Revista Iberoamericana de Ciencias ISSN 2334-2501

QuEChERS en la determinacion de fipronil y sus
compuestos de degradacion

Judith Amador-Hernandez*, Miguel Velazquez-Manzanares, Edith M. Colunga-Urbina,
Iliana M. de la Garza-Rodriguez y Eduardo E. Reyes-Sanchez

Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Auténoma de Coahuila
Saltillo, Coah.; México
[judith.amador, miguel velazquez, ecolunga, ilianagarza, eduardo.reyes]@uadec.edu.mx

Abstract— Fipronil is a broad-spectrum insecticide for agricultural, urban and veterinary use, whose use is not
recommended in animals for human consumption due to the risk posed by its intake. On the other hand, QHEChERS has
highlighted as a simple and fast technique in the treatment of samples for the determination of pesticides by diverse
instrumental techniques of analyses. In this work, they are briefly discussed main characteristics of fipronil, QhEChERS and
its application in the determination of this insecticide and its main degradation products.
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Resumen— El fipronil es un insecticida de amplio espectro de uso agricola, urbano y veterinario, cuya utilizacion no se
recomienda en animales para consumo humano debido al riesgo que representa su ingesta. Por otro lado, en los tltimos afios
QhEChERS ha destacado como una técnica simple y rapida en el tratamiento de muestras para la determinacion de
plaguicidas por muy diversas técnicas de instrumentacion analitica. En este trabajo, se discuten brevemente las principales
caracteristicas del fipronil, para dar paso a QhEChERS y su aplicaciéon en la determinacion de este insecticida y sus
principales productos de degradacion.
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*4 quien debe dirigirse la correspondencia.

I. INTRODUCCION

Ante el aumento de la poblacion, el hombre se ve en la necesidad de incrementar significativamente
la produccion de alimentos. Por ello, a lo largo de la historia ha utilizado plaguicidas para proteger a sus
cultivos y ganado de plagas o enfermedades que afectan la obtencion de productos destinados a la
alimentacion.

En sus inicios, los plaguicidas eran de origen natural. Sin embargo, el avance de la ciencia y la
tecnologia quimica ha permitido la sintesis y produccién en gran escala de plaguicidas como el dicloro
difenil tricloroetano (DDT) o el hexacloruro de benceno (endrina) para atender las demandas de la
Sociedad en el combate de organismos nocivos. Desafortunadamente, la falta de informacion sobre su
toxicidad, asi como su uso desmedido en el ambiente, provocaron intoxicaciones cronicas y/o agudas en
el ser humano y otros organismos pertenecientes a distintos ecosistemas, llevando a su prohibicion y
reemplazo.

Asi, hoy en dia existe una busqueda permanente por la sintesis o descubrimiento de nuevos
plaguicidas, sobre los cuales es necesario conocer su modo de accidn, toxicidad en organismos no
blanco, persistencia en el ambiente, asi como su residualidad en alimentos, para reconocer riesgos en la
salud del ser humano. En este trabajo, se presenta el fipronil a través de sus principales propiedades
fisicoquimicas y toxicoldgicas, para dar paso a la descripcion de QUEChERS (quick, easy, cheap,
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effective, rugged, safe) y sus ventajas en el tratamiento de muestra, finalizando con el analisis de los
métodos donde se cuantifica fipronil por esta técnica de separacion.

II. FIPRONIL

El fipronil es un insecticida sintético de amplio espectro, de la familia de los fenil pirazoles (véase
Figura 1); fue descubierto en 1985 por Rhone-Poulenc Agro, para iniciar su comercializacion en 1993
[1]. Actualmente existe en el mercado en diversas presentaciones comerciales de uso agricola, urbano,
veterinario y de libre venta, ya que se destina al control de insectos como hormigas, escarabajos,
cucarachas, pulgas, garrapatas, termitas, gorgojos, acaros, entre otros (Figura 2). En algunos paises esta
prohibido su uso en cultivos y animales para consumo humano ya que sus residuos se acumulan en
tejido graso y visceras [2].
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Fig. 1. Estructura quimica del fipronil (elaboracioén propia).

Este compuesto tiene gran actividad insecticida y baja toxicidad en mamiferos. Si bien altera la
funcion de los receptores GABAA (4cido a-aminobutirico), neurotransmisores del sistema nervioso
central de los mamiferos [3], su mecanismo de accidn se centra en el bloqueo de los canales de cloruro
regulados por glutamato en los invertebrados [4] (Zhao, Yeh, Salgado, & Narahashi, 2004). En los
mamiferos, puede presentarse intoxicacion cronica por ingesta o inhalacién [5].
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Fig. 2. Fipronil, un inecticida efectivo en el combate de termitas.
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En relacion con el ser humano, la toxicidad del fipronil reside en su afectacion al sistema nervioso
central, tal como se ha observado en otras especies [6]. En un reporte de seis casos de envenenamiento
accidental con este plaguicida en seres humanos, se identifican como principales sintomas vomitos,
agitacion y convulsiones, con evolucion favorable [7]. Al dia de hoy no hay evidencia significativa de
efectos carcinogénicos, teratogénicos o reproductivos por exposicion a este compuesto.

En cuanto a sus propiedades fisicoquimicas, el fipronil tiene una solubilidad baja en agua (2 mg L-1),
siendo soluble en disolventes organicos como cloruro de metileno o tolueno. Su constante de particion
es alta (log Po/w = 4), del mismo orden que otros contaminantes prioritarios como los hidrocarburos
policiclicos aromaticos [1]. Se hidroliza rapidamente en agua en medio alcalino, siendo su tiempo de
vida media de 770 ha pH 9 y de 2.4 h a pH 12 [8]. Su permanencia en suelo depende directamente de la
cantidad de materia organica presente; su tiempo de vida media es mayor a 100 dias en este
compartimento ambiental [1].

Su solubilidad baja en agua y su alto caracter lipofilico hace que sea poco probable encontrar este
insecticida en cuerpos de agua [9]. Por otro lado, con una contante de Henry de 6.60X10° m**atm*mol!
se predice que el fipronil y sus metabolitos no se disipan en aire por si mismos, pero la aplicacion del
insecticida en aerosol o por aspersion puede generar que viaje a la deriva por su adsorcion al material
particulado [10].

En un ecosistema, existen distintos mecanismos de degradacion del fipronil, en funcién del
compartimento en que se encuentre y de las condiciones ambientales. En el suelo, se degrada por accion
de la luz solar en los primeros 10 cm y se produce fipronil-desulfinilo; por hidrolisis y en condiciones
alcalinas se produce fipronil-amida, mientras que por medios oxidativos cerca de la superficie se
produce fipronil-sulfona. Debajo de la capa superficial del suelo, se forma fipronil-sulfuro en medios
reductores. El tiempo de vida media de los productos de degradacion en el suelo alcanza hasta 350 dias
[9, 10].

El fipronil desperto el interés de la comunidad cientifica internacional en agosto de 2017, cuando la
Comunidad Europea emitié una alerta sobre la presencia de fipronil en huevos en 15 paises de la
Comunidad Europea, asi como Suiza y Hong Kong; el problema fue identificado inicialmente en
Bélgica [11]. Si bien el insecticida no esta autorizado para su uso en animales de consumo humano, se
presume que fue usado en granjas avicolas para atender plagas de Dermanyssus gallinae, un
ectoparasito, hecho que provoco su presencia en huevos por arriba de su valor permitido de 20 ng Kg™!
como Limite Maximo Residual [12]. Tan s6lo en Gran Bretana el problema represento retirar del
mercado mas de 700 000 huevos potencialmente contaminados con este plaguicida, o bien unos 250 000
en Francia. Ademas, alimentos procesados que contenian huevo también fueron retirados y revisados en
cuanto a su contenido en fipronil [13].

Ante tal evento, es evidente la necesidad de desarrollar nuevos métodos analiticos para la
determinacion de plaguicidas como el fipronil en distintos tipos de muestra, partiendo de una técnica de
extraccion rapida, de bajo costo y amigable con el ambiente. Asi, el andlisis rutinario de gran cantidad
de muestras es econdmica y operativamente factible, ademds de basarse en los principios de la Quimica
Analitica Verde que busca promover su sustentabilidad.
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III. QUECHERS

QuEChERS es el acronimo acufiado para nombrar una técnica de preparacion de muestra destinada a
la extraccion simultanea, no selectiva, de multiples residuos de compuestos organicos en muestras
complejas.

El término fue propuesto por primera vez por Lehotay, Mastovska y Schenck [14]. Tal iniciativa
surge de la necesidad de contar con un método general que permitiese la determinacidon simultanea de
multiples residuos de plaguicidas en frutas y vegetales, aun cuando éstos presentasen polaridad muy
distinta debido a sus diferencias en cuanto a estructuras quimicas. Décadas antes, Mills, Onley y Gaither
[15] ya habian desarrollado un método multiresiduo (MRM, Multiple Residue Method) para la
determinacion de plaguicidas organoclorados no polares, el cual fue evolucionando con el fin de
incrementar los grupos de plaguicidas susceptibles de cuantificar.

Asi, Anastassiades, Lehotay, Stanjbaher y Schenck [16] desarrollaron QUEChERS como un MRM
que involucrase la extraccion con disolventes, seguida de una extraccion en fase solida dispersa, para la
recuperacion eficiente de plaguicidas de distinta polaridad. Ademés de incrementarse los porcentajes de
recobro de ciertos compuestos respecto a otros MRM propuestos hasta entonces, lograron que su
procedimiento fuese facil y rapido de implementar, con reactivos menos téxicos que los usados hasta
entonces y en menor cantidad, reduciéndose también el costo de tratamiento por muestra.

De esta manera, la combinacion de QUEChERS con técnicas cromatograficas permitié6 mejorar los
limites de deteccion alcanzados en la cuantificacion simultanea de plaguicidas de muy diversa indole,
incrementar la confiabilidad de los resultados por ser mas exactos y precisos, ademas de atender a una
necesidad imperante de la Quimica Analitica de contaminar menos en su ejercicio para evaluar la
contaminacion quimica en el ambiente [17]. Asimismo, las caracteristicas de QuEChERS atendian a las
estrategias propuestas por Namiesnik [18] para darle un caracter verde o ambientalmente benigno a la
Quimica Analitica.

Actualmente, QUEChERS ha pasado de ser un MRM para cuantificar plaguicidas en frutas y
vegetales, a constituirse en una técnica que permite la determinacion de muy diversos compuestos en
distintos tipos de muestra, tales como contaminantes prioritarios en bivalvos [19], micotoxinas en
cereales [20], disruptores enddcrinos en peces [21], hidrocarburos aromaticos policicilicos en suelo [22],
entre otros.

En general, la técnica consiste en tres etapas [23]:

1. Preparaciéon de la matriz de la muestra. Si es una muestra sélida, se pesa seca y se fragmenta o
muele, para facilitar la lixiviacion del analito; si la muestra es liquida, se mide su volumen. Si el
analito es un 4cido o base, suele ser necesario ajustar el pH del medio.

2. Extraccion con disolventes y particion favorecida por adicion de sales. Implica la adicion de
disolventes como acetonitrilo en volimenes menores a 20 mL, seguida de la adicion de sales
como sulfato de magnesio y cloruro de sodio en cantidades del orden de gramos. Se agita la
mezcla con vortex o ultrasonido, para después separar las fases por centrifugacion.

3. Limpieza del extracto. Una vez recuperada la fase extractante, se suele afnadir un sélido como
adsorbente para eliminar interferentes quimicos, el cual puede separarse por filtracion o
centrifugacion. El filtrado o sobrenadante puede someterse a técnicas adicionales de tratamiento
de muestra, o recuperarse para su introduccion al instrumento de analisis.

El procedimiento es simple, tal y como puede apreciarse en la Figura 3, lo que constituye una gran
ventaja de QUEChERS frente a otras técnicas de tratamiento de muestra, ya que cada operacion
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adicional complica el procedimiento y es también una fuente potencial de errores sistematicos y
aleatorios [24].

Disolvente orgdnico
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l / inorgdnicas /
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Fig. 3. QUEChERS en el tratamiento de muestras para analisis.

IV. QUECHERS EN LA DETERMINACION DE FIPRONIL

En la actualidad, la mayoria de los métodos con QUEChERS en los que se considera la determinacion
de fipronil (con o sin metabolitos), son MRM. En la Figura 4 puede reconocerse la distribucion en el
tiempo de las 132 publicaciones enlistadas en Scifinder® a mayo de 2018, que corresponden a MRM
con fipronil entre los analitos. Destaca que a partir de 2008 se incluye este plaguicida en este tipo de
estudios, ademas de que el mayor nimero de publicaciones en este &mbito aparecen entre 2014 y 2016.
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Fig. 4. MRM con fipronil entre los analitos, publicados a mayo del 2018.

De estos trabajos, el 11 % reporta el uso de cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés) y
cromatografia de liquidos (LC, por sus siglas en inglés), ambas con deteccion por espectrometria de
masas (MS, por sus siglas en inglés) en sus muy diversas modalidades. Por otro lado, en el 47 % de los
trabajos se utiliza GC-MS, mientras que en el 39 % se reporta solo el uso de LC-MS. El 3 % restante
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consiste en trabajos aislados con cromatografia de fluidos supercriticos-MS, GC con detector de captura
de electrones, o0 GC con detector de captura de electrones y detector de nitrégeno fosforo en serie. Sin
duda, el uso de técnicas cromatograficas en combinacion con MS como técnica de deteccion incrementa
sustancialmente la selectividad del proceso analitico, una necesidad inherente a este tipo de analisis.

A continuacién, se integran los métodos analiticos desarrollados para determinar fipronil en los que
se utiliza QUEChERS, con GC (Tabla I) o LC (Tabla II) como técnica de deteccion.

Tablal. Aplicaciones de QUEChERS en la determinacion de fipronil y otros compuestos por GC.
Analito Muestra Extraccion Limpieza de Exactitud’ Tecnrt'ca LC* | Ref.
muestra analitica
Fipronil 10 gagua | 10 mL ACN3,4 | 300 mg PSA*%, 7245 a 1168 0.01
Atrazina 0 gMgSO4, 1 g 330 mg Cis, 48+15a 11148 GC/MS 0.05 | [25]
Endosulfan sedimento NaCl MgSO,4 63+12 a 80+2 0.01
b oulfo 10g COET* 45 | 100 mg PSA, 600 | 01 2012.56 a 106.59.4.77
F. Sulfona ACOET", 4 g | 100 mg PSA, 1.20+£2.56 a 106.59+4.77
F. Sulfuro VEROIMES | MgSO. 1g | mgMgSOs | 91.0142.59a10351s4.88 | OMS | 001 1 120]
F. Desulfinil NaCl 91.924+5.33 a 08.784+3.49
Fipronil C& SC“(;I(‘)H 91293 0.01
Acrmat'rlna I5¢g 19%/ACN, 6 g 250 mg PSA, 750 83 a 10l GC-ECD 0.01 [27]
kresomix-m legumbres mg MgSOs4 77 a 96 0.01
Piridaben MgS04, 1.5 ¢ 79 298 0.05
NaCH;COO )

Fipronil 2 gcarne | 4 mL ACN, 1.6 | 80 mg Ci3, 80 mg 70+1 a 11246 0.01
Clorfenvinpos | ograsa | gMgSOs4, 04 g | PSA, 150 mg 87427 a 12945 GC/MS "%“ie’ [28]
Cipermetrin bovina NaCl MgSO4 78+9 a 128+27 gra.tsa
Fipronil 86.1a92.0
F. Sulfona 15 30 mL ACOET, | 150 mg PSA, 900 85.1293.8
F. Sulfuro Vegetagles 10 gNaCl, 10 g | mg MgSOsa, 50 86.0295.7 GC/MS 0.03 | [29]
F. Desulfinil NaxSO4 mg GCB?¢ 88.17293.45
F. Amina 85.75a93.17
Fipronil 20 ¢ 5-10 g NaSOsq,
F. Sulfona . 20 mL Acetona, | 75 mg PSA, 150 GC-
F. Sulfuro "Ohﬂfr © | 4gMgSOs, 1 g MgSO4 >80 msms | 0003 | [30]
F. Desulfinil sueto NaCl
?p;gln;(}na 15 ¢ frutas | 30 mL ACN, 3 | 400 mg PSA, zg'g gﬁ:; gﬁgl

' citricas, gNaCl,9¢ 1200 MgSO4 ' GC-ECD’ M [31]
F. Sulfuro 10 g suelo | NaSOs (fruta) (fruta) 89.5 (fruta) 0.005
F. Desulfinil 87.0 (fruta) suelo
Fipronil 10 mL
Metil- 10g CH;COOH 25 mg PSA, 150 | 86.30+2.15 a 93.804+2.35
clorpirifos Jatiles 1%/ACN, 4 g | mgMgSO4, 10 | 91.71+£2.29 2 98.15+2.45 | GC-FID - [32]

. . MgSO4, 1 g mg GCB 89.70+2.24 2 92.504+2.31

Imidacloprida NaCl

! Promedio de recobro, en porcentaje + incertidumbre; 2 limite de cuantificacion, en mg Kg™! o L'!; * acetonitrilo; * amina
primaria/secundaria; 3 acetato de etilo, ¢ grafito de carbon negro, 7 detector de captura de electrones
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Tabla II. Aplicaciones de QUEChERS en la determinacion de fipronil y otros compuestos por LC.

Analito Muestra Extraccion Limpieza de Exactitud Tecnrt'ca LC Ref.
muestra analitica
10 mL H,0, 10 7634
Fipronil 5 g miel mLACN, 4 g - ' LC-DAD! 0.6 [33]
87.7
MgSO4
. . 20-30 mg Clg,
Fipronil 93.4a104.6
F.Sulfona | 10 g suelo, 5- | 5 ML 20, 10 mL |- 30-50 mg 88.9.2 102.7 upLc- | 0005
F. Sulfuro 10 g maiz | ACN>48MgS0s, | PSA, 20 mg 82.4299.8 msms | %0101 [34]
. & 1 g NaCl GCB, 150 m (paja)
F. Desulfinil & ’ & 87.5a103.6 P
MgS04
Fipronil +10g 87.5a 106.1 0.01
Imidacloprida, . 20 mL ACN, 2 97.2a102.4 LC- 0.2
Piraclostrobin, | 2Ufaifa de NaCl | C | 30mgPSA 86.8 2 116.2 MsMs | 002 | ]
Azoxistrobin fnvierno 87.7 2 100.6 0.02
Fipronil 5 mL HCOOH 668 a 115+3
F. Sulfona 10 gsuelo, 5 g o 71£7 a 107£3 LC-
F. Sulfuro cacahuate (Alcﬁf 130;132?&11“ >0 mg PSA 68.9+1 a 12+5 MS/MS 0.001 [36]
F. Desulfinil ’ 76+3 a 1069
Fipronil 82.9+49.7 a 103.3+£3.8
F. Sulfona 5 g algodén, Z'IIHOL?LC%?" 10 301?65 PSA | 8185621085452 | UPLC- | 0.005a 37
F. Sulfuro 10gsuclo |\ he ™ ’NgCI M sog 78.6+6.0 2 108.9+10.5 | MS/MS | 0.01
F. Desulfinil E>, 28 T B4 79.743.5 2 105.6+13.7
15 mL CH;COOH
Fipronil 5-15¢g 1%/ACN, 6 g 3009(%g£SA’ 7941 a 1041 LC- 0.001 | 5g)
Flonicamida algodon MgSO4, 1.5 g M SOg 84+1 a 103£2 MS/MS 0.004
CH;COONa g>L
Fipronil 10 gsuclo | 20mLACN. 4 25?;3(% ;ZA’ 76:94 a 84+3 LC- | 0006 | o
Flonicamida MgSOs, 1 g NaCl MgSO. 87+5 a 97+1 MS/MS 0.002
Fipronil 85.82106.8
F. Sulfona 10 84.8a110.6
F. Sulfuro tgl SmLH,0,10mL | 150 mg 79.32103.2 LC
F. Desulfinil VFge a¢S, | ACN, 4 gMgSOs, | MgSOx, 50 88.2a106.2 vsms | 001 | [39]
Tiametoxam rutas o 2 g NaCl mg Cisg 73.6 a103.8
Clotianidina granos 81.22103.6
Piraclostrobina 83.8a105.3
Fipronil 86al1l2
F. Sulfona 25gteo | o MLILO, 10 mL | 200 mg PSA, 88 a 103 UPLC-
) ACN, 4 g MgSOs, | 100 mg Cis, 0.002 | [40]
F. Sulfuro crisantemo 2 g NaCl 10 mg CNT? 88 a 107 MS
F. Desulfinil 88a 106
5SmL KzHPO4 0.2
Fipronil y 2 ¢ miel AI\(/:II\I;HLB’;/IZ ?(IS 115500mg PCSA’ LC
g miel o ,4 g g 4, mg Cisg, -
orros > . jalea real 1 gNaCl, 1 g 900 mg 85+2 msms | 0001 | [41]
plaguicidas CitNas*, 0.5 g MgSO,
CitNaH’

! Cromatografia de liquidos con deteccion por diodos en fila; 2 Cromatografia de liquidos ultra-rpida; * nanotubos de
carbono; # citrato de sodio; > citrato 4cido de sodio.

El incremento en el uso de fipronil contra cada vez mdas organismos, ademas de la necesidad de
cuantificarlo para reconocer su toxicidad y riesgos en la salud por exposicion a través de distintas vias,
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motivan la busqueda continua de nuevos métodos analiticos para determinar este plaguicida por técnicas
tan eficientes como QuEChERS, en combinacion con técnicas cromatograficas para asegurar una
sensibilidad y selectividad apropiadas. A diferencia de los MRM, estos métodos se han desarrollado
buscando la méxima recuperacioén de fipronil para una mayor exactitud y precision de los resultados,
asegurando asi la confiabilidad de la informacidon quimica.

Como puede observarse, el disolvente mas utilizado es el acetonitrilo, con recobros superiores al 70%
y limites de cuantificacion en el orden de pg Kg!, siendo apropiados para identificar si su concentracion
en alimentos excede el Limite Méaximo Residual. Por otro lado, en la mayoria de los casos se usan
técnicas cromatograficas con MS en la deteccion, con el fin de asegurar la selectividad del anélisis.

V. CONCLUSIONES

QuEChERS es una técnica de extraccion muy versatil en el analisis de muestras sélidas o liquidas,
orientada a separar especies quimicas a nivel de trazas con buen rendimiento, bajo consumo de reactivos
y tiempo de operacion reducido. En los tltimos afios, se ha incrementado el desarrollo de métodos
analiticos basados en QUEChERS y técnicas cromatograficas para la determinacion de fipronil, ya sea
como MRM para cuantificar simultdneamente multiples compuestos organicos, o como métodos
especialmente dirigidos a la cuantificacion de este plaguicida y sus metabolitos. Estos ultimos son de
especial importancia para cuantificar estas especies con gran exactitud y precision, ya que coadyuvan a
la busqueda de evidencia significativa por efectos carcinogénicos, teratogénicos o reproductivos ante
exposicion cronica o aguda. Si estos efectos se descartan, es indudable que el fipronil serd un insecticida
cada vez mas utilizado en la Sociedad por no crear resistencia en organismos blanco.
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