentages vs. irradiation time.
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These results allowed quantification of the irradiation times at which
separation would produce a greater yield of isomers [E,Z] and [Z,Z’].
In addition, the formation of metastable compounds such as [E,Z] and
[Z,Z’] that exhibit different absorption and emission properties and that
can also be thermally driven to [E,E’] makes it possible to obtain mul-
tiple dynamics systems.

Reaction of 6-(hydroxymethyl)pyridine-2-carboxaldehyde[2-methyl-
pyrimidine-4,6-diyl]bis-hydrazone with lanthanide chlorides

The reaction of 1 in refluxing ethanol with trivalent metal salts
(LaCl,-6H,0 and SmCl,-6H,0) in the presence of two equivalents of so-
dium hydroxide led to the formation of the neutral complexes 2 and 3
(Scheme 4). These compounds were obtained as solids with moderated
yields (50-76%), (see Table 1).

Spectroscopic analysis (UV-Vis/Fluorescence)

Fluorescence and UV/Vis spectra were carried out in buffer solutions
of pH between 1 and 8. The emission spectra of complex 3 in the pH
interval of 6-8 exhibited a marked fluorescence improvement, while
at pH between 4 and 5 the fluorescence intensity was sharply reduced.
Consistently, the optical behavior shown by the complex at different pH
values can be attributed to a sensitization of the hydrazine (antenna);
this ligand can be protonated and deprotonated under acidic and al-
kaline conditions, and therefore, the coordination strength can be tun-
neled, as a consequence a greater efficiency is observed in the energy
transmission (see Figure 4). The electronic spectrum of complex 3 has
a band of significant absorption ataA_, of ~ 311 nm in the pH interval
of 3-5; this result indicates the protonation of the hydrazone. Conse-
quently, it is demonstrated that the ligand, in this pH range, is a good
organic chelator that absorbs energy and transfers it to the Sm (III) ion.

OH OH
N N
] +
Nz l/N O
P
HONSY T H
1 NN

Q -1 @).sm* 3)

Scheme 4. Formation reaction of the metal complexes 2 and 3 with 1.

Table 1. Characteristics of the complexes 2 and 3.

Compound Yield (%) Color Decomposition temperature (°C)

2 76 Violet 312

3 50 Dark yellow 298
——pH 1
——pH 2
—pH 3
——pH 4
3| ——pHS5
3 ——pH 6
s —pH7
£ —pH 8

—— e—
300 350 400 450 350
Wavelenath (nm) Wavelength (nm)

Figure 4. Spectra of 3 at different pH values. Left: Fluorescence at A_ = 280.5 nm. Right: UV-Vis.
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This absorption maximum occurs due to the n-n* and n-m* transitions
of the fluorophore.

Determination of the fluorescence quantum yield (¢p)

The fluorescence quantum yields were determined by comparison to
the emission intensity of a tryptophan sample in water as standard (16,
17). Compound 1 barely showed fluorescence in ethanol (see Table 2);
however, its complexes with lanthanide ions exhibited a relatively strong
fluorescence with an increase in ¢ of ~74 times for complex 2 and ~52
times for complex 3.

The greater ¢ values result from the suppression of the non-radiant
relaxation of the excited state through increased structure rigidity and
the sensitization of the metal f-f transitions. A slight decrease in the ¢
value of the complex with La(III) was observed with respect to the com-
plex formed with Sm(III), caused by a decrease in the ionic radius. The
acidity of the metal centers plays a fundamental role in the improvement
of ¢ due to an increase in the size of the different metal centers with the
same oxidation state. According to Pearson’s acid-base concept, the tri-
valent lanthanide ions behave as hard acids, with low polarizability and
high oxidation number (18). Because hard acids interact strongly with
hard bases, the lanthanide ions preferentially form very stable complex-
es with ligands that contain donating atoms such as oxygen or nitrogen
(13), so that La(IIT) will have a greater affinity towards the ligand; the
greater ionic radius will decrease the distance between the sensitizer and
the cation, consequently improving the ¢ (19).

Electrochemical analysis of bis-hydrazone and metal complexes

The electrochemical properties of 1 and the complexes 2 and 3 were stud-
ied in solutions of (n-Bu) NPF, mol L  in THF at a scanning speed of 100
mV s’'. They were measured using a glassy carbon electrode as the work-
ing electrode, a wire of silver as a pseudo-reference electrode and a wire
of platinum as a counter electrode. After the measurements, ferrocene
was added as an internal standard. The voltammogram of 1 shows two
peaks at -2.23 and +0.59 V (versus Fc/Fc*) corresponding to the reductive
and oxidative processes on the hydrazone framework (see Figure 5); both
processes are irreversible (by cyclic voltammetry) and characterized by a
AE_ of -2.82 V. The first oxidation potential of the hydrazone 1 is anodi-
cally shifted to +0.67 V in the complex 2 and to +1.21 V in the complex 3.
This anodic shift is due to the inherent inductive effect of a coordination
between an aromatic ligand and a metal center and the difference (+0.67
vs +1.21 V) between the two complex probably is due to the electronega-
tivity difference of both metals (see Table 3) although further studies are
needed in order to corroborate this trend. Compound 3 does not exhibit
a well-defined electrochemistry, at least in the solvent window.

The study of the hydrazonic structure demonstrated that both the
hydrazone and its complexes have luminescent properties and are
electrochemically active species in THE. It is noted that both 1 and
its respective complexes have a maximum excitation wavelength be-
tween 380 and 400 nm, which facilitates the use of low cost excitation
sources, avoids the use of quartz optics and makes them potential
compounds for investigations in biological systems, as a light source
in the visible range.

Current (a.u.)

3
N\~

2
N

1

1,0 05 0,0

-0,9

-1,0 1,59 -2,0

E (V vs Fc/Fc")

Figure 5. Osteryoung square wave voltammetry of the ligand (1) and its complexes (2,3), scanning speed: 100 mV s™.

Table 2. Fluorescence quantum yield for bis-hydrazone and the complexes.

Compound Solvent Quantum yield
Standard Water 0.13 (theoretical)

1 0.0027

2 Ethanol 0.2024

3 0.1413
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Table 3. Electrochemical peak potentials of the ligands and complexes.

Compound E Ei (V) AE,, (V)
1 223 0.59 -2.82
5 120 0.67 -1.87
3 -1.36 121 -2.57

Conclusions

The 6-(hydroxymethyl)pyridine-2-carboxaldehyde[2-methyl-pyrim-
idine-4,6-diyl]bis-hydrazone ligand was successfully synthesized and
obtained as a yellow solid with a yield of 84 %. This bis-hydrazone was
effectively photoisomerized when irradiating the sample with a mercury
vapor lamp of 250 W. After 90 min, it was possible to obtain the isomers
Z,7’, E,Z and E,E’ with percentages of 43, 46 and 11%, respectively.
Reaction conditions were successfully established, and metal com-
plexes of La (IIT) and Sm (III) with bis-hydrazone as ligand could be
synthetized with yield percentages between 50-76%. Their photophysics
was investigated by fluorescence and UV-vis spectroscopy at different
pH values establishing that the pH ranges in which there is greater ab-
sorption and where improvement of the fluorescence intensity occurs
are 3-5 and 6-8, respectively. The luminescence properties of the com-
plexes were determined by the study of the fluorescence quantum yield,
where it is observed that for the complexes 2 (0.2024) and 3 (0.1413),
the luminescence increases significantly with respect to the ligand 1
(0.0027). This result is attributed to the suppression of the non-radiant
relaxation of the excited state by the increased structural rigidity and the
sensitization of the 4f-4f transitions of the lanthanide ions.
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Lignanos
diarildimetilbutanos

y otros constituyentes
aislados de Nectandra
turbacensis (kunth) nees
(lauraceae)

Diaryldimethylbutane
lignans and other
constituents isolated from
Nectandra turbacensis
(kunth) nees (lauraceae)

Lignanas
diaryldimethylbutane

e outros constituintes
isolado de Nectandra
turbacensis (kunth) nees
(lauraceae)

Resumen

Abstract

Resumo

Ocho compuestos conocidos fueron

aislados del extracto etandlico de corteza

de Nectandra turbacensis (Kunth) Nees
(Lauraceae). Estos fueron identificados como
acido meso-dihidroguayarético 1, acido
treo-dihidroguayarético 2, sauriol B 3,y
treo-austrobailignano-6 4; vitexina (8-C-f3-
D-glucopiranosil-5,7,4’-trihidroxiflavona) 5;
estigmast-4-en-3-ona 6 y la mezcla sitosterol
7 | estigmasterol 8. Las estructuras de los
compuestos fueron elucidadas por métodos
espectroscopicos, que incluyeron técnicas de
RMN en 1D y 2D, CG/EM y por comparacion
de los datos espectroscdpicos, reportados

en la literatura de compuestos relacionados.
Este es el primer reporte de la presencia

de este tipo de compuestos en la especie.

Se describen también las implicaciones
quimiotaxondmicas; relacionadas con la
presencia frecuente de lignanos en especies
del género Nectandra.

Eight known compounds were isolated

from the ethanol extract of bark Nectandra
turbacensis (Kunth) Nees (Lauraceae); which
were identified as meso-dihydroguaiaretic
acid 1, threo-dihidroguaiaretic acid 2,
sauriol B 3, and threo-austrobailignan-6 4;
vitexin (8-C-p-D-glucopyranosyl-5,7,4’-
trihydroxyflavone) 5; stigmast-4-en-3-one

6; and sitosterol 7/ stigmasterol 8 mixture.
The structures of the compounds were
elucidated by spectroscopic methods,
techniques involving 1D and 2D NMR,
GC/MS and by comparison of spectral

data, reported in the literature, of related
compounds. This is the first report of the
presence of such compounds in the species.
The chemotaxonomic implications are also
described; related to the frequent presence of
lignans in the genus Nectandra.

Oito compostos conhecidos foram isolados
do extrato etandlico da casca de Nectandra
turbacensis (Kunth) Nees (Lauraceae).
Quais foram identificados como 4cido
meso-dihidroguayarético 1, acido treo-
dihidroguayarético 2, sauriol B 3, e treo-
austrobailignano-6 4; vitexina (8-C-p-D-
glucopiranosil-5,7,4 -trihidroxiflavona) 5;
estigmast-4-en-3-ona 6 e mistura sitosterol
7/ estigmasterol 8. As estruturas dos
compostos foram determinadas por métodos
espectroscopicos, técnicas que envolvem

a 1D e 2D RMN, CG/EM e a comparagio
dos dados espectroscopicos, relatados na
literatura, compostos relacionados. Este

¢ o primeiro relato da presenca de tais
compostos na espécie. As implicagdes
quimiotaxondmicos também sdo descritos;
relacionada com a presenca freqiiente de
lignanas no género Nectandra.

Palabras clave: Nectandra turbacensis,
lignanos diarildimetilbutanicos, flavonoides,
esteroles, esteroides.

Keywords: Nectandra turbacensis,
diaryldimethylbutane lignans, flavonoid,
sterols and steroid.

Palavras-chave: Nectandra turbacensis,
diarildimetilbutanos lignanas, flavonoides,
esterois, esterodides.
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Lignanos diarildimetilbutanos y otros constituyentes aislados de N. turbacensis.

Introduccion

La Quimica de los Productos Naturales Vegetales, entendida como la in-
vestigacion en metabolitos secundarios procedente de plantas (1), con-
templa generalmente aspectos relacionados con una o varias de las si-
guientes lineas generales: a-elucidacion de la bioactividad o mecanismo
de accion directa (biodirigidos) y caracterizacion de compuestos activos,
b-modificacion y/o sintesis de andalogos, c-estudios de los mecanismos
de accidn. Por lo tanto, el estudio de los metabolitos, es un proceso inte-
ractivo donde se combinan el aislamiento, la caracterizacién y la sintesis
y/o transformaciones de nuevos andlogos para la determinacién de, por
ejemplo, los perfiles farmacoldgicos (2). En este contexto, son diversos
los estudios fitoquimicos que involucran diferentes géneros; entre los
que se encuentra Nectandra, y que en términos de caracterizacion y elu-
cidacién estructural de los metabolitos secundarios aislados de este, es-
tan articulados con las lineas generales planteadas anteriormente. De he-
cho, son diversos los estudios reportados en la literatura, que involucran,
el género Nectandra, los cuales permitieron determinar la presencia de
algunos tipos de metabolitos secundarios, encontrandose sesquiterpe-
nos, fitoesteroles, polialcoholes, derivados de arilpropanoides, flavono-
les, arilpropanoides; lignanos furofurdnicos, neolignanos del tipo dihi-
drobenzofuranicos (3) y algunos norlignanos (4). Otros estudios han
reportado, también, la presencia de alcaloides inddlicos (5), taninos (6),
diterpenos (7) y componentes de aceites esenciales (8). No obstante, a
pesar de la variedad de metabolitos aislados en el género Nectandra, la
caracteristica quimiotaxondmica la da la presencia de compuestos del
tipo lignano (9), en donde varios poseen incluso actividad bioldgica qui-
mioterapéutica (5). Se presenta en este trabajo el aislamiento de metabo-
litos secundarios de la especie Nectandra turbacensis.

Materiales y métodos

General

Los espectros de RMN 'H y RMN “C, DEPT, HMQC, HMBC, y ex-
perimento COSY fueron tomados en un Bruker Avance 400 (CDCIL, o
CD,OD) usando TMS como estandar interno. Las cromatografias en
columna a gravedad (CC) fueron corridas usando silica gel (Merck, 40-
63 mm), la cromatografia liquida al vacio (CLV) usando silica gel para
placa, malla 70-230 (Merck), y la cromatografia de capa delgada (CCD)
sobre silica gel 60 F,,, (Merck, 0,30 mm de espesor). Se utilizé como
complemento de purificaciéon sephadex LH-20. El andlisis CG/EM (cro-
matografia de gases acoplado a espectrometria de masas) fue corrido en
un cromatografo de gases Shimadzu GC-17A acoplado a un espectré-
metro de masas Shimadzu GCMS-QP5050A. Los disolventes hexano,
tolueno, éter etilico, acetato de etilo, acetona y metanol fueron purifi-
cados antes de su uso. Los reactivos de identificacion preliminar fueron
preparados minutos antes de la aplicacion de los procedimientos, y entre
ellos estan: reactivo de Gibbs (utilizados para los lignanos diarildime-
tilbutdnicos); prueba en medio bésico y con AICI, (para el flavonoide,
vitexina); prueba del nitrato amonico cérico en dioxano, junto con la
reacciones de Salkowski y de Liebermann-burchard (cada una indepen-
diente), para la identificacion de la mezcla sitosterol y estigmasterol.

Material vegetal

El material vegetal utilizado para el estudio fitoquimico corresponde a
la corteza de la especie Nectandra turbacensis, recolectada en la ciudad
de Santa Marta (Magdalena, Colombia), en el corregimiento de Bonda

(+11° 14’ 13.20”), en marzo de 2010; asistido por el botdnico Magister
Eduino Carboné de la Universidad del Magdalena (Director del Her-
bario de la Universidad del Magdalena) y determinada por el bidlogo
Adolfo Jara Munoz de la Universidad Nacional de Colombia. Un es-
pécimen reposa en el Herbario Nacional Colombiano del Instituto de
Ciencias Naturales con el nimero COL- 556717.

Extraccion y aislamiento

El material (corteza) seco y molido (1000 g) de Nectandra turbacensis
fue sometido por una semana a extraccion por percolacién con etanol
al 96%, y a temperatura ambiente. El disolvente fue retirado a presion
reducida, obteniéndose el correspondiente extracto etanolico, denomi-
nado NtcEtOH (242 g); posteriormente fue sometido a fraccionamien-
to por cromatografia liquida al vacio (CLV) utilizando disolventes con
polaridad especifica (no mezclados) y de las cuales se obtuvieron seis
fracciones (hexano, 10g; tolueno, 45 g; éter etilico, 50 g; acetato de etilo
70 g, acetona 70 g; y metanol, 30 g) que fueron monitoreadas por croma-
tografia de capa delgada (CCD). Con base en el analisis de los perfiles
cromatograficos, se reunieron, la fraccién de tolueno con la de éter eti-
lico (cuya unidén fue denominada, Fr-1) (95 g), y la fraccion de acetato
de etilo con la de acetona (Fr-2) (140 g), las cuales fueron purificadas,
en forma independiente, por cromatografia en columna sobre silica gel
usando en ambos casos la mezcla de hexano:acetona en gradiente (95:5
a 0:100), obteniéndose 20 fracciones en cada una de ellas. Con base en
el analisis del perfil cromatografico de las fracciones monitoreadas con
CCD de Fr-1 (95 g), se reunieron las subfracciones 4 a 7 (Fr-1.4 a Fr-
1.7) (120 mg) y de 8 a 10 (Fr-1.8 a Fr-1.11) (150 mg), sometiéndose
en forma independiente, a cromatografia en columna sobre silica gel
utilizando como disolvente la mezcla hexano:acetona en proporcion de
9:1 a 7:3, en ambos casos; seguido por filtracion sobre sephadex LH-
20. De las primeras subfracciones reunidas (Fr-1.4 a Fr-1.7), luego del
proceso cromatografico y de filtracion, se obtuvieron los compuestos:
estigmast-4-en-3-ona 6 (30 mg) y la mezcla sitosterol 7/estigmasterol
8 (en proporcion, 80/20) (50 mg) (ver Figura 1), las cuales fueron de-
terminadas por CG/EM; y elucidadas por RMN; mientras que de las
segundas subfracciones reunidas (Fr-1.8 a Fr-1.11), se aislaron e iden-
tificaron los compuestos: dcido meso-monometil dihidroguayarético 1
(15 mg), 4cido treo-dihidroguayarético 2 (19 mg), sauriol B 3 (15 mg), y
treo-austrobailignano-6 4 (22 mg) (ver Figura 1).

Paralelamente, del tratamiento de purificacién de Fr-2 (140 g) y
con base en el andlisis del perfil cromatografico de las fracciones mo-
nitoreadas con CCD, se reunieron las subfracciones (Fr-2.10 a Fr-2.20)
(160 mg) las cuales se sometieron a CC, utilizando también la mezcla de
los disolventes hexano:acetato de etilo, pero con mayor polaridad (6:4
a 4:6), obteniéndose el compuesto vitexina (8-C-B-D-glucopiranosil-
5,7,4 -trihidroxiflavona o apigenin-8-C-p-D-glucopiranésido) 5 (30
mg) (ver Figura 1).

Resultados y discusion

Los compuestos 1, 2, 3 y 4 dieron resultados positivos para la reacciéon
del reactivo de Gibbs (2,6-dicloro-p-benzoquinona cloroimida); que su-
ponen la presencia de fenoles o sus derivados sustituidos en la posicion
para (-p) (10), la cual es una de las caracteristicas estructurales presente
en los compuestos en mencion. Los compuestos 1, 2, 3 y 4, muestran
senales que de acuerdo a los valores de desplazamiento corresponden a
lignanos del tipo diarildimetilbutano (11); y que en el caso del compues-
to 1, el cual se present como un aceite incoloro; mostrd, de acuerdo al
analisis de los datos espectroscopicos, los siguientes valores de despla-
zamiento en RMN 'H; a § 6,62 (1H, d, ]=2,0, H-2), 6,82 (1H, d, J=8,0,
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Figura 1. dcido meso-dihidroguayarético 1, dcido treo-dihidroguayarético 2, sauriol B 3, treo-austrobailignano-6 4, vitexina 5, stigmast-4-en-3-ona 6 y sitosterol 7/stigmasterol 8.

H-5), 6,66 (1H, dd, J=8,2, H-6), 2,30 (1H, dd, 13,4, 9,3, H-7a), 2,76 (1H,
dd, J=13,4, 4,8, H-7b), 1,77 (1H, m, H-8), 0,84 (3H, d, J=6.7, H-9), 6,64
(1H, d, J=2,0, H-2’), 6,78 (1H, d, J=8,0, H-5), 6,69 (1H, dd, J=8,2, H-6'),
2,30 (1H, dd, J=13,4, 4,8, H-7a), 2,76 (1H, dd, J=13,4, 4,8, H-7’b), 1,77
(1H, m, H-8’), 0,86 (3H, d, J=6,7, H-9’), 3,84 (6H, s, OMe), 3,85 (3H, s,
OMe), 5,49 (1H, s, OH); correspondientes al dcido meso-monometil di-
hidroguayarético 1 (12); el compuesto 2 (aceite incoloro), el analisis del
espectro de RMN 'H, mostr¢ los siguientes valores de desplazamiento,
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) a § 6,80 (2H d, ]=7,9 Hz, H-5,5), 6,58 (2H,
dd, J=7,0, 1,6, H-6,6"), 6,52 (2H, d, J=1,6, H-2,2°), 5,43 (2H, s, Ar-OH),
3,81 (6H, s, OMe), 2,52 (2H, dd, J=13,6, 7,1, H-7b, 7’b), 2,38 (2H, dd,
J=13,5, 7,5, H-7a, 7a), 1,73 (2H, dd, J=12,9, 6,5, H-8, 8), 0,83 (6H, d,
J=6,6, H-9, 9), los cuales concuerdan con el compuesto denominado,
acido treo-dihidroguayarético 2 (11); el compuesto 3, mostrd los si-
guientes valores de desplazamientos de RMN 'H (400 MHz, CDCIS), S
0,80 (6H, d, ] =6,6, H-9/9’), 1,71 2H, (bm, H-8/8’), 2,34 (1H, dd, H-7’),
2,37 (1H, dd, H-7), 2,48 (1H, dd, H-7°), 2,51 (1H, dd, H-7"), 3,77 (3H, s,
OMe,C-3), 3,81 (3H, s, OMe, C-3/5), 5,19 (1H, s, OH, C-4’ 0 5), 5,21
(1H, s, OH, C-4’ 0 5), 5,33 (1H, s, OH, C-4), 6,12 (1H, d, J=1.7, H-2"),
6,26 (2H, s, H-2/6),y 6,33 (1H, d, J= 1,8, H-6,) (13). La rotacion especifi-
ca fue de (¢, 1,5, CHCIS), lo cual concuerda con los datos espectroscdpi-
cos del compuesto sauriol B (14); mientras que el compuesto 4, mostrd
valores de RMN 'H (400 MHz, CDCL,) a 6: 6,83 (1H, d, ]=7,8, H-5"),

6,72 (1H, d, ]=7,9, H-5), 6,63 (14, m, H-6"), 6,56 (1H, m, H-6), 6,52
(14, m, H-2"), 6,67 (1H, d, J=1,5, H-2,), 5,92 (2H, s, O-CH2-0), 5,51
(1H, s, Ar-OH), 3,87 (3H, 5, OMe), 2,56 (2H, dd, J=13,0, 6,6, H-7b, 7’b),
2,30 (1H, dd, J=14,5, 9,5, H- 7’a) , 2,38 (1H, dd, ]=13,4, 8,3, H-7a), 1,76
(2H, m, H-8, 8), 0,83 (3H, d, ]=6,4, H-9°), 0,83 (3H, d, ]=6,9, H-9) (11).

El compuesto 5, vitexina nombrada como 8-C-B-D-glucopiranosil-
5,7,4 -trihidroxiflavona o apigenin-8-C-p-D-glucopiranésido, fue ob-
tenida como un polvo amarillo, con un punto de fusién de 262-264
°C y que dio positivo a las pruebas de analisis fitoquimico preliminar
como son: prueba en medio basico (15) y por formacién del complejo
con AlCI, (16, 17); permitiendo presumir preliminarmente que se tra-
taba de un flavonoide. El anélisis del espectro de RMN 'H (400 MHz,
DMSO-d6) mostré un protén con multiplicidad en singlete a § 13,14,
que corresponde a un grupo hidroxilo quelatado ubicado en el carbono
5; que ligado a las seniales a § 6,75 (1H, s, H-6), § 6,25 (1H, s, H-3), su-
giere que se trata de un flavonoide. Se observa, también, un sistema de
acoplamiento del tipo A X, de los protones ubicados a desplazamien-
tos de 8 8,01 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-2] 6°), y § 6,86 (2H, d, ] = 8,6 Hz,
H-35’) que son atribuibles a un grupo fenilo con sustituyentes para
(-p). También se observan valores de desplazamiento a § 6,75 (1H, s,
H-6), § 6,25 (1H, s, H-3), correspondiente a los hidrégenos especifica-
dos, y un protén anomérico a § 4,66 (1H, d, J= 9,9 Hz, H-1”) cuyo valor
de desplazamiento junto con la ausencia de las sefiales del hidrégeno

%
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anomérico de un O-glicdsido; sugieren la presencia de un flavonoide
C-glicésidado. El espectro también muestra una serie de sefales a §
3,19-3,98 que corresponderia a una unidad de aztcar, que para nuestro
caso es la glucosa (18-20).

El andlisis de los datos espectroscépicos de RMN 1D para el com-
puesto mencionado anteriormente y la interpretacion de los experimen-
tos DEPT-135, HMQC y HMBC confirman que el compuesto aislado es
la vitexina (8-C-B-D-glucopiranosil-5,7,4’-trihidroxiflavona o apigenin-
8-C-pB-D-glucopiranoésido) 5.

El compuesto 6, se presenté como un solido con punto de fusion de
92 °C (89-90 °C, reportado) (21). La complejidad de las seniales obser-
vadas en el espectro de RMN 'H, en especial en la zona § 0,7-2,35 ppm,
indica que se trata de un compuesto del tipo esteroidal. En el mismo se
observan a campo alto algunas sefiales como a § 0,71 ppm (s, 3H) que
es generada por el grupo metilo de la posicion 18; a 61,05 ppm (s, 3H)
para el grupo metilo ubicado en la posicién 19, a § 0,95 ppm (d, 3H)
para el grupo metilo ubicado en la posicién 21; también muestra un
multiplete ancho a campo bajo en el rango §2,2-2,35 ppm (para dos
protones) generado por el sistema (-CH,-CO-) y la sefial del protén vi-
nilico (como un singlete ancho) a § 5,72 ppm correspondiente al sistema
(-CO-CH=C). Por su parte el analisis del espectro de RMN **C, presento
valores de desplazamientos a § 123,6 ppm que es consistente con la in-
saturacion ubicada en el carbono 4 (C4), a § 171,5 ppm con el carbono
de la posicion beta (5 ppm con el carbono de la posicion beta (p-C) del
sistema a, B-insaturado; mientras que el carbono con el grupo carbonilo
aparece a §_199,49 ppm (22, 23). El EIMS del compuesto mostré un m/z
(intensidad relativa) a 412 (M*) como un ion molecular consistente con
la férmula molecular (C,,H,O). El espectro de masas del compuesto
con un peso molecular de 412 sugiere que este es un A*-3-ceto esteroide
y adicionalmente los picos fuertes a m/z 124 (100%) el cual resulta del
rompimiento del anillo B. Otras fragmentaciones observadas en el es-
pectro de masas del compuesto incluye fragmentos a m/z 398 (M-15)*
(18), 370 (M-42)* (4.5), 289 (M-124)* (10), y 124 (100), entre otros, que
resultan de la fisién de enlaces alilicos. Por lo tanto estos resultados y los
valores de desplazamiento de RMN que son consistente con la literatu-
ra, permiten sugerir que el compuesto debe ser estigmast-4-en-3-ona
6 (21).

La mezcla sitosterol 7/estigmasterol 8 (en proporcion 80/20), se
presentd como un solido de color blanco, dando positivo tanto a la
prueba del nitrato aménico cérico en dioxano como a las reacciones
de Salkowski y de Liebermann-burchard (24). El anilisis de los datos
espectroscpicos de esta mezcla muestran algunos valores representa-
tivos para estos compuestos, por ejemplo, para el sitosterol 7, a §, 3,25
(tdd, J=4,5, 1,1) que corresponderia al hidrégeno ubicado en la posicién
3 (H-3), un proton olefinico (H-6) que se presenta como un multiplete
a §,=5,14, dos protones olefinicos que aparecen a campo bajo (5, 4,14,
m)ya (6Hz4,61, m) parecidos a los del estigmasterol 8. No obstante,
este tltimo (estigmasterol) presente en la mezcla mostrd senales a 6,
3,29 con multiplicidad de un triplete de un doble de doble (J=4,5, 1,1) y
un proton olefinico similar al anterior compuesto. En la mezcla se ob-
servan sefiales que se solapan en algunos casos y que pertenecen a estos
compuesto como son: §, = 1,07, 1,26, 0,91, 1,01, 1,00, 0,97, 1,16, 1,25
y que de acuerdo a la literatura los valores 6H =1,16, 1,25 deben ser del
estigmasterol 8 y 6H =1,07, 1,00 y 0,97 deben corresponder al sitosterol 7
(25). El analisis del espectro de masas permite ubicar un pico a m/z 414
y otro a m/z 367, lo cual sugiere que se trata de una mezcla de dos com-
puestos con peso molecular 414 y 412; mientras que los picos a m/z 271
y m/z 273 (por la formacion de un carbocation) se explica por la fision
del enlace beta (B), que luego de la deshidratacion de este ultimo daria
el pico a m/z 255. Sucesivas dealquilaciones de este explican la presencia
de otros picos, por ejemplo, a 188, 189, 175, etc. (24).

En la especie N. turbacensis se ha reportado previamente la presen-
cia de lignanos del tipo 2,6-diarilfurofuranos, tales como: (+)-sesamina,
(+)-demetoxiexcelsina, (+)-piperitol, (+)-metoxipiperitol y (1R,2S,5R)-

2-(3’-metoxi-4,5 -metilenodioxifenil)-3,7-dioxa-6-oxobiciclo(3.3.0)oc-
tano aislados de madera y de corteza tronco (26). Sin embargo, este es el
primer reporte de este tipo de metabolitos secundarios tanto en la espe-
cie como en el género; contribuyendo al estudio fitoquimico del género;
y donde el aislamiento, de lignanos, como los aislados en el presente
trabajo, estd en concordancia con las implicaciones quimiotaxonémi-
cas planteadas por Rohwer, que propone que los compuestos del tipo
fenilpropanoides y productos de dimerizacion (lignanos y neolignanos)
corresponden a los metabolitos secundarios mas comunes en el género
Nectandra (9).

Conclusiones

Del extracto etandlico de corteza de la especie Nectandra turbacensis
se lograron aislar cuatro lignanos del tipo diarildimetilbutano (4cido
meso-dihidroguayarético 1, y acido treo-dihidroguayarético 2, sauriol B
3, treo-austrobailignano-6 4, un flavonoide (vitexina 5) y tres compues-
tos de tipo esteroidal (estigmast-4-en-3-ona 6 y la mezcla sitosterol 7 /
estigmasterol 8); los cuales fueron determinados y elucidados mediante
el uso de técnicas espectroscopicas 1D y 2D, IR, y EM. Se considera
importante el estudio de otras partes estructurales (raices y hojas, por
ejemplo) de la especie como forma de presentar su estudio fitoquimi-
co completo; y adicionalmente, dada la gran diversidad de metabolitos,
reportados en el género, plantear la posibilidad de ensayos bioldgicos
como forma de complementar la investigacion fitoquimica.
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Se realiz6 un estudio comparativo de dos
metodologias para la determinacion de residuos
de plaguicidas en agua potable con el fin de
establecer cudl de ellas es mas adecuada como
metodologia de andlisis. Las metodologias
evaluadas involucraron extraccion en fase

solida empleando el adsorbente polimérico
LiChrolut®EN y extraccion liquido-liquido
utilizando n-hexano como solvente de extraccion.
La determinacidn se realizo por cromatografia
de gases con detectores u-ECD y NPD. El
estudio involucré 50 plaguicidas, entre los que

se encuentran diferentes familias quimicas,

tales como organofosforados, organoclorados

y piretroides entre otros. Para comparar

las metodologias, se evalud la capacidad de
deteccion y cuantificacion estableciendo los
limites de deteccion y cuantificacion; la exactitud
con experimentos de recuperacion y la dispersion
por medio de la precision. Se establecié que

estas presentan deteccion adecuada frente

a las concentraciones méximas permitidas

por la normativa colombiana, excepto para el
insecticida monocrotofos, para el cual se obtuvo
un limite de deteccion superior al exigido. Los
experimentos de recuperacion mostraron que

la totalidad de plaguicidas organoclorados y
piretroides pueden ser analizados empleando
extraccion liquido-liquido, mientras que la
extraccion en fase solida es mas adecuada para
los plaguicidas mas polares, tales como los
organofosforados y azoles. Se determind que 22
compuestos se pueden analizar por cualquiera de
las dos metodologias, que por extraccion en fase
solida es posible analizar 36 de los 50 compuestos
evaluados mientras que empleando extraccion
liquido-liquido se pueden analizar 28 de ellos.

A comparative study of two methodologies
for the determination of pesticide residues

in drinking water was performed in order

to establish which of them is more suitable
of a method of analysis. The assessed
methodologies involved solid phase extraction
using polymeric adsorbent LiChrolut * EN
and liquid-liquid extraction using n-hexane
as the extraction solvent; its determination
was performed by GC with uECD and NPD
detectors. The study involved 50 pesticides,
including different chemical families, such

as organophosphates, organochlorines and
pyrethroids among others. The detection
capability was assessed by establishing the
limits of detection and quantification, and the
accuracy and precision performing recovery
experiments. It was determined that the

two methodologies have suitable detection
regarding the maximum concentrations
permitted by the Colombian regulations,
except for monocrotophos insecticide,

for which the limit of detection obtained

was slightly above to the required value.

The recovery experiments showed that all
organochlorine and pyrethroid pesticides can
be analyzed using liquid-liquid extraction,
while the solid phase extraction is more
suitable for the more polar pesticides such

as organophosphates and azoles; It was
determined that 22 compounds can be
analyzed by either of the two methods, that is
possible to analyze 36 of the 50 compounds
evaluated by solid phase extraction, while
using liquid liquid extraction 28 can be
analyzed.

Um estudo comparativo de dois métodos foi
realizada para a determinagao de residuos de
pesticidas em dgua potével, a fim de estabelecer
qual deles é mais adequado como um

método de analise. As metodologias avaliadas
envolvendo extracgdo em fase sdlida, utilizando
o adsorvente polimérico LiChrolut’EN e
extrac¢do liquido-liquido utilizando n-hexano
como solvente de extracgdo. A determinacio
foi realizada por detectores de GC-ECD

e NPD. O estudo envolveu 50 pesticidas,
incluindo aqueles que sao diferentes familias
quimicas, tais como os organofosforados,
organoclorados e piretroides, entre outros.
Para comparar os métodos, a capacidade de
detectar e quantificar a estabelecer os limites
de deteccdo e quantificagéo foi avaliada; a
precisdo e as experiéncias de recuperagao
usando precisdo dispersao. Foi estabelecido
que estes apresentaram taxas de detecgdo
adequados para as concentragdes maximas
permitidas pela legislacdo colombiana, com
exce¢do de monocrotofos inseticida, para que
requerido foi obtido um limite de detecgao de.
Ensaios de recuperagdo, mostraram que todos
os pesticidas organoclorados e piretréides
podem ser analisados utilizando-se extrac¢ao
liquido-liquido, enquanto que a extrac¢ido da
fase solida é mais adequado para os pesticidas
mais polares, tais como organofosfatos e azois.
Determinou-se que 22 compostos podem ser
analisados por qualquer um de dois métodos,
que a extracgdo de fase solida, é possivel
analisar 36 dos 50 compostos avaliados,
enquanto utilizando a extrac¢ao liquido-
liquido 28 pode analisar.

Palabras clave: Plaguicidas, agua potable, extraccion
liquido-liquido, extraccién en fase solida.

Keywords: Pesticides, drinking water, liquid-
liquid extraction, solid phase extraction.
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Introduccion

El acceso a fuentes de agua de calidad tiene una incidencia directa sobre
la salud de la poblacion. En Colombia la calidad del agua potable esta
regulada por la resolucion 2115 de junio de 2007 del Ministerio de la
Proteccion Social e indica en su articulo 8 las concentraciones maximas
de plaguicidas y otras sustancias toxicas en el agua potable, establecidas
segun su toxicidad y peligrosidad. Para garantizar que el agua potable
cumple con dichas caracteristicas de inocuidad es necesario contar con
medidas de control en campo las cuales se verifican con metodologias
confiables que permitan la determinacion de contaminantes a los niveles
establecidos en la reglamentacion, como es el caso de los plaguicidas,
que son ampliamente usados en la agricultura y que frecuentemente,
por su uso incorrecto pueden ir a contaminar fuentes hidricas tanto su-
perficiales como subterraneas (1).

Existe una gran variedad de métodos para la determinacion de pla-
guicidas en aguas, algunos de ellos desarrollados con el fin de determi-
nar grupos de compuestos en particular, como es el caso de los plagui-
cidas organoclorados, que tienen gran importancia desde el punto de
vista medioambiental debido a su elevada persistencia, o los organo-
fosforados que debido a su elevada toxicidad aguda en mamiferos son
considerados relevantes desde el punto de vista toxicoldgico (2).

Una de las metodologias mds comunes es la extraccion liquido
- liquido, en la cual se utilizaron inicialmente solventes de baja pola-
ridad tales como el diclorometano, el hexano y el éter de petrdleo para
la extraccion de plaguicidas organoclorados y organofosforados (1, 3).
En 2010 Wu et al. (4), desarrollaron una metodologia para el analisis
de piretroides mediante extraccion liquido - liquido, empleando 60
mL de diclorometano como solvente de extraccién. Para la determi-
nacion de plaguicidas organoclorados principalmente se valen del uso
de n-hexano (5), éter etilico o cloruro de metileno (6) utilizando entre
25y 300 mL. Las metodologias desarrolladas eran adecuadas para el
propdsito, sin embargo tenian como desventaja el uso de grandes vo-
lumenes de solvente, generando cantidades de residuos contaminan-
tes, ademads de ser dispendiosas en su ejecucion experimental debido
a la formacién de emulsiones durante el anélisis. Posteriormente se
desarrollaron metodologias analiticas mds amigables con el ambiente
en las que se redujo considerablemente el uso de solventes de eleva-
da toxicidad y se disminuyo significativamente el tiempo de anélisis,
incrementando a la vez el nimero de analitos al alcance de las meto-
dologias (6).

Actualmente la tendencia en el andlisis de plaguicidas en aguas in-
volucra el uso de solventes de menor toxicidad y con cantidades peque-
fas de estos, tales como la extraccion liquido - liquido con n-hexano
(7) y la extraccion liquido - liquido miniaturizada en la que se usan tan
solo unos cuantos microlitros de solvente para realizar la extraccion (8).
Esta metodologia ha sido utilizada para la determinacién de plaguicidas
organofosforados en aguas empleando como solvente de extraccion una
mezcla de acetonitrilo y 1-dodecanol, obteniendo porcentajes de recu-
peracion elevados (90-99%) y bajos limites de deteccion (5 x 10*- 5
x 10" mg/L), empleando para la separacién y deteccién cromatografia
liquida con deteccién DAD (9). Asi mismo, la microextraccion liquido
- liquido asistida con aire empleando tolueno como solvente de extrac-
cion, fue utilizada por Farajzadeh et al. (10), para analizar plaguicidas
de la familia de los triazoles en aguas superficiales y matrices vegetales
empleando cromatografia de gases y deteccion de ionizacion de llama,
obteniendo bajos limites de deteccién y cuantificacion. Para la determi-
nacion de herbicidas del grupo de los fenoxidcidos, Jimenez (11) emple6
pequenos volumenes de muestra (10 mL) y acetona como solvente de
extraccion (3,5 mL) para realizar una extraccion liquido - liquido y pos-
teriormente una limpieza en fase sélida dispersiva con octadecilsilano
para eliminar interferencias, obteniendo porcentajes de recuperacion
entre el 82% y el 114%.

Como técnica alterna, la extraccion en fase solida se popularizod
para el analisis de muestras ambientales debido a sus grandes ventajas
en cuanto a la disminucion del uso de solventes, la rapidez de su ejecu-
cién y su capacidad para concentrar los analitos, lo cual permiti la de-
terminacion de menores concentraciones (2, 6, 12). En el ambito instru-
mental se ha utilizado la cromatografia de gases para la determinacion
principalmente, de plaguicidas volatiles y térmicamente estables como
son los plaguicidas organoclorados, organofosforados y piretroides. Los
detectores mas usados han sido el detector de captura electrénica, ac-
tualmente detector de micro captura electrénica (u-ECD), detectores
como el detector de nitrégeno fosforo y el fotométrico de llama, los cua-
les son mads selectivos; actualmente el detector selectivo de masas es el
mas utilizado (5, 13), incluso empleando metodologias de extraccion en
fase solida “on line” acopladas al instrumento, lo que permite minimi-
zar el tiempo de preparacion de la muestra, la cantidad de muestra y el
consumo de reactivos y solventes (14).

Actualmente la cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas en tandem con analizador de triple cuadrupolo (11) o cuadru-
polo acoplado a trampa de iones (15), permite analizar un gran nimero
de compuestos, con mayor selectividad y a concentraciones mas bajas
(16). Para compuestos con caracteristicas fisicoquimicas de solubilidad,
volatilidad y peso molecular que no les permiten ser incluidos en las
metodologias multiresiduo, como es el caso del herbicida glifosato y su
metabolito, AMPA, se han desarrollado metodologias especificas em-
pleando extraccion en fase sélida y posterior andlisis en cromatografia
liquida con derivatizacién post columna y deteccion con fluorescencia,
obteniendo porcentajes de recuperacion entre 70% y 73% y limites de
deteccion de 4 x 10° mg/L (17).

Con el proposito de contar con metodologias réapidas y adecuadas
para andlisis de residuos de plaguicidas en agua potable, en este estudio
se realizé una comparaciéon de dos metodologias de extraccién para la
determinacion de residuos de 50 plaguicidas de diferentes familias qui-
micas, entre los que se encuentran insecticidas y fungicidas ampliamen-
te utilizados en Colombia.

Materiales y métodos

Estandares, reactivos y soluciones

Se emplearon estandares de plaguicidas proporcionados por el Dr. Eh-
renstorfer y por Chemservice con una pureza mayor al 95%. Las solu-
ciones madre fueron preparadas en acetato de etilo a concentraciones
aproximadas de 500 pg/mLy almacenadas en frascos ambar a -20 °C.
A partir de las soluciones madre se prepararon mezclas de plaguicidas
para los diferentes ensayos. Los analitos evaluados, sus concentraciones
y caracteristicas toxicoldgicas relevantes se muestran en la Tabla 1.

Se emplearon solventes y reactivos marca J.T. Baker grado residuos.
Para la extraccion en fase sélida se emplearon cartuchos LiChrolut®’EN
marca Merck de 200 mg de fase estacionaria y 3 mL de capacidad empa-
cados en tubos de polipropileno.

Instrumentos y equipos

Para la separacion, identificacién y cuantificacién de los compuestos se
utilizé un cromatdgrafo de gases HP6890* con inyector automatico 7683
marca Agilent Technologies® (Palo Alto, CA, EUA). Se utiliz un inyec-
tor split/splitless conectado por medio de una columna capilar sin fase
estacionaria (1,0 m, 0,25 mm id), a un divisor de flujo de vidrio silani-
zado en forma de “Y” unido a una columna HP-5 (30 m, 0,25 mm id,
0,25 um df) conectada a un detector p-ECD *Ni y una columna HP-50
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Comparacion de dos metodologias para la determinacion de residuos de plaguicidas en agua potable.

Tabla 1. Concentracién en la mezcla de plaguicidas, dosis letal 50 y carcinogenicidad de los analitos evaluados.

compusto (i@ mghge o Competo CUERD e o
Cimoxanil 9,56 1196 No HCB 0,40 10000 Si
a-HCH 0,72 500 Si Lindano 0,20 88 Si
Dimetoato 0,44 291 No Alaclor 0,20 3160 Si
B-HCH 0,62 600 Si Diazinon 0,80 300 No
Clorotalonilo 0,48 10000 Si Diclofluanida 1,60 5000 No
Paration metilo 0,50 6 No Triadimefon 2,90 1000 No
Fenitrotion 0,38 250 No Captan 2,10 9000 No
Malation 2,80 290 No Isofenfos 3,00 20 No
Clorpirifos 0,72 163 No Fentoato 1,10 71 No
Folpet 5,32 10000 No 4,4’-DDE 0,60 880 Si
Endosulfan 0,78 18 No Ciproconazol 6,30 1020 No
Hexaconazol 1,40 2189 No Oxadicyl 7,80 1860 No
Profenofos 0,31 358 No Propiconazol 0,50 1517 No
4,4"-DDD 0,71 4000 Si Epoxiconazol 1,10 5000 No
4,4"-DDT 1,24 113 Si Iprodiona 1,50 3500 No
Propargita 51,67 1480 No Tetradifon 0,30 14700 No
Bifentrina 19,04 2150 No A-Cihalotrina 0,30 56 No
Cipermetrina 3,10 251 No Pirazofos 3,00 151 No
Difenoconazol 3,49 1453 No B- Ciflutrina 1,00 450 No
Azoxistrobina 2,99 5000 No Deltametrina 0,40 31 No
Metamidofos 4,34 20 No Dimetomorf 29,20 3900 No
Acefato 13,03 945 No Pirimetanil 7,90 4150 No
Monocrotofos 6,07 8,4 No Fention 0,70 190 No
Metalaxil 8,76 669 No Fenamifos 1,60 5 No
Tiabendazol 22,32 3300 No Tebuconazol 3,00 1700 No

(a) Concentracidn en la solucion mezcla.
(b) Segtin LD,  y toxicidad regulada por la resolucién 2115 del MPS (18).

(c) Carcinogenicidad. Catalogada por la International Agency for Research on Cancer IARC (19).

(30 m, 0,25 mm id, 0,25 pm) conectada a un detector NPD. Se utilizé
nitrégeno UAP como gas de transporte. Se realiz6 la inyeccién en mo-
dalidad splitless pulsado con un pulso de presién de 4,48 bar durante 0,8
min. El flujo de purga fue de 40 mL/min y la valvula estuvo cerrada du-
rante 0,6 min. El volumen de inyeccion fue de 2 pL y la temperatura del
inyector fue de 256 °C. La temperatura del detector pu-ECD fue de 310
°C con flujo de gas auxiliar (nitrégeno) de 10 mL/min. El detector NPD
se trabajo a 330 °C con flujos constantes de gas auxiliar (nitrégeno),
hidrégeno y aire de 10, 3 y 60 mL/min, respectivamente. El programa
de temperatura del horno inici6 en 52 °C (0 min), incrementandose la
temperatura a una velocidad de 4 °C/min hasta alcanzar 100 °C, con-
secutivamente se aumentd la temperatura hasta 110 °C a 2 °C/min. A
continuacién se incrementd hasta 130 °C a una velocidad de 20 °C/min,

luego se llevo hasta 195 °C a 4 °C/min y finalmente se llegd a una tem-
peratura de 280 °C a una velocidad de 5 °C/min. Se emple6 un equipo
para extraccion en fase sélida marca Tecknokroma de 12 posiciones co-
nectado a una bomba de vacio.

Metodologias de extraccion de plaguicidas en aguas

Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido - liquido se llev a cabo usando n-hexano como
solvente de extraccion. 1L de agua se filtr6 a través de una membrana
de 0,45 pm y se deposité en una botella ambar, se adicionaron 10 g de
cloruro de sodio y 60 mL de n-hexano. La botella tapada se coloc en
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agitacién magnética durante 30 min, luego se realizé la recoleccion de
la fase organica por medio del dispositivo que se muestra en la Figura 1.
La fase orgdnica se filtré a través de 15 g de sulfato de sodio anhidro y se
concentrd a una temperatura de 35 °C hasta aproximadamente 0,5 mL.
El solvente se elimind en su totalidad bajo una corriente de nitrégeno y
el extracto se transfirio cuantitativamente con acetato de etilo a un balén
aforado de 1 mL (7).

Figura 1. Montaje para la extraccion liquido-liquido (4).

Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase solida se llevo a cabo empleando cartuchos Li-
Chrolut® EN, previamente acondicionados con 3 mL de metanol y 3
mL de agua grado HPLC. 500 mL de agua previamente filtrada por una
membrana de 0,45 pm se pasaron a través del cartucho a una velocidad
de 15 mL/min aplicando vacio. Una vez se paso la totalidad de la mues-
tra, se secd el cartucho durante 10 min en una corriente de nitrégeno.
La elucion de los analitos de llevé a cabo utilizando 6 mL de una mezcla
acetato de etilo:metanol 1:1, la cual posteriormente se evapord en su
totalidad. El extracto se transfiri6 cuantitativamente a un balén aforado
de 1 mL con acetato de etilo (20).

Aptitud y desempefio de las metodologias
Sellevaron a cabo ensayos de recuperacion por triplicado con las mezclas
de analitos, utilizando agua potable del grifo como matriz blanco, adi-
cionando dicha mezcla a 1L 0 500 mL de muestra, segiin la metodologia.
Como control de calidad, previo al procedimiento de extraccién y andli-
sis se adicionaron 20 pL de una mezcla de PCB 103 (2,2}4,5,6-pentaclo-
robifenil) y TPP (trifenil fosfato) denominados estandares subrogados.
Ademids, al extracto final se le adicionaron 20 uL de una mezcla de PCB
52 (2,235,5 -tetraclorobifenil) y Sulfotep (ditiopirofosfato de 0,0,0,0-
tetraetilo), utilizados como estandares internos.

La aptitud de las metodologias se evalué teniendo en cuenta los li-
mites de deteccion y cuantificacion, el porcentaje de recuperacion y la
precision en condiciones de repetibilidad.

Limites de deteccion y cuantificacion y selectividad

Se realiz6 la inyeccion de tres blancos de matriz, extraidos segtn las
metodologias a evaluar en la misma secuencia con la mezcla de es-
tandares preparada en extracto de matriz blanco. Se estimaron los
limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) con base en el criterio
dela EPA (21). Se realiz6 una inyeccién de blanco fortificado al valor del
limite de deteccion y al limite de cuantificacion estimados para verificar
la capacidad instrumental de detectar el analito a estas concentraciones
y garantizar la ausencia de interferencias en los tiempos de retencion
de los analitos de interés. Con base en estos resultados se calcularon los
limites de deteccion y cuantificacion en matriz.

Porcentaje de recuperacion y precision

Se fortificaron por triplicado muestras blanco de matriz a las concen-
traciones establecidas como limite de cuantificacién y se analizaron con
cada una de las dos metodologias. Se determiné el porcentaje de recu-
peracion y la desviacion estandar relativa para cada compuesto.

Resultados y discusion

Con el fin de determinar los compuestos de interés a las concentraciones
exigidas por la legislacion colombiana (18), se calcularon los limites de
deteccién y cuantificacion de cada metodologia. En la Tabla 2 se observa
la concentracién méaxima permitida por la normativa, asi como los va-
lores de limite de deteccién calculados.

En esta tabla se muestra que para todos los compuestos se obtu-
vieron limites de deteccién por debajo de la concentracion méxima
permitida para las dos metodologias, a excepcién del compuesto mo-
nocrotofos para el cual se obtuvo un limite superior a este valor en la
metodologia de extraccion en fase s6lida. En general, se observa que la
mayoria de los compuestos tienen un limite de deteccion entre 1,00x10-
% mg/Ly 1,00x10% mg/L, valor que se encuentra por debajo del limite
mas exigente de la normativa, el cual es 1,00x10* mg/L. Se determind
que utilizando ELL se obtienen extractos con menos interferencias, lo
cual incrementa la relacién senal/ruido y permite obtener limites de
deteccion menores a 1,00x10°° mg/L para varios de los compuestos
evaluados. Estos valores son comparables con los encontrados en el
estudio de Majzik-Solymos et al. (5), en el que se empleo extraccion
liquido - liquido con un volumen de muestra superior (1L) y utilizan-
do 200 mL diclorometano para la extraccién de plaguicidas neutros
y 300 mL de éter de petrdleo para extraer compuestos acidos. La ex-
traccion en fase solida presentd extractos con mayores interferencias,
por lo cual, los limites de deteccién se ven incrementados para ciertos
compuestos, como es el caso de monocrotofos, que aunque se observa
por el detector NPD el cual presenta mayor selectividad, muestra in-
terferencias que aumentan el ruido y por tanto el LD como se observa
en la Tabla 2. Los limites de deteccién obtenidos para este compuesto
por las dos metodologias son en realidad bastante bajos, sin embargo
empleando la metodologia por EFS no se podria determinar la concen-
tracién exigida por la normativa colombiana.

Una vez establecido que los compuestos pueden ser determina-
dos por las dos metodologias se evalud la capacidad de estas para re-
cuperar los analitos de estudio de la matriz de interés. Se realizaron
ensayos de recuperacion a una concentracion equivalente al limite de
cuantificacién.

La extraccién liquido - liquido es un método experimentalmente
sencillo, econdmico y réapido de ejecutar, pues hace uso de las propieda-
des fisicoquimicas de los plaguicidas con baja solubilidad en agua y baja
polaridad, para, por medio de una agitacién magnética fuerte y constate
durante 30 min, hacerlos pasar de la matriz acuosa al solvente de extrac-
cién, en este caso, n-hexano, aumentando la fuerza iénica con la adicién
de cloruro de sodio y facilitando asi la particién.
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Tabla 2. Concentracién méxima permitida y limites de deteccién para los compuestos evaluados por cada metodologia.

Compuesto | Detector | CMP LD (ELL) | 1p (EFS) Compuesto | Detector | CMP LD (ELL) ' yp (EFS)
empleado = (mg/L) (a) (mg/L) (mg/L) empleado = (mg/L) (a) (mg/L) (mg/L)

Cimoxanil wECD 1,00 x102 1,50 x10* | 3,00x10* HCB wECD 1,00 x10* 5,00 x10° 1,67 x10°
a-HCH LECD 1,00 x10* 1,00 x10° | 2,00 x10° Lindano uECD 1,00 x10* 5,00 x10°¢ 1,67 x10°°
Dimetoato NPD 1,00 x10°? 2,15x10° = 4,30x10° Alaclor uECD 1,00 x10* 5,00 x10°° 1,67 x10°
B-HCH LECD 1,00 x10* 2,16 x10° 4,32 x10° Diazinon NPD 1,00 x10°2 2,20 x10° 7,33 x10°
Clorotalonilo uECD 1,00 x10* 1,35x10° | 2,70x10° | Diclofluanida uECD 1,00 x10°? 1,70 x10° 5,67 x10°°
i:;ion NPD 1,00x10%  1,00x10° = 2,00x10° | Triadimefon = pECD 1,00x10%  3,00x10° 1,00 x10*
Fenitrotion NPD 1,00 x102 1,00 x10° | 2,00 x10° Captan uECD 1,00 x102 2,20 x10° 7,33 x10°°
Malation NPD 1,00 x10° 2,80x10° | 5,60x10° Isofenfos NPD 1,00 x10* 3,00 x10° 1,00 x10*
Clorpirifos NPD 1,00 x103 8,50 x10° = 1,70x10° Fentoato NPD 1,00 x103 2,00 x10°° 6,67 x10°
Folpet LECD 1,00 x10°2 7,00 x10°° 1,40 x10* 4,4"-DDE LECD 1,00 x10* 6,00 x10°¢ 2,00 x10°°
Endosulfan wECD 1,00 x10* 1,00 x10° | 2,00x10°  Ciproconazol wECD 1,00 x102 2,50 x10* 8,33 x10*
Hexaconazol HECD 1,00 x102 2,00 x10° = 4,00x10° Oxadicyl uECD 1,00 x102 2,80 x10* 9,33 x10*
Profenofos NPD 1,00 x102 1,00 x10° | 2,00x10° | Propiconazol wECD 1,00 x102 1,00 x10°° 3,33x10°
4,4"-DDD HECD 1,00 x10* 1,00 x10° | 2,00x10° = Epoxiconazol HECD 1,00 x102 6,60 x10°° 2,20 x10*
4,4’-DDT uECD 1,00 x10* 2,00 x10° = 4,00 x10° Iprodiona NPD 1,00 x10°? 4,00 x10°° 1,33 x10*
Propargita HECD 1,00 x102 1,40 x10° | 2,80x1073 Tetradifon NPD 1,00 x102 5,00 x10° 1,67 x10°
Bifentrina wECD 1,00 x102 2,00 x10° = 4,00x10° | A-Cihalotrina wECD 1,00 x103 5,00 x10° 1,67 x10°
Cipermetrina HECD 1,00 x102 4,00 x10° = 8,00x10° Pirazofos NPD 1,00 x10°3 3,00 x10°° 1,00 x10*
Difenoconazol wECD 1,00 x102 1,00 x10* | 2,00 x10* B- Ciflutrin wECD 1,00 x102 2,00 x10°° 6,67 x10°
Azoxistrobin HECD 1,00 x102 3,00 x10° | 6,00 x10° = Deltametrina NPD 1,00 x10°3 6,00 x10° 2,00 x10°
Metamidofos NPD 1,00 x10* 5,00 x10° | 1,00x10* = Dimetomorf NPD 1,00 x102 3,00 x10* 1,00 x103
Acefato NPD 1,00 x102 1,35x10* | 2,70x10* Pirimetanil uECD 1,00 x10°? 8,00 x10°° 2,67 x10*
Monocrotofos NPD 1,00 x10* 7,00 x10° | 1,40 x10* Fention NPD 1,00 x103 7,50 x10° 2,50 x10°°
Metalaxil NPD 1,00 x102 6,00 x10* = 1,20x1073 Fenamifos NPD 1,00 x10* 1,70 x10° 5,67 x10°°
Tiabendazol NPD 1,00 x102 6,70 x10* | 1,34 x10° | Tebuconazol NPD 1,00 x10 1,00 x10* 3,33 x10*

(a) CMP Concentracién maxima permitida. (18)

Los criterios seleccionados para evaluar la recuperaciéon de los
compuestos fueron los establecidos en el documento SANCO (22) que,
aunque establece los lineamientos para la determinacion de residuos de
plaguicidas en alimentos y piensos, pueden ser extrapolados para la de-
terminacién en otras matrices de interés.

En la Tabla 3 se muestran los porcentajes de recuperacion, limites de
cuantificacién y desviacién estandar relativa empleando la metodologia ELL
para los compuestos que cumplieron los criterios establecidos en SANCO.

Se observa que los compuestos recuperados corresponden a los pla-
guicidas organoclorados y piretroides incluidos en el ensayo, asi como
algunos organofosforados tales como el malation, el clorpirifos y ben-
ceno sustituidos como el clorotalonilo entre otros, que por su elevado
coeficiente de particién octanol/agua (23) pasan facilmente a la fase

organica, obteniendo asi altos porcentajes de recuperaciéon. Compues-
tos de la familia de los azoles, como el difenoconazol o epoxiconazol, y
organofosforados de mayor polaridad como el dimetoato y el monocro-
tofos tienen porcentajes de recuperacién muy bajos o nulos. Esto se debe
a su elevada solubilidad en agua y bajo coeficiente de particién octanol/
agua, que en algunos casos es menor a la unidad (Monocrotofos=0,6)
(23). Se observa también que para todos los plaguicidas recuperados se
tienen desviaciones estandar relativas dentro del rango esperado (<20%)
haciendo adecuada la metodologia para su analisis (22).

En la Figura 2a se puede ver que empleando ELL, el 56% de los com-
puestos evaluados presentan un porcentaje de recuperacion entre 70% y
120% mientras que el 26% tienen una recuperacién nula; el porcentaje
restante presenta recuperacion entre el 10% y el 70%.
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Tabla 3. Exactitud y precision al limite de cuantificacion para la metodologia de extraccion liquido-liquido.

Compuesto LC (mg.L") Rec (%) RSD (%) Compuesto LC (mg.L") Rec (%) RDS (%)
a-HCH 3,00x10°% 76,94 8,28 Difenoconazol 3,00 x10% 77,42 5,46
b-HCH 6,48 x10° 89,04 10,63 g-HCH 1,50 x10°%° 82,25 5,40
Clorotalonilo 4,05 x10°% 88,16 6,14 Alaclor 1,50 x10°° 90,59 4,51
Paration metil 3,00 x10% 81,16 8,16 Diclofluanid 5,10 x10* 82,18 1,21
Fenitrotion 3,00 x10% 85,94 6,00 Triadimefon 9,00 x10% 72,03 1,39
Malation 8,40 x10* 91,89 7,81 Isofenfos 9,00 x10% 80,52 0,93
Clorpirifos 2,55 x10°% 90,97 10,06 Fentoato 6,00 x10%° 83,86 3,22
Endosulfan 3,00 x10* 85,14 10,10 4,4’-DDE 1,80 x10°%° 81,99 3,76
Profenofos 3,00 x10* 90,57 9,04 Tetradifon 1,50 x10% 77,94 2,97
4,4"-DDD 3,00 x10* 84,66 8,44 I-cihalotrina 1,50 x10% 76,38 3,59
4,4-DDT 6,00 x10% 84,91 11,40 Pirazofos 9,00 x10% 79,45 2,60
Propargita 4,20 x10% 75,89 6,44 b- ciflutrina 6,00 x10 77,68 4,41
Bifentrina 6,00 x10°% 91,53 0,00 Deltametrina 1,80 x10% 73,97 7,22
Cipermetrina 1,20 x10°% 90,00 7,87 Pirimetanil 2,40 x10% 74,35 0,39

LC: Limite de cuantificacion.
Rec (%): Porcentaje de recuperacion.
RSD (%): Desviacion estandar relativa.

En cuanto a la metodologia de extraccion en fase sdlida, en la Figura
2b se observa que un 72% de los compuestos evaluados presentaron por-
centajes de recuperacion dentro del rango de aceptacion de la metodolo-
gia (70-120%) (22) mientras que un 8% present6 recuperacion nula. Estos
resultados son comparables con los obtenidos por Robles-Molina et al.
(5), quienes en su estudio comparativo determinaron que, a una concen-
tracion de fortificacion de 1,5x10* mg/L, de un total de 57 compuestos de
diferentes familias quimicas, un 53% presentaban porcentajes de recupe-
racion superiores al 70% empleando ELL y un 63% empleando EFS.

El proceso de extraccion en fase solida tiene como objetivo realizar
el aislamiento selectivo de los analitos objetivo en una muestra com-
pleja y al mismo tiempo realizar un proceso de concentracién, como
es el caso del presente estudio. En el proceso se emplean interaccio-
nes reversibles, entre el analito y la superficie de la fase estacionaria.
Comercialmente se encuentran diversas modificaciones en materia de
adsorbentes; en este caso se utiliz6 una fase polimérica compuesta por
un polimero de etilvinilbenceno y divinilbenceno entrecruzado (20),
el cual provee una gran area superficial y permite retener sustancias
de mayor polaridad que pueden ser eluidas posteriormente utilizando
la mezcla metanol:acetato de etilo. Debido a la polaridad intermedia
de la fase estacionaria, compuestos como el acefato (Log Kow=-0,89)
y su metabolito, el metamidofos (Log Kow=-0,89) que poseen muy
elevada solubilidad en agua (650 g/La 25 °Cy >2000 g/La 25 °C res-
pectivamente) (24) no se quedan retenidos en la fase estacionaria, sino
que tienden a quedarse disueltos en la matriz acuosa, por lo tanto su
recuperacion es baja o nula. Este tipo de compuestos requiere el uso
de fases estacionarias con sustituyentes polares que permitan su re-
tencion y elucién selectiva con disolventes de elevada polaridad. Asi
mismo, compuestos como algunos organoclorados o como el clorota-
lonilo, que es un benceno sustituido no fueron eluidos con la mezcla
de solventes empleada, quedandose retenidos en la superficie del ad-
sorbente, por lo que su recuperacién en EFS es muy baja o nula. En

a. Porcentajes de recuperacion (%) ELL

=70-120
" 30-70
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b. Porcentajes de recuperacion (%) EFS

=70-120
" 30-70

10-30
" NR

Figura 2. Porcentaje de recuperacién de analitos dentro del rango de aceptacion para las dos
metodologias evaluadas.
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la Tabla 4 se muestran los porcentajes de recuperacion, los limites de
cuantificacién y la desviacion estandar relativa para los compuestos
extraidos por esta metodologia. En su estudio Robles-Molina et al. (5)
muestran que pueden encontrarse marcadas diferencias en la recupe-
racion de analitos de diferentes familias quimicas empleando una u
otra técnica, lo cual se evidenci6 con las triazinas, que presentaron
porcentajes de recuperacion superiores al 90% con EFS y menores a
60% con ELL. Robles-Molina et al. (5), también determinaron que los
compuestos organoclorados presentaron mejores recuperaciones con
ELL y que para los organofosforados se obtienen, en general, buenos
porcentajes de recuperacion con ambas metodologias.

Se evidenci6 que 22 de los 50 plaguicidas presentaron recuperacion
entre el 70% y el 120% tanto por EFS como por ELL. Compuestos orga-
noclorados como el 4,4"-DDD, el endosulfan y el alaclor tienen porcen-
tajes de recuperacion estadisticamente superiores empleando EFS (t stu-
dent p<0,05), sin embargo la metodologia de ELL es mds adecuada para
su andlisis puesto que el valor de RSD es menor. De los 22 compuestos,
13 no presentaron diferencias significativas (p>0,05) en la recuperacién
por las dos metodologias.

Conclusiones

En el presente estudio se realizd la comparacién del desempeno en
cuanto a deteccion, porcentaje de recuperacion y precision de dos

metodologias para la extraccion de 50 plaguicidas en muestras de agua
potable empleando cromatografia de gases acoplada a detector de micro
captura electrdnica y de nitrogeno fésforo. Las dos metodologias per-
miten determinar los analitos evaluados de acuerdo a los valores esta-
blecidos por la normativa en Colombia, con excepcién del insecticida
monocrotofos, cuyo limite de deteccion es superior al exigido.

Se determind que 36 de los 50 compuestos evaluados pueden ser
determinados empleando la metodologia de extraccion en fase sélida
mientras que empleando extraccion liquido-liquido pueden analizarse
28 de ellos. Asi mismo, se determiné que 22 de los compuestos evalua-
dos pueden ser determinados con cualquiera de las dos metodologias,
teniendo porcentajes de recuperacion mayores con la metodologia de
extraccion en fase solida y siendo mas precisa la extraccion liquido-
liquido. Se determiné que el insecticida acefato y su metabolito meta-
midofos no pueden ser analizados por ninguna de las dos metodologias
propuestas debido a su elevada polaridad y solubilidad en agua.
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Tabla 4. Porcentaje de recuperacién y precisién al limite de cuantificacion para la metodologia de extraccion en fase sélida.

Compuesto Rec (%) RSD (%) n=3 LC (mgL?) Compuesto Rec (%) RSD (%) n=3 LC (mgL?)
Cimoxanil 82,34 10,12 1,35 x10% Lindano 72,17 17,75 5,00 x10
Dimetoato 81,32 1,63 1,29 x10%* Diazinon 97,50 10,34 2,20 x10%
b-HCH 108,60 5,15 1,30 x10* Diclofluanid 116,57 3,63 1,70 x10°™
Malation 101,39 9,86 1,68 x10% Triadimefon 96,91 2,14 3,00 x10*
Clorpirifos 94,72 3,26 5,10 x10% Fentoato 93,80 13,26 2,00 x10%*
Endosulfan 73,50 4,09 6,00 x10%° Ciproconazol 95,47 5,74 2,50 x10%
Hexaconazol 90,05 7,38 1,20 x10% Oxadicyl 109,80 7,32 2,80 x10%
Profenofos 81,88 5,95 6,00 x10%° Propiconazol 98,51 11,71 1,00 x10°%
4,4"-DDD 97,84 8,84 6,00 x10°% Epoxiconazol 102,30 0,84 6,60 x10%
4,4’-DDT 88,95 5,35 1,20 x10* Iprodiona 96,48 8,66 4,00 x10
Propargita 142,43 12,58 8,40 x10 Tetradifon 92,77 4,55 5,00 x10%°
Cipermetrina 80,91 11,04 2,40 x10% Cihalotrina 84,98 16,26 5,00 x10%°
Difenoconazol 99,30 15,83 6,00 x10% Pirazofos 90,24 12,09 3,00 x10%*
Azoxistrobin 94,65 10,87 1,80 x10% Deltametrina 74,53 24,57 6,00 x10%°
Monocrotofos 77,16 2,95 4,20 x10° Dimetomorf 105,53 7,06 3,00 x10%
Metalaxil 108,41 6,24 3,60 x10% Pirimetanil 99,79 5,73 8,00 x10
Tiabendazol 82,80 6,57 4,02 x10% Fention 96,51 3,10 7,50 x10%
HCB 71,62 11,34 5,00 x10% Tebuconazol 84,84 4,22 1,00 x10°%

LC: Limite de cuantificacion
Rec (%): Porcentaje de recuperacion
RSD (%): Desviacion estandar relativa.
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Desarrollo y validacion

de un método verde

para la extraccion y
cuantificacion de residuos
de cipermetrina en tejido
animal

Development and
validation of a green
method for the extraction
and quantification of
cypermethrin residues in
animal tissue

Desenvolvimento e
validacao do método
verde para a extracao e
quantificacao dos residuos
da cipermetrina no tecido
animal

Resumen

Abstract

Resumo

En este trabajo se desarroll6 y validé un
método simple, amigable ambientalmente y
efectivo, para la extraccion y cuantificacion
de cipermetrina en muestras de bovino
(higado, grasa perirrenal y musculo) utilizando
dispersion de matriz en fase solida (MSPD)
y cromatografia de gases con detector de
ionizacién de llama (GC-FID). Se evaluaron
diferentes parametros del método, tales
como el agente dispersante, el disolvente

de extraccion y el volumen de disolvente.
Los mejores resultados para la extraccion

de cipermetrina por MSPD fueron: 0,20 g

de muestra macerados con 0,80 g de silica
gel y extraidos con 5,00 mL de acetona.

El procedimiento propuesto fue validado
mostrando comportamiento lineal en el
intervalo de 10,20-400,40 pg/L (R*=0,9988).
Los limites de deteccién y cuantificacién
fueron 2,00 y 5,70 pg/L respectivamente, con
una desviacidn estandar relativa de 0,0875
(n=5). Este método permite determinar
cipermetrina hasta niveles traza en muestras de

tejido animal, con una recuperacién de 98,96%.

In the present study a simple, effective

and environmentally friendly method was
developed and validated for the extraction
and quantification of cypermethrin in
animal tissue (meat, fat and liver) using
matrix solid-phase dispersion (MSPD) and
gas chromatography with flame ionization
detector (GC-FID). Different parameters
of the method were evaluated, such as
dispersant, extractive solvent and solvent
volume. The best results for the extraction
of cypermethrin by MSPD were 0.20 g of
sample with 0.80 g of silica gel and 5.00
mL of acetone as eluting solvent. The
proposed procedure was validated showing
linear behavior in the interval of 10.20 to
400.40 pg/L (R*= 0.9988). Detection and
quantification limits ranged from 2.00 and
5.70 ug/L respectively, with a standard
deviation of 0.0875 (n=>5). This method
enables to determine cypermethrin at trace
level in animal tissue samples, with a recovery
0f 98.96%.

Neste trabalho foi desenvolvido e validado
um método verde para extragdo e
quantificagao de cipermetrina em amostras
de figado, gordura perirrenal e musculo

em gado bovino, por meio da técnica de
dispersao de matriz em fase solida (MSPD)
e cromatografia de gases com detecgdo

de ionizagdo de chama (GC-FID). Foram
avaliados diferentes parametros do método,
como dispersante, extragao com solvente e
volume de solvente. Os melhores resultados
para a extracgdo da cipermetrina por MSPD
foram 0.20 g da amostra macerada com
0.80 g de gel de silica e extraiu-se com

5.00 mL de acetona. O método proposto foi
validada mostrando um comportamento
linear na gama testada (10.20-400.40 pg/L)
com R* de 0.9988. Os limites de detec¢do

e de quantificagdo foram 2.00 e 5.70 pg/L,
respectivamente, com um desvio padrao de
0.0875 (n = 5). O método proposto neste
trabalho permitiu determinar niveis traga da
cipermetrina em amostras de tecidos animai,
com uma recuperaciao de 98.96%.

Palabras Claves: Dispersion de matriz en
fase solida (MSPD), cipermetrina, extraccion,
cromatografia de gases con detector de
ionizacién de llama (GC-FID), tejido animal.

Keywords: Matrix solid-phase dispersion
(MSPD), cypermethrin, extraction method,
gas chromatography with flame ionization
detector (GC-FID), animal tissue.
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Palavras chave: Dispersdo da matriz em

fase solida (MSPD), cipermetrina, extragao,
cromatografia de gases com detecgao de
ionizacao de chama (GC-FID), tecido animal.
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Introduccion

Los pesticidas piretroides son compuestos quimicos que presentan
propiedades que disminuyen, alteran o inhiben diferentes procesos
bioldgicos. Estan disefiados para combatir diversas plagas y malezas
que atacan los cultivos agricolas y se usan para controlar la vegetacion
no deseada en sistemas acuaticos (1). Son los mas utilizados en la ag-
ricultura, la silvicultura, la horticultura e industria textil, ademds son
ampliamente usados en cultivos de arroz, maiz, soja y pastos que son
fuente de alimento para el ganado (2) que consume mds del 10% de su
peso en pasturas, esto representa un riesgo potencial en la medida en la
que estas sustancias pueden pasar a través de la cadena alimenticia del
pasto al animal y de este al humano (3, 4). Algunos piretroides como
la cipermetrina estdn registrados en una gran variedad de formulacio-
nes para el control de pulgas y garrapatas en animales, y para el trata-
miento de instalaciones donde se crian con la finalidad de controlar las
moscas (5), su uso excesivo puede ocasionar que el pesticida se logre
bioacumular en los tejidos de los bovinos que posteriormente son con-
sumidos por los humanos, situacion que podria ser la causa de muchas
enfermedades (3).

La principal fuente proteica en la dieta humana es de origen ani-
mal, especialmente la carne de bovino, este tejido debe estar libre de
cualquier tipo de sustancias xenobidticas, razén por la cual resulta
importante establecer técnicas analiticas que por un lado permitan su
deteccion y cuantificacion en carne, y por el otro favorezcan la imple-
mentacion de medidas que garanticen la calidad e inocuidad de este
producto. De esta manera es posible impactar positivamente la salud
humana y la produccion animal, logrando mejorar la competitividad y
aumentando las posibilidades para acceder a los mercados internacio-
nales con mejores precios.

En los ultimos afnos se han llevado a cabo estudios de piretroi-
des en diferentes muestras utilizando técnicas de extraccién como
ultrasonido, extraccion asistida por microondas, extraccion soxhlet
cldsica o automatizada, extraccion en fase sdlida (SPE), microex-
traccion en fase solida (SPME) y dispersion de matriz en fase solida
(MSPD) (6, 7). Aunque en un principio MSPD parece muy similar a
la SPE, existen claras diferencias entre ambas. En MSPD se consigue
una completa disrupcion y dispersion de la muestra en particulas de
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Figura 1. Comparacién de la eficiencia de la extraccion por MSPD al utilizar diferentes
fases estacionarias.

Los resultados estdn expresados como el contenido de Cipermetrina relativo al maximo valor

encontrado

pequeiio tamafio, proporcionando una superficie mejorada para la
posterior extraccion de la muestra, mientras que en SPE la disrup-
cién de la muestra debe llevarse a cabo en un paso previo, ya que la
muestra debe ser liquida para que se pueda aplicar la extraccion en
fase solida. La muestra suele quedar retenida en la parte superior de
la columna cuando se realiza la SPE; por el contrario, en MSPD la
muestra se dispersa por toda la columna. Finalmente, las interaccio-
nes fisicas y quimicas de los componentes del sistema son mayores en
MSPD (6, 8).

Debido al contenido de grasa de las muestras objeto y a la can-
tidad disponible de las mismas, en este trabajo se decidi6 utilizar la
técnica MSPD ya que disminuye el tiempo de andlisis, el tamano de la
muestra y el consumo de disolventes, ademds es idonea para muestras
bioldgicas que son particularmente complejas (9, 10). Por lo anterior,
el presente articulo tiene como finalidad establecer un método verde
estandarizado para determinar la cantidad de cipermetrina presente
en diferentes tejidos de ganado bovino; este método puede ser uti-
lizado en posteriores estudios y en el control de calidad de este pro-
ducto alimenticio. Segtn la comisién europea los limites maximos
de residuos de cipermetrina son 20 pg/kg para higado y musculo y
200 pg/kg para grasa, y estos han sido adoptados por la legislacion
colombiana (11).

Materiales y métodos

Instrumentos, materiales y reactivos

Para el presente estudio se empled el estandar analitico cipermetrina
(mezcla de isdmeros) 95,10% (Fluka®), acetona y acetonitrilo grado
HPLC (Merck®), Sulfato de sodio anhidro (Merck®), Carbén Activado
(Sigma®), Silica Gel (Merck®) y Alimina (Sigma®).

Para la cuantificacién de cipermetrina se emple6 un cromatografo
de gases Agilent 6890 con puerto de inyeccion split-splitless y detec-
tor de ionizacion de llama (FID), una columna capilar HP-5 de 60 m x
0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espesor. El gas portador fue
helio (99,995%, Aga-fano®) a un flujo de 2,00 mL/min; la temperatura
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Figura 2. Comparacion de la eficiencia de la extraccién por MSPD al utilizar diferentes
disolventes.
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del inyector fue de 270 °C y la inyeccion se realizé en modo splitless.
Se utiliz6 la programacion utilizada por Cardona y colaboradores para
muestras de tejido vegetal (12), en esta metodologia se inicia a 200 °C
y se mantiene esta temperatura por dos min; luego se aumenta a 20 °C/
min hasta 270 °C y de ahi se aumenta a 3 °C/min hasta alcanzar los
273 °C, en donde se mantiene constante por un min; luego se lleva has-
ta 278 °C a 0,5 °C/min y por tltimo a 10 °C/min hasta alcanzar una
temperatura final de 290 °C, en la cual se deja por 4 min.

Desarrollo del método de extraccion

La evaluacion de los pardmetros para el proceso de extraccion (Tipo de
fase estacionaria, tipo de disolvente y cantidad del mismo) se llevaron a
cabo utilizando 0,20 g de muestra de tejido (musculo, higado o grasa perir-
renal), adquirido en un mercado de la ciudad. El tejido se dop6 hasta una
concentracion en muestra de 40,00 pg/kg de cipermetrina, esta muestra
se dejo en reposo y refrigeracion durante 24 h, posteriormente fue mac-
erada y homogenizada con 0,80 g de la fase estacionaria (Silica, alimina
o carbon activado). Esta mezcla se transfirid a una jeringa desechable de
5,00 mL, la cual contenia en su interior una capa de lana de vidrio, una de
sulfato de sodio, una de la mezcla de la muestra con la fase estacionaria y
finalmente una nueva capa de lana de vidrio; a continuacién se compacto.
Posteriormente se eluyé con 5,00 mL del disolvente (Acetona, acetonitrilo
o mezcla de los dos) en un equipo de SPE (Mdx 20”Hg) y se concentr6 a
1 mL. Una vez definido el disolvente, se evaluaron diferentes volumenes
(3,5,7y 10 mL) del mismo. Los ensayos llevados a cabo se realizaron por
triplicado. Enseguida se procedio a inyectar 1 pL de esta solucién en el
cromatégrafo para la determinacion y cuantificacion del analito.

Resultados y discusion

disolvente y el volumen del eluyente también influyen en la eficiencia del
proceso de extraccion mediante esta técnica (13).

Seleccion del tipo de fase estacionaria

La distribucion de los analitos entre la muestra dispersada y el disolvente
de elucion, depende de la fase estacionaria. La ruptura brusca de la mues-
tra y la dispersion de sus componentes, solo se produciran en la medida
que los componentes interactien con las caracteristicas quimicas de la
fase estacionaria; por estas razones y teniendo en cuenta que la muestra es
solida se decidio trabajar con una fase estacionaria en su mismo estado.

En la Figura 1, se observa que la fase estacionaria que dio mejores
resultados de extraccion fue la silica gel, seguida de la alimina y por
ultimo el carbdn activado que presentd menor eficiencia de extraccion.

La silica (SiO,) y la alimina (AL O,) son adsorbentes denominados
de fase normal utilizados para la extraccion de pesticidas, herbicidas y
contaminantes prioritarios en matrices biolégicas mediante MSPD. La
silica y la alimina son polares, por tanto la cipermetrina, que es de mod-
erada polaridad, eluye en mayor cantidad y a mayor velocidad en estas
fases. Los materiales derivados de la silica son los mas empleados en
la disrupcién de la matriz en MSPD, debido a que presentan la ventaja
de poseer grupos silanoles no enlazados, tanto en la superficie de las
particulas como en los poros, que interaccionan con el agua de la mues-
tra, actuando a su vez como agente desecante (13).

Cheng y colaboradores usaron un método por MSPD para la extrac-
cion de cipermetrina en tejido de porcinos, para ello utilizaron acetoni-
trilo como disolvente y alimina como fase estacionaria, obteniendo una
recuperacion de 83,50%, que es menor a la obtenida usando acetona
como disolvente de elucion (14).

Seleccion de tipo de disolvente

Existen varios factores que influyen en la extraccion mediante MSPD.
Asi, un tamafo de particulas muy pequeno alarga el proceso de elu-
cion y hace necesario aplicar un vacio excesivo para conseguir un flujo
adecuado. El tipo y cantidad de adsorbente en relacion a la cantidad de
muestra es otro parametro que hay que tener en cuenta. Igualmente el

Aligual que en cromatografia o en SPE, la polaridad del disolvente es de
gran importancia para determinar la velocidad y el orden de elucién de
los analitos del cartucho de MSPD. La correcta eleccién del disolvente y
el disefio del perfil de elucion permiten obtener extractos libres de im-
purezas por la retencioén de las mismas en la fase estacionaria (8).
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S
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\.
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Figura 3. Comparacion de la eficiencia de la extraccion por MSPD al utilizar diferentes
cantidades de disolventes.

Los resultados estan expresados como el contenido de Cipermetrina relativo al méximo valor

encontrado

Figura 4. (romatograma de cipermetrina.
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Como se observa en la Figura 2, la acetona fue la que presento la
mejor recuperacion, seguida de la mezcla acetonitrilo:acetona (1:1) y del
acetonitrilo. Dada la moderada polaridad de la cipermetrina y teniendo
en cuenta la polaridad de la acetona, se entiende que esta se disuelva y
eluya mds rapidamente usando la acetona como disolvente de arrastre,
seguido de la mezcla acetona-acetonitrilo y por dltimo del acetonitrilo.

Volumen de disolvente

tinuacion se compacta. Posteriormente se eluye con 5,00 mL de acetona,
en un equipo de SPE (Max 20”Hg) y se concentra hasta 1,00 mL. Ense-
guida se procede a inyectar 1,00 pL de esta solucion en el cromatografo
para la determinacion y cuantificacion de la cipermetrina. Un cromato-
grama obtenido en la determinacién de cipermetrina es presentado en
la Figura 4. Los parametros de validacion son presentados en la Tabla 1.

Linealidad, limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

Este factor debe evaluarse, pues varia la cantidad necesaria para la elu-
cion dependiendo de la aplicacion, ademds debe ser examinado con cui-
dado para reducir el uso de disolventes y la coelucion no intencional de
las posibles interferencias que pueden hacer dificil la integracion de la
molécula de interés en el cromatograma.

Como se puede observar en la Figura 3, utilizando 3,00 mL de ace-
tona, la cantidad eluida de cipermetrina es menor que la cuantificada
utilizando 5,00 mL y las cantidades mayores a este volumen (7,00 y 10,00
mL) extraen una cantidad muy similar a la obtenida con 5,00 mL, pero
con estos volumenes disminuye notablemente la resoluciéon de los cro-
matogramas obtenidos; ademds con estos volimenes el gasto de disol-
ventes es mayor.

Cheng y colaboradores, usaron 20,00 ml de una mezcla acetonitrilo-
agua (85:15) en la determinacién de piretroides en tejido de porcino,
este volumen es mayor que el que presentd la mejor recuperacion en este
trabajo, el cual fue de 5,00 ml (14).

Validacion del método analitico

Las condiciones recomendables para la extraccion y determinacion de
cipermetrina en higado, musculo y grasa perirrenal por MSPD-GC/FID
son 0,20 g de muestra de tejido (musculo, higado o grasa perirrenal), se
maceran y homogenizan con 0,80 g de silica. Esta mezcla se transfiere a
una jeringa desechable de 5,00 mL, la cual contiene en su interior una
capa de lana de vidrio, una de sulfato de sodio, una de la mezcla de la
muestra con la fase y finalmente una nueva capa de lana de vidrio; a con-

Tabla 1. Datos de validacién para el método MSPD-CG/FID

La linealidad se evalué utilizando 7 concentraciones diferentes en el
rango 10,20 - 400,40 pg/L obteniendo un coeficiente de correlacién (R?)
de 0,9988 que exhibe una buena linealidad en el rango de concentracio-
nes examinadas (Tabla 1). Los analisis se llevaron a cabo por triplicado.

Los valores calculados de LOD (proporcion senal a ruido de 3; S/N
=3) y LOQ (Proporcion seial a ruido de 10; S/N = 10) fueron 2,00 pg/L
y 5,70 ug/L respectivamente.

Exactitud, precision y reproducibilidad

Se evalud la recuperacion de cantidades conocidas de cipermetrina en
muestras con tres concentraciones diferentes (221,10; 301,50 y 400,4 pg/L)
en cada una de las muestras de higado, musculo y grasa perirrenal. Todos
los andlisis se llevaron a cabo por triplicado. La precision del método fue
evaluada durante un dia y los valores de repetibilidad se calcularon anali-
zando muestras (n = 5) a una concentracion de 5,00 pg/kg.

En la Tabla 1 se puede observar una buena recuperaciéon de 98,98%,
97,53% y 97,46% para grasa, higado y musculo respectivamente.

Comparacion de la técnica de extraccion validada con métodos
tradicionales

Se compararon los resultados obtenidos para la extraccion de fracciones
de una misma muestra con MSPD frente a Soxhlet, como método de
referencia, y ultrasonido. Los resultados obtenidos para ultrasonido y
Soxhlet, expresados como recuperaciones frente a la concentracién ob-
tenida usando MSPD, se presentan en la Tabla 2. MSPD proporcioné
valores analogos a Soxhlet y superiores a ultrasonido, siendo la primera
técnica mas sencilla y menos costosa. Con ultrasonido y MSPD se pu-

PARAMETRO VALOR eden extraer varias muestras simultdneamente, contrario a Soxhlet, en el
» cual solo se puede tratar una muestra por extraccion.
Ecuacién Y =0,0042 X + 0,2865 En Soxhlet y MSPD se han integrado las etapas de limpieza en el
Rango Lineal (ug/L) 10.20 — 400.40 proceso de extraccion, minimizando la manipulacién de los extractos
y evitando asi la pérdida de analito. Frente a MSPD, Soxhlet requiere
n 7 un mayor consumo de disolvente (250 ml) por lo cual no es una técnica
Pendiente (m) 0,0042 viable a pesar de ser una técnica convenc10_nal, la gran car?tldad de dis-
olvente usado proporciona una alta contaminacién al ambiente. La can-
Intercepto con el eje y (b) 0,2865 tidad de muestra (10 g) para Soxhlet es mucho mayor que para las otras
R 0.9988 dos técnicas estudiadas y el proceso de extraccion dura 8 h compara-
> do con 15 min por MSPD. Por lo anterior, MSPD ha demostrado que
LOD (ug/L) 2,00
LOQ (ug/L) 5,70 Tabla 2. Comparacién de la recuperacién de cipermetrina por los tres métodos
Recuperacion (Grasa) (n=5) 98,98%
Muestra Soxhlet (%) | Ultrasonido (%) A MSPD (%)
Recuperacion (Higado) (n=5) 97,53%
Recuperacion (Misculo) (n=>5) 97,46% Grasa 91,06 45,63 97,02
Desviacion estandar 0,0875 Higado 94,40 69,02 95,33
LOD: Limite de deteccién. Musculo 89,75 66,86 97,46

LOQ: Limite de cuantificacion.
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genera resultados equivalentes o mejores que Soxhlet y Ultrasonido y
presenta grandes ventajas, puesto que reduce el consumo de disolventes
organicos, que son toxicos para la salud y el medio ambiente ademas de
ser un método rapido, barato y que requiere poca cantidad de muestra.

Conclusiones

El método propuesto es sencillo, requiere menor tiempo de analisis, dis-
minuye el consumo de disolvente y genera menos residuos téxicos, lo
que lo hace una técnica ambientalmente amigable y mas econémica. La
metodologia desarrollada en este trabajo para la extraccion y cuantifi-
cacion de cipermetrina en higado, musculo y grasa perirrenal, cubre el
rango legislado. El método expuesto es recomendado para extraccién
y cuantificacion de cipermetrina en muestras de tejido animal, ya que
la recuperacion para grasa, higado y musculo fue de 97,02%, 95,33% y
97,46%, respectivamente.
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Necesidades metroldgicas
en los laboratorios clinicos

Metrological needs in
clinical laboratories

Necessidades
metroldgicas nos
laboratorios clinicos

Resumen Abstract

Resumo

Los resultados generados por los
laboratorios clinicos son elementos claves

The results produced by clinical laboratories
are key elements in the diagnosis and

Os resultados gerados pelos laboratorios
clinicos sdo elementos chaves para

para el diagnostico y tratamiento de
enfermedades, asi como para el seguimiento
de los pacientes, por lo tanto se requiere

un control metroldgico sobre el proceso de
medicion, el cual determinard el grado de
comparabilidad y de confianza requerido
sobre los resultados obtenidos. Esta revision
aborda el tema de comparabilidad de las
mediciones y de cdmo esta se ve influenciada
por factores como la conmutabilidad de los
materiales de referencia, los métodos de
medicion, la disponibilidad de materiales

y procedimientos de referencia, ademas

de los intervalos de referencia y limites de

treatment of diseases and to monitor patients,
so, it requires a metrological control over the
measurement process, which will determine
the degree of comparability and trust required
on the obtained measurement results.
Therefore, in this paper we discuss about the
comparability of measurements and how it is
influenced by factors such as commutability
of reference materials, measurement
methods, availability of materials and
reference procedures, in addition to reference
intervals and decision limits for a particular
measurand. Finally it is exposed what are the
mechanisms that allow ensure measurements

o diagnéstico e tratamento de doengas,
assim como para o seguimento

dos pacientes, sendo preciso

um controle metroldgico sobre o processo
de medigdo, que determina o grau de
comparabilidade e confianca requerido sobre
os resultados obtidos. Neste documento
trata-se o topico de comparabilidade

das medigoes e de como a mesma se
encontra influenciada por fatores como

a comutatividade dos materiais de referéncia,
os métodos de medigdo, a disponibilidade

de materiais e procedimentos de referéncia,
além dos intervalos de referéncia e limites

decision para un mensurando en particular.
Finalmente se exponen cudles son los
mecanismos adoptados que permitiran
garantizar la comparabilidad de las
mediciones en esta rea.

comparability on this area.

de decisdo para um mensurando em
particular. Finalmente, sdo expostos quais sdo
os mecanismos adotados que permitirdo
garantir a comparabilidade das medigées
nesta drea.

Palabras clave: Metrologia, Trazabilidad,
Material de referencia, Medicion, Quimica
clinica.

Keywords: Metrology, Traceability, Reference
material, Measurement, Clinical chemistry.

Palavras chave: Metrologia, Rastreabilidade,
Material de referéncia, Medi¢do, Quimica clinica.

Introduccion

La metrologia es la ciencia de las mediciones y sus aplicaciones e incluye
todos los aspectos tedricos y practicos del proceso de medicion, cual-
quiera que sea su incertidumbre de medicion y su campo de aplicacién
(1). Esta ciencia es transversal a todas las ciencias analiticas, entre ellas
la quimica clinica, area encargada del estudio de matrices de origen bi-
oldgico (sangre, orina, liquido cefalorraquideo, heces, entre otros) y de
sus componentes, a través de métodos quimicos o bioquimicos, emple-

ando técnicas de analisis convencionales, instrumentales o moleculares.
Las mediciones que en esta area se llevan a cabo son de gran impacto
en la calidad de vida de las personas, los resultados obtenidos permiten
establecer limites de decision o intervalos de referencia para diagnosti-
car un paciente, referir un tratamiento médico y tomar decisiones. La
necesidad de obtener resultados de medicion de varios mensurandos en
periodos muy cortos y de aumentar el nimero de muestras analizadas ha
llevado a que en los ultimos afios el grado de automatizacion de los labo-
ratorios clinicos crezca de forma exponencial sin sacrificar la confianza
exigida en los resultados de medicién que se reportan; para lograrlo los
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laboratorios deben asegurar el control metroldgico de los procesos, de los
métodos y las técnicas de medicion; sin embargo, se han identificado al-
gunas barreras que enfrenta este sector y que se resumen a continuacion.

Comparabilidad de los resultados

La comparabilidad metroldgica de resultados hace alusion a valores o
resultados de medida para magnitudes de una naturaleza dada, que son
metrologicamente trazables a la misma referencia, sin importar que los
valores y sus incertidumbres sean o no del mismo orden de magnitud (1).

El obtener resultados confiables y comparables, es uno de los obje-
tivos mas importantes de cualquier laboratorio clinico (2), sin embargo,
lo que se observa en varias ocasiones es que, a pesar de analizar la misma
sustancia quimica por diferentes métodos, el resultado que se obtiene
depende del método de medicion y de las referencias que este utilice. Es
por esto que no es posible comparar directamente los resultados de las
mediciones para obtener intervalos de referencia (3) y limites de deci-
sién comunes ttiles en el diagndstico y tratamiento del paciente (4, 5).

Una forma de alcanzar la comparabilidad de los resultados, después
del uso de materiales de referencia, es emplear metodologias estable-
cidas por convenio internacional (6), Infusino y colaboradores expo-
nen que el objetivo principal de los procedimientos de referencia en el
campo clinico es permitir la comparacion entre resultados de muestras
humanas, independiente de los procedimientos comerciales, reactivos
e instrumentos empleados para el analisis, asi como de los laboratorios
que realizan la determinacién (7).

Junto con materiales de referencia, los procedimientos de referencia,
consolidan una herramienta que permite establecer la comparabilidad
de las mediciones a nivel global por medio de la trazabilidad, entendida
como la propiedad del resultado de una medicion, que puede ser rela-
cionada con patrones de mayor jerarquia a través de una cadena ininte-

rrumpida de calibraciones, todas con una incertidumbre establecida (1).
La trazabilidad se da a través de un sistema de medicion de referencia y
un sistema de unidades de medicion (8) como se muestra en la Figura 1.

De acuerdo con la Figura 1, en la cima de la cadena se encuentra la
definicién de la unidad de medida asociada a una magnitud dada por el
Sistema Internacional de Unidades (SI), que a través de un procedimien-
to de medicién primario establece un material de referencia (MR) prima-
rio; este eslabon es responsabilidad de los institutos nacionales de metro-
logia (INM) y organismos internacionales como la Oficina Internacional
de Pesas y Medidas (BIPM), la Federacion Internacional de Quimica Cli-
nica y Laboratorio Clinico (IFCC), o la Organizacién Mundial de la Sa-
lud (OMS). A partir de estos MR primarios, los laboratorios de referencia
(quienes normalmente prestan sus servicios a los fabricantes) desarrollan
sus procedimientos de medicion, con los cuales generan sus propios MR
secundarios, normalmente asociados a un kit de ensayo, para luego ser
empleados por los laboratorios de rutina para calibrar sus equipos y de-
sarrollar metodologias (in-house) que les permitan analizar las muestras
de los pacientes y cuyos resultados (materiales y métodos) son trazables
al SI. En la medida que un resultado de medicién dependa de varios es-
labones en la cadena de trazabilidad, incrementa su incertidumbre, dado
que cada calibracion aporta su incertidumbre al resultado final.

Emplear MR trazables al SI 'y procedimientos de referencia, ademas
de permitir la comparabilidad de los resultados de medicion, resulta cla-
ve para establecer la confianza en el resultado de medicion a través del
aseguramiento del sistema de medicién, compuesto por una sustancia o
analito definido inequivocamente, un MR y un procedimiento de medi-
cion de referencia (8).

A pesar de los grandes avances en la automatizacion de los proce-
dimientos de medicion en algunos casos, y como barrera técnica, los
métodos de rutina presentan una selectividad diferente a la del método
de referencia, o los MR empleados por los laboratorios no son trazables
al SI, lo que dificulta la comparabilidad de los resultados y la conmuta-
bilidad entre MR (11).

Material

Material de referencia
primario

Calibrador comercial
producido por el
fabricante

Trazabilidad metrolégica

Muestras de paciente o
rutina

Calibracion
Asignacion de valor

Unidad Sl

Procedimiento Uc(y)

Procedimiento de
medicién de referencia
primario

Procedimiento de
medicion seleccionado
por el fabricante

Procedimiento de
medicién de rutina del
laboratorio

Resultado

Figura 1. Cadena de trazabilidad (9, 10).
Uc (y): incertidumbre de la medicion
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Conmutabilidad de los materiales

Uno de los principales inconvenientes de las mediciones en el drea clini-
ca estd relacionado con el tipo de matrices que trabaja y la amplia varie-
dad de analitos que estudia, lo que se traduce en que el efecto matriz es
uno de los responsables de generar un comportamiento analitico dife-
rente del analito en solucién y del mismo dentro de la matriz de anlisis,
es decir una falta de conmutabilidad entre los materiales (12).

La conmutabilidad de los materiales de referencia es entendida
como la propiedad de un material de referencia expresada por la proxi-
midad, por una parte, entre los resultados de medida obtenidos para una
magnitud determinada de este material utilizando dos procedimientos
de medida dados, y por otra, entre los resultados de medida para otros
materiales especificados (1). Normalmente estos otros materiales co-
rresponden a las muestras de los pacientes. En pocas palabras significa
que el MR presente un comportamiento similar al de las muestras de
los pacientes bajo los diferentes métodos de analisis. Mientras no exista
conmutabilidad no es posible establecer la trazabilidad a un sistema de
referencia (13, 14).

Ademds del efecto matriz, la conmutabilidad de los materiales de
referencia depende de las caracteristicas de los componentes al ser me-
didos (12), del procedimiento de purificacién y preparacién de la mues-
tra (15, 16), de las caracteristicas especificas del ensayo y de la técnica
analitica usada, entre otras (17, 18). Un ejemplo de la ausencia de esta
propiedad es el caso del analisis de lipasa en suero para el diagndstico de
pancreatitis, donde se ha evidenciado que el tamafo de las micelas del
sustrato y la presencia o ausencia de proteinas, pueden afectar el resul-
tado de medicién (19, 20).

Otro ejemplo es el caso de las determinaciones enzimaticas emplea-
das como herramienta de diagnostico y monitoreo de enfermedades
relacionadas con o6rganos vitales. Se observa que la actividad catalitica
depende de la enzima activa presente, de la naturaleza y la concentraciéon
de los sustratos usados, de la presencia de cofactores, el pH, la tempera-
tura, la fuerza i6nica del medio de reaccion, entre otros; en consecuencia

el resultado es dependiente del método de ensayo empleado y es dificil
implementar una metodologia estandar que permita, con un mismo pro-
cedimiento, evaluar diferentes actividades enzimaticas. En estudios reali-
zados por varios investigadores se encontr6 que los resultados obtenidos
entre diferentes laboratorios presentan una alta dispersion debido a las
diferentes metodologias usadas, las condiciones en que se lleva a cabo el
analisis son las responsables de la no conmutabilidad de los MR y com-
parabilidad de los resultados de medida para este tipo de mediciones (7).
Recientemente, varias enzimas han sido purificadas y estabilizadas sin
alteracion significativa en sus actividades cataliticas, y algunas de ellas
han sido certificadas a nivel internacional. Es bien conocido que las pro-
piedades cataliticas dependen de la fuente del material, y por lo tanto la
conmutabilidad de una enzima de referencia puede depender de la ma-
triz de origen seleccionada y de factores tales como interferentes presen-
tes en la matriz (21, 22) y el procedimiento de purificacién usado (23).

En pro de darle solucién al problema de conmutabilidad y compa-
rabilidad, la IFCC junto con el Instituto para Materiales y Métodos de
Referencia (IMMR) crearon un programa colaborativo cuya misién fue
la de establecer sistemas de medicion de referencia para las enzimas cli-
nicas de mayor importancia; el programa desarrollé procedimientos de
medicién de referencia, materiales de referencia certificados (MRC) y
cre6 una red de laboratorios de referencia (23).

Limites de decision e intervalos de referencia para el

diagnéstico médico

En el esquema (Figura 2) definido por el Comité Nacional de Normas
para Laboratorios Clinicos (NCCLS) se muestra como se establecen los
limites de decision, y por ende, los intervalos de referencia en los labo-
ratorios clinicos (5, 24).

Para realizar la determinacién en primer lugar es necesario selec-
cionar, de la poblacion general, unos individuos de referencia que cum-

Grupo
Muestras
referencia

Individuos
referencia

Poblacion
general

Valores
referencia

Distribucion
referencia

¥

Limites
referencia

¥

Intervalo
referencia

Figura 2. Esquema determinacion intervalos de referencia.
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plan con unas condiciones o criterios especificos establecidos segtn el
estudio, por ejemplo: mujeres embarazadas, fumadores, prescripcion de
medicamentos, etc., quienes se denominan “poblacién o individuos de
referencia’; de este grupo se selecciona uno mas pequefio llamado “gru-
po de muestras de referencia’, del que se obtienen los resultados del(los)
mensurando(s) de interés, por ejemplo colesterol; por dltimo, con los
valores obtenidos, se grafica la distribucion de los resultados y se definen
los limites e intervalos de referencia (5).

En algunas ocasiones la determinacién de los intervalos o limites
de referencia puede ser equivocada, ya que se pueden presentar valores
atipicos debidos a registros erréneos, fallas en los laboratorios, selecciéon
inadecuada de los individuos del grupo de muestras de referencia, entre
otros (4). Es importante tener en cuenta que los intervalos de referencia
y los limites de decision no pueden ser generalizados para toda la pobla-
cién debido a que dependen de la edad, sexo, raza, estado de salud (an-
tecedentes de enfermedades), entre otros, relacionados con la muestra
seleccionada y el método de medicion empleado (25).

Es habitual que los limites de referencia los establezcan los fabrican-
tes de los kits diagndsticos; los laboratorios clinicos, en algunos casos,
adoptan toda la informacién suministrada y no realizan una verificacién
adecuada antes de usarlos debido, generalmente, a los costos que esto
implica. Dentro de los pardmetros que un laboratorio debe evaluar para
validar un kit diagndstico se encuentran: veracidad, precision, intervalo
dindmico, sensibilidad y selectividad analitica (26).

Métodos de medicion y materiales de referencia en el

campo clinico

Métodos de medicion

Debido a la naturaleza, concentracion, heterogeneidad y diversidad de
sustancias o analitos de las muestras clinicas y de sus interacciones, ex-
iste un conjunto amplio de técnicas analiticas usadas por los laborato-
rios clinicos para su analisis. Ademds de los métodos de andlisis instru-
mental convencional (cromatografia, espectrofotometria, electroforesis,
etc.), se observa como en el drea clinica cobran gran importancia los
ensayos inmunolégicos, que en términos generales estan basados en el
grado de interaccién entre un antigeno y un anticuerpo, con la ventaja
de ofrecer una alta selectividad y sensibilidad.

La estandarizacion de los inmunoensayos dentro de un laboratorio
no es tan sencilla, ya que no existen métodos de referencia que faciliten
las comparaciones entre resultados y MR de conmutabilidad demostra-
da, no es posible asegurar que el calibrador sea quimicamente igual a la
muestra u homogéneo debido a la naturaleza proteica de las sustancias
o analitos de interés, por lo que la asignacion del valor a partir de un es-
tandar es dificil de realizar (27). Adicionalmente, en algunas ocasiones,
para este tipo de ensayos, en la validacion de los métodos de medicion se
emplean técnicas estadisticas diferentes a las empleadas en la validacion
de métodos analiticos quimicos convencionales, por ejemplo, en el caso
de las enzimas las respuestas de estas no presentan comportamientos
lineales, por lo que las regresiones planteadas (28) obligan a desarrollos
estadisticos mas complejos respecto a las calibraciones lineales.

En el sector clinico algunas de las sustancias o analitos evaluados se
reportan en unidades diferentes a las del SI, generalmente se expresan
en Unidades Internacionales (UI), las cuales estan basadas en el efecto
o actividad bioldgica del compuesto en cuestion; son establecidas por
consenso a través de un estudio colaborativo internacional coordina-
do por la OMS a través del comité sobre estandarizacion bioldgica.
Normalmente tienen una equivalencia con una determinada masa del

compuesto en relacion con el efecto que produce, dado los continuos
avances en las técnicas de purificacion es probable que estos valores de
masa cambien, por lo que cual no son trazables al SI. Es por esto que la
IFCC recomienda aplicar el SI en quimica clinica cuando sea posible
(29), pero autores como Doumas y colaboradores, argumentan que no
es adecuado aplicar una interpretacién muy estricta al SI (30, 31) dado
que no siempre es factible hacerlo para esta area de la quimica.

En el caso de las técnicas de medicion que involucran acidos nuclei-
cos como es el caso de la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR),
la cuantificacion de cantidades relativas de secuencias de acido desoxi-
rribonucleico (ADN) permanecen como un proceso analitico comple-
jo supeditado tanto a la calidad de los reactivos, las condiciones de los
equipos, pero principalmente a la calidad del ADN o acido ribonucleico
(ARN) de partida, y esta normalmente es funcién del proceso de ex-
traccion, de la matriz de anilisis, lo que puede generar problemas de
conmutabilidad con los MR disponibles.

Normalmente las metodologias disponibles requieren de procesos
de extraccidn, purificacion, deteccién y cuantificacion del ADN. Sin em-
bargo, los estandares basados en ADN gendémico o amplificaciones por
PCR no son lo suficientemente estables, ya que dan como resultado un
numero de copias variable. La preparacion de la curva de calibracién al
igual que en otros procedimientos analiticos esta sujeta a errores, con
una veracidad dependiente de la calidad del ADN que se emplea como
MR y la precision en la preparacion en la curva de calibracion (32).

Debido a la diversidad de analitos, asi como al tipo de mediciones
que se llevan a cabo en el drea de quimica clinica, los sistemas de medi-
cion se pueden clasificar en dos: los que son trazables al SI (analitos li-
bres y familias de analitos) y los que se expresan en UI, no trazables al SI.

Materiales de Referencia

El uso apropiado de un MRC es indispensable para asegurar la cali-
dad de la mediciones, disminuir el sesgo y mejorar la precisién de los
resultados clinicos y de las técnicas analiticas (33, 34). Los MR clini-
cos con valores conocidos, segin De Biévre (35), son destinados a la
validacion de un procedimiento y la verificacion de un instrumento de
medicion (es decir, para asegurar que se proporciona adecuada, precisa
y reproduciblemente la informacién), ademas son una herramienta am-
pliamente usada como control de calidad. Emplear MR en la etapa de
validacion, previo al andlisis de muestras de rutina, permite evaluar las
contribuciones a la incertidumbre de los resultados de medicion segun
el procedimiento validado (36).

La exactitud global en los resultados de los ensayos clinicos de ruti-
na es atribuida a un mecanismo de dos pasos, en primer lugar a la bus-
queda de la veracidad por medio de la calibracién, y en segundo lugar
al aseguramiento de la coherencia de la veracidad a través del control
de calidad. Ambos pasos implican una serie de actividades, de acuerdo
con el desarrollo de la técnica de medicion especifica, que conectan los
resultados con una referencia de mayor orden metrolégico, como un
MR o un método de referencia, trazable al SI. La calibracion conlleva di-
rectamente al uso de calibradores que cumplen los requisitos de un MR:
valores de las propiedades definidos y asignados por un procedimiento
metrolégicamente valido (37).

Un ejemplo de MR desarrollados para el drea clinica son los 13 MRC
en concentracion o cantidad de materia de creatinina registrados en la
base de datos de la Joint Committee for Traceability in Laboratory Me-
dicine (JCTLM), estos materiales, seglin se reporta, han sido elaborados
por INM de paises como Jap6én, EEUU y México en matrices como suero
humano, suero bovino o certificados en pureza; tienen como objetivo ser
utilizados en la validaciéon de métodos analiticos. Sin embargo, la JCTLM
también relaciona MR no trazables al SI, sino a protocolos reconocidos
internacionalmente, un ejemplo son los factores de coagulacion (38).
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Mecanismos actuales para asegurar la trazabilidad

Tabla 1 Casos posibles estipulados por la IS0 17511 (41).

En Europa en 1998 se gener6 la directiva EC IVDD 98/79/EC con el
objetivo de promover la estandarizacién y armonizacion global para los
laboratorios clinicos, aplica para los productores de dispositivos de diag-
nostico in vitro (IVDD); esta directiva establece que los productos em-
pleados como instrumentos o aparatos de diagndstico con funcion pri-
maria de medicion analitica deberdn disefarse y fabricarse de forma que
proporcionen mediciones con una exactitud adecuada, dentro de unos
margenes convenientes de acuerdo con la finalidad prevista del produc-
to, métodos de medicion y materiales de referencia disponibles. Adicio-
nalmente, esta directiva exige la aplicacion de un sistema de calidad por
parte de los fabricantes en el que se documenten los exdmenes y ensayos
que se efectian antes, durante y después de la fabricacion, la frecuencia
y el equipo empleado, junto con la calibracién realizada, para la cual se
debe garantizar una correlacion apropiada, ente otros requisitos (39).
De acuerdo con esto, se observa que se hace necesario establecer una
cadena de trazabilidad de los productos empleados en los laboratorios
clinicos. Con el cumplimiento de los lineamientos de esta directiva los
productores pueden portar en sus productos el sello CE como garantia
de la calidad del mismo, permitiéndoles la comercializacién dentro de
la Comunidad Europea.

Con el objetivo de apoyar y soportar la directiva EC IVDD 98/79/
EC, a través de la identificacion de materiales y métodos de referencia, en
el 2002 se establecid una declaracion de cooperacion entre BIPM, IFCC,
y la Cooperacién Internacional de Acreditacién de Laboratorios (ILAC),
dando origen al JCTLM, cuya principal funcién es la de satisfacer la nece-
sidad de una plataforma internacional que promueva y brinde directivas
para el reconocimiento y la aceptacion de equivalencias de las mediciones
en laboratorios clinicos, asi como la trazabilidad a estdindares de medicion
apropiados. Dicha labor se ha venido desarrollando a través del estable-
cimiento de una base de datos de laboratorios de medicién de referen-
cia, MR y procedimientos de medicién del més alto orden jerarquico, de
modo que puedan ser usados por la industria de los IVDD vy los usuarios
interesados (organizaciones para el aseguramiento de la calidad en el drea
de los laboratorios clinicos, entidades regulatorias, organizaciones inter-
nacionales, institutos nacionales de metrologia e investigadores).

El JCTLM estd conformado por dos grupos de trabajo: WG1 (por
sus siglas en inglés), responsable de identificar procedimientos de medi-
cion y MR internacionalmente aceptados, y WG2, encargado de identifi-
car laboratorios de referencia para proveer procedimientos de medicién
de referencia aceptados internacionalmente para ser usados en la asig-
nacién de valores para MR y la evaluacion de la conmutabilidad (40).

En cuanto a los MR, el JCTLM hace una clasificacion en dos gru-
pos: tipo A, aquellos compuestos bien caracterizados, disponibles en
forma pura y que pueden ser expresados en unidades del SI, y tipo B,
donde el mensurando no estd completamente definido, normalmente
hace referencia a mezclas heterogéneas, expresados en unidades arbi-
trarias como las UT.

No todos los mensurandos evaluados en los laboratorios clinicos
cuentan con un MRC disponible, ya que su naturaleza, las metodologias
disenadas, los efectos matriciales asociados, entre otros, no lo permiten.
La ISO 17511 (41) establece cinco casos donde expone todas las posi-
bilidades en cuanto a la manera de generar trazabilidad y a su vez una
comparabilidad de las mediciones. La Tabla 1 describe cada uno de los
casos y presenta algunos ejemplos:

El caso 1 se da para los MR tipo A, que corresponden a compuestos
quimicamente puros, para los que se han desarrollado procedimientos de
medicion de referencia independientes de los procesos analiticos de rutina.

Los casos 2 a 5, son caracteristicos de analitos tipo B, donde los
procesos de estandarizacion son mas complejos dada su naturaleza he-
terogénea, tanto los MR como los procedimientos de medicién, nor-
malmente, se obtienen por consenso entre representantes de las partes

Se Procedimiento de
Caso | encuentran medicion de Ejemplo
MR referencia
1 Si* Si# Glucosa
2 SiP Si° Hemoglobina glicosilada
F
3 No Siv actores. ,
de coagulacion
4 SiP No Inmunoglobulinas
5 No No Marcadores tumorales

2Trazable al SI; ®No es trazable al SI.

interesadas. En el caso 4 se encuentra una limitante adicional, a varios
de los MR no se les ha evaluado su conmutabilidad con matrices rea-
les 0 muestras clinicas o ya se ha demostrado que no son conmutables
(42). En el caso 5, donde no existen materiales ni procedimientos de
referencia, el mecanismo de trabajo consiste en establecer procesos de
medicion bajo consenso de tal forma que se logre la armonizacién de los
resultados, de esta forma la trazabilidad esta dada a los procedimientos
desarrollados por cada uno de los fabricantes de los IVDD.

De acuerdo con la base de datos de JCTLM, cerca del 20% de los
mensurandos son tipo A, y el 80% son tipo B. Dada la importancia de
los analitos tipos B en el campo médico, especificamente en dreas como
oncologia, la necesidad de establecer los mecanismos que conduzcan a
la armonizacién de los procedimientos de medicion para los casos 4 y
5 es critica.

Conclusiones

En un esfuerzo por solucionar el problema actual de comparabilidad
de resultados, la comunidad cientifica del area clinica, busca desar-
rollar procesos de medicién estandarizados y materiales de referencia
trazables y de conmutabilidad demostrada, que permitan obtener re-
sultados de medicién confiables, facilitando su interpretacion clinica
y permitiendo continuidad en el diagnédstico de un paciente. Uno de
los mecanismos encontrados es la implementaciéon de procedimien-
tos reconocidos internacionalmente que se relacionen con referencias
metrologicas aceptadas; en este desarrollo se han identificado varios
actores claves: institutos de metrologia, fabricantes de dispositivos de
diagnostico in vitro, laboratorios clinicos, organizaciones profesionales
del area, los organismos de gobierno, universidades y los proveedores de
programas de evaluacion externa de la calidad.
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Actitudes y rendimiento
académico: su evolucion
desde quimica general e
inorganica hasta quimica
organica

Attitudes and academic
yield: its evolution from
general and inorganic
chemistry to organic
chemistry

Atitudes e rendimento
académico: sua evolucao
do quimica geral e
inorganico para quimica
organico

Resumen

Abstract

Resumo

Esta investigacion tiene un doble proposito,
en primer lugar, valorar las actitudes hacia

la quimica de alumnos universitarios de
carreras bioldgicas en dos cursos relacionados
con esta disciplina y, por otro lado, relacionar
dichas actitudes con el rendimiento
académico presentado por los estudiantes. El
instrumento elegido para medir las actitudes
de los alumnos fue un cuestionario segun la
escala Likert, encuestandose a la totalidad
de estudiantes que cursaban cada uno de

los cursos de quimica analizados: Quimica
General e Inorganica (QGI) y Quimica
Orgénica (QO). Para estimar el rendimiento
académico se analizaron actas de parciales

y se realizaron calculos de correlacion. Los
alumnos que cursaban QGI presentaron
actitudes hacia la quimica valoradas como
indiferentes. Sin embargo al finalizar el curso
de QO sus actitudes fueron evolucionando
favorablemente, ya que la puntuacion media
obtenida para los items positivos y negativos
estuvo en el rango de actitudes positivas. Los
valores del coeficiente de Pearson obtenidos
para los dos cursos estudiados fueron
superiores a 0,80, lo que indica una fuerte
relacion entre las variables implicadas, por lo
cual se infiere la importancia de desarrollar
actitudes positivas hacia la quimica para
favorecer el rendimiento académico de los
alumnos.

This work has a double aim, on the one hand,
to value the attitudes towards the chemistry
of university students of biological careers in
two courses related to this discipline and, on
the other hand, to relate these attitudes to the
academic yield presented by the students. The
chosen instrument to measure the attitudes
of the students was a questionnaire according
to the Likert scale; the totality of students
who attended each one of the analyzed
courses of chemistry, General and Inorganic
Chemistry (GIC) and Organic Chemistry
(OC), were polled. In order to consider the
academic yield, proceedings of midterms
were analyzed and calculations of correlation
were made. The students who attended GIC
presented attitudes towards chemistry valued
like indifferent. Nevertheless, at the end

of OC attitudes of students were evolving
favorably, since the obtained average score
for the positive and negative items was in

the rank of positive attitudes. The values

of the obtained coefficient of Pearson for
both courses studied were superior to 0.80,
which indicates a strong relation between

the implied variables. Whereby, it follows the
importance of developing positive attitudes
towards chemistry to favor the academic yield
of the students.

Esta pesquisa tem um duplo proposito,

antes de tudo, medir atitudes em relagdo

a quimica de estudantes universitdrios

em ciéncias bioldgicas, em dois cursos
relacionou-se a esta disciplinae, em seguida,
relacionar estas atitudes ao desempenho
académico apresentou-se pelos estudantes. O
instrumento escolhido para medir as atitudes
dos estudantes era um questionario de
acordo com a escala de Likert, encuestando
proprio ao totalidade dos estudantes que
atenderam a cada dos cursos analisados do
quimica: Quimica Geral e Inorganica (QGI)
e Quimica Orgénica (QO). Para considerar
os atos académicos do rendimento os registos
dos exames foram analisados e os calculos
da correlagao foram feitos. Os estudantes
que atenderam a QGI apresentaram-se
atitudes indicados para o quimica avaliado
como indiferente. Ndo obstante quando
finalizar atendido de QO suas atitudes estava
evoluindo favoravel, desde que a contagem
meédia obtida para os artigos positivos

e negativos estava na gama de atitudes
positivas. Os valores do coeficiente obtido

de Pearson para ambos cursos estudados
eram superiores a 0.80, indicando uma
relagdo forte entre as varidveis implicadas;
pelo que pode-se inferir a importancia de
desenvolver atitudes positivas para a quimica
para favorecer o rendimento académico dos
estudantes.

Palabras clave: Actitudes, quimica general e
inorganica, quimica orgénica, escala Likert,
rendimiento académico.

Keywords: Attitudes, general and inorganic
chemistry, organic chemistry, Likert scale,
academic yield.
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Actitudes y rendimiento académico: su evolucion desde quimica general e inorganica hasta quimica organica.

Introduccion

Muestra

En la actualidad, investigadores como Shapiro (1); Hong et al. (2), Re-
bollo Catalan et al. (3), y Davila Acedo et al. (4), afirman que las emo-
ciones tienen un papel vital en el desarrollo del aprendizaje, ya que es
sabido que el mundo subjetivo y emocional que cada persona desarrolla
sobre la realidad exterior da sentido a las relaciones y hace comprender
el lugar propio que se ocupa en el mundo. Por este motivo, la idea de la
enseflanza como una practica emocional en la que intervienen procesos
cognitivos y afectivos es aceptada por investigadores y educadores.

La investigacion afectiva en didactica de la ciencia ha recibido la
mayor contribucién a través del manejo del concepto de actitud, nacido
en la psicologia social. Eagly y Chaiken (5) definen la actitud como “una
tendencia psicoldgica que se expresa por la evaluacion de un ente espe-
cifico con cierto grado de aprobacion o desaprobacién”.

La palabra actitud es, sin dudas, un término polisémico que se pres-
ta a multiples interpretaciones. Etimoldgicamente, proviene del latin
aptus que significa capacidad o adaptacion (6).

Las actitudes tienen un cardcter multidimensional que integra di-
versos componentes, en este contexto, pueden reconocerse los compo-
nentes cognitivo, afectivo y conductual, los que ajustan favorable o des-
favorablemente la predisposicion y modulan la accién hacia el objeto.
Algunos autores, entre los que se encuentran Gargallo Lopez et al. (7),
sostienen que el componente afectivo-evaluativo es el elemento esen-
cial o especifico de la actitud. Una de las dimensiones mas importante
en el proceso de ensenanza y aprendizaje, lo constituye el rendimiento
académico del alumno. Cuando se trata de evaluar el rendimiento aca-
démico de los alumnos y cdémo mejorarlo se analizan distintos factores.
En este sentido, diversos autores como Benitez et al. (8); Jiménez (9) y
Navarro (10), sostienen que el rendimiento académico es un fenéme-
no complejo y multicausal, definiéndolo como la suma de diferentes y
complejos factores que actian en la persona que aprende. En cuanto a
autores que relacionan actitudes hacia el aprendizaje con el rendimiento
académico podemos mencionar los trabajos de Quiles (11) y Ramirez
(12), que comprueban la incidencia de las actitudes en el rendimiento de
los estudiantes de primaria, y el trabajo de Akey (13) en estudiantes de
secundaria. Con respecto a estudiantes universitarios son interesantes
los trabajos de House y Prion (14) y Herrero et al. (15), donde se analiza
la incidencia de las actitudes sobre la poblacién universitaria, conclu-
yendo que es una variable con influencia sobre el rendimiento de los
estudiantes. Sin embargo, no se han encontrado trabajos en nuestro pais
que relacionen las actitudes hacia la quimica con el rendimiento acadé-
mico de estudiantes universitarios que cursan carreras bioldgicas, como
lo son la Licenciatura en Biodiversidad (LB) y el Profesorado en Biologia
(PB) de la Facultad de Humanidades y Ciencias (FHUC), pertenecien-
tes a la Universidad Nacional del Litoral (UNL), Santa Fe-Argentina. El
curriculo de ambas carreras posee dos asignaturas relacionadas con la
quimica en el primer afio: Quimica General e Inorganica (QGI) y Qui-
mica Organica (QO). En general, el rendimiento de los alumnos en QGI
es bajo y es comun que los alumnos recursen la materia dos o hasta tres
veces; atendiendo a esta realidad, la presente investigacion persigue dos
objetivos: en primer lugar valorar las actitudes hacia la quimica de alum-
nos universitarios de carreras bioldgicas en QGI y QO v, por otro lado,
relacionar dichas actitudes con el rendimiento académico presentado
por los estudiantes en los cursos antes mencionados.

Metodologia

La metodologia utilizada en este trabajo fue de tipo cuantitativa, de cor-
te longitudinal.

Se encuestd a la totalidad de los alumnos de las carreras de LB y/o PB
de la FHUC perteneciente a la UNL, que cursaban QGI en el primer
cuatrimestre del afo 2012. El nimero de encuestados fue de 40. Luego
se los volvid a encuestar cuando se encontraban cursando QO, en el
20 cuatrimestre de 2012, siendo 30 los alumnos encuestados en esta
asignatura. La diferencia en 10 alumnos se explica porque 6 quedaron
“libres” en QGI, es decir no alcanzaron la regularidad de la asignatu-
ra ya sea por examenes parciales (obteniendo un porcentaje menor al
60% en cada uno de los dos exdmenes parciales que se exigen) o bien
porque no cumplieron con el 80% de asistencia a las clases de traba-
jos practicos. De este modo aquellos alumnos que quedaron bajo la
condicion de “libres” no pudieron cursar QO en el 2° cuatrimestre, y
los 4 restantes abandonaron la carrera por diferentes motivos (traba-
jo, falta de interés por la carrera, entre otros). Estas respuestas fueron
expresadas por los propios alumnos a los cuales se los entrevistd per-
sonalmente.

Instrumento

El instrumento elegido para valorar las actitudes de los estudiantes es
un cuestionario tipo Likert (L). En el mismo se usa una escala que
va desde el total desacuerdo (TD) hasta el total acuerdo (TA). Para
cuantificar las respuestas se asigna un valor a cada opcion de la escala
Likert, de 1 a 5 para las preguntas que estdn en forma positiva, asi: TA
(en total acuerdo)=5, A (acuerdo)=4, I (indecision)=3, D (desacuer-
do)=2 y TD (en total desacuerdo)=1; mientras que para las preguntas
en forma negativa la escala se invierte. El cuestionario utilizado fue
adaptado del propuesto por Molina et al. (16). La confiabilidad del
instrumento fue medida por el coeficiente Alfa de Cronbach. Dicha
fiabilidad expresa el grado de exactitud, consistencia interna y preci-
sidén que posee cualquier instrumento de medicion (17). Los criterios
utilizados para el anlisis e interpretacion del Alfa de Cronbach son
los propuestos por Celina Oviedo y Campo Arias (18), quienes sos-
tienen que por debajo de 0,70 la consistencia interna de la escala uti-
lizada es baja. El instrumento, validado previamente, arrojé un Alfa
de Cronbach igual a 0,83, con lo cual se asegura coherencia interna y
fiabilidad. El cuestionario completo se observa en la Tabla 1. El mismo
consto de 18 proposiciones declarativas (PD), 10 redactadas de forma
positiva: (1, 3,4, 5,7, 9, 12, 14, 15y 17) y 8 de manera negativa: (2, 6,
8,10, 11, 13, 16 y 18). Para la técnica de Likert se consideran actitud
positiva las respuestas con puntuacion 4 y 5; indiferente: puntuacion 3
y actitud negativa: puntuacién 1y 2 (19). Siguiendo al autor antes men-
cionado y a los efectos de asignar categorias de “valoracion” a las res-
puestas obtenidas para las diferentes PD se aplicé el siguiente criterio
de divisién en subintervalos, segtin la puntuacion media (PM) de cada
PD: valoracién negativa: (1,00 < PM < 2,33); valoracién indiferente:
(2,33 <PM < 3,67) y valoracion positiva: (3,67 < PM < 5,00). En el caso
de las PD formuladas en forma negativa esta escala de subintervalos se
invierte: positiva (1,00 < PM < 2,33); indiferente (2,33 < PM < 3,67) y
negativa (3,67 < PM < 5,00) (20).

Analisis del rendimiento académico

Para estudiar el rendimiento académico de los alumnos se analizaron las
actas de parciales. Esta informacion fue utilizada para detectar la posible
relacion entre la actitud hacia la quimica y el rendimiento académico de
los alumnos en las asignaturas estudiadas. Se tomo en cuenta un pro-
medio entre las notas (en porcentaje) de los parciales; el porcentaje de
aprobacion es del 60%.
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Tabla 1. Cuestionario segtn escala Likert.

Estos cuestionarios han sido disefiados para conocer tus actitudes hacia la Quimica y mejorar la calidad de la ensefianza de esta asignatura, que te
brindara elementos bésicos para desarrollarte en la carrera que elegiste. Si querés colaborar con esta investigacion, te garantizo que tu participacion
serd anénima, reservada y confidencial. Es importante que sepas que tus respuestas NO AFECTARAN EN ABSOLUTO TUS CALIFICACIONES

COMO ESTUDIANTE. Desde ya muchas gracias por colaborar.

En esta encuesta hay que marcar una sola opcién. Las opciones de respuestas son las siguientes:
TA = totalmente de acuerdo. A = de acuerdo. I = Indecisién. D = en desacuerdo. TD = totalmente en desacuerdo.

CARRERA: CUATRIMESTRE ANO SEXO: F /M
1 | La quimica me gusta mas que otras materias TA A I D TD
2 | Lasimbologia utilizada en las clases de quimica me parece dificil de entender TA A I D TD
3 | Me gustaria tener mayor carga horaria de quimica TA A I D TD
4 | La quimica nos ayuda a comprender muchos aspectos de la vida cotidiana TA A I D TD
5 | Resuelvo con facilidad los ejercicios de quimica TA A I D TD
6 | Me aburro en las clases de quimica TA A I D TD
7 | Laesperanza en resolver muchos problemas ambientales esta en la quimica TA A I D TD
8  Mi desempeiio profesional es independiente del conocimiento quimico TA A I D TD
9 | El progreso del pais esta relacionado con el avance de la quimica TA A I D TD
10 | La quimica es una ciencia muy compleja para mi nivel de conocimiento TA A I D TD
11 = Debo esforzarme mucho para aprender quimica TA A I D TD
12 | El lenguaje de la quimica y sus simbolos son faciles de entender TA A I D TD
13 | Laactividad de un quimico es poco interesante TA A I D TD
14 | Todas las carreras universitarias deberian tener quimica en su curricula TA A I D TD
15 = Los conocimientos en quimica son necesarios para el desarrollo de mi carrera TA A I D TD
16 Ee;siﬁ?cgue el programa de mi carrera tuviera menos asignaturas relacionadas con TA A I D ™D
17 | Comprendo los conceptos de quimica con facilidad TA A I D D
18 | Consideraria cambiarme de carrera y elegir otra donde no hubiera quimica TA A I D TD

Analisis estadistico

Resultados y discusion

Para el analisis estadistico de los resultados se utiliz6 el programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences). La fiabilidad del instrumento
se obtuvo a partir del coeficiente Alfa de Cronbach. También se reali-
zaron andlisis de varianza (ANOVA) con el objetivo de interpretar las
puntuaciones medias de las actitudes hacia la quimica de los alumnos a
medida que cursaban diferentes asignaturas relacionadas con esta disci-
plina. Para la comparacion de medias se aplico el test de Duncan. Para
establecer diferencias estadisticamente significativas fue utilizado un
valor de p < 0,05. Finalmente, se hicieron estudios de correlacién entre
las actitudes presentadas por los alumnos y su rendimiento académico,
para esto se calculd el coeficiente de Pearson. El mismo mide la corre-
lacién entre dos variables cuantitativas (actitud hacia la quimica y nota
obtenida en el curso de quimica). Los graficos fueron realizados a través
del programa Origin 8.

Los resultados obtenidos muestran que los alumnos que cursaban QGI
presentaron una PM de 2,86 para los items positivos y una PM de 3,13
para los items negativos, ambos valores asociados al intervalo de valora-
cién indiferente. Sin embargo, al finalizar el cursado de QO se produjo
un cambio de actitud por parte de los alumnos, tanto en las PD enun-
ciadas en forma positiva como negativa. Los valores de las PM fueron de
3,76 y de 2,08 respectivamente, ambos valores indicando una valoracién
ligeramente positiva. Por lo cual se observa una evolucién favorable en
la medicidn de las actitudes hacia la quimica en su trayectoria estudian-
til, lo cual se aprecia en un aumento de la PM para los items positivos
y una disminucién de la misma en los items formulados negativamente
(Figuras 1 y 2). Tal como puede observarse en las figuras, las PM de
los reactivos negativos y positivos de QGI difieren significativamente
(p<0,05) de las respectivas PM obtenidas en QO. La actitud hacia la qui-
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mica de los estudiantes que se encontraban cursando QGI en el primer
cuatrimestre de 1° afio proviene practicamente, de lo adquirido en el
nivel secundario (teniendo en cuenta que el cuestionario se aplicé al
inicio del cuatrimestre) es por ello que la puntuaciéon media encontrada
corresponde a la actitud que mostraban al finalizar la escuela secunda-
ria e ingresar a la universidad. Los valores obtenidos reflejan una cierta
apatia hacia la asignatura (recordemos que las PM tanto para los items
enunciados en forma positiva como negativa estuvieron dentro del su-
bintervalo de valoracién indiferente) y coinciden con lo expresado por
Espinosa Garcia y Roman Galdn (21), quienes sostienen que la indife-
rencia hacia la quimica se refleja con mayor fuerza justamente en estu-
diantes de los ultimos afios del nivel medio. También coinciden con lo
expuesto por Ariza Traslavina y Amaya Posse (22) quienes encontraron

que las actitudes hacia la quimica en los primeros afos del Instituto Po-
litécnico Nacional de Colombia son de indiferencia y apatia.

Por otro lado, a medida que los estudiantes transitan su primer
aio en la universidad enfrentan muchos retos, entre ellos el aumento
de la exigencia, necesidad creciente de organizacion del trabajo acadé-
mico, mayor dedicacion al estudio, autonomia, entre otros factores que
sin duda afectan de manera directa su actitud (7). En este sentido es
interesante recordar que hubo 10 alumnos que fueron encuestados
en QGI que no siguieron cursando en QO, por eso la reduccién en el
ntmero de alumnos de 40 a 30. De estos 10 alumnos, 6 quedaron libres
por parciales y los 4 restantes abandonaron la carrera por diferentes
motivos como desinterés, disgusto por la carrera, falta de adaptacion
a la vida universitaria y/o trabajo. Este dato explicaria en parte el
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Figura 1. Evolucidn de las Proposiciones Declarativas Positivas de los alumnos en QGI: nimero de alumnos (n) =40y Q0: n=30; VP = Valoracion Positiva; VI = Valoracion Indiferente; VN =
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cambio de actitud encontrado en QO. Otro factor a tener en cuenta es
el curriculum, en este sentido, son diversos los autores que relacionan
estas dos variables (23-25); lo anterior también explicaria el cambio
actitudinal observado en los alumnos de las carreras de LB y/o PB al
finalizar el cursado de QO, donde se observa una mayor predisposicién
hacia el aprendizaje de la quimica, ya que encuentran temas mas afines
a su futura formacién profesional como el estudio de las biomoléculas.
Como se menciond anteriormente, para relacionar las variables
actitud y rendimiento se realiz6 un analisis de correlacién. Para el
mismo se utilizé el coeficiente de Pearson entre las puntuaciones
medias de las actitudes hacia la quimica y las calificaciones de los
estudiantes. El coeficiente de correlacion en ambos casos (0,841 y 0,871
para QGI y QO respectivamente) fue mayor a 0,80 indicando una
fuerte correlacion entre las variables estudiadas (26). Considerando

que los valores extremos del coeficiente son -1y +1, el valor absoluto
del coeficiente puede usarse como un indicador del grado o fuerza de
la correlacién entre las variables: el grado es mds fuerte cuanto mds
cercano se encuentre la magnitud del coeficiente a 1, y mas débil cuanto
mads cercana se encuentre a cero. Podria decirse entonces que los valores
del coeficiente de Pearson obtenidos indican un grado de correlaciéon
fuerte entre las variables actitud y rendimiento. Resultados similares
fueron obtenidos por Gargallo Lépez et al. (7), quienes comprobaron
la incidencia de las actitudes en el rendimiento de los estudiantes.
Santandreu Ledda et al. (27) también encontraron un alto grado de
implicancia entre las variables actitud hacia la quimica y el desempefio
académico de los alumnos. En las Figuras 3 y 4 se observa el grado de
asociacion entre las variables en cada uno de los cursos de quimica
estudiados (QGI 'y QO) de las carreras de LB y/o PB.
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Conclusiones

los alumnos de primer afio de las carreras de Licenciatura en Biodiver-
sidad y/o Profesorado en Biologia que se encontraban cursando QGI
presentaron actitudes hacia la quimica valoradas como indiferentes. Sin
embargo al finalizar el cursado de QO, sus actitudes fueron evolucio-
nando favorablemente, ya que la puntuaciéon media obtenida para los
items positivos y negativos estuvo en el rango de actitudes positivas. La
fuerte relacion entre las variables implicadas queda demostrada por un
alto valor del coeficiente de Pearson tanto para QGI como para QO. Es-
tos resultados muestran la importancia de desarrollar actitudes positivas
hacia la quimica para favorecer el rendimiento académico.

Lo anterior constituye un dato significativo e insta a generar accio-
nes educativas por parte de los profesores, como por ejemplo la imple-
mentacion de metodologias de enseflanza y evaluacién mds activas y
constructivas en QGI. También serfa necesario profundizar en las ca-
racteristicas que acompanan a los grupos de estudiantes para comple-
tar su perfil, a nivel de estrategias que utilizan, enfoques de aprendizaje,
autoconcepto, etc. Lo mencionado anteriormente excede los limites del
presente trabajo, no obstante seran cuestiones a abordar en ulteriores
investigaciones.
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Conclusiones. Presente las conclusiones mas relevantes conside-
rando los objetivos del trabajo y oriente sobre posibles vias para
continuar la investigacion o el estudio emprendido. Absténgase de
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4. Patente:
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Nomenclatura, unidades y abreviaturas. Deben emplearse no-
menclaturas y simbolos aceptados internacionalmente y recono-
cidos por la International Union of Pure and Applied Chemistry
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(SI). Cuando se incluyen datos analiticos debe indicarse el nimero
de repeticiones asi como la desviacion tipica de los resultados u otra
magnitud que indique la reproducibilidad de los mismos. Escribir
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sentacion de los datos de espectrometria de masas debe seguir las
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