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Resumen

La complejidad de las matrices ambientales, de las matrices 
alimenticias, las bajas concentraciones de los xenobióticos, 
su termodinámica, su persistencia y su metabolismo, alerta 
con respecto a los resultados analíticos obtenidos a través de 
las metodologías convencionales. El objetivo nunca será su-
primirlas, sino disponer de metodologías comparables para 
garantizar que los datos reportados reflejen la dinámica real 
de cada analito en la matriz de interés. El análisis cualitativo 
y el análisis cuantitativo han permitido el desarrollo de téc-
nicas instrumentales robustas y reproducibles; sin embargo, 
no solo basta con la dotación instrumental, sino, que el for-
talecimiento de las técnicas de muestreo, del tratamiento de 
muestra y de la interpretación de los resultados, son tópicos 
fundamentales para los procesos de validación de metodo-
logías de monitoreo y de tamizaje de microcontaminantes 
orgánicos. 
El concepto de residualidad es claro para las comunidades 
académicas, científicas e incluso para el generador, pero su 
determinación y cuantificación siempre será un reto acadé-
mico de gran trascendencia, un suporte legar indispensable y 
una responsabilidad social del sector productivo para con la 
salud pública y el mantenimiento del planeta. La responsa-
bilidad de las universidades, de los centros de desarrollo tec-
nológico y del sector privado es desarrollar de metodologías 
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analíticas rápidas y precisas para el monitoreo no solo de contaminantes, 
sino, de compuestos de interés. El desarrollo de sistemas de tratamiento 
de muestras junto con los desarrollos cromatograficos y sus complementos 
con la espectrometría de masas, constituyen un pilar fundamental para la 
toma de decisiones en el análisis de compuestos o productos de transfor-
mación en diferentes matrices en bajos niveles, inclusive, de partes por 
trillón (ppt).
Cada vez, el monitoreo analítico cobra mayor importancia, está más nor-
malizado y demanda técnicas de seguimiento in situ y en tiempo real. 
Entre  los cuales los biosensores, constituyen una herramienta de gran 
precisión y exactitud para los sistemas de monitoreo. Por lo anterior, esta 
revisión pretende mostrar algunos desarrollos en el tratamiento de muestra 
y en complementos instrumentales para la optimización de los procesos de 
identificación y cuantificación de contaminantes en matrices ambientales 
y en matrices alimenticias.

Analytic challenges and instrumental 
perspectives in pesticides monitoring

Abstract

The complexity of environmental and food matrixes, plus the low levels 
of xenobiotic agents, their thermodynamics, their persistence and their 
metabolism are interesting, given the analytic results obtained by conven-
tional methodologies. The objective will never be to eliminate them, but 
to have similar methodologies in order to guarantee that the data reported 
show the actual dynamic of each analyte in the interest matrix. Qualitative 
and quantitative analysis have permitted the development of robust and 
repeatable instrumental techniques. Nevertheless, instrumental provision 
is not enough. Strengthening the sampling techniques for treating the 
samples and interpreting results is a fundamental point for validating the 
monitoring and organic micro pollutants screening methods. The concept 
of residuality is clear for academic and scientific communities, and even 
for the one who generates such pollutants. But determining and counting 
those pollutants will always be a great academic challenge, an indispensa-
ble legal support and a social responsibility for the productive sector with 
public health and the planet’s sustainability. The biggest responsibility for 
universities, technological development centers and the private sector is to 
have rapid and accurate analytical technologies to not only monitor pollu-
tants, but compounds of interest. The development in sample treatment 
systems, along with the development of chromatography and its comple-
mentation with mass spectrometry, are a fundamental basis for choice ma-
king about determining compounds or transformation products in diffe-
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rent matrix levels, including parts per trillion (ppt). Analytical monitoring 
is becoming more and more important, is more regulated and demands 
a complementation with on site follow up techniques in real time, such 
as bio sensors, which are a very precise and exact tool for the monitoring 
systems. Given all of the facts exposed above, this review aims to show 
some advances in sampling and instrumental complementary elements to 
optimize the identification and quantification processes for pollutants in 
environmental and food matrixes  

Retos analíticos y perspectivas instrumentales del monitoreo de pesticidas

Introducción
El análisis de residuos de los pesticidas y otros contaminantes en los alimentos involu-
cra la identificación y determinación de sustancias que se encuentran a concentracio-
nes de subtrazas. Tras diseñar un muestreo lo suficientemente representativo, se pro-
cede con la etapa de extracción cuantitativa del analito y posteriormente se purifica 
y/o concentra el extracto obtenido antes de seguir en la etapa instrumental. 

Los pesticidas constituyen uno de los contaminantes de mayor presencia en 
productos alimenticios de origen agrícola, y su presencia en los alimentos puede 
deberse a exposición a lo largo de la cadena productiva. Las frutas y vegetales son 
un tipo de alimento de gran demanda y cuyos procesos productivos se han sus-
tentado en el uso de agroquímicos, detectados no solo en los productos en fresco, 
sino también, en productos procesados. En aras de proteger la salud de los consu-
midores es necesario garantizar ausencia de residuos o que no supongan un riesgo 
para los seres humanos y los animales. Los Limites máximos de residuos (MRL) 
son en el mecanismo  para reducir el riesgo de los consumidores ante residuos de 
pesticida o de alguno de sus metabolitos.

En general, las técnicas convencionales de muestreo se fundamentan en la re-
colección de la muestra y su posterior almacenamiento hasta el análisis. Se parte 
de una muestra representativa, entre 2 y 10 L para muestras líquidas y  entre 1 
y 2 kg para muestras sólidas. Se prosigue con la homogeneización para garantiza 
que el tamaño muestral sea lo más representativo. 

En el caso de una muestra líquida, es necesario filtrar para eliminar el material 
particulado; éste proceso debe efectuarse con mucho cuidado ya que algunos ana-
litos hidrofóbicos como los organoclorados pueden ser adsorbidos en la superficie 
de las partículas y, alterando la recuperación y dirigiendo el uso de un método 
invasivo para la extracción. Por lo general, las muestras de agua sólo requieren de 
filtración, mientras que las muestras de alimentos líquidos deben ser sometidas a 
tratamientos previos en función del objetivo del análisis. Sin embargo, las mues-
tras sólidas de origen ambiental y de alimentos deben ser pretratadas para lograr 
obtener una submuestra homogénea.
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Independiente de la dificultad de las etapas analíticas, los desarrollos para dar 
cumplimiento con los MRL deben arrojar métodos analíticos reproducibles, segu-
ros, rápidos y económicos, que permitan realizar tamizajes con celeridad, con el 
menor impacto ambiental y que permitan análisis seriados de diferentes muestras 
para la toma rápida de decisiones dentro de los procesos de inspección y vigilancia 
de la seguridad alimentaria.

Métodos de extracción
El proceso de extracción constituye la primera etapa de la preparación de la mues-
tra. Su objetivo es separar el analito de la matriz para disminuir las interferencias, 
lo cual implica un estudio riguroso de las propiedades fisicoquímicas del mismo 
y las posibles interacciones con los constituyentes de la matriz. 

Muestras sólidas
Métodos convencionales 
El uso de solventes orgánicos constituye la práctica analítica de mayor aplicación 
para la  extracción de pesticidas de los alimentos, y la extracción líquido-líquido 
(LLE) constituye el eje central de la mayoría de las determinaciones. Este método 
se fundamenta en el reparto del analito entre dos líquidos inmiscibles, y la eficiencia 
del proceso depende de la afinidad del analito por el solvente y del número de ex-
tracciones efectuadas. De ser un método sencillo ha pasado a sufrir modificaciones 
como la utilización de mezclas de solventes, modificaciones en el  pH y el uso del 
efecto salino para la optimización de la extracción.

En el caso de agua y productos alimenticios (zumos y jugos) es necesario hacer 
una remoción del material particulado mediante filtros de fibra de vidrio previa-
mente muflados para eliminar interferencias por materia orgánica. Por su parte,  
para el tratamiento de muestras sólidas (frutas y vegetales) es necesario triturar 
previo a una extracción sólido-líquido para lograr que los analitos sean separados 
eficientemente. En este caso, la eficiencia del proceso de extracción depende de 
la solubilidad, de la transferencia de masa y del efecto de la matriz. Ésta puede 
verse favorecida por el tamaño de partícula, de la temperatura, del coeficiente de 
difusión, de la agitación, de la presión y de la viscosidad del solvente.

La extracción sólido-líquido depende de la fortaleza de las interacciones entre 
los analitos y la matriz. La extracción con agitación, la extracción Soxhlet y la 
extracción asistida por ultrasonido son los procedimientos de extracción sólido-
líquido más utilizados para la determinación de pesticidas en alimentos.

La extracción con agitación se lleva a cabo colocando en contacto la muestra con 
un solvente orgánico y agitando vigorosamente la mezcla para que se produzca la 
transferencia del analito de la matriz al solvente, con posterior filtración o centrifu-
gación de la solución. El proceso anterior se debe repetir como mínimo dos veces y 
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al final se combinan los extractos obtenidos. Este método es recomendado cuando 
la solubilidad del analito en el solvente es alta y la matriz presenta alta porosidad. 
Para el caso en que los analitos son fuertemente retenidos en la matriz, es necesario 
utilizar reflujo con temperatura o ultrasonicar para aprovechar la radiación. 

La extracción con Soxhlet es el método más utilizado para separar analitos de 
baja o media volatilidad  y estables térmicamente. Pese a su difícil automatización y 
dificultad para la validación, se sigue como método oficial para muchos compues-
tos y se le atribuyen bondades como el no requerir posterior filtración y permitir la 
recuperación del solvente.

Por último, la extracción asistida por ultrasonido se efectúa a temperatura am-
biente y por períodos de 10 a 15 minutos. Es aplicable a pesticidas termolábiles; sin 
embargo, requiere un buen conocimiento de la química del analito, ya que se han 
reportado procesos de  degradación de algunos compuestos.

Los métodos anteriores no requieren de sofisticación, lo que los hace fáciles de 
utilizar y económicos. Sin embargo, entre las desventajas más importantes están 
el uso de grandes volúmenes de solvente y la demanda de material de vidrio, cuyo 
proceso de lavado es costoso e impacta seriamente el ambiente. Adicionalmente, 
éstos deben ser acompañados de etapas de purificación y de concentración, que 
llevan a pérdida de los analitos por manipulación.

Extracción con fluidos supercríticos

La extracción con fluidos supercríticos (SFE)1 es una técnica muy empleada 
en el sector agroalimentario para la obtención de aromas, de sabores, de bebidas 
no alcohólicas y de aceites de semillas o productos de origen animal. Las excelen-
tes propiedades ofrecidas por un fluido supercrítico como la selectividad, la alta 
difusividad y su baja viscosidad han hecho de ésta, una técnica muy amigable y de 
grandes perspectivas. Se empezó a utilizar a mediados de la década de 1980 cuan-
do se viabilizó la comercialización del instrumento, pero su uso ha disminuido ya 
que el proceso de optimización depende mucho de la matriz, lo que la hace muy 
engorrosa y limita su utilización a los procesos de investigación. 

Los fluidos supercríticos tienen densidades similares a las de los líquidos pero 
con mayores coeficientes de difusión y bajas viscosidades, similares a la de los 
gases, por lo que la extracción es más rápida que con líquidos orgánico. El poder 
solvente de un fluido supercrítico puede modificarse con cambios de la presión 
y, en menor proporción, por la temperatura. Por el contrario, el poder disolvente 
de un líquido orgánico es prácticamente constante e independiente de las condi-
ciones. El dióxido de carbono (CO2) ha sido el fluido de elección en la mayoría 
de los estudios ya que es un solvente adecuado para analitos no polares. Para 
compuestos más polares es necesaria la introducción de modificadores, como el 
metanol o el agua, para aumentar la polaridad del CO2 y mejorar la extracción.

Retos analíticos y perspectivas instrumentales del monitoreo de pesticidas
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Se ha reportado su uso para la determinación de aflatoxinas en maíz2, de vitami-
nas en alimentos3, de acrilamida en frutos secos, de hidrocarburos poliaromáticos 
(PAH) en aceites vegetales4, de aceites en plantas medicinales5, de pesticidas en 
frutas y vegetales6, de hidrocarburos de sedimentos7, de pesticidas organoclorados 
en ginsen8, de multiresiduos de pesticidas en miel9, de pesticidas en suelos10 y de 
pesticidas en diferentes matrices en general11; a su vez, está cobrando relevancia para 
procesos de descontaminación de diferentes ambiental12.

Extracción con líquidos presurizados

La extracción con líquidos presurizados (PLE) incluye una serie de técnicas de ex-
tracción que utilizan solventes a altas temperaturas y altas presión. Las altas tem-
peraturas permiten acelerar la cinética del proceso, mientras que las altas presiones 
evitan que el solvente alcance su punto de ebullición. La muestra se coloca en un 
recipiente sellado, se pasa el solvente y se calienta, con aumento de la presión en 
la celda. Al final de la extracción, el extracto se evacua de la celda con nitrógeno y 
se transfiere automáticamente a un vial. La muestra debe ser bien homogenizada 
y contener la menor cantidad de agua, para lo cual es necesario añadir agentes 
secantes, como hidromatrix, sulfato de sodio o de magnesio anhidros.

La variable más conocida es la extracción acelerada con disolventes (ASE), la 
cual es empleada desde 1995 y utiliza solventes orgánicos a altas temperaturas y 
alta presión para lixiviar las sustancias orgánicas de matrices sólidas. En compa-
ración con las extracciones a temperatura ambiente y a presión atmosférica, ASE 
ofrece mayor rendimiento por el aumento de la solubilidad, el mejoramiento de 
la transferencia de masa y la interrupción de la adsorción de superficie por las 
condiciones definidas. Según estudios previos y algunas definiciones hechas por 
la agencia de proctección Ambiental de los Estados Unidos (EPA), las condicio-
nes básicas de operación en muestras sólidas son; temperatura de 1001°C, presión 
de 2.000 psi, tiempo de equilibrio de 5 min, tiempo de extracción de 5 min en 
modo estático y con una mezcla de diclorometano y acetona en proporción 1:1. 

Otra variable es la extracción a altas temperaturas y presiones con agua o 
extracción con agua sobrecalentada (SHWE); aunque SHWE es una técnica mu-
cho más amigable con el ambiente, su  principal desventaja con respecto a la ASE 
es el hecho de requerir una posterior extracción con varios solventes orgánicos.

La PLE se utiliza en el análisis de muestras ambientales y alimenticias13  y en 
análisis de residuos de pesticidas en frutas14, en vegetales15, en carne16; residuos de 
antibióticos en leche17 y alimentos para bebes18; micotoxinas en cereales19; ésteres 
de bisfenol  A en alimentos enlatados20; PAH en peces ahumados21 y compuestos 
organoclorados alimentos y productos alimenticios22, entre otros.

Como todas las técnicas de extracción la ASE presenta baja selectividad, lo 
que conlleva a obtener muestras muy sucias con necesidades de limpieza, y adi-
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cionalmente muestras muy diluidas con necesidad de concentración antes del 
análisis instrumental. 

Extracción asistida por microondas

La extracción con solventes asistida por microondas, (MASE) o MAE, se fundamenta 
en la utilización de 2.45GHz de radiación electromagnética para desorber compues-
tos orgánicos de matrices sólidas. Inicialmente esta técnica era usada para el análisis 
inorgánico o elemental y en el año de 1986 se utilizó por primera vez para la  extrac-
ción de compuestos orgánicos23. La muestra con el solvente de extracción son irradia-
dos con las microondas durante períodos cortos con un aumento de la temperatura 
que favorece el proceso de extracción. Entre los inconvenientes que presenta la técnica 
están la necesidad de centrifugar o filtrar la muestra después del proceso de extracción 
y la dificultad para ser automatizada o acoplada en sistemas on-line. 

El proceso de optimización implica el control de la naturaleza de la matriz, la 
composición, del volumen de agente extractor, al tiempo de extracción y la tem-
peratura. Ésta un factor crítico, ya que determina capacidad del solvente para la 
solubilización, pero puede conllevar a la degradación de analitos. La eficiencia de 
la técnica MASE ha mostrado resultados comparables con técnicas SFE Y ASE en 
suelo e, incluso, aparece como una alternativa a la extracción con Soxhlet, debido 
a que el calentamiento es más rápido y eficiente. 

Cabe destacar que esta técnica está muy influenciada por la naturaleza de la 
matriz y se limita a la solubilidad y al momento dipolar del compuesto.  Particu-
larmente, aunque muchos compuestos son solubles en hexano, éste es un solven-
te transparente, tiene un momento dipolar prácticamente nulo y exhibe un leve 
aumento de la temperatura por efecto de la radiación; otros lo hacen en acetona 
con un momento dipolar mayor, y sufre calentamiento  en pocos segundos, lo 
que constituye una fortaleza de éstos, haciendo que la mayoría de los métodos 
optimizados para la MAE los utilicen24.

Finalmente, entre las aplicaciones más comunes de la MAE están el análisis de 
muestras ambientales25, los procesos de tamizaje de contaminantes orgánicos emer-
gentes en el ambiente26, los análisis toxicológicos de drogas de abuso27, el análisis de 
mercurio y organomercuriales en tejido animal28, las determinaciones de piretroides 
en suelos29, la determinación de nutracéuticos en alimentos30, la extracción de pectina 
de manzana31, la determinación de organoclorados en productos vegetales, el análisis 
de organofosforados en aceite de oliva y aceite de aguacate32 y la determinación de 
organoclorados en plantas aromáticas33, entre otros. 

Muestras líquidas
Extracción en fase sólida

Los pesticidas constituyen un grupo muy amplio de compuestos, cuya polaridad 
es muy variada; en general, son de baja polaridad y deben ser extraídos de matri-
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ces acuosas con un alto contenido en agua. La extracción en fase sólida (SPE) se 
fundamenta en pasar la muestra a través de un disco34, de una jeringa35 o de un 
cartucho empacado con un adsorbente, con el objetivo de retenerlos. Posterior-
mente, se efectúa la elución con un solvente orgánico para obtenerlos en forma 
concentrada y limpia para la inyección directa en los sistemas cromatográficos. 
La variedad de compuestos ha conducido a que el desarrollo de adsorbentes sea 
un campo muy dinámico, empezando por el uso de tierras de diatomeas, inter-
cambiadores iónicos y catiónicos, fases reversas, fases normales, fases poliméricas, 
nanotubos de carbono, materiales de inmunoafinidad y las más recientes fases 
mixtas (41-42). 

Básicamente la técnica SPE se efectúa en cuatro pasos: el  acondicionamiento, 
la disposición de la muestra, el  lavado y la elución. En el acondicionamiento, se 
permea la fase sólida para que facilite la carga de la muestra y en el lavado se elimi-
nan las interferencias. Para eluir se utiliza un solvente que extrae los analitos en un 
volumen pequeño, para evitar la concentración y para facilitar la disolución de la 
misma en otro solvente antes de su análisis. Una ventaja que tiene la SPE es el poder 
usarse como un proceso de extracción y  purificación simultáneas36.

Esta técnica ha permitido el desarrollo de muchos métodos para la determi-
nación de pesticidas en frutas y vegetales37, jugos38, leche bovina39, vinos40, ali-
mentos para bebé41 y mieles42, entre otros. De igual forma, permite el análisis de 
muestras ambientales43, muestras de aire44, en aguas residuales45, en sedimentos46 
y en agua para consumo humano47, entre otras. 

Dispersión de la matriz en fase sólida

La dispersión de la matriz en fase sólida (MSPD) es una técnica alterna a la SPE, 
desarrollada en 1989 por S. Barker y colaboradores48. Inicialmente la técnica se 
utilizaba para la preparación, extracción y fraccionamiento de muestras sólidas; 
sin embargo, su uso se ha extendido a muestras semisólidas, viscosas e incluso 
muestras líquidas49, cuidando básicamente el tiempo de incubación para garanti-
zar la interacción entre los constituyentes (15 minutos a 2 horas).

El fundamento de la MSPD consiste en homogenizar en un mortero la mues-
tra con un agente dispersante (sólido abrasivo) con el objetivo de garantizar el 
proceso de disrupción de la muestra, a la vez que se crea una nueva fase. La selec-
tividad de la técnica depende básicamente de la naturaleza del agente dispersante 
y de las propiedades del solvente utilizado para la elución. La mayoría de los pro-
cedimientos empelan sorbentes lipofílicos tipo C18 y en algunos casos C8, pero 
se vienen utilizando compuestos anhidros como los sulfatos de magnesio o de 
sodio anhidros y sílice que eliminan el agua. Cuando se completa la dispersión, el 
material finamente homogenizado se transfiere a una columna para eliminar las  
interferencias o para retener las interferencias y eluir los analitos directamente50.
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Entre las ventajas de la MSPD con respecto a los métodos clásicos, se pueden 
considerar:

Menor proceso de manipulación de la muestra.•	
Se elimina de formación de emulsiones.•	
Disminuye el consumo de solventes.•	
Aumenta la eficiencia de la extracción debido a la gran exposición  del material al •	
agente extractante.

Entre los factores que influyen en el proceso estan el tamaño de partículas con 
respecto a la velocidad de elución, la relación entre el material dispersante y el peso de 
la muestra (se recomienda 1:4), el tipo de  solvente y el volumen del elución. 

Pese a su homología con la técnica SPE, las diferencias más notorias entre 
ambas son básicamente que la MSPD permite una disrupción completa y una 
dispersión total de la muestra, proporcionando una mayor superficie de contacto  
para la extracción, mientras que en la SPE no hay etapa de dispersión y ésta debe 
efectuarse en un paso previo para obtener una solución. Adicionalmente, en la 
SPE, la muestra se retenida en la parte superior de la columna; mientras que en 
la MSPD la muestra es dispersada en toda la columna, con mayores interacciones 
físicas y químicas dento del sistema51.

Entre las aplicaciones de la MSPD sobresale la determinación de compuestos 
organometálicos en muestras biológicas y sedimentos52, compuestos policlorados 
y polibromados en piensos53, quinolonas y pesticidas en tejido porcino54, pesti-
cidas en vegetales55, acrilamida en papas fritas56, dexametasona y prednisolona 
en leche bovina57, pesticidas en jugos de frutas58, pesticidas en manzanas, peras y 
albaricoques59, lindano y sus isómeros en frutas, trigo y plantas medicinales60, mul-
tiresiduo de pesticidas en cítricos61 y aceites esenciales, entre otros62.

Microextracción en fase sólida
La microextracción en fase sólida (SPME) es una técnica que desarrolló 
Pawliszyn63, la cual no utiliza solventes y está basada en el reparto de los analitos 
entre la matriz y una fibra soporte de sílice fundida cubierta con una fase estacio-
naria que retiene los analitos por afinidad. Esta técnica es aplicable a diferentes 
matrices y en diferentes estados64. En el caso particular de los pesticidas, éstos 
pueden ser extraídos por inmersión directa de la fibra en la muestra líquida o 
mediante el análisis del espacio de cabeza (HS).

El proceso de calibración de un método SPME es crítico y debe controlar los 
factores que afectan la eficiencia del proceso65. Entre los factores a tener en cuenta 
están el tipo y el espesor de la fibra, el pH, el tiempo de adsorción, la temperatura, 
la adición de sales y el efecto de la matriz. Las fases polares (poliacrilato-PA) ex-
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traen compuestos como los fenoles, mientras que el polidimetilsiloxano (PDMS) 
es el adsorbente adecuado los hidrocarburos. La temperatura favorece la volati-
lización de los pesticidas y su concentración en el espacio de cabeza aumenta, 
aunque, no controlar la temperatura disminuye la eficiencia del proceso ya que 
conduce a la desorción de los compuestos  de la fibra. Se recomiendan tempera-
turas entre 50 y 90°C, tiempos de exposición mayores de 60 minutos, valores de 
pH próximos al pH neutro, control del material particulado, compuestos de baja 
volatilidad y la concentración para no obtener porcentajes de recuperación por 
debajo de los reales.  

La SPME ha permitido aplicaciones para la determinación de drogas de abuso 
en sangre66, de contaminantes orgánicos en matrices ambientales67, de produc-
tos metabólicos en bioanálisis68 y de nutrientes, aditivos y contaminantes en ali-
mentos69, entre otros. En cuanto a pesticidas en alimentos, se han desarrollado 
metodologías para la determinación de pesticidas en leche bovina70, en jugos de 
cítricos y uva71,  en carambolo, guayaba y fresa72, en jugos naturales y comerciales 
de frutas73, entre otros.

Extracción mediante barra de agitación-SBSE
Esta técnica fue desarrollada en 1999 por Baltussen y colaboradores74. La SBSE 
utiliza una barra de agitación magnética recubierta con una fase estacionaria tipo 
PDMS, que interactúa con la muestra acuosa por un tiempo entre 30 y 240min. 
para su posterior extracción con solvente o desorción térmica antes de ser anali-
zados por cromatografía75. 

Esta técnica se ha empleado para la determinación de compuestos traza en 
diferentes matrices76, disruptores endocrinos en sedimentos y lodos77, medica-
mentos de acción central en fluidos biológicos78, fungicidas en vino79, pesticidas 
en frutas y vegetales con electroforesis capilar80, organofosforados en pepino y 
papa81, multi-residuo de pesticidas en frutas, vegetales y alimentos para bebé82 y 
piretroides en hojas de tabaco y te83, entre otros.

Metodología Quechers
Anastassoades  y colaboradores, en el año 2003, desarrollaron una metodología  
para determinar rutinariamente multi-residuos de pesticidas en frutas y vegetales 
a la que denominaron QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) 
84. Esta técnica se fundamenta en la extracción de una muestra representativa y 
homogénea (10–15 g) con un solvente miscible en el agua, como la acetona o el 
acetonitrilo, seguido de la separación de las dos fases para que el analito migre de 
la fase acuosa a la fase orgánica mediante la adición de sales como el cloruro de 
sodio, sulfato de sodio o sulfato de magnesio. Adicionalmente, junto a las sales se 
adicionan compuestos  que ayuden a ejercer un efecto tampón del pH como el 
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acetato o el citrato para estabilizar pesticidas de carácter básico y de esta forma me-
jorar la recuperación no solo de éstos, sino, de compuestos con una alta polaridad 
o muy planares85. Posteriormente, se contempla una etapa de  extracción  en fase 
sólida dispersiva, para lo cual se adiciona un adsorbente SPE, tipo amina primaria-
secundaria (PSA) para retirar azúcares, ácidos grasos y otros componentes de la 
matriz para eliminar clorofilas y carotenoides se recomienda la utilización de PSA 
con carbón grafitizado (GCB),  y para productos como cereales y frutas cítricas que 
contenga un alto contenido de ceras, se recomienda incluir C18 o C8, e incluso 
someter la solución a refrigeración. 

La técnica QuEChERS como tal o con algunas modificaciones ha permitido la 
determinación de un espectro muy amplio de pesticidas en frutas y vegetales86, ce-
reales87, productos pesqueros88, oleaginosas89, vinos90, alimentos grasos como leche y 
huevo91, alimentos para bebé a base de carne92, jugos de frutas93 y miel, entre otros. 
Adicionalmente, se utiliza para la determinación de drogas veterinarias en diferen-
tes alimentos94, productos farmacéuticos en sangre95, compuestos fenólicos en suelos 
agrícolas96, micotoxinas en cereales97 y trihalometanos en suelos98, entre otros.

En conclusión, la elección del procedimiento de tratamiento de la muestra cons-
tituye un factor crítico para la determinación de contaminantes en subtrazas, hace 
complejo el diseño experimental y garantiza que la manipulación de la muestra y el 
instrumento tengan la menor incidencia en el resultado final. 

Métodos de limpieza o Clean-Up
En general las técnicas de extracción se caracterizan por ser no específicas y por 
aplicarse a matrices muy complejas cuya composición en la mayoría de los casos 
no se conoce totalmente, lo que conlleva a que se presente un porcentaje elevado 
de producto coextraibles. Lo anterior se ve reflejado no solo en la disminución de los 
porcentajes de recuperación, sino, en la contaminación de los sistemas cromatográfi-
cos, enmascaramiento de señales instrumentales, turbiedad,  formación de emulsio-
nes y procesos de precipitación, entre otros. 

La eliminación de compuestos coextraídos se efectua mediante extracción lí-
quido-líquido y más recientemente se utiliza la SPE, la cual demanda un consumo 
menor de solvente, permite utilizar diferentes tipos de adsorbentes (poliméricos, 
polímeros de impresión molecular, (MIT) polares, de intercambio iónico, apolares 
y neutros, entre otros) y se favorece por pretratamientos. Para compuestos disueltos 
en solvente apolar se utilizan adsorbentes polares (florisil, sílice y alúmina) y para 
los compuestos disueltos en solventes polares se utilizan adsorbentes apolares (C18, 
C8, C2, ciclohexilo y fenilo entre otros)99.

La selección del adsorbente ha sido un proceso dinámico, desde la utilización 
de carbón activado, pasando por carbón grafitizado hasta el uso de carbón grafíti-
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co poroso. De los anteriores, es interesante destacar las bondades del carbón gra-
fitizado el cual exhibe una gran capacidad de aislar moléculas polares y el carbón 
grafitizado poroso por su capacidad de aislar moléculas planas. Recientemente, 
los adsorbentes poliméricos porosos (copolímeros de estireno y divinilbenceno 
modificados) son los más utilizados debido a su estabilidad en amplios intervalos 
de pH y a su eficiencia para la purificación de extractos contaminados con com-
puestos tanto polares como apolares100.

Cabe destacar que otros adsorbentes ampliamente utilizados son los de inter-
cambio iónico101, en los cuales se aprovechan las propiedades iónicas mediante mo-
dificaciones del pH del medio y utilización de un buffer para la elución; a su vez, 
los adsorbentes de afinidad, en los cuales se utilizan anticuerpos inmovilizados que 
permiten la purificación selectiva de los extractos102. Finalmente, se están desarro-
llando adsorbentes fundamentados en MIP, los cuales dan buenos resultados para 
pesticidas difícilmente recuperables103.

Determinación analítica

Cromatografía de gases
La cromatografía de gases (GC) es una de las técnicas más utilizada para el aná-
lisis de residualidad de pesticidas volátiles en matrices ambientales, biológicas y 
en alimentos. Las primeras fases estacionarias utilizadas fueron columnas em-
paquetadas con diferentes tipos de siliconas; en la actualidad se opta por el uso 
de columnas capilares de diferentes espesores de película, diferente longitud y 
diferentes diámetros104.

El uso de columnas capilares con lleva a una reducción del volumen muestral, 
lo cual está condicionado al tipo de inyección que se utilice. Lo anterior es po-
sible gracias a la utilización de  inyectores tipo divisor (inyección en split), donde 
se inyecta un 1 µL pero sólo entra al capilar 0.01 µL; el resto es desechado. Esta 
técnica impide la saturación de la columna, pero lleva a una pérdida significativa 
de la muestra. Cuando se realizan análisis en cantidades menores de muestra con 
concentraciones del orden de partes por billón (trazas), el método de inyección split 
introduciría muy poco volumen en la columna, para lo cual se requiere de solvente 
o de inyección sin división (inyector en splitless) caso en el cual, la muestra com-
pleta, incluyendo el solvente, se inyecta en la columna a través de un vaporizador 
instantáneo caliente. Para evitar coleo del solvente se abre el puerto de inyección 
después de 30s hacia la atmósfera cuando la mayor parte del solvente y toda la 
muestra hayan entrado en la columna. El tiempo óptimo antes de esa descarga es 
crítico; si es corto se produce pérdida de los componentes de la muestra, mientras 
que si es largo se produce un pico grande del solvente, que interfiere con la señal de 
algunos de los picos de interés.
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Existen alternativas de inyección para sistemas cromatográficos, como los sis-
temas de purga y trampa (P&T)105, los cuales se utilizan para separar y concentrar 
compuestos volátiles. Comparado con otros sistemas, los sistemas (P&T) están en 
capacidad de extraer el 100% del compuesto de la muestra y en especial para la 
separación de compuestos polares de muestras polares. El funcionamiento de estos 
sistemas se fundamenta en el burbujeo de helio como gas de purga y la utilización 
de materiales adsorbentes (tenax o tamices moleculares de carbono). Adicional-
mente, junto a los sistemas P&T, se dispone de sistemas de (HS)33, el cual es una al-
ternativa similar a los sistemas convencionales de extracción con Soxhlet, pero que 
evita la pérdida de los componentes volátiles. Este método cobra mucha importan-
cia cuando se parte de una muestra sólida, la cual se coloca en un vial hermético, se 
calienta durante un tiempo determinado hasta alcanzar el equilibrio y permitir que 
los compuestos volátiles se transfieran al HS del vial (aire), se toma una alícuota, se 
inyecta en el sistema cromatográfico y se procede con la desorción106.

Finalmente, la microextracción en fase sólida (SPME), a pesar de sus carac-
terísticas como método de extracción, constituye una alternativa muy completa 
para la introducción de muestras en los sistemas cromatográficos. Quizá una de 
sus mayores ventajas la constituye el no uso de solventes y su alta sensibilidad; 
sin embargo, la optimización de las variables (pH, temperatura, tiempo, concen-
tración de sales y solvente, entre otras.) constituye un proceso complejo para las 
diferentes matrices107.

La heterogeneidad estructural de los pesticidas ha permitido el desarrollo de 
diferentes sistemas de detección para los sistemas GC, con el objetivo de au-
mentar la especificidad y disminuir los límites de detección. Entre los detectores 
más utilizados se destacan: el detector de ionización de llama (FID)108, el detector 
fósforo-nitrógeno (NPD)109  o detector termoiónico (TID), utilizado para el aná-
lisis de compuestos que posean átomos de nitrógeno y/o átomos de fósforo, el de-
tector de microcaptura de electrones (µECD)110 específico para compuestos grupos 
electronegativos y los recientes acoples a la espectrometría de masas, tipo cuadru-
polo (GC-MS)111, sistemas de masas en tándem como el triple cuadrupolo (GC-
MS/MS)112, trampa de iones (GC-IT/MS)113 y sistemas de alta resolución como el 
sistema de tiempo de vuelo (GC-TOF-MS)114 y los sistemas de cromatografía de 
gases bidimensional (GCxGC/TOF-MS)115. De igual forma, los anteriores acoples 
permiten adquirir datos en modo scan  o modo de barrido y en modo SIM o mo-
nitoreo de ion seleccionado, el cual solo toma las masas típicas del compuesto de 
interés, incrementado la sensibilidad entre 5 y 100 veces116.

Principales analizadores117

C•	 uadrupolar: consiste en dos pares de electrodos alineados paralelamente entre sí, 
que pueden ser de sección hiperbólica, elíptica o circular. Mediante la aplicación a 
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cada pareja de electrodos opuestos de un voltaje y radiofrecuencias específicos, po-
demos ir enfocando a través de este túnel los distintos iones según su valor de m/z. 
Cuantitativamente este analizador es muy robusto.
Tiempo de vuelo•	 118: los iones son movilizados en línea recta dentro del “tubo de vue-
lo”, con distintas velocidades hasta llegar al detector en orden ascendente de masa. 
Este analizador proporciona una excelente selectividad y sensibilidad, y los modelos 
más recientes presentan buenas fortalezas cuantitativas.

Trampa de iones (IT): este analizador está formado por tres electrodos: el electrodo anu-•	
lar, el electrodo de entrada y el electrodo de salida, que forman una cavidad en la cual 
es posible almacenar y analizar iones. El incremento del potencial de la radiofrecuencia 
desestabiliza la órbita de los iones impulsando su salida de la trampa al detector de 
acuerdo con su valor de m/z. Una gran ventaja de éste analizador la constituye el hecho 
de permitir realizar masas en tándem, aunque cuantitativamente no sea el mejor. 
Sector magnético (doble enfoque): este analizador permite determinar masas exactas •	
y funciona a través de la utilización de un potencial que logra acelerar los iones y los 
conduce a través de un campo magnético perpendicular por la línea de vuelo del ión, 
éstos siguen un camino circular cuyo radio es proporcional a su valor m/z. Éste ana-
lizador exhibe excelentes características operativas, muy bajos límites de detección, 
pero sus costos de operación aún son muy elevados. 

La MS comprende un conjunto de técnicas utilizadas para la medición de la 
masa exacta de los iones y su abundancia en la fase gaseosa. La fuente de ioniza-
ción, el analizador de masa y el detector le brindan una gran robustez y precisión. 
Adicionalmente, entre las variables del sistema está el poder efectuar fragmentación 
del ión base, generando un segundo espectrómetro, lo que es muy útil, y puede ser 
aprovechando para la elucidación estructural. La anterior variable se conoce con el 
nombre de espectrometría de masa/masa o en tándem (MS/MS)119. 

El proceso de MS/MS se fundamenta en la ionización de la muestra, previa se-
lección de una masa, la cual pasa hasta la cámara de colisiones. En la cámara de coli-
siones, los átomos del gas fragmentan y los iones producen otros iones y fragmentos 
neutros. Los iones que salen son analizados por el segundo espectrómetro de masa. 
Existen diferentes analizadores de masas en tándem, pero para las determinaciones 
de pesticidas los más utilizados son el triple cuadrupolo (QqQ) y la IT.

Los equipos de MS/MS con QqQ realizan monitoreos más rápidos que la 
trampa de iones, lo cual influye en el desarrollo del análisis cromatográfico. Uno 
de los tipos de monitoreo es el de reacción múltiple, que es más rápido que 
el monitoreo de un ion seleccionado de la IT, permite barrido, confirmación y 
cuantificación por análisis. Los otros tipos de monitoreo son los de una reacción 
y de ion seleccionado, los cuales permiten identificar y cuantificar simultánea-
mente trazas de multi-residuos de pesticidas, en matrices complejas, debido a su 
selectividad y velocidad de adquisición; sin embargo, solo se pueden monitorear 
los compuestos seleccionados y se pierde información muy importante para del 
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tamizaje. Lo anterior se corrige si se desarrollan métodos compuestos, dentro de 
los cuales se realiza un escaneo completo de la muestra para los analitos de inte-
rés y posteriormente se realiza la confirmación y cuantificación. Es importante 
resaltar el modo SIM produce un aumento considerable de la sensibilidad con 
respecto al modo de barrido120.

Una desventaja de la IT es la vulnerabilidad a efectos producidos por iones 
cargados, lo que afecta la calidad del espectro de masa, incluyendo la resolución 
y la precisión de la masa; además, pueden realizar un solo tipo de monitoreo: el 
escaneo de un ión seleccionado. Adicionalmente, las IT necesitan etapas interme-
dias asociadas al tiempo requerido para sostener y mover iones. Por lo anterior, este 
analizador y los analizadores de ciclotrón iónico, permiten estudios MSn, donde n 
cobra relevancia hasta valores de 4. La MS/MS ofrece grandes ventajas para el aná-
lisis cualitativo ya que posee muy buena sensibilidad y selectividad 121. 

La MS de alta resolución constituye la metodología de mayor sensibilidad y 
selectividad, pues permite la determinación de compuestos a niveles de partes 
por trillón en diferentes tipos de matrices. Su alto costo y complejidad operativa 
han orientado al empleo de otros analizadores con modificaciones en el sistema 
cromatográfico, en los sistemas de inyección y en las etapas previas de la croma-
tografía. Algunas de las recomendaciones a tener en cuenta son:

•		 Utilización	de	inyectores	de	vaporización	a	temperatura	programada	(PTV)	acopla-
dos a sistemas de masas o sistemas de masas en tándem, los cuales permiten inyectar 
mayor volumen de muestra (50 a 100 µL), incrementando de esta forma la sensibili-
dad. La selectividad en estas determinaciones la proporcionan las específicas adquisi-
ciones obtenidas por espectrometría de masas en tándem122. 

•		 Implementación	de	cromatografía	de	gases	rápida	resolución	(FGC),	con	columnas	
capilares cortas, mayor flujo de gas portador y rampas muy elevadas de temperatura 
para conseguir  tiempos de retención mucho más cortos (hasta dos órdenes de mag-
nitud), pero se requieren analizadores de tiempo de vuelo (TOF). 

•		 Aprovechamiento	de	los	sistemas	bidimensionales	(GCxGC-TOF-MS),	en	los	que	
se acoplan directamente dos columnas con distintos sistemas de separación; general-
mente la primera es una columna apolar convencional, mientras que la segunda es 
una columna polar muy corta, por lo que los compuestos que coeluyan en la apolar 
se separarán correctamente en la polar, mejorando ostensiblemente la selectividad,  
pero se requiere un sistema que obtenga rápidamente los espectros de masas como los  
detectores TOF123. 

Mecanismos de ionización124

Ionización por impacto electrónico (EI)•	
Es el método de ionización más antiguo, más universal y más ampliamente 

utilizado para la ionización de muestras gaseosas. Constituye una técnica muy 
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agresiva de ionización que da lugar a la formación de muchos fragmentos que com-
plican la interpretación del espectro. El mecanismo de ionización se fundamenta 
en introducir la muestra en fase gaseosa dentro de la cámara de ionización para que 
las moléculas sean bombardeadas con electrones y colicionen entre sí. Cuando la 
energía de los electrones es mayor que el potencial de ionización de la molécula, 
ésta se ioniza positivamente, formando el ión molecular y liberando un electrón. Si 
el proceso de formación del choque es eficaz, el electrón transmite energía en exceso 
para provocar ruptura de uno o más enlaces del ión molecular y producir una frag-
mentación característica de la molécula. Este patrón de fragmentación específico es 
la “huella digital” de la molécula y permite garantizar su identificación. 

Por lo general, el proceso de ionización produce cationes con una sola car-
ga, aunque para compuestos con elementos muy electronegativos (haluros), se 
pueden formar aniones. La eficiencia de la ionización depende de la naturaleza 
del analito, pero aumenta con la energía de los electrones. Universalmente se ha 
adoptado como energía estándar electrónica el valor de 70 eV, con el objetivo de 
poder comparar directamente los espectros producidos en diferentes laboratorios 
y de esta forma editar librerías de espectros. Entre las librerías  disponibles en el 
mercado se destacan Wiley [NIST, Wiley]  o la del Nacional Institute of Stan-
dards and Technology (NIST).

Ionización química (CI)•	
Éste método utiliza un gas reactivo (metano, amoniaco o butano, entre otros), el 

cual es introducido en la cámara de ionización, en donde es bombardeo por electrones 
para ser ionizado. Se recomienda que la proporción relativa de gas reactivo: muestra 
sea al menos de 1000:1, para evitar ionización por impacto electrónico del analito. La 
estabilidad de los fragmentos obtenidos es mayor, mientras que su número es menor, 
debido a que  los choques en este tipo de ionización no poseen excesos de energía.

La reacción más común se fundamenta en la transferencia de un protón del gas 
ionizado al analito, dando lugar a la formación de cationes debido a que la afinidad 
protónica de la molécula es mayor que la del gas reactivo, por lo que el empleo de 
gases reactivos con una elevada afinidad protónica producirá una menor fragmen-
tación de la molécula. Adicionalmente se producen reacciones de cambio de carga, 
adición electrofílica o sustitución nucleofílica. Cuando se ionizan compuestos con 
átomos electronegativos, la ionización química también puede generar aniones, de 
gran importancia para el análisis de pesticidas halogenados, retardantes de llama, 
PCB, polibromados bifenilos (PBB) y piretroides, entre otros.

Cromatografía de líquidos

La cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC)125 es una técnica que empleada 
para el análisis de compuestos polares o térmicamente lábiles que no pueden ser 
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analizados directamente por GC; razón por la cual la HPLC es la alternativa para 
el análisis de casi el 80% de los compuestos que existen. La mayoría de las metodo-
logías HPLC que se han desarrollado para el análisis de pesticidas se fundamenta 
en métodos de fase reversa, cuya fase estacionaria apolar está formada por sistemas 
octilo (C8) u octadecilo (C18) y la fase móvil es relativamente polar. Entre las va-
riables de la cromatografía líquida se destacan: 

Cromatografía iónica

La cromatografía iónica (IC)126 permite métodos prácticos y eficaces para la sepa-
ración de iones mediante la utilización de resinas de intercambio iónico (catióni-
co o aniónico) y detectores de conductividad.

Cromatografía de adsorción

La cromatografía de adsorción (líquido-sólido), es la forma clásica HPLC. La sílice 
y la alúmina son las fases más utilizadas; sin embargo, la sílice, debido a la gran 
variedad de modificaciones químicas que permite y a su mayor capacidad de carga, 
es la más aplicada en la mayoría de las aplicaciones.

Cromatografía de reparto

Ha sido el tipo de cromatografía de líquidos (LC) más utilizada. La mayoría de 
las aplicaciones desarrolladas se han orientado a compuestos neutros polares de 
bajo a moderado peso molecular (< 2800), aunque recientemente hay desarro-
llos para compuestos iónicos. Existen dos variables de cromatografía de reparto: 
cromatografía líquido-líquido y cromatografía químicamente enlazada. Ambas se 
fundamentan en la forma como se retiene la fase estacionaria sobre las partículas 
del soporte. Con respecto a las polaridades relativas de la fase móvil y de la fase 
estacionaria, hay dos tipos de cromatografía de reparto: la cromatografía en fase 
normal (NP) y la cromatografía en fase reversa (RP). En la cromatografía RP, la 
fase estacionaria es no polar (hidrocarburo) y el pH de trabajo menor de 7.5 y la 
fase móvil es relativamente polar (agua, acetonitrilo o metanol). En consecuencia, 
en un método cromatográfico en NP los compuestos menos polares eluyen pri-
mero, debido a ser más solubles en la fase móvil y un aumento de la polaridad de 
la fase móvil provoca una disminución del tiempo de elución. Por el contrario, en 
métodos cromatográficos en RP, los componentes más polares eluyen primero, y 
un aumento en la polaridad de la fase móvil aumentará el tiempo de elución127.

Cromatografía de exclusión por tamaño

La cromatografía de exclusión por tamaño o cromatografía por permeación en 
gel (GPC) es ampliamente utilizada para la separación de moléculas de alto peso 
molecular. La fase estacionaria está constituida por una red de partículas pequeñas 
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de sílice o poliméricas (10 µm) con uniformidad de poro, en donde las moléculas 
son atrapadas y eliminadas de la fase móvil. Las moléculas de mayor tamaño de 
poros de la fase estacionaria son excluidas y son las primeras que eluyen, y vice-
versa. Cabe destacar que en este tipo de cromatografía no se presenta interacción 
química o física entre los analitos y la fase estacionaria128.

Entre los componentes de mayor relevancia en los sistemas cromatográficos 
donde mayores desarrollos se han obtenido, son los sistemas de detección. Los de-
tectores para HPLC son fundamentados en su respuesta a las propiedades de la fase 
móvil, tal como el índice de refracción, la constante dieléctrica, y la densidad, que 
se modifica por la presencia de los analitos, o detectores fundamentados en una 
propiedad del soluto como la absorbancia ultravioleta (UV), la fluorescencia, o la 
intensidad de difusión. El detector más utilizado a pesar de su baja sensibilidad y 
selectividad  es el detector UV de longitud de onda fija (102) o el detector UV de 
onda variable (detector de arreglo de diodos-DAD)129; adicionalmente,  se utilizan 
detectores de absorción en el infrarrojo, detectores de fluorescencia (FLD)130, de-
tectores de índice de refracción, detectores electroquímicos, detectores de conduc-
tividad, detectores de dispersión de la luz (ELSD)131 detectores de espectrometría 
de masas (HPLC/MS) y de masas en tándem (HPLC-MS/MS)132. Los sistemas 
HPLC-MS presentan la ventaja de analizar un grupo muy amplio de pesticidas con 
la obtención de información estructural que permite su identificación.

Es importante resaltar que a diferencia de la GC, en la HPLC, no existe un  detec-
tor tan universal como el FID y ni uno tan confiable como el TCD. Uno de los ma-
yores retos y desarrollos de la HPLC ha sido el perfeccionamiento de los detectores. 

Las mayores dificultadas para el acoplamiento entre los sistemas HPLC y MS 
son básicamente la ionización de analitos no volátiles y térmicamente inestables, 
la composición de la fase móvil por constituyentes o aditivos no volatiles y el alto 
vacío del espectrómetro de masas con respecto a los flujos manejados por el siste-
ma cromatográfico. Para solucionar las anteriores dificultades se han desarrollado 
interfases como la moving-belt, la introducción directa, la flujo continuo (FAB), 
la termospray, la particle-beam, la presión atmosférica (API) como el electrospray 
(ESI) y la de ionización química a presión atmosférica (APCI) y la desorción/
ionización de la matriz asistida por láser (MALDI)133. 

Entre los requisitos y especificaciones que debe cumplir una interfase HPLC-
MS, es necesario su fácil manejo, bajo costo, bajos límites de detección, buena 
capacidad de cuantificación, baja interferencia de los solventes y sus impurezas, 
no producir modificaciones de los analitos, permitir elución por gradiente, no 
propiciar restricciones en la composición de la fase móvil, permitir el uso de adi-
tivos volátiles y no volátiles, flujos entre 1 µL/min y 2 mL/min, enriquecimiento 
de la muestra con respecto al solvente, no producir ensanchamiento de los picos 
ni pérdida de resolución, permitir alto vacío (<10-3 Pa), tener opción de elegir el 
método de ionización y permitir selección de ión positivo e ión negativo, entre 
otras.
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El electrospray (ESI) es un método ionización a través del cual los iones pre-
sentes en una solución pueden ser transferidos a la fase gaseosa. El proceso se 
fundamenta en la aplicación de un campo eléctrico (3-6 KV) a través de una 
interfaz que forma una celda electroquímica. En esta ionización hay tres procesos 
importantes que deben ocurrir con el fin de garantizar la transferencia de molécu-
las del eluyente a los iones de la fase gaseosa en el espectrómetro de masas. Estos 
procesos son: la producción de gotitas cargadas en la punta capilar, la contracción 
de las gotitas cargadas y la producción de iones en fase gaseosa. La ionización 
mediante electrospray es altamente compatible con los analitos de moderada a 
alta polaridad, con masas moleculares hasta 100.000 Dalton e ionizables en so-
lución134.

La ionización APCI135 comprende un procedimiento similar de formación del 
spray, pero lo que se produce es una fuerte descarga en la fuente que genera un 
plasma de iones reactivos del solvente que origina el mecanismo de ionización de 
la muestra por ionización química (CI), normalmente por adición o extracción 
de un protón. Este mecanismo, que coexiste con el de evaporación iónica, pro-
duce abundantes iones (M+H)+ y abundantes iones (M-H)-.

otros métodos analíticos

Cromatografía de fluidos supercríticos (SfC)

Es una técnica cromatográfica en la que la temperatura y presión de la fase móvil se 
mantienen por encima de los valores que definen su punto crítico, permitiendo el 
análisis de compuestos poco volátiles y termolábiles. Quizá una de las características 
de mayor relevancia de esta es la posibilidad de eliminar la fase móvil facilitando 
su acople directo con una técnica espectroscópica o la posibilidad de utilizar un 
mismo medio como agente extractivo y fase móvil. La SFC ha sido utilizada para 
el análisis de pesticidas moderadamente polares y termolábiles en cortos tiempos de 
retención, y a través de diferentes sistemas de detección136. 

Electroforesis capilar (CE)137

La CE es una técnica para la separación de moléculas según su movilidad en 
un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual las separa por tamaño 
molecular y carga eléctrica, dependiendo de la técnica que se use. La técnica 
clásica utiliza un soporte poroso inmerso en un electrolito sujeto a los electrodos 
que generan la corriente. La muestra se deposita en forma de un pequeño trazo 
transversal en la tira. Esta es una técnica de separación desarrollada a partir de la 
HPLC, que permite separar biomoléculas y compuestos de bajo peso molecular. 
La CE utiliza capilares con un diámetro entre 15 y 150µm, una longitud entre 
20 y 80cm, una carga de solución amortiguadora y un detector ubicado en un 
extremo del capilar que transduce un electroferograma.
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Entre las variables electroforéticas más utilizadas se distinguen:
•	 Electroforesis	capilar	en	gel	(CGE):	el	relleno	del	capilar	se	efectúa	con	un	electrolito	

y un gel (poliacrilamida o agarosa).
•		 La	electroforesis	capilar	en	zona	o	en	disolución	libre	(CZE):	es	la	forma	más	utili-

zada y se fundamenta en que el capilar es embebido por el electrolito a través de un 
buffer ácido (fosfato o citrato), básico (borato), o anfótero. Los principales factores a 
controlar para la realización de una separación son la composición, la concentración 
y el pH del electrolito, y el voltaje aplicado.

•		 La	electroforesis	capilar	electrocinética	micelar	(MEKC):	es	similar	a	la	CZE,	pero	a	
la fase móvil se le añade un ion para formar micelas cargadas. Estas micelas por afini-
dad retienen los compuestos neutros. Es una herramienta muy útil para la separación 
de algunos enantiómeros. 

•		 Electroforesis	de	Isoelectroenfoque	capilar	(CIEF)	o	electroforesis	en	soporte:	se	fun-
damenta en la disposición de un gradiente lineal de pH lineal en un capilar revestido 
con un anfótero. Cada compuesto migra con respecto a su punto isoeléctrico, y bajo 
presión hidrostática éste se desplaza hacia el detector. Es una técnica muy útil en la 
separación de péptidos, llegando a tener eficiencias con compuestos cuyo punto iso-
eléctrico difiere entre 0.02 unidades de pH.

Técnicas inmunoanalíticas138

La aplicación de las técnicas inmunoanalíticas (IT) para el análisis de pesticidas en 
alimentos y muestras ambientales ha aumentado significadamente en los últimos 
años. Éstas se aprovechan del alto grado de especificidad de la interacción anticuer-
po-antígeno con minima manipulación de la muestra, y de proporcionar límites de 
detección y cuantificación entre partes por trillón (ppt) y ppb en análisis de agua, y 
un poco mayores en otros tipos de muestras.

En un típico inmunoensayo competitivo, un antígeno es marcado e incubado 
junto con los anticuerpos del analito inmovilizado en un soporte adecuado. El 
marcador puede ser un isótopo radioactivo (radioinmunoensayo), una enzima 
(enzimoinmunoensayo)139, un fluorocromo (fluoroinmunoensayo) u otro marca-
dor cuantificable. Luego, se añade la muestra, y los antígenos (analitos) compiten 
con los antígenos marcados por los anticuerpos. Después del período de incu-
bación y de una etapa de lavado, se determina la cantidad de antígeno marcado 
unida a los anticuerpos, la cual debe ser inversamente proporcional a la cantidad 
de analito presente en la muestra.

Sensores o biosensores

Un biosensor es un dispositivo de análisis conformado por un elemento biológi-
co de reconocimiento (célula, tejido, receptor, ácido nucleico, enzima, ribozima 
o anticuerpo, entre otros), o nanomateriales (nanopartículas, nanocompuestos), 
materiales inteligentes o compuestos biomiméticos (aptámeros, polímeros de mi-
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croporosidad intrínseca, sondas de ácidos nucleicos), asociado a un mecanismo 
que garantiza la detección e interpretación de la variación de propiedades ópticas, 
fisicoquímicas, eléctricas, entre otras, obtenidas de la interacción entre el analito 
y el dispositivo analítico. Cabe destacar que las características fisicoquímicas del 
analito de interés son las determinantes para la elección del material biológico/
biomimético, mientras que el tipo de elemento de reconocimiento es el que de-
termina el sistema transductor140.

Conclusión
Independiente del tipo de analito y en especial del tipo de pesticida objeto de análisis 
en matrices ambientales y alimenticias, el tratamiento de la muestra constituye la 
etapa más crítica para el análisis cuantitativo. Entre más etapas se involucren en el 
procedimiento, la probabilidad de perder los compuestos de interés aumenta. Sin 
embargo, una buena planeación de a la metodología de extracción, concentración y 
cuantificación determina la fiabilidad de los datos obtenidos.

La cromatografía constituye la herramienta instrumental de mayor aplicación 
y proyección para la determinación de contaminantes orgánicos. Las fortalezas 
de su asociación con las variables de espectrometría de masas garantizan deter-
minaciones altamente precisas y reproducibles. Aunque la cromatografía gaseosa 
cobra gran relevancia, sin duda alguna la cromatografía líquida de alta eficiencia, 
de resolución rápida constituye la técnica del futuro con la cual se podrá tener 
una aproximación muy grande a las concentraciones reales de un contaminante 
dentro de una matriz de interés. 

Pese a lo anterior, el desarrollo de un método cromatográfico constituye varias 
etapas que no solo consumen tiempo, sino, que demandan un amplio conoci-
miento químico y un trabajo riguroso y responsable. Poseer técnicas complemen-
tarias como los inmunoensayos y los biosensores contribuyen no solo a realizar 
monitoreos en tiempo real, sino, a tener indicadores previos antes de proceder 
con el desarrollo de una técnica de alta precisión y resolución.
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