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RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de residuos de 9 

antimicrobianos (6 sulfonamidas y 3 nitrofuranos) y 13 plaguicidas organofosforados en 4 

marcas de leche pasteurizada, de amplia distribución, comercializadas en el Distrito 

Federal. El muestreo se realizó quincenalmente durante un año. Además se evaluó la 

estabilidad de los residuos bajo estudio en presencia de dicromato de potasio y bicloruro de 

mercurio, substancias frecuentemente usadas para prolongar el tiempo de almacenamiento 

de muestras de leche destinadas para análisis químicos. 

El análisis de sulfonamidas y nitroftiranos se realizó por cromatogra.fla de líquidos 

de alta resolución (HPLC) con detector ultravioleta. Para el análisis de los plaguicidas 

organofosforados se utilizó la cromatografia de gases con detector fotométrico de flama 

(FPD). Se determinaron los parámetros de calidad de las metodologías utilizadas para 

asegurar que los resultados obtenidos fueran confiables. La selectividad, sensibilidad, 

linealidad, precisión y exactitud fueron adecuadas para el análisis de residuos. 

Se encontraron residuos de sulfonamidas en las 4 marcas de leches pasteurizadas 

analizadas. En las leches A, B y D, se encontraron residuos de las 6 sulfonamidas 

estudiadas: sulfatiazol, sulfamerazina, sulfametazina, sulfametoxazol, sulfamonometoxina 

y sulfacloropirida.zina, en cambio en la leche C no aparecieron residuos de las últimas dos. 

Los porcentajes de muestras positivas a sulfonamidas fueron: 47.7% (leche A), 58.% 

(leche B), 44.7%(leche C) y 50% (leche D). Los residuos más frecuentes fueron sulfatia2:ol, 

sulfamerazina y sulfameta.zina. Los niveles promedio totales de residuos estuvieron entre 

0.4 y 4.2 .tg/kg. De las 96 muestras analizadas, sólo la leche B presentó 3 muestras con 

niveles de sulfonamidas (sulfamerazina, sulfatiazol, sulfametoxazol) superiores al límite 

máximo de residuos permitido (LMR).



No se detectaron residuos de los nitrofuranos: nitrofurazona, furazolidona y 

furaltadona en ninguna muestra de las leches estudiadas. 

Se encontraron residuos de plaguicidas organofosforados (POF) en las 4 marcas de 

leche analizadas, en. algunas muestras con uno o varios residuos de plaguicidas por encima 

de los LMR establecidos. De los 13 plaguicidas estudiados sólo el coumafós no apareció en 

ninguna de ellas. Los porcentajes de muestras positivas a residuos de POF fueron: 29.2% 

(leche A), 44.7% (leche B), 37.5% (leche C) y 50% (leche D). Los POF que aparecieron 

con mayor frecuencia fueron diclorvos, forato y diazinón. El 8.3% del total de muestras de 

leche analizadas (n = 96) presentaron niveles de POF que sobrepasaron los límites 

aceptables. Los plaguicidas en niveles objetables fueron: diclorvos, clorfenvinfos, forato y 

clorpirifos. Sólo una muestra de la leche A presentó niveles de POF por encima del LMR; 

las leches C y D, 2 y la leche B, 5. 

La adición de dicromato de potasio como conservador en muestras de leche cruda, 

en un nivel del 0. 1%, no interfiere en la estabilidad de residuos de sulfonamidas y 

nitrofuranos en un lapso de 6 a 7 días, dependiendo del antimicrobiano, por lo que se puede 

recomendar su uso cuando sea necesario prolongar el tiempo de conservación de las 

muestras. El bicloruro de mercurio en un nivel del 0.05% también puede usarse, salvo para 

medir residuos de sulfatiazol, ya que aparentemente este antibacteriano se descompone. 

La conservación de muestras de leche cruda con dicromato de potasio (0.1%) o con 

bicloruro de mercurio (0.05%) puede afectar a algunos de los plaguicidas organofosforados 

en leche. El dicromato de potasio aparentemente afectó los plaguicidas mevinfos y paratión 

metílico, y el bicloruro de mercurio los plaguicidas: diclorvos, clorpirifos, forato, 

dimetoato, mevinfos y paratión metílico.



ABSTRACT 

The aim of this work was to determine the presence of 9 antimicroblals (6 

sulfonarnides and 3 nitroftirans) and 13 organophosphorus pesticides residues in four 

commercial pasteurized milk brands, with a wide distribution in Mexico City. Samples 

were taken every two weeks during one year. 

In this work it was also investigated the stability of the antimicrobials and 

organophosphorus pesticides residues under study, in the presence of preservative 

substances such as potassium dichromate and mercuric bichioride, which are cornmonly 

added to increase milk sample storage when sampling and analyses may not be done 

immediately. 

Sulfonamides and nitrofurans were analyzed by high performance liquid 

chromatography with ultraviolet detection and organophosphorus pesticides were analyzed 

by gas chromatography with a flame photometric detector (FPD). Quality parameters of the 

analytical rnethods used were determined to assure reliable data. Selectivity, sensibility, 

linearity, precision and accuracy attained were acceptable for residue analysis. 

Sulfonamide residues were found in all commercial pasteurized milk brands 

analyzed. The six sulfonamides under study: sulfathiazole, sulfamethazine, sulfamerazine, 

su 1 famethoxazole, sulfachioropyri dazine and sulfamonomethoxine were detected in mi lks 

A, B and D, but in milk C the last two were not present. Percentages of positive samples 

to sulfonamides residues were: 47.7% (milk A), 58.3% (milk B), 44.7% (milk C) and 50% 

(milk D). Higher frecuencies were observed for the sulfonamides: sulfamerazine, 

sulfathiazole and sulfamethazine. Total average sulfonamides residues were between 0.4 - 

4.2 .ig'kg. From the 96 milk samples investigated only 3 contained sulfonamides residues



(sulfamerazine, sulfathiazole, sulfamethoxazole) over the maxirnum residue limits (MIRL) 

established. 

Nitrofrirazone, furaltadone and furazolidone residues were not present in any miIk 

sample analized. 

Organophosphorus pesticides, OP, residues were detected in the 4 pasteurized milk 

brands analyzed and in sorne samples one or several OP were over the maximum residues 

limits tolerated.. Of the 13 pesticides investigated only cournaphos was not present in any 

of thern. Percentages of positive samples to OP residues were: 29.2% (milk A), 44.7% 

(milk B), 37.5/o (milk C) y 50% (milk D). Higher frecuencies were observed for the OP: 

dichiorvos, phorate and diazinon. From the 96 milk samples under study, 8.3% presented 

violative residue leveis of dichlorvos, chlorfenvinphos, phorate and chiorpyrifos. Milk A 

only presented one sample with residue leveis over the MRL, milks C and D, two and 

milk B, five. 

The addition of potassium dich.romate (0.1%) to raw milk samples did not affect the 

stability of the sulfonamides and nitroffirans under study, during a storage period of 6 to 7 

days, depending on the antimicrobian. Mercuric bichioride (0.05%) could also be used, 

except for the analysis of sulfathiazofe residues, which apparently degraded in the presence 

of this preservative. 

Preservation of raw rnilk samples with potassium dichromate (0.1%) or mercuric 

bichioride (0.05%) may affect the stability of sorne organophosphorus pesticides. 

Potassium dichromate (0.1%) apparently affected: mevinphos and methyl parathion, and 

mercuric bichloride (0.05%): dichlorvos, chiorpyrifos, phorate, dimethoate, mevinphos and 

methyl parathion.
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ANTECEDENTES 

La utilización de medicamentos de uso veterinario y de algunos plaguicidas 

organofosforados en el ganado productor de leche es una práctica común para prevenir y 

controlar enfermedades en el mismo. Por otro lado, los plaguicidas organofosforados 

también se utilizan en el control de plagas y enfermedades de cultivos destinados a la 

alimentación del ganado lechero, como pastos, alfalfa, sorgo y maíz, entre otros. Cuando 

estas sustancias se aplican inadecuadamente pueden generar residuos tóxicos en la leche. 

Los medicamentos y plaguicidas autorizados para usarse en el ganado lechero deben 

especificar tiempos de espera entre la administración del medicamento y el ordeño de la 

leche para consumo. De la misma manera los plaguicidas utilizados en la producción de 

pastos y cultivos destinados a la alimentación animal, también deben indicar tiempos de 

espera entre su aplicación y la cosecha. La aparición de residuos en la leche se debe 

generalmente a que no se respetan estos tiempos de espera o se usan dosis excesivas (sin 

seguir las indicaciones de la etiqueta), o cuando se usan medicamentos no permitidos en 

las vacas lecheras o plaguicidas no autorizados. 

Entre los residuos de medicamentos más comunes en la leche se encuentran las 

sulfonamidas y nitrofuranos, que se usan para el control de enfermedades infecciosas en la 

vaca, especialmente en la mastitis (inflamación de la ubre) y los plaguicidas 

organofosforados que se aplican como ectoparasiticidas para el control de moscas y 

garrapatas, principalmente. 

La Federación Internacional de Lechería, FIL (Honkanen y Reybroeck, 1997; 

Heeschen y col., 1997) señala que los residuos de sufonamidas, nitrofuranos y plaguicidas 

organofosforados en la leche pueden generar efectos tóxicos en los humanos, en especial en 
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los niños, ya que por su alto consumo en este alimento y su bajo peso corporal pueden 

resultar más sensibles a estas sustancias. 

Se ha señalado que los antimicrobi anos, entre ellos sulfonamidas y nitrofuranos, 

pueden influir en la inducción de resistencia microbiana, desórdenes de la flora intestinal y 

reacciones alérgicas (Honkanen y Reybroek, 1997). Algunos como la sulfametazina y la 

furazolidona se consideran carci nogénicos 

Los daños a la salud ocasionados por los plaguicidas organofosforados están 

relacionados con su capacidad de inhibir la enzima colinesterasa que interviene en la 

transmisión de los impulsos nerviosos. Sus efectos tóxicos a largo plazo se han estudiado 

en trabajadores expuestos cotidianamente a esas sustancias. Entre ellos se mencionan: 

efectos neurotóxicos y conductuales; influencia positiva en la aparición del mal de 

Parkinson; exacerbación de enfermedades infecciosas; leucemia linfocítica crónica (Ortega 

y col., 1994). Algunos se consideran teratogénicos y carcinogénicos (JNE, 2000). 

Los posibles efectos tóxicos de los residuos de medicamentos veterinarios y 

plaguicidas en la leche han llevado a las autoridades sanitarias de los países a establecer 

límites máximos de estos residuos en ella para poder garantizar la inocuidad de este 

importante alimento. A nivel internacional la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la 

Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), han 

formado un programa conjunto, a través del Codex Alimentarius, para establecer y 

recomendar los límites máximos de residuos de medicamentos de uso veterinario y 

plaguicidas en la leche. A nivel nacional, cada país implanta sus propias regulaciones al 

respecto. Se ha observado que en los países donde se tienen programas periódicos de 

seguimiento de residuos en la leche se ha logrado disminuir su incidencia (Honkaneri y 

Reybroek, 1997).
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En México no existen normas oficiales que regulen la presencia de sulfonamidas, 

nitrofliranos y plaguicidas organofosforados en leche. Sólo existe la NOM 091 -SSA1 -1994 

sobre disposiciones y especificaciones sanitarias en leche pasteurizada, donde se señalan 

algunos inhibidores bacterianos pero no incluyen sulfonamidas o nitrofuranos. A pesar de 

que en nuestro país desde 1984 se estableció un Programa Nacional de Control de Residuos 

Tóxicos, Biológicos y Contaminantes en tejidos animales para consumo humano (Romero, 

1997), cuyo responsable es la Secretaría de Agricultura, Ganadería y Pesca, éste sólo ha 

tenido un avance importante en el análisis y control de estos residuos en carne, 

probablemente debido a la necesidad de exportar carne de alta calidad sanitaria. Albert 

(1997) señala que en México la legislación y normatividad sobre la presencia de residuos 

tóxicos en alimentos aún está incompleta, lo que impide garantizar plenamente la calidad 

sanitaria de los alimentos. 

La producción de alimentos de alta calidad y sin residuos tóxicos es una exigencia 

en los países desarrollados, a la cual tienden los países en vías de desarrollo. Esto 

principalmente debido a que los consumidores están cada vez más preocupados por su 

salud y mejor informados sobre los efectos tóxicos que algunos residuos pueden generar. A 

pesar de esto, la presencia de residuos tóxicos en alimentos sigue siendo un problema 

vigente.

La presencia de residuos de sulfonamidas en leche ha sido informada en varios 

países: Costa Rica (Monge y col., 1993), Alemania (Grether y col., 1994), Italia (Ferrini y 

col., 1994) y Estados Unidos (Zomer y col., 1992; Schwart y Lightfield,1995). Sólo en las 

leches de Italia y Costa Rica se encontraron niveles de residuos por encima de los máximos 

recomendados internacional mente.
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En la literatura no se encontraron informes sobre la presencia de residuos de 

nitrofuranos en leche, aunque sí en alimentos destinados a la alimentación animal (Bautista 

y col., 1995). y en algunos otros alimentos de origen animal como carne de polio y huevo 

(Kumar y col., 1994) y en hígado de cerdo «Horne y col., 1996). 

En el caso de los residuos de plaguicidas organofosforados también se han 

detectado en la leche producida en países como: Francia (Venant y col., 1989), Estados 

Unidos (Yess y col., 1991), Egipto (Abd-Alla y col., 1991; El-Hoshy, 1997), Cuba (Noa y 

col., 1992), Australia (Spradbery y Tozer, 1996) y Eslovenia (Ganick y col., 2000). En casi 

todos los estudios realizados, excepto en Francia y Eslovenia, se encontraron algunas 

muestras con residuos superiores a los límites máximos permitidos. 

En México, en la época en que se realizó este trabajo, estaban señalados para uso en 

ganado lechero: 6 sulfonamidas, 3 nitrofriranos y 5 ectoparasiticidas organofosforados 

(Directorio de Medicina Veterinaria, Nutrición y Zootecnia, 1997). Además en el Catálogo 

Oficial de Plaguicidas (CICOPLAFEST, 1997) estaban autorizados para uso pecuario (en 

bovinos) y agrícola (pastizales, alfalfa y otros cultivos usados en alimentación del ganado 

lechero como maíz, sorgo y soya) 13 plaguicidas organofosforados. 
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J1JSTIFICACLON 

En México, de acuerdo a la revisión bibliográfica realizada, no existen trabajos 

publicados sobre la presencia de residuos de medicamentos veterinarios y POF en leche 

pasteurizada comercializada en el Distrito Federal, por lo que sería deseable estudiar la 

situación actual de los niveles de estas sustancias y en caso de ser necesario, tratar de 

colaborar con las instancias adecuadas para su prevención. 

El establecimiento de un programa de detección y prevención de la presencia de 

residuos en la leche es un instrumento útil para promover los niveles de calidad necesarios en 

este sentido, y constituye una necesidad real imperiosa desde el punto de vista económico 

actual. Por otro lado, los requerimientos comerciales actuales en el mundo tienen como parte 

indispensable el control de los residuos y contaminantes más comunes, por lo que resulta 

imposible acceder a este mercado sin desarrollar dicho control de forma sistemática. 

El desarrollo de metodologías para el análisis de residuos tóxicos en los alimentos 

abre la posibilidad de brindar asesoría y capacitación a productores lecheros y a la 

industria láctea. 

En México no existe una norma oficial que establezca el límite máximo de residuos 

permisibles para sulfonamidas, nitrofliranos y plaguicidas organofosforados en leche. Por lo 

que los resultados obtenidos en esta investigación podrían ser de utilidad como base para 

hacer una propuesta de norma nacional para el control de estos residuos en leche pasteurizada. 
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HIPOTESIS 

La presencia de algunas sustancias químicas de uso veterinario como plaguicidas 

organofosforados, sulfonamidas y nitrofijranos en la leche pasteurizada comercializada en 

el Distrito Federal alcanza niveles dañinos para la salud humana. 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la presencia de residuos de sustancias químicas de uso veterinario en la leche 

pasteurizada comercializada en el Distrito Federal. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

OBJETIVO 1: Medir la presencia de residuos de las sulfonamidas y nitrofuranos usados por 

el servicio veterinario en leche pasteurizada comercializada en el Distrito Federal. 

OBJETIVO 2: Determinar la presencia de tos plaguicidas organofosforados empleados para 

uso pecuario y en pastos en leche pasteurizada comercializada en el Distrito Federal. 

OBJETIVO 3: Determinar si la adición de agentes conservadores a las muestras de leche 

afecta la concentración de los residuos de sulfonamidas, nitrofuranos y plaguicidas 

organofosforados estudiados.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA 

1.1 Sulfonamidas 

Las sulfonamidas son un grupo de compuestos orgánicos sintéticos, que tienen una 

amplia actividad antibacteriana (actúan contra gérmenes gram positivos y negativos). Su 

núcleo base es el ácido p-aminobencen-sulfónico. Tienen efecto bacteriostático porque 

interfieren en la asimilación del ácido p-aminobenzoico, necesario para la producción del 

ácido fólico por las bacterias, lo que deprime la síntesis de ADN. Cuando se usan 

combinadas tienen efectos sinérgicos y su combinación con trimetropim es a menudo 

bactericida. En medicina veterinaria también se les usa combinadas con antibióticos 

(Sumano y Ocampo, 1997). 

Metabolismo.- Las sulfas son metabolizadas por el hígado y varios otros tejidos. 

Durante su metabolismo se oxidan y forman derivados con el ácido glucurónico. También 

pueden acetilarse (Sumano y Ocampo, 1997). 

Excreción. - Las sulfonamidas se excretan principalmente por el riñón, aunque 

también se eliminan por heces, bilis, sudor y en la leche de los animales lactantes en 

concentraciones muy similares a las de la sangre (Sumano y Ocampo, 1997). La velocidad 

de excreción de las sulfonamidas es variable. Paulson y col. (1994) observaron la presencia 

de residuos de sulfametazina en leche de vaca en niveles de 20 ppb, 4 días después de 

administrada la dosis y de 2 ppb después de 7 días. Por otro lado, Mitchell y col. (1999) 

informaron que cuando administraron alimento adicionado con dosis muy altas de 

sulfametazina (250 mg/kg de alimento), se encontraron residuos de esta substancia en 

niveles de 21-120 .ig/L mientras el alimento se administró, pero por otra parte a los 2 días 

de retirado el alimento ya no se detectaron residuos. Sheleih y col. (1997) encontraron 
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residuos de sulfametazina en leche de búfalas después de 108 horas de haberla 

administrado por vía intravenosa. 

Toxicidad aguda. - midriasis, debilidad muscular, ataxia, colapso y posible muerte. 

Toxicidad crónica.- baja de peso, inhibición del crecimiento, reacciones en la piel, 

daños en el tejido hematopoyético. La sulfametazina (sulfadimidina) se considera 

carc i nogéni ca. 

Límites máximos de residuos en leche: El Codex Alimentarius y La Unión Europea 

establecen 100 ig/L para cualquier sulfonamida, excepto la sulfameta.zina, que por sus 

posibles efectos carcinogénicos el LMIR es de 25 g/L. La FDA, en Estados Unidos, 

establece un LMR de 10 .Lg/L para esta misma sulfonamida (Honkanen y Reybroeck, 

1997).

De acuerdo con el Directorio de Medicina Veterinaria, Nutrición y Zootecnia 

(1997), en México se usan en forma mayoritaria en el ganado productor de leche 6 

sulfonamidas: sulfatiazol, sulfamerazina, sulfametazina, sulfamonometoxina, 

sulfametoxazol y sulfacloropiridazina, sus fórmulas estructurales se presentan en la Figura 

1. 1. Se les encuentra en mezclas de 2 a 3 de ellas, combinadas con trimetropin y en 

algunos casos mezcladas con antibióticos. 

La aplicación de estos medicamentos está indicado para casos de mastitis, 

infecciones respiratorias, gastrointestinales y genitourinarias. Las vías de administración 

pueden ser oral o inyectable.
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Figura 1 1 Estructuras moleculares de las sulfonamidas cuyos residuos pueden aparecer en 

leche.
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En todas las presentaciones comerciales de estos medicamentos veterinarios se 

indican tiempos de espera entre su aplicación a las vacas y la recolección de leche para 

consumo. Los tiempo fluctúan de 3 a 5 días en mezclas que sólo contiene sulfonamidas y 

trimetropin, y de 3 a 14 días en algunas mezclas con antibióticos. 

Métodos de análisis de sulfonamidas 

La determinación de residuos de sulfonamidas en leche puede realizarse a diferentes 

niveles. Existen pruebas de monitoreo (para detectar muestras positivas a la presencia de 

antimicrobianos) y pruebas de confirmación e identificación. Las pruebas de monitoreo de 

sulfonamidas se basan en la inhibición del desarrollo de un microorganismo (Tabla 1.1). 

Tabla 1. 1 Métodos empleados para el monitoreo de residuos de sulfonamidas en leche. 

Método Microorganismo Sensibilidad Referencia 

Ensayo de disco B. stearothermophilus 0. 1 - 1 .ig/ml Monge y col. , 1993 

Reducción del 

negro brillante 

(BRT)

B. stearothermophilus 0.1 - 1 pg/m1 Heeschen, 1993 

Vaho T 101 S. thermophilus 0.5 - 2.5 ng/ml Carlsson y Bjórck, 1991 

ArIa microtest B. subtilis 1.0 tg/ml Charm y Ruth 1991 

Charm II Receptor microbiano 2.5 .tg/kg 

10 i.g/kg

Ferrini y col., 1994 

Prueba en placa B. subtilis 10 ig/kg Nouws y col., 1999
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Estas pruebas son de utilidad para trabajos de monitoreo por su amplio espectro de 

detección, su fácil manejo, la posibilidad de trabajar sin equipo sofisticado ni personal 

entrenado y su relativamente bajo costo. No obstante, estas pruebas tienen la desventaja de 

ser inespecíficas y que algunas sustancias del mismo grupo se detectan con mayor o menor 

sensibilidad, dependiendo de su forma de actuar sobre el microorganismo de prueba 

(Suhren y Heeschen, 1996). 

Como puede observarse en la Tabla 1. 1, una parte de estos métodos no cumplen con 

el requisito de sensibilidad requerido indispensable para alcanzar el nivel del LMIR de 

sulfonamidas en leche. Por esta razón fue necesario diseñar otros métodos analíticos que 

cumplieran con dicho requisito, y que, además, frieran capaces de identificar positivamente 

al compuesto específico presente. Las pruebas de confirmación pueden ser por inhibición 

microbiana, receptor microbiano, receptor de anticuerpos, inmunoensayo, cromatografia en 

capa fina (CCF), cromatografia en capa fina de alta resolución (HPTLC), cromatografia de 

líquidos de alta resolución (HPLC) o espectrofluorométricos. Algunas de estas pruebas 

sirven, además, para identificar la sulfonamida presente. 

Las pruebas de receptor microbiano se basan en que la mayoría de las sustancias 

antibióticas actúan uniéndose específicamente a un sitio en el microorganismo, causando 

una interrupción de la actividad metabólica. En estas pruebas se detectan grupos o familias 

de sustancias y tienen la ventaja de ser más específicas que las técnicas de monitoreo (Petz, 

1990). Otros métodos son los inmunoenzimáticos: en este grupo Grether y col. (1994) y 

Wu y col. (1999) diseñaron pruebas de ELISA con límites de detección inferiores a 10 

4g/kg.

Los análisis cromatográficos instrumentales permiten identificar y cuantificar con 
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precisión los residuos de sulfonamidas. Son los que más se utilizan actualmente, sin 

embargo, son análisis costosos, que implican mayor tiempo y personal capacitado. En la 

tabla 1.2 se presentan algunas de las metodologías informadas en la literatura. 

El análisis de residuos de sulfonamidas en leche por I-IPLC consta de varias partes: 

extracción de los residuos de la matriz, purificación y análisis cromatográfico. Como las 

sulfonamidas son bastante solubles en disolventes polares, generalmente la extracción se 

realiza con cloroformo, diclorometano, acetona, acetonitrilo o acetato de etilo. Además 

algunos de estos disolventes tiene la ventaja de que desnaturalizan las proteínas de la leche, 

lo que produce extractos más limpios y favorecen la extracción de los residuos que están 

unidos a las proteínas. La purificación de los residuos se realiza por reextracción de las 

sulfonamidas en un medio acuoso, a un pH determinado (éste factor es crítico para lograr 

recuperaciones adecuadas) o por extracción en fase sólida, en algunas metodologías más 

modernas. Una vez purificado el extracto, los residuos se detectan y cuantifican por HPLC; 

principalmente se utiliza la fase reversa (con columnas C 18 ) y utilizando como fase móvil 

mezclas de buffer con metano o acetonitrilo. La detección puede hacerse con detectores UV 

o arreglo de diodos UV-VIS.
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Tabla 1.2 Métodos instrumentales para el análisis de sulfonamidas en leche. 

TÉCNICA CONDICIONES DE SENSIBILIDAD REFERENCIA - 

ANALÍTICA ANÁLISIS 

HPTLC Placas de silicagel para ng 
HPTLC. Identificación con Knupp y col., 1986 
fluorescamina. Sherma y Duncan. 1986 
Cuantificación por 
densitometría fluorescente a 
366 nm 

HPLC Columna C 18 con buffer 10 pglkg Hoffmeister y col., 1991 
acetato de sodio 0.01 M, pH 
4.6: acetonitrilo. 
Detector UV a 270 nm 

HPLC Columna C 8 , fase móvil 
buffer acetato (pH 4.7)1 < 10 .tg/kg Agarwal, 1993 
metanol. 
Detector: arreglo de diodos 

HPLC Columna C 18 , fase móvil 3 .tg/kg Ferrini y col., 1994 
buffer acetato 
(pH 4.5)! acetonitrilo 
Detector: UV con arreglo 
de diodos 

Espectrofluorometría Primera derivada 6 -21 sg/kg 
Primera y segunda derivada para Mahedero y col., 

sulfapindazina 1994 a y b 
0.7 -2.7 .tg/kg 

para 
sulfanilamida 

HPLC Fase reversa con detector de 10 .tgfL AOAC (Método oficial), 
arreglo de diodos 1995 

HPLC Fase reversa con detector de 10 a 100 ng Combs y col., 1996 
espectrometría de masas de 
ionización química a 
presión atmosférica
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Problemática mundial de residuos de sulfonamidas 

En varios estudios realizados en Estados Unidos entre 1985 y 1990, se encontraron 

muestras de leche positivas a sulfonamidas con niveles de residuos entre 5 y 75 ig/kg. A 

partir de estos resultados la FDA (Departamento de alimentos y drogas de EE.UU.) 

introdujo valores de seguridad para sulfonamidas en leche de 10 tg/kg, aunque la 

Comunidad Económica Europea (CEE) aprobó un contenido de 100 .tg/kg para residuos 

totales de sulfonamidas y el CODEX adoptó 25 tg/kg para sulfametazina (CEE, 1992, 

CODEX, 1997). 

En un estudio desarrollado en leche comercial en Estados Unidos, Zomer y col. 

(1992) detectaron residuos de sulfametazina, sulfametoxina y sulfatiazol, entre otros. Más 

tarde Schwartz y Lightfield (1995) al analizar 250 muestras de leche, sólo encontraron 2 

muestras con niveles de sulfametazina de 10 ppb y el resto con niveles de 1 ppb en su 

mayoría. 

Hoffmeister y col. (1991) analizaron 215 muestras de leche, procedentes de 8 

países europeos para determinar residuos de sulfonamidas, utilizando ensayos de inhibición 

microbiana (BR- Test, Enterotox AS y Delvotest SP), así como por el Charm Test II y un 

método inmunoenzimático. Las muestras positivas o dudosas a la presencia de 

sulfonamidas por las técnicas anteriores fueron analizadas por HPLC para determinar 

sulfadimidina, pero en ningún caso se pudo encontrar esta sustancia. 

Monge y col. (1993) informaron que de 200 muestras analizadas en San José de 

Costa Rica, un 9% de la leche cruda y un 2% de la leche pasteurizada presentaron 

inhibidores, incluyendo antibióticos y sulfonamidas 

En Alemania Grether y col. (1994) encontraron 6 muestras de leche cruda y 5 de 
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leche UHT contaminadas con sulfadimidina, de un total de 197 y 252 analizadas 

respectivamente, aunque los autores consideraron que estos resultados positivos se deberían 

tornar con reserva por la antigüedad de las muestras. 

En la zona de Lazio, Italia, Ferrini y col. (1994) refirieron un 37% de muestras 

positivas para sulfonarnidas en un estudio realizado en 102 muestras de leche cruda. Los 

niveles de residuos informados fueron de 3.2 - 19.7 j.tglkg. La sulfameta.zina fue el residuo 

más común (19 muestras); también identificaron sulfamerazina (2 muestras) y 

sulfaquinoxalina (3 muestras). 

Meligren y col.(1996) en Suecia, encontraron 6 muestras positivas a sulfametazina, 

de 330 analizadas, en niveles inferiores al LMIR. 

En Eslovenia, Ganick y col. (2000) analizaron 406 muestras de leche y ninguna 

presentó residuos de sulfonamidas. 

A la fecha, en México no se han encontrado trabajos publicados sobre la presencia 

de residuos de sulfonamidas en leche. 

1.2 Nitrofuranos 

Son compuestos sintéticos derivados del furano; tienen un amplio espectro, 

principalmente dirigido a bacterias gramnegativas, algunos hongos y protozoarios. 

Los nitrofliranos en general actúan disminuyendo los procesos oxidativos en la 

bacteria y esto reduce la generación de energía aprovechable por los gérmenes 

destruyéndolos. Su mecanismo de acción antibacteriano presenta dos aspectos: inhibición 

del metabolismo de carbohidratos y rompimiento de la cadena de ARN por parte de los 

metabolitos secundarios de los nitrofliranos (Sumano y Ocampo, 1997). 
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Según el Directorio de Medicina Veterinaria y Zootecnia (1997), en México se 

encuentran en uso 3 nitroftiranos, que son nitroflirazona, furazolidona y furaltadona, cuyas 

estructuras se muestran en la Figura 1.2. 

La nitrofurazona generalmente se usa a nivel local, en el tratamiento de heridas y 

quemaduras. En el ganado adulto se emplea en el tratamiento de la mastitis como secador 

(Sumano y Ocampo, 1997). 

La furazolidona o furoxona es muy útil para el tratamiento de enteritis e infecciones 

por Salmonella spp. , E. coli, Enterobacter spp. y Shigel/a spp. Se emplea en becerros para 

el tratamiento de la diarrea a dosis entre 5 y 20 mg/kg. 

La furaltadona se ha utilizado básicamente en el tratamiento de la mastitis, 

aplicándola por vía intramamaria a razón de 500 mg/cuarto. Se informa que su vida media 

en leche puede ser desde 13 minutos hasta 2.5 horas en prerumiantes (Sumano y Ocampo, 

1997).

Metabolismo.- Los nitrofijranos se absorben rápido por el tracto gastrointestinal. El 

40% de las dosis administradas son excretadas por la orina sin sufrir cambio alguno y el 

resto lo metaboliza el organismo animal. 

Toxicidad aguda.- La frirazolidona es sumamente tóxica por vía oral cuando se 

administra a becerros. Dosis tan bajas como 3 mg/ kg. producen en uno o dos días parálisis 

del tren posterior, a menudo irreversible, y dosis más altas llegan a producir convulsiones. 

Pueden causar también daños en la médula ósea produciendo hemorragias y cambios 

hemáticos.
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Figura 1.2 Estructuras moleculares de los nitrofriranos cuyos residuos pueden aparecer en 

leche. 
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Toxicidad crónica.- La administración continua de nitrouijrazona es capaz de reducir 

la ingestión de alimentos. Por estas razones, se contraindica el uso de la nitrofurazona en 

los becerros. Se han detectado alteraciones funcionales inducidas por residuos de 

furazolidona en alimentos sobre un tipo de células tumorales intestinales (Vincentini y col. 

1993).

Límites máximos de residuos. - No obstante su amplio uso en veterinaria, no existe 

una reglamentación homogénea respecto a su empleo. Por ejemplo, en Canadá está 

prohibida la venta de derivados del 5-nitrofurano para su utilización en animales 

productores de alimentos, en cambio en España, Galeano y col. (1994) mencionan que 

existen formulaciones de mezclas de nitrofuranos que se administran con los alimentos, 

sobre todo en explotaciones de tipo intensivo. En Estados Unidos no se admite la aparición 

de sus residuos en alimentos desde hace años (Hapke y Grahwit, 1987), mientras en la 

Comunidad Económica Europea se toleran 5 p.g/kg en músculo y vísceras, no así en leche 

(CEE, 1992). 

El control de residuos de nitrofliranos en alimentos de origen animal es un esfuerzo 

que se hace internacionalmente. La Comisión Mixta de Expertos en Aditivos Alimentarios 

de la FAO/OMS (1992) en su Reunión No. 40 revisó los aspectos de seguridad de los 

residuos de furazolidona y nitrofurazona, sin embargo, ambos compuestos se encuentran 

incluidos en el listado de sustancias ante las cuales el CODEX no ha tomado aún ninguna 

medida (CODEX, 1997), por lo que el asunto de la presencia de estos residuos en la leche 

no es aún un tema concluido. 

En México no existe una norma que regule el contenido de residuos de nitrofliranos 
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en leche. 

Métodos de análisis de nitrofuranos 

Existen en la actualidad en el mundo un buen número de métodos analíticos que 

permiten analizar nitrofliranos en leche y otros alimentos de origen animal con suficiente 

sensibilidad y precisión. Debido a que son extremadamente fotosensibles su análisis 

requiere de precauciones. 

Entre las técnicas analíticas para la determinación de nitrofuranos en ¡eche se han 

utilizado la cromatografia de líquidos de alta resolución (T-IPLC) y la cromatografia en 

capa fina de alta resolución (HPTLC). 

Degroodt y col. (1992) diseñaron una técnica de HPLC en fase reversa con 

detección por arreglo de diodos para la determinación de nitrofuranos y cloranfenicol en 

carnes y pescado, con una sensibilidad de 1 jg/kg para nitrofurazona y furazolidona y 2 

4g/kg para furaltadona. 

Galeano y col. (1994) detectaron nitrofiirantoina, ftirazolidona y furaltadona por 

HPLC; utilizaron columna de fase reversa de alta velocidad (0.46 cm d.i., 3.3 cm de largo) 

y como fase móvil buffer de acetatos (pH 3.7) con acetonitrilo. La detección se hizo en EJV 

a 360 nm. El análisis en muestras de leche fortificadas con nitrofuranos a concentraciones 

entre 0.25 a 0.50 jig!g arrojó niveles de recuperación entre 79.2 y 87.6%. 

Etcherhoff y Petz (1994), aplicaron la técnica de HPTLC en placas de silicagel para 

detectar fiirazolidona, nitrofurazona, furaltadona y nitrofúrantoina. Los residuos se 

extrajeron con acetonitrilo. La separación de los nitrofuranos en la placa se hizo con la fase 

móvil metanol- ácido acético glacial (70-30 y/y) y la detección se realizó por derivatización 

con piridina, para producir derivados fluorescentes. El límite de detección obtenido fue 
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menor de 0.5 j.ig/kg y los niveles de recuperación de la técnica estuvieron entre 54 y 94%. 

Problemática mundial de los residuos de nitrofuranos 

En la literatura mundial no se encontraron informes sobre la presencia de residuos 

de nitrofuranos en leche, aunque sí en alimentos destinados a la alimentación animal 

(Bautista y col., 1995) y en algunos otros alimentos de origen animal. Horne y col. (1996) 

detectaron residuos de furazolidona en niveles entre 1.6-2.1 .ig/g en hígado de cerdos 

tratados (6 días después del retiro) y Bellomonte y col. (1993) encontraron residuos de 

nitroflirazona, furazolidona y furaltadona, entre 10-20 ppb, en hígado de pollos medicados 

(3 días después del retiro). Kumar y col. (1994) encontraron residuos de furaltadona en 

carne de polio (1 día después del retiro) y en huevo (3 días después del retiro). 

En México, Bautista y col. (1995) encontraron furazolidona y nitrofurazona en 

alimentos comerciales para pollos de engorda, cuya información en la etiqueta no indicaba 

la presencia de estas sustancias, mientras estos mismos autores revelan que las 

concentraciones en alimentos destinados al consumo humano sobrepasan los valores 

establecidos internacionalmente al efecto. 

1.3 Plaguicidas organofosforados 

Son ésteres orgánicos del ácido fosfórico, con fórmula estructural general: 

RO	O(S) 

P 

RO	O (S) grupo saliente 
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Los grupos R son etilos o metilos generalmente. De acuerdo a la unión del átomo de 

fósforo con oxígeno o con azufre se clasifican en ortofosfatos (unido a 2 átomos de oxígeno), 

ditiofosfatos (unido a 2 átomds de azufre), tionofosfatos ( P=O, P-S), tiolfosfatos ( P--S, P-O). 

Atendiendo a la naturaleza del grupo saliente puede ser alcano, alqueno o aromático, entre 

otros (Hassal,1990; Repetto y col., 1996). 

Los plaguicidas organofosforados (POF) son substancias muy solubles en disolventes 

orgánicos y presentan de poca a moderada solubilidad en agua. A pesar de que son 

liposolubles su bioacumulación en los seres vivos es poca comparada con sus congéneres 

dorados, muchos de los cuales ya están prohibidos mundialmente como es el caso del DDT, 

eldrín y dieldrin, entre otros. 

Se considera que los POF son poco persistentes en el ambiente y biodegradables, por 

ello su uso se ha incrementado en el control de plagas y enfermedades tanto en agricultura 

como en ganadería, pues son muy efectivos en el control de insectos y ácaros. Sin embargo, 

debido a sus efectos nocivos a la salud humana y por su alto uso agrícola, industrial y 

doméstico, en Estados Unidos se están reevaluando para determinar si es necesario cancelar 

los registros y prohibir el uso de algunos de ellos (Cortinas, 2001). 

Degradación en el medio ambiente.- El calor, la luz, el aire, el pH y los 

microorganismos pueden degradar los POF en el medio ambiente. Las principales reacciones 

que sufren los POF son hidrólisis, reducción y oxidación. 

Metabolismo. - En general el metabolismo de los POF en los seres vivos consiste en la 

transformación de las moléculas originales en compuestos más polares y solubles que faciliten 

el transporte y excreción de estos metabolitos. Las principales reacciones que ocurren son 

hidrólisis, oxidación y conjugación, ésta última casi siempre después de que ocurren las dos 
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primeras. Los metabolitos oxidados de algunos POF se convierten en inhibidores de la 

acetilcolinesterasa más potentes que el compuesto original, esto ocurre más comúnmente en 

insectos que en vertebrados (Hassal, 1990). 

En los humanos las enzimas que intervienen principalmente en el metabolismo de 

plaguicidas son hidrolasas (esterasas, amidasas), oxigenasas (sistema monooxigenasa del 

citocromo P450, del retículo endotelial de los hepatocitos) y transferasas (glutatión y 

glucuroniltranferasas) [Hassal, 1990]. 

Excreción. - Los POF y sus metabolitos se eliminan por la orina y las heces. Además 

pueden excretarse en la leche de los mamíferos (Hassal, 1990; Repetto y col., 1996). 

Toxicidad.- Todos los POF deben sus efectos tóxicos a la inhibición de la enzima 

colinesterasa que interviene en la transmisión de los impulsos nerviosos. La toxicidad de los 

POF depende de varios factores: estructura, concentración, persistencia, metabolismo, niveles 

de exposición y sensibilidad del individuo (Repetto y col., 1996). 

Toxicidad aguda.- Las manifestaciones clínicas más frecuentes son dolor de cabeza, 

mareos, debilidad, falta de coordinación, temblores, náusea, diarrea, salivación y miosis, que 

pueden complicarse con broncoconstricción, edema pulmonar, parálisis respiratoria y muerte, 

dependiendo de la gravedad de la intoxicación (Palacios y col., 1999). 

Neuropatía intermedia.- Se presenta después de uno a tres días de la intoxicación 

aguda, comprende debilidad y parálisis de los músculos proximales de las extremidades y de 

los flexores del cuello. Es un cuadro severo producido por algunos POF como: dimetoato, 

fentión, metamidofós y monocrotofós (Repetto y col., 1996). 

Neuropatía retardada. - Aparece después de dos o tres semanas de una intoxicación 

aguda Comienza con calambres agudos en las pantorrillas, adormecimiento de pies y a veces 

de manos y finalmente debilidad en los mismos. Algunos de los POF que pueden producir este 
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problema son: clorpirifos, dimetoato, metamidofós, triclorfón, entre otros (Repetto y col., 

1996).

Toxicidad Crónica. - A través de estudios epidemiológicos se ha informado que los 

POF pueden causar: alteraciones emocionales, disminución de la capacidad de concentración 

y de la memoria, parkinsonismo y exacerbación de enfermedades infecciosas, entre otros 

(Palacios y col., 1999; Ortega y col., 1994). Algunos POF se consideran carcinogénicos 

(diclorvos), inductores de tumores (fentión, naled, paratión) y teratogénicos (etión, forato) 

[Moses ,1992; INE, 2000]. 

La CICOPLAFEST (Comisión Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de 

Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancia Tóxicas), en la que participan las Secretarías de: 

Agricultura, Ganadería y Desarrollo Rural; Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca; 

Salud; Comercio y Fomento Industrial, es quien se encarga de la regulación y control de los 

plaguicidas en México. Esta comisión edita el Catálogo Oficial de Plaguicidas, el cual 

contiene los plaguicidas autorizados en el territorio nacional, indicando sus usos, aplicaciones 

y presentaciones. Se estima que en México la importación de plaguicidas en los años de 

1997,1998 y 1999 fue de 89, 99 y 80 millones de kilogramos, respectivamente. Además de las 

70 toneladas anuales producidas en el país en esos años (INE,2000). 

En México, los POF clorfenvinfos, clorpirifos etil, coumafos, dia.zinón, diclorvos, 

etión y fentión están autorizados para uso pecuario (bovinos), se utilizan principalmente como 

garrapaticidas aunque algunos también se aplican contra larvas, moscas y piojos. Su forma de 

aplicación es en baños de inmersión o de aspersión (CICOPLAFEST, 1997; Directorio de 

Especialidades Veterinarias, 1997).
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Los POF autorizados para uso agrícola en pastizales y alfalfa son: clorpirifos etil, 

dimetoato (cygon), disulfotón (disyston), metil-paratión, diazinon, etión, fentión y malatión. 

Los anteriores y otros como el mevinfos (fosdrin) y forato se utilizan también en algunos 

cultivos como maíz, sorgo y soya (CICOPLAFEST, 1997) que se emplean mucho en la 

alimentación del ganado lechero. Estos dos últimos plaguicidas son de uso restringido, es decir 

que "sólo podrán ser adquiridos en las comercializadoras mediante la presentación de una 

recomendación escrita de un técnico oficial o privado que haya sido autorizado por el gobierno 

federal" (CICOPLAFEST, 1997). En la Figura 1.3 se presentan las fórmulas estructurales de 

todos los POF mencionados. 

De acuerdo a la Asociación Mexicana de la Industria Fitosanitaria, los POF metil-

paratión., clorpirifos, malatión, diazinón y mevinfos están entre los de mayor uso a nivel 

nacional (INE, 2000). 

La clasificación por peligrosidad de los POF señalados varía entre extremadamente 

tóxicos y moderadamente tóxicos (DI- 50 oral en rata entre 5 y 2500 mg/kg) y su ingesta diaria 

admisible en el humano fluctúa entre 0.0005 y 0.02 mg/kg de peso corporal (Tabla 1.3). 

Los intervalos de seguridad que deben guardarse entre la aplicación del plaguicida y 

la recuperación de la cosecha, el pastoreo del ganado o la obtención de la leche de las vacas 

es de suma importancia para evitar la presencia de sus residuos. Sin embargo, en el 

Catálogo Oficial de Plaguicidas (1997) sólo 2 de los 6 plaguicidas para uso pecuario 

indican el intervalo de seguridad para leche. De los 11 de uso en pastos, forrajes y otros 

cultivos sólo el disulfotón no tiene señalado su intervalo de seguridad en los cultivos 

(Tabla 1.3), aunque señala que debe aplicarse en el momento de la siembra. En el Directorio 
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de Especialidades Veterinarias (1997) no se señalan tiempos de espera entre la aplicación del 

plaguicida y la obtención de la leche. 

En el Catálogo Oficial de Plaguicidas también se indican los límites máximos ele 

residuos (LMR) permitidos en la leche (Tabla 1.3). Todos los plaguicidas mencionados de 

uso pecuario tienen señalados estos límites, los cuáles son semejantes a los establecidos 

por el Codex (1993), excepto para coumafos que es mucho menor (0.02mg/kg). En el caso 

de los de uso agrícola y pecuario, el fentión y el clorpirifos sí tienen establecido su LMR 

en leche, sin embargo, para el fentión el LMR del CODEX es mayor (0.05 mg/kg). De 

los 6 plaguicidas de uso agrícola que no tienen un LMR para leche, el CODEX si da un 

limite de 0.02 mg/kg para el disulfotón y 0.05 mg/kg para el forato. En el Catálogo Oficial 

de Plaguicidas, todos los plaguicidas de uso agrícola tienen establecidos sus LMR en los 

cultivos donde está autorizado su uso, excepto para el disulfotón. 

Métodos de análisis de plaguicidas organofosforados 

Los residuos de plaguicidas organofosforados en leche se determinan por métodos 

como la cromatografla de gases (CG) y la de líquidos de alta resolución (HPLC). Aunque 

la primera es la más común (Tabla 1.4) utilizando detectores selectivos como el de 

nitrógeno—fósforo (NPD) y el fotométrico de flama (FPD) o acoplada a la espectrometría 

de masas.
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Tabla 1.3 Dosis letal media (oral en rata), intervalo de seguridad o tiempos de espera, ingesta 

diaria admisible (humanos) y límites máximos de residuos de plaguicidas organofosforados 

autorizados en México para uso en bovinos, pastos y otros cultivos utilizados en alimentación 

animal. 

Plaguicida DL50 oral en Intervalo de IDA (mg/kg de LMR en leche 

(P)= Pecuario rata (mg/kg) seguridad o tiempo peso corporal) (mg/kg) 

(A)= Agrícola de espera (días) 

Clorfenvinfos (P) 10 Leche (3-5 horas) 0.0005 0.008 

Coumafos (P) 16 Bovinos (20) 0.0005 0.500 

Diclorvos (P) 25-56 No indica 0.004 0.02 

Diazinón (P y A) 1250 Leche (3) 0.002 0.02 
Alfalfa (10) 
Pastos (21)  

Etion (P y A) 208 Sorgo (30) 0.002 0.02 
Maíz (50)  

Clorpirifos (P y A) 96-270 Alfalfa y potreros (21) 0.01 0.01 

Disulfotón (A) No indica 0.003 No indica 

Dimetoato (A) 200-320 Alfalfa (10) 0.01 No indica 

Fention (P y A) 250 Bovinos (14) 0.001 0.01 
Pastizales (14) 
Alfalfa (Sin límite)  

Forato (A) 2 Sorgo (30) 0.0005 No indica 
30 (maíz)  

Mevinfos (A) 3-7 Sorgo (3) 0.0015 No indica 
Maíz (20) 

Malatión (A) 2500 Alfalfa y pastizales 0.02 No indica 
(Sin límite) 
Sorgo (7) 
Maíz (5)  

Paratión-metílico (A) 6 Alfalfa y pastizales 0.02 No indica 
(15)

ruente: L1LUYLAiS1, 1992, 1991, 1999
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Tabla 1.4 Métodos utilizados en el análisis de residuos de plaguicidas organofosforados en 

leche. 

Plaguicida Método Referencia 

Metil-paratión CGL-FPD Baynes y Bowen, 1995 ab	- 

Multiresiduos CGL-FPD AOAC, 1995 

Diazinón CGL-MS Spradbery y Tozer, 1996	- 

Multiresiduos CGL-FPD/AFID Analytical Methods for Pesticides 

in Foodstuffs, 1996 

Malatión HPLC-UV Cannon y col., 1996	 - 

Multiresiduos CGL-FPD El-Hoshy, 1997 

Clorfenvinfos HPLC-UV Kituyi y col., 1997	 - 

Multiresiduos CGL-NPD López-Avila y Benedicto,1998 

Clorpirifos CGL-FPD Bolles y col., 1999

CGL: croinatografla gas-liquido; HPLC: cromatografla de líquidos de alta resolución 

NPD: detector de nitrógeno-fósforo; FPD: detector fotométrico de flama; UV: detector ultravioleta; MS: 

espectroinetría de masas 

En la mayoría de los métodos referidos en la Tabla 1.4, la extracción de los 

residuos de POF fue por partición líquido-liquido o por extracción en fase sólida. Algunas 

metodologías hacen además una purificación de los residuos extraídos mediante 

cromatografia en columna.
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Problemática mundial de los residuos de plaguicidas organofosforados 

Los plaguicidas autorizados para uso pecuario y en pastos, son por lógica los que 

mayores probabilidades tienen de estar presentes en la leche, aunque no se excluye la 

posible presencia de residuos debida al consumo de subproductos de otros cultivos como 

fuente de alimento. 

Johnson y col. (1971) encontraron residuos de dimetoato en leche después del 

consumo de alfalfa contaminada, por lo que este plaguicida en particular podría aparecer 

como producto de la ingestión de pastos o forrajes tratados. 

Un monitoreo de plaguicidas realizado en Estados Unidos por la FDA entre 1978 y 

1982, que incluyó tanto organoclorados como organofosforados (Yess y col., 1991), indicó 

que de 2450 muestras comerciales de leche o crema analizadas, solamente el 1% contenía 

plaguicidas en concentraciones violatorias de la legislación, en tanto que de 52 muestras 

importadas, el 6 % sobrepasaba estos niveles. 

En Francia Venant y col. (1989), en un estudio realizado entre 1980 y 1987, no 

detectaron plaguicidas organofosforados en 2777 muestras de leche analizadas. 

Brathen (1990) reporta la aparición de organofosforados en mantequilla, en 

Noruega, dentro del límite admitido por FAOIWHO. 

En Cuba, un monitoreo de plaguicidas organofosforados mostró un 30% de las 

muestras positivas a la presencia de clorfenvinfos y la aparición ocasional de residuos de 

organofosforados como malatión y metil-paratión, que no tienen uso directo en el 

tratamiento de los animales, como producto posiblemente de la contaminación ambiental en 

zonas cercanas a los establos (Noa y col. 1992). 
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Abd-Alla y col. (1991) reportaron en una zona de Egipto la presencia de malatión 

entre otros POF en leche, con una concentración promedio de 0.08 mg/kg en un rango de 

0.002-0.526 mg/kg. Más tarde Abo-El-Nor y col. (1994) encontraron residuos de diazinón 

en leche 36 horas después de haberlo aplicado al ganado en baño de aspersión. Un estudio 

más reciente en este país (El-Hoshy,1997) señala la presencia de residuos de plaguicidas 

como diazinón, malatión y clorpirifos, con valores promedio entre 0.059 a 120.8 pprn, 

siendo el diazinón el de mayor frecuencia (33.86% de las muestras) y el que se encontró en 

algunas muestras en niveles objetables. En este mismo estudio los autores observaron que 

la pasteurización (62°C,0.5h) y la ebullición (5 mm) de la leche con residuos de POF 

presentó una disminución de los mismos entre 44.68-70.54% y 55.32-78.11/,'3. 

respectivamente, dependiendo del plaguicida. Las pérdidas mayores se dieron en diazinón y 

las menores en clorpirifos. 

En Australia, Spradbery y Tozer (1996) encontraron que la leche de ganado lechero 

tratado con orejeras impregnadas con diazinón, presentó residuos de este plaguicida en el 

rango de 0.01-0.04 mg/kg, donde el nivel más alto sobrepasa el LMR del CODEX (0.02 

mg/kg).

En Kenya, Kituyi y col. (1997) encontraron residuos de clorfenvinfos en leche, en 

niveles entre 1.18 y 10.40 .Lg/kg. De las 100 muestras que analizaron la mayoría presentó 

residuos por debajo del LMR establecido por el CODEX (8 ng/kg). Además observaron 

que la leche de vacas sometidas a baños de inmersión con este plaguicida presentó niveles 

de residuos más altos que cuando el baño fue de aspersión manual. 

De acuerdo a la revisión bibliográfica realizada no se encontraron trabajos 

publicados sobre la presencia de residuos de POF en leche producida y comercializada en 
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México, aunque sí existen algunos estudios de la presencia de estos contaminantes en 

sistemas costeros (Osuna y col., 1998).
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2. MATERIALES Y METODOS 

2.1 Materiales 

Se procesaron muestras procedentes de 4 marcas de leche pasteurizada. Los criterios 

para seleccionar estas marcas fueron su amplia distribución en el Distrito Federal, además 

de que tres de ellas (A, B y C) acopian leche de varios estados del país (Larrondo, 1997), 

lo que puede dar una idea de la situación más allá del ámbito local. En el caso de la leche 

D, además de tener una amplia distribución, está dirigida para el consumo de los estratos 

sociales de menos recursos. 

Las muestras se obtuvieron aleatoriamente en supermercados con una frecuenci.a 

quincenal durante 12 meses. Las muestras se analizaron dentro de las 24 horas de haberse 

obtenido. En cada análisis de las 4 marcas bajo estudio se incluyó una muestra testigo (leche 

libre de residuos) y una contaminada al nivel del LMR de cada sulfonamida., nitroftirano y 

plaguicida organofosforado de interés. 

2.2 Técnica de análisis multiresiduos de sulfonamidas y nitrofuranos 

Se hizo una modificación del método oficial del AOAC para determinar residuos 

múltiples de sulfonamidas en leche cruda (AOAC, 1995). Se cambió la fase móvil de 

metanol:buffer de fosfato por acetonitrilo:buffer de acetato y los 2 análisis isocráticos por 

un programa de gradiente. 

El método se basó en la extracción selectiva de los residuos de sulfonamidas y 

nitrofluranos presentes en la leche con una mezcla cloroformo-acetona. El extracto se 

evaporó hasta sequedad a presión reducida y se redisolvió en una solución acuosa de 

fosfato de potasio monobásico O. 1M. (pH 4.5). El extracto se desgrasó por partición con 

hexano. La fase acuosa contiene los residuos de sulfonamidas y nitrofuranos. El extracto 
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se filtró por membrana e inyectó al cromatógrafo de líquidos de alta resolución COfl 

detección UV-visible y en una columna de fase reversa (C18). 

Extracción 

Se midieron 10 ml de leche previamente homogeneizada y transfirieron a un 

embudo de separación de 250 ml. Se agregaron al embudo 50 ml de la solución de 

extracción (cloroformo-acetona, 2+1 y/y). Se tapó el embudo y agitó vigorosamente 

durante 1 minuto, venteando el embudo ocasionalmente por el tapón, no por la llave y se 

dejó reposar y posteriormente se repitió la agitación. Se dejaron separar las fases por 5 

minutos y se filtró la fase inferior a través de papel filtro previamente lavado con el 

disolvente de extracción. El filtrado se colectó en un matraz de fondo redondo de 100 ml. 

Se repitió la extracción de la leche con otros 25 ml de solución de extracción, se filtró y 

unieron los extractos en el matraz de fondo redondo. Se lavó el papel filtro 2 veces con 5 

ml de la solución de extracción y se colectaron en el mismo matraz de fondo redondo. Se 

evaporó justo a sequedad en el evaporador rotatorio, cuidando que la temperatura del baño 

no excediera 30 ± 1°C. 

Purificación 

El residuo del matraz se recuperó con 1 ml de solución acuosa de fosfato de potasio 

monobásico 0.02M. Se agitó por 1 minuto en Vortex y se adicionaron inmediatamente 5 ml 

de hexano y se trasvasó, con pipeta Pasteur, a un tubo para centrífuga graduado de 15 ml. 

Se agitó por 1 minuto en Vortex y se dejaron separar las fases durante 2 minutos. Se agitó 

nuevamente 1 minuto en Vortex. Se dejaron separar las fases durante 15 minutos y se 
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extrajo la fase inferior (acuosa) con una pipeta Pasteur. El extracto purificado se filtró por 

filtro de membrana de 0.45 pm y se guardó en un vial de 2 mi, quedando listo para 

inyectarse al cromatógrafo de líquidos. 

Análisis cromatográfico 

1) Condiciones cromatográficas para análisis de sulfonamidas 

Para analizar las muestras de sulfonamidas se utilizó el siguiente gradiente binario: 

Fase móvil A: Buffer de acetato de sodio 0.02M (pH 4.8): acetonitrilo (95:5) (y/y). 

Fase móvil B: Buffer de acetato de sodio 0.02M (pH 4.8): acetonitrilo (80:20) (y/y) 

Programa de gradiente 

Tiempo Fase móvil A 

(%)
Fase móvil B 

(%) _______ 
0 100 0 

5 100 0 

20 0 100 

30 0 100 
35 100 0 

45 100 0

Flujo de fase móvil durante todo el gradiente: 1 ml/mm (constante). 

Detección: 275 nm. 

Volumen de inyección: 20 Vil de la muestra y 5 .tl del estándar. 

2) Condiciones cromatográficas para el análisis de nitrofuranos 
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Para el análisis de nitrofuranos se utilizó un programa isocrático con la composición 

correspondiente a la fase móvil B (buffer acetato de sodio pH 4.8: acetonitrilo (80:20) 

(v/v).La detección fue a 370 nm y el flujo de fase móvil fue de 1.2 ml/min . 

Cálculo de la concentración 

La concentración de los residuos se calculó por el método del estándar externo por 

comparación con los patrones de trabajo cuyos picos sean semejantes en altura según la 

siguiente expresión: 

C(mg/L) = (Am.Cp.Vp.Vd)/(ApVm.PF) 

donde: 

Am: área del pico de la muestra (mm 2)

Ap: área del pico del patrón de trabajo más semejante a la muestra 

Cp: concentración del patrón de trabajo inyectado 

Vm: volumen de muestra inyectado (.tl) 

Vp: volumen del patrón de trabajo inyectado (i.tl) 

Vd: volumen de dilución de la muestra (Vil) 

P: volumen de muestra representado en el extracto final (lOmE) 

F. factor de recobrado unitario: se calcula mediante la siguiente expresión: 

F=M1/M2 

donde: 

Mi: microgramos del compuesto recobrados al final del proceso de extracción 

M2: microgramos del compuesto añadidos a una muestra control no contaminada y 

procesada según el procedimiento de extracción utilizado para las muestras 
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2.3 Técnica de análisis multiresiduos de plaguicidas organofosforados 

La determinación de residuos de POF en leche se realizó empleando el método de 

análisis rnultiresiduo descrito en Analytical Methods for Pesticides (1996). Este método 

permite analizar a todos los compuestos de interés en concentraciones iguales o menores al 

LMR en leche. En el análisis se hizo una muestra testigo negativo (leche descremada 

OXO1D preparada en una relación 1:10 con agua destilada) y un control positivo de la 

misma leche contaminada a un nivel de 50 .tg/kg de cada plaguicida. 

Preparación de la muestra de ensayo 

Las muestras de leche tomadas en su envase original de 1 litro se calentaron en baño 

de agua a 40°C y se homogeneizaron por agitación manual para tomar la alícuota necesaria 

para el análisis. 

Procedimiento 

Se colocaron en un vaso de licuadora 50 ml de la muestra de leche y se adicionaron 

100 ml de acetato de etilo. Se agitó durante 1 minuto. Se transfirió a un vaso de 

precipitados con 50 g de sulfato de sodio anhidro. Se agitó ligeramente a mano y se dejó 

reposar 5 minutos. Se decantó la fase líquida hacia un balón de destilación y se evaporó a 

40°C en evaporador rotatorio hasta sequedad. El residuo se redisolvió en 10 ml de n-hexano 

y se trasvasó hacia un embudo de separación de 100 ml. Se extrajo con 2 porciones de 25 

ml de acetonitrilo saturado con n-hexano durante 1 minuto cada vez y los extractos se 

concentraron a sequedad de la forma antes descrita. Se redisolvió inmediatamente en 1.5 ml 

de ¡so-octano para inyectar al cromatógrafo de gases con detector fotométrico de flama 

(FPD).
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La muestra de leche control (libre de residuos) y la fortificada con la mezcla de 

plaguicidas (50 ppb de cada uno) se extrajeron de la misma manera. 

Identificación y cuantificación por cromatografía de gases 

Las condiciones de operación del cromatógrafo de gases deben regularse de forma 

tal que 2 ng de metil paratión provoquen una deflección de al menos el 50 % de la escala 

del registrador. Se inyectaron alternadamente volúmenes de ijil del extracto de las 

muestras y las soluciones de patrones de trabajo. 

Cálculo de la concentración 

La concentración de los residuos se calculó por el método del estándar externo por 

comparación con los patrones de trabajo cuyos picos sean semejantes en altura según la 

siguiente expresión: 

C(mgTL) = (Am . Cp.Vp.Vd)/(Ap.Vm.P.F) 

donde: 

Am: área del pico de la muestra (mm2) 

Ap: área del pico del patrón de trabajo más semejante a la muestra 

Gp: concentración del patrón de trabajo inyectado 

Vm: volumen de muestra inyectado (xl) 

Vp: volumen del patrón de trabajo inyectado (Mi) 

Vd: volumen de dilución de la muestra (MI) 

P: volumen de muestra representado en el extracto final (50ml) 

F: factor de recobrado unitario: se calcula mediante la siguiente expresión: 
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F=M1/M2 

donde: 

MI: microgramos del compuesto recobrados al final del proceso de extracción 

M2: microgramos del compuesto añadidos a una muestra control no contaminada y 

procesada según el procedimiento de extracción utilizado para las muestras 

2.4 Estandarización de las técnicas de análisis 

Se determinaron los parámetros de calidad: selectividad, linealidad, precisión, 

exactitud y sensibilidad, de las metodologías utilizadas para asegurar que los resultados 

obtenidos fueron confiables. 

Selectividad: 

Se inyectaron la mezcla estándar, el control negativo y la muestra fortificada con los 

analitos de interés para determinar si el método producía una señal debida a la presencia del 

analito y sin interferencias de otros compuestos. 

Linealidad: 

Se realizó una curva de calibración, por triplicado, de los compuestos de interés en 

cada una de las metodologías propuestas. Se determinaron los coeficientes de correlación. 

Precisión: 

Se analizaron 10 repeticiones de una muestra de leche fortificada a un nivel de 50 

ppb de cada una de las substancias de interés, para cada una de las metodologías 

propuestas. Se determinaron los coeficiente de variación. 
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Exactitud: 

Se midió a través del porcentaje de recuperación obtenido a partir del análisis de 10 

repeticiones de una muestra de leche fortificada a un nivel de 50 ppb de cada una de las 

substancias de interés, para cada una de las metodologías propuestas. 

Sensibilidad: 

El límite de detección se calculó conforme al propuesto por el Centro Nacional de 

Metrología (CENAM, 1997) para la determinación de residuos de plaguicidas. Se calculó a 

partir de cuando menos 7 repeticiones, determinando la desviación estándar (S) y 

multiplicando por el valor t de Student para n-1 grados de libertad y 99% de confianza, con 

la fórmula: LDM= t (n-1) S 

2.5 Estabilidad de los residuos de sulfonamidas y nitrofuranos en muestras de leche 

adicionadas con agente conservador. 

Se probaron los preservantes dicromato de potasio y bicloruro de mercurio, 

sustancias recomendadas (FIL, 1988; AOAC, 1995) para prolongar el tiempo de 

conservación de muestras de leche, con el objeto de determinar si estas substancias no 

interfieren en el análisis por HPLC de las sulfonamidas y nitrofiiranos estudiados. 

Metodología 

Preparación de la muestra.- A partir de 1 litro de leche cruda se separaron dos 

fracciones de SOOml (A y B). 

La fracción A se adicionó con dicromato de potasio hasta una concentración de 0.1% (FIL, 

1988) y se mezcló perfectamente.
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La fracción B se adicionó con bicloruro de mercurio hasta una concentración de 0.05% 

(FIL, 1988) y se mezcló perfectamente. 

Soluciones blanco de dicromato de potasio y bicloruro de mercurio.- Se colocaron 

50 ml de cada fracción, por separado, en un frasco de vidrio con tapa. Esta alícuotas son las 

leches control. 

Muestras fortificadas.- Las fracciones A y B se contaminaron, respectivamente, con 

la mezcla estándar de 6 sulfonamidas y 3 nitrofuranos para obtener una concentración de 

0.05.tg ¡ml (50 ppb) de cada uno de los antimicrobianos. Se mezclaron perfectamente. De 

cada fracción ya fortificada se separaron alícuotas de 50 ml en 6 frascos de vidrio con tapa. 

Cada recipiente se etiquetó de la siguiente manera: 

Fracción A: Dicromato día 0, Dicromato día 1, Dicromato día 2, Dicromato día 3, 

Dicromato, día 5 y Dicromato día 7. 

Fracción B: Se señalaron los mismos días pero con Bicloruro de mercurio. 

Almacenamiento de las muestras: Los blancos de dicromato y bicloruro y las 

muestras señaladas con el día 0, se analizaron el mismo día de su preparación. Todas las 

demás muestras se guardaron en refrigeración hasta el día señalado para su análisis. 
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Análisis de las muestras.- Las muestras se analizaron con la misma metodología 

utilizada para el análisis multiresiduos de sulfonamidas y nitrofuranos por HPLC, de las 4 

marcas de leche pasteurizada estudiadas. 

Análisis estadístico. - Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza 

y comparación de medias en el programa estadístico SPSS. 

2.6 Estabilidad de residuos de plaguicidas organofosforados en muestras de leche 

adicionadas con agente conservador 

Se probaron los agentes conservadores dicromato de potasio y bicloruro de 

mercurio, sustancias recomendadas (F[LíIDF,1988; AOAC, 1995) para prolongar el tiempo 

de conservación de muestras de leche, con el objeto de determinar si no interfieren en el 

análisis por cromatografia de gases de los plaguicidas organofosforados estudiados. 

Metodología 

Preparación de la muestra.- A partir de 2.8 litros de leche cruda se separaron dos 

fracciones de 1.4 litros (A y B). 

La fracción A se adicionó con dicromato de potasio hasta una concentración de 0. la/o 

(FIL/IDF, 1988) y se mezcló perfectamente. 

La fracción B se adicionó con bicloruro de mercurio hasta una concentración de 0.05% 

(FIL/IIDF, 1988) y se mezcló perfectamente.

55



Soluciones blancos de dicromato de potasio y bicloruro de mercurio- Se colocaron 

50 ml de cada fracción, por separado, en un frasco de vidrio con tapa. Esta alícuotas son las 

leches control. 

Muestras fortificadas.- Las fracciones A y B se contaminaron, respectivamente, con 

la mezcla estándar de 11 POF (diclorvos, mevinfos, forato, dimetoato, diazinon, disulfotón, 

metil-paration, fention, clorpirifos, clorfenvinfos y etion) para obtener una concentración 

de 0.05p.g ¡ml (50 ppb) de cada uno. Se mezclaron perfectamente. De cada fracción ya 

fortificada se separaron alícuotas de 200 ml en 6 frascos de vidrio con tapa. Cada recipiente 

se etiquetó de la siguiente manera: 

Fracción A: Dicromato día 0, Dicromato día 1, Dicromato día 2, Dicromato día 3, 

Dicromato, día 5 y Dicromato día 7. 

Fracción B: Se señalan los mismos días pero con Bicloruro. 

Almacenamiento de las muestras: Los blancos de dicromato de potasio y bicloruro 

de mercurio y las muestras señaladas con el día 0, se analizaron el mismo día de su 

preparación. Todas las demás muestras se guardaron en refrigeración hasta el día señalado 

para su análisis. 

Análisis de las muestras.- Las muestras se analizaron con la misma metodología del 

análisis multiresiduos de POF por cromatografía gaseosa utilizada en las 4 marcas de 

leche pasteurizada estudiadas. Todas las muestras se analizaron por triplicado. 

Análisis estadístico.- Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza 

y comparación de medias en el programa estadístico SPSS. 

3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Estandarización de la técnica de análisis multiresiduos de sulfonamidas y 

nitrofuranos 

Selectividad 

Con la técnica de extracción propuesta en el AOAC (1995) para el aislamiento de 

residuos múltiples de sulfonamidas también fue posible extraer los tres nitrofuranos bajo 

estudio con niveles de recuperación adecuados (72.38 —100.76%), lo cuál amplía el alcance 

propuesto de esta metodología. 

Las fases móviles propuestas en el AOAC: Fase móvil A (metanol- buffer de 

fosfato, 12% ) y Fase móvil B (metanol-buffer de fosfato, 30%) se tuvieron que modificar 

a acetonitrilo- buffer acetato ya que en las pruebas iniciales la columna que se utilizó perdió 

resolución. Por otro lado, en lugar de hacer dos análisis isocrticos para la determinación de 

las sulfas como indicaba la técnica del AOAC, se probó un sistema de gradiente para 

hacerla en una sola corrida y así ahorrar reactivos y tiempo. 

Bajo las condiciones cromatográficas establecidas se pudieron separar 

adecuadamente las 6 sulfonamidas analizadas, la nitrofurazona y la fiirazolidona. Sin 

embargo la furaltadona no tuvo una buena resolución porque se traslapó con el 

sulfametoxa.zol. 

La determinación de los nitroftiranos se pudo hacer más eficiente utilizando la fase 

móvil B (acetonitrilo - buffer de acetato, 20:80) en condiciones isocráticas y midiendo a 

una longitud de onda de 370 nm. En estas condiciones el patrón de elución de la 

furaltadona se mejoró, los tres nitrofuranos presentaron una buena resolución y sin 

interferencias, ya que las sulfonamidas no absorben a esta longitud de onda. 
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Si el equipo utilizado hubiera contado con un detector de arreglo de diodos la 

detección y cuantificación de las sulfonamidas y nitrofuranos se hubiera podido realizar en 

una sola corrida, puesto que el detector permite el análsis a diferentes longitudes de onda. 

Los tiempos de retención (mm) de las sulfonamidas en el sistema en gradiente (a 

275 nm) fueron: 

Sulfatiazol 15.56 

Sulfamerazina 16.45 

Sulfametazina 18.21 

Sulfamonometoxina 20.10 

Sulfacloropiridazina 20.60 

Sulfametoxazol 21.66

Los tiempos de retención (mm) de los nitrofuranos en condiciones isocráticas (a 

370 nm) fueron: 

Nitrofurazona	 7.91 

Furazolidona	 8.28 

Furaltadona	 10.98 

En la Figura 3.1 se presentan los cromatogramas de la mezcla estándar de 

sulfonamidas, la leche control y la leche fortificada con 50 ppb de cada sulfonamida. En 

la Figura 3.2 se presentan los cromatogramas de la mezcla estándar de nitrofliranos, la 

leche control y la leche fortificada con 50 ppb de cada riitrofurano. 
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El análisis de la leche control, en el sistema en gradiente, muestra algunos picos 

pequeños debidos a la matriz que coinciden con los tiempos de retención de las 

sulfonamidas estudiadas; los valores promedio de estas interferencias estuvieron en el 

rango de 3 a 7 ppb. Takeda y Akiyama (1992) también informaron interferencias por 

efectos de matriz en sulfametazina, sulfamerazina, sulfamonometoxina y sulfametoxazci. 

La técnica del AOAC, sólo señala que pueden aparecer picos interferentes 

correspondientes a posibles metabolitos de las sustancias originales en leches obtenidas de 

vacas tratadas. Fue necesario incluir una leche control negativo durante cada muestreo a 

realizar para tomar en cuenta estas posibles interferencias. En el análisis de los 

nitrofriranos, en el sistema ¡socrático, no hubo interferencias. 

Las fluctuaciones de temperatura ambiente a lo largo del día produjeron variación 

en los tiempos de retención en un rango de 0.09 mm (sulfametazina) hasta 0.29 mm 

(sulfamerazina), por lo que fue conveniente inyectar la solución estándar cada 3 muestras. 

El sistema de gradiente utilizado redujo el tiempo de análisis del método AOAC 

original de 80 minutos (2 análisis isocráticos de 40 min cada una) a 45 min para la 

detección simultánea de las sulfonamidas: sulfatiazol, sulfamerazina, sufametazina y 

sulfacloropirida.zina.
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Figura 3. 1 Cromatogramas de: A) Mezcla estándar de sulfonamidas (50 ng/ml de cada 

uno): 1) sulfatiazol, 2) sulfamerazina, 3) sulfametazina, 4) sulfamonometoxina, 5) 

sulfacloropiridazina y 6) sulfametoxazol. B) Leche control negativo. C) Leche fortificada 

con la mezcla estándar a un nivel de 50 ppb.
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Figura 3.2 Cromatogramas de: A) Mezcla estándar de nitroftiranos (50 ng/ml de cada uno): 

1) nitroftirazona, 2) furazolidona y 3) furaltadona. B) Leche control negativo. C) Leche 

fortificada con la mezcla estándar a un nivel de 50 ppb. 

1	2

1 

A	 B	 C 
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Linealidad 

La curva de calibración, por triplicado, de la mezcla estándar de sulfonamidas a 

concentraciones de 25, 50 y 100 ng/ml, dio coeficientes de correlación superiores a 0.99. 

Precisión y Exactitud 

Los resultados del anailsLs de lo rejcion	de una niuea ra de leche dar-ti cija a 

un nivel de 50 ppb de cada una de las sulfbiraniida y nit ' Ubrano c	cli 	e rcentjn a 

cont i lit 1:Ic1a11 

% de Recuperación D. S. C. V. 

Sulfatiazol 65.52 10.63 16.22 

Sulfametazina 93.94 11.32 12.05 

Sulfacloropiridazina 75.94 10.15 13,37 

Sulfamerazina 75.36 9.42 12.50 

Sulfamonometoxina 83.45 9.12 10.93 

Sulfametoxazol 85.18 10.67 12.52 

Nitrofiirazona. 91.81 2.65 2.89 

Furazolidona 100.76 5.57 5.53 

Furaltadona 72.38 9.48 13.10

Cuando se analizan compuestos a nivel de trazas (10 a 100 ppb), los coeficientes de 

variación pueden ser hasta del 20%, dependiendo de la complejidad de la matriz (CODEX, 

1995 ). El método del AOAC para el análisis multiresiduo de sulfonamidas informa 
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coeficientes de variación de	5.42, 5.56, 7.0	y 11.0 % para sulfameta.zina, 

sulfacloropiridazina, sulfamera.zina y sulfatiazol, respectivamente. Para la metodología 

probada, los coeficientes de correlación estuvieron entre 1.63 y 2.66 veces por arriba de los 

señalados en el AOAC. Se ha visto que la inyección manual puede disminuir la precisicili 

del método, y los coeficientes indicados en la técnica AOAC se obtuvieron en un equip 

con inyector automático. También las características propias del sistema cromatográfi. 

pueden influir en la precisión del método 

Aunque la precisión del método ensayado no igualó la del AOAC, los coeficicntc 

de variación obtenidos (menores al 20%) fueron aceptables para la determinación de 

sustancias en niveles de ppb. 

Los porcentajes de recuperación obtenidos para sulfonamidas fueron superiores a 

los del AOAC en algunos casos. 

	

AOAC	Obtenidos 

Sulfatiazol	56.14	65.52 

Sulfametazina	81.80	93.94 

	

Sulfacloropiridazina 67.88	75.94 

Sulfamerazina	82.44	75.36 

Esto probablemente debido a que el nivel de fortificación de las muestras (50 ppb) 

fue mayor al propuesto en el método AOAC (20 ppb). Esta modificación se hizo después de 

algunas pruebas preliminares, ya que con 20 ppb los parámetros de calidad del método y la 

identificación de los analitos no era adecuada para el sistema cromatográfico utilizado ya 
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que la capacidad del lazo de inyección era 5 veces menor (20tl) que el informado en el 

método AOAC (100 d). 

Los coeficientes de recuperación de la nitrofurazona y flirazolidona fueron 

similares a los obtenidos por Galeano y col. (1994) con un sistema de extracción a base de 

dimetilformamida-acetonitrilo, aunque para la furaltadona, estos autores encontraron un 

nivel de recuperación mayor (81 .8%) que ci obtenido con cItuoftrn10-1ce1ond 72 

Sensibilidad 

El limite de detección (LDM) del método determinado a partir del análisis de 10 

repeticiones a un nivel de fortificación de 50 igf1 de cada sulfonamida y nitrofrirano fue el 

s ILrw ente. 

Compuesto	 LDM (/l) 

Sulfatiazol	 lS 

Sulfametazina	 16 

Sulfacloropiridazina	15 

Sulfamerazina	 13 

Sulfamonometoxina	13 

Sulfametoxazol	 15 

Nitrofurazona	 4 

Furazolidona	 8 

Furaltadona	 13
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El límite de detección informado para el método del AOAC fue de 5 .tg/l. Aunque 

en la técnica desarrollada no se alcanzó este nivel de detección, para efectos del muestreo a 

realizar los límites de detección obtenidos fueron suficientes ya que el límite máximo de 

residuos permitido para sulfonamidas es de 25 .tgfl para sulfametazina y de 100 j.ig/l pa 

las demás sulfonamidas (CODEX, 1995). 

En el caso de los nitrofuranos, no hay límites internacionales establecidos, pero la 

técnica fue capaz de detectar estos antimicrobianos en niveles de partes por billón. 

3.2 Estandarización de Ja técnica de análisis multiresiduos de plaguicidas 

o rgano fos fo rad os 

Selectividad 

Con la metodología probada se pudieron separar e identificar adecuadamente los 13 

plaguicidas bajo estudio. Los tiempos de retención (mm) obtenidos fueron: 

Tiempos de retención (mm) 

Diclorvos	 7.69 

Mevinfos	 9.59 

Forato	 12.68 

Dimetoato	 13.49 

Diazinón	 14.62 

Disulfotón	 15.10 

Metil-paratión	 17.15
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Malatión	 18.13 

Fentión	 I9.3 

Clorpirifos	 19.47 

Clorfenvinfos	 21.63 

Etión	 26.58 

Coumafos	 3109 

Durante el día se encontraron desviaciones en los tiempos de retención en el rango 

de 0.024 mm (diclorvos) a 0.078 mm (fentión). Se ha visto que la inyección manual en la 

cromatografia de gases puede generar leves desviaciones en los tiempos de retención. 

En la Figura 3.3 se presentan los cromatogramas de la mezcla estándar de POF, la 

leche control contaminada y la leche fortificada con 50 ppb de cada POF 

Linealidad 

La curva de calibración, por triplicado, de la mezcla estándar de plaguicidas 

organofosforados en niveles de 1, 5, y 10 ng, dió coeficientes de correlación superiores a 

0.99.
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Figura 3.3. Cromatogramas de plaguicidas organofosforados. A) Mezcla de estándares de 
trabajo: 1: Diclorvos, 2: Mevinfos, 3: Forato, 4: Dimetoato, 5: Disulfotón., 6: Metil-
paratión, 7: Malatión, 8: Fentión., 9: Clorpirifos, 10: Clorfenvirifos, 11: Etión, 12: Zolone + 
Gutión, 13: Coumafos, (1 ,tWml). B) Muestra de leche control. C) Muestra de leche 
contaminada (O OO nioI1) con rne7cla de estándares de trabajo



Precisión y Exactitud 

Los porcentajes de recuperación del análisis de 10 repeticiones de una muestra de 

leche fortificada a un nivel de 50 .tg/l, sus desviaciones estándar y los coeficientes de 

variación se presentan a continuación. 

Plaguicida %Recuperación D. S. CV 

Diclorvos 63.02 9.71 15.41 

Mevinfos 60.18 10.05 16.70 

Forato 75.12 9.64 12.83 

Dimetoato 81.07 7.41 9.14 

Diazinón 83.57 8.17 9.78 

Disulfotón 33.04 3.51 10.63 

Metil-paratión 60.04 3.02 5.02 

Malatión 47.20 10.43 22.10 

Fentión 75.52 9.02 11.94 

Clorpirifos 94.42 9.67 10.24 

Clorfenvinfos 98.89 12.83 12.97 

Etión 43.26 5.99 13.85 

Coumafos 60.72 11.36 18.71

La metodología empleada señala niveles de recuperación entre 75 - 100 %, lo que 

no se obtuvo para diclorvos, mevinfos, disulfotón, metil-paratión, malatión, etión y 

coumafos. Sin embargo, en el análisis de trazas (ppb) se consideran aceptables niveles entre 

60 y 1201/o (Quattrocchi y col., 1992), por lo que los resultados podrían ser objetables sólo 
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para disulfotón, malatión y etión. En los análisis multiresiduos es dificil conseguir las 

condiciones óptimas de análisis para todos las substancias bajo estu(ltu, sin enibaoeo. ;e 

lograron parámetros de calidad adecuados para 10 de 13 plaguicidas 

La precisión del método fue adecuada ya que está por debajo de lo señalado para 

análisis de trazas (20%). La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) 

establece coeficientes de variación inferiores al 30% (Magdic y col., 1996). 

Sensibilidad 

A continuación se presentan los límites de detección del método (LDM) para los 13 

plaguicidas organofosforados estudiados, además se señalan los limites máximos de 

residuos (LMR) en leche establecidos por el CODEX y CICOPLAFEST para algunos de 

ellos. 

Plaguicida LDM (mgll) LMR en leche (mg/kg) 

Diclorvos 0.014 0.020 

Mevinfos 0.016 

Forato 0.014 0.050 

Dimetoato 0.012 

Diazinon 0.013 0.020 

Disulfotón 0.005

Metil-paratión	 0.005 

Malatión	 0.019 



Plaguicida mg/1 LMR (mg/kg) 

Fentión 0.013 0.050 

Clorpirifos 0.014 0.010 

Clorfenvinfos 0.009 0.008 

Etión 0,009 0.020 

Coumafos 0.014

Los límites de detección alcanzados coincidieron con lo señalado en la metodologíi 

utilizada (0.001 a 0.010 mg/l) en 4 de los plaguicidas estudiados, los otros 9 estuviero 

ligeramente por encima. No obstante, fueron adecuados para el estudio realizado ya qu 

estuvieron por debajo de los limites máximos de residuos jcnnilido: (LNIR ln cI cc 

clorpirifos y clorfenvinfos se trabajó en el límite de detecciun 

3.3 Determinación de la presencia de residuos de sulfonamidas y nitrofuranos en leche 

comercializada en el Distrito Federal 

Los niveles de residuos de sulfonamidas y nitrofuranos determinados por HPLC 

encontrados en cada una de las marcas de leche analizadas se muestran en las Tablas 3.1 a 

3.5.
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Tabla 3.1 LECHE A. Límite máximo de residuos (LMIR), % de muestras positivas, % de 

muestras positivas con niveles de residuos (ppb) mayores al LMIR permitido para 

sulfonamidas y nitrofuranos y la relación X/LMR (n= 24 muestreos). 

LMR 
(ppb)a muestras 

positivas

% muestras 

> LMR

Valor 

promedio 

 (X) (ppb)  

Relación 
X/LMRb 

Sulfatiazol 33.3 0 4.65 0.05 

Sulfamerazina 8.3 0 3.23 0.03 

Sulfametazina 25 8.3 0 1,24 0.05 

Sulfamonometoxina 8.3 0 0.85 0.008 

Sulfacloropirida.zina 8.3 0 1.39 0.01 

Sulfametoxa.zol 8.3 0 4.99 0.05 

Nitrofuranos O O - -

1 UU1tS iva SUUUIIiUIIIU4S, execpuanuo la suuwuewz.ma UCUCU UJI LIVIXS.- IVU 

Para los nitrofuranos no hay un LMR establecido 

h Cuando la relación XfLMJ. es  mayor a 1 indica que la media rebasa el límite maxiino de residuos permitido 

71 



Tabla 3.2 LECHE B. Límite máximo de residuos (LMR), % de muestras positivas, % de 

muestras positivas con niveles de residuos (ppb) mayores al LMR permitido para 

sulfonamidas y nitrofuranos y la relación X/LMIR (n = 24 muestreos). 

LMR 

(ppb) muestras 

positivas

% muestras 

> LMR

Valor 

promedio 

 (X) (ppb)  

Relación 
XJLMRb 

Sulfatiazol 20.8 0 8.1 0.08 

Sulfamerazina 37.5 8.3 19.4 0.19 

Sulfametazina 25 8.3 0 0.3 0.01 

Sulfamonometoxina 8.3 0 1.22 0.01 

Sulfacloropiridazina 8.3 0 0.64 0.006 

Sulfametoxazol 8.3 0 4.06 0.04 

Nitrofuranos O O - -

a i ouas tas suuonamiaas, excepuanuo ta suijametazina uenen un LJVIK= 1 tAl ppø 

Para los nitrofuranos no hay un LMR establecido 

b Cuando la relación XILMR es ma yor a 1 indica que la media rebasa el límite máximo de residuos permitido 

72 



Tabla 3.3 LECHE C. Límite máximo de residuos (LMR), % de muestras positivas, % de 

muestras positivas con niveles de residuos (ppb) mayores al LMIR permitido para 

sulfonamidas y nitrofuranos y la relación X/LMR (n= 24 muestreos). 

LMR 
(ppb)a muestras 

positivas

% muestras 

> LMR

Valor 

promedio 

 X (ppb)  

Relación 
X/LMRb 

Sulfatiazol 8.3 0 0.89 0.009 

Sulfamerazina 20.8 0 3.06 0.03 

Sulfametazina 25 16.7 0 1.92 0.08 

Sulfamonometoxina O O - - 

Sulfacloropiridazina O O - - 

Sulfametoxazol 8.3 0 3.66 0.04 

Nitrofuranos O O - -

a i uuaa iva suIIuivauIIluua, execpwaiiuo la suiiazneazuua ueneii (111 L4V1S.- 1UJ ppu 

Para los nitrofuranos no hay ini LMR establecido 

b Cuando la relación XILMR es mayor a 1 indica que la media rebasa el límite inaxirno de residuos perinaido 

73 



Tabla 3.4 LECHE D. Límite máximo de residuos (LMIR), % de muestras positivas, 

% de muestras positivas con niveles de residuos (ppb) mayores al LMR permitido 

para sulfonamidas y nitrofuranos y la relación X/LMIR (n = 24 muestreos). 

LMR 
(ppb)a

% 

muestras 

positivas

% muestras 

> LMR

Valor 

promedio 

 (X) (ppb)  

Relación 
X/LMRb 

Sulfatiazol 16.67 0 2.09 0.02 

Sulfamerazina 16.67 0 3.90 0.04 

Sulfametazina 25 4.17 0 0.43 0.02 

Sulfamonometoxina 12.5 0 1.27 0.01 

Sulfacloropiridazina 12.5 0 4.17 0.04 

Sulfametoxa.zol 8.3 0 2.48 0.02 

Nitrofliranos O O - -

a 1 odias las sullonamidas, exceptuando la sullaxnetazma tienen un LMK = 1(X) ppb 

Para los nitrofuranos no hay un LMR establecido 

b Cuando la relación X/LMR es mayor a 1 indica que la media rebasa el limite máximo de residuos permitido 
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Tabla 3.5 Número de muestras de leche positivas a la presencia de residuos de 

sulfonam idas y nitrofuranos en las 4 marcas de leche analizadas (n = 96). 

Leche A Leche B Leche C Leche D
Muestras

%Muestras 

>LMR 

Sulfatiazol 8 5 2 4 19.79 0 

Sulfamerazina 2 9 5 4 20.83 2.08 

Sulfametazina 2 2 4 1 9.38 0 

Sulfamonometoxina 2 2 0 3 7.29 0 

Sulfacloropiridazina 2 2 0 3 7.29 0 

Sulfametoxazol 2 2 2 2 8.33 0 

Residuos múltiples 

de sulfonamidas

6 4 3 5 18.75 1.04 

Nitrofuranos O O O O O O

Se detectaron residuos de sulfonamidas en las 4 marcas de leches pasteurizadas 

analizadas. En las leches A, B y D, se encontraron residuos de las 6 sulfonamidas 

estudiadas, en cambio en la leche C sólo se detectaron 4 sulfonamidas, ya que no 

aparecieron residuos de sulfamono metoxina y sulfacloropiri dazin i 

Los porcentajes de muestras positivas a sulfonamidas fueron: 47.7% (leche A), 

58.3% (leche B), 44.7% (leche C) y 50% (leche D). Estos valores fueron superiores a lo 

informados en otros países como Costa rica, 2% (Monge y col., 1993) e Italia, 37% (Ferrini 

y col., 1994).



En la leche A los valores promedios de residuos de sulfonamidas fluctuaron entre 

0.8 - 5.0 .tg/kg y el residuo más frecuente fue el sulfatiazol (33.3% de las muestras). En la 

leche B los valores promedios estuvieron entre 0.3 - 19.4 p.g/kg y los residuos mas 

frecuentes fueron sulfamerazina (37.5%) y sulfatiazol (20.8%). En la leche C los valores 

promedios fluctuaron entre 0.9 - 3.7 .ig/kg y los residuos mas comunes fucraii 

sulfamera.zina (20.8°/o) y sulfametazina (16.7°,'). Fu la leche D las sulibuanliLlas qa 

aparecieron con mayor frecuencia fueron sulfatiazol(16.7%) y stilf'amerazina (l() 7°n) y 

niveles promedio de residuos estuvieron entre 0.4 - 4.2 .tg/kg 

En muestras de leche positivas los residuos de sulfonamidas con los niveics 

promedio más altos fueron: sulfametoxa.zol (57.4 .1g/kg leche A y 42.15 igIkg, leche C). 

sulfamerazina (49.53 .ig/kg, leche B) y sulfatiazol (37.24 jag/kg, leche B). 

Una de las sulfonamidas más vigilada a nivel internacional es la sulfametazina 

(sulfadimidina) debido a sus posibles propiedades carcinogénicas. En el presente estudio se 

encontraron residuos de esta substancia en algunas muestras de leche: 8.3% (leches A y B), 

16% (leche C) y 4.2 % (leche D) estos valores fueron superiores a los informados en 

leches alemanas, 2% (Grether y col., 1994) y suecas, 1.8% (Mellgren y col., 1996). Los 

niveles de esta sulfonamida en las leches bajo estudio fueron inferiores al LMR de 25 1g/kg 

establecido por el Codex. 

De las 96 muestras analizadas el 47.9% presentaron residuos de sulfonamidas Y el 

3.12% resultaron con niveles objetables. La leche B presentó niveles superiores al limite 

máximo permitido para sulfamerazina en dos ocasiones (141.2 y 180 ppb). También en un 

muestreo se presentaron residuos múltiples de sulfatia.zol, sulfamerazina y sulfametoxazu 

cuya suma (110.5 ppb) estuvo por encima del LMR. Estos resultados objetables pueden 

ocurrir cuando no se respetan los periodos de retiro o si se usan dosis mayores a las 
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recomendadas. Es importante resaltar que el valor promedio (n= 24) de estas sulfonamidas 

en la leche B, no sobrepasa el límite máximo permitido, lo que es una ventaja desde el 

punto de vista de salud pública. 

La presencia de niveles objetables de residuos de sulfonamidas en leches 

coirciales. que son leches mezcladas de diferentes productores y por lo ¡ismo. donde lu 

residuos se diluyen,  debe tonlarse en consideración, Ls bien sabido que grandes \olumnen c 

de leche de alta calidad puede ser contaminada con la leche de un productor descuidad 

Sería deseable que los industriales establecieran medidas de control más rigurosas para 

evitar la aceptación de leches con niveles objetables de estos residuos. 

La alta frecuencia de muestras positivas a la presencia de estos antimicrobianos y la 

detección de algunos casos que exceden el L.MR en las leches estudiadas, muestra a 

necesidad de establecer en México programas regulares de vigilancia por parte de las 

autoridades. De acuerdo a Honkanen y Reybroeck (1997) la incidencia de residuos de 

antimicrobianos en leche ha disminuido considerablemente (1-5 casos en 1000) en las 

últimas décadas en los países donde la vigilancia de residuos se desarrolla regularmente. 

No se detectaron residuos de nitrofliranos en ninguna muestra de leche. En México, 

de acuerdo al Directorio de Medicina Veterinaria, Nutrición y Zootecnia (1997), estas 

substancias se recomiendan principalmente para tratar mastitis en vacas secas 

Los resultados obtenidos pueden reflejar que estos antimicrobi..tnos c usan 

correctamente, sólo en vacas que no están en producción. También pudiera ser posible qn. 

los niveles de residuos, si hubieran, frieran inferiores al límite de detección (4-13 ig/kg) d 

la técnica utilizada.
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En la literatura internacional no se encontraron reportes de la presencia de residuos 

de nitroft1ranos en leche y los resultados obtenidos en el presente trabajo parecen coincidir 

con la situación mundial. 

3.4 Determinación de la presencia de residuos de plaguicidas organofosforados 

empleados para uso pecuario y en pastos, en leche comercializada en el Distrito 

Federal 

Los niveles de residuos de plaguicidas organofosforados detectados por cromatografia gas-

líquido en cada una de las marcas de leche analizadas se muestran en las Tablas 3.6 a 3.10 
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Tabla 3.6 LECHE A. Límites máximos de residuos permitidos, % de muestras positivas 

con residuos de plaguicidas organofosforados, % de muestras que sobrepasan los LMR, 

valores promedio de los residuos encontrados y la relación de este promedio con respecto al 

\IR i \/F \1 R para 10	muesli cas. 

I'laguictda LL'lR 

(mg/Kg)

"iøMuestras 

positivas

% Muestras > 

LMR

aJor promedio 

X (mg/Kg)

Relación 
XILMRb 

Diclorvos 0.020 8.33 4.17 0.003 0.15 
Mevinfos  O O
Forato 0.050 8.33 0 0.0005 0.01 
Dimetoato  O O 

- 

Dia.zinón 0.020 1150 0 0.0002 0.01	- 

Disulfotón 0.020 0 0 
Metil-paratión  8.33 0 0.002

Malatión  4.17 0 0.001  
Fentión 0.050 12.50 0 0.0007 0.001 

Clorpirifos 0.010 0 0 
Clorferivinfos 0.008 4.17 0 0.0002 0.02 
Etión 0.020 12.50 0 0.0008 0.04 
Residuos múltiples  20.83 0

Algunos plaguicidas no tienen LMR establecidos en leche 

"Cuando esta relación es mayor de 1 significa que el nivel promedio de residuos rebasa el máximo perniitidn 
Para algunos plaguicidas no es posible calcularla porque no tienen LMR establecidos en lccli, 
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Tabla 3.7 LECHE B. Límites máximos de residuos permitidos, % de muestras positivas c:ni 

residuos de plaguicidas organofosforados, % de muestras que sobrepasan los LMR, valor» 

promedio de los residuos encontrados y la relación de este promedio con respecto al LMR 

(X/LMR) para los 24 muestreos. 

Plaguicida LMR 

(mg/Kg)
%Muestras 

positivas
% Muestras> 

LMR
Valor promedio 

X (mg/Kg)
Relación 
XILMR' 

Diclorvos 0.020 12.50 8.33 0.0096 0.48 
Mevinfos  4.17 0 0.00001  
Forato 0.050 12.50 4.17 0.0081 0.16 
Dimetoato  O O 
Diazinón 0.020 12.50 0 0.0002 0.01 
Disulfotón 0.020 0 0 
Metil-paratión  8.33 0 0.0018  
Malatión  O O 
Fentión 0.050 12.50 0 0.0002 0.004 
Clorpirifos 0.010 4.17 4.17 0.0006 0.06 
Clorfenvinfos 0.008 8.33 4.17 0.0086 1.07 
Etión 0,020 4.17 0 0.0002 0.01 
Res i duos múltiples  20.83 0

Algunos plaguicidas no tienen LMR establecidos en leche 
hcUdO esta relación es mayor de 1 significa que el nivel promedio de residuos rebasa el máximo permitido. 
Para algunos plaguicidas no es posible calcularla porque no tienen LMR establecidos en leche. 
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Tabla 3.8 LECHE C. Límites máximos de residuos permitidos, % de muestras positivas con 

residuos de plaguicidas organofosforados, % de muestras que sobrepasan los LMIR, valores 

promedio de los residuos encontrados y la relación de este promedio con respecto al UvIR 

(X!LMIR) para 24 muestreos. 

Plaguicida LMIR %Muestras 
positivas

% Muestras> 
LMR

Valor promedio 
X (mg/Kg)

Relación 
XILMRb 

Diclorvos 0.020 8.33 4.17 0.0041 0.20 
Mevinfos  4.17 O 0.00003  
Forato 0.050 8.33 0 0.0006 0.01 
Dimetoato  4.17 0 0.0007  
Diazinón 0.020 8.33 0 0.0002 0.01 
Disulfotón 0.020 0 0 
Metil-paratión  4.17 0 0.00008  
Malatión  8.33 0 0.0011  
Fentión 0.050 4.17 0 0,000004 0.00008 
Clorpirifos 0.010 0 0 
Clorfenvinfos 0.008 4.17 4.17 0.0010 0.12 
Etión 0.020 4.17 0 0.0002 0.01 
Residuos múltiples  8.33 0

Algunos plaguicidas no tienen LMR establecidos en leche 
bCudo esta relación es mayor de 1 significa que el nivel promedio de residuos rebasa el máximo permitido. 
Para algunos plaguicidas no es posible calcularla porque no tienen LMR establecidos en leche. 

81 



Tabla 3.9 LECHE D. Límites máximos de residuos permitidos, % de muestras positivas 

con residuos de plaguicidas organofosforados, % de muestras que sobrepasan los LMR, 

valores promedio de los residuos encontrados y la relación de este promedio con respecto al 

LMR (X!LMR) para 24 muestreos. 

Plaguicida LMR 
(mgfKg

%Muestras 
positivas

% Muestras> 
LMR

Valor promedio 
X (mg/Kg)

Relación 
X/LMRb 

Diclorvos 0.020 12.50 4.17 0.0132 0.66 
Mevinfos  16.67 0 0.0024  
Forato 0.050 12.50 0 0.0026 0.05 
Dimetoato  O O 
Diazinón 0.020 8.33 0 0.0005 0.002 
Disulfotón  4.17 0 0.0004  
Metil-paratión  16.67 0 0.0005  
Malatión  4.17 0 0.00009  
Fentión 0.050 4.17 0 0.0005 0.01 
Clorpirifos 0.010 4.17 0 0.00007 0.007 
Clorfenvinfos 0.008 8.33 4.17 0.0006 0.08 
Etión 0.020 4.17 0 0.0003 0.02 
Residuos múltiples  12.50 0

Algunos plaguicidas no tienen LMI( establecidos en leche 
Cuando esta relación es mayor de 1 significa que el nivel promedio de residuos rebasa el máximo permitido. 

Para algunos plaguicidas no es posible calcularla porque no tienen LMR establecidos en leche. 
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Tabla 3. 10 Número de muestras positivas a la presencia de plaguicidas organofosforados de 

cuatro marcas de leche estudiadas (n = 96). 

Plaguicida Leche A Leche B Leche C Leche D % 

positivas

% positivas 

> LM.R 

Diclorvos 2 3 2 3 10.42 5.21 
Mevinfos 0 1 1 4 6.25 0 
Forato 2 3 2 3 10.42 1.04 
Dimetoato 0 0 1 0 1.04 0 
Diazinón 3 3 2 2 10.42

--
0 

Disulfotón 0 0 0 1 1.04 0	- 
Metil-paratión 2 2 1 4 9.38 0 
Malatión 1 0 2 1 4.17 0 - 
Fentión 3 3 1 1 8.33 0	- 

Clorpirifos 0 1 0 1 2.08 1.04	- 

Clorfenvinfos 1 2 1 2 6.25 3.12	- 
Etión 3 1 1 1 6.25 0 
Residuos 
múltiples

5 5 2 3 15.62 0

Se encontraron residuos de POF en las 4 marcas de leche analizadas. De los 13 

plaguicidas estudiados sólo el coumafós no apareció en ninguna de ellas. Los porcentajes 

de muestras positivas a residuos de POF fueron: 29.2% (leche A), 44.7% (leche B), 37.5% 

(leche C) y 50% (leche D). En cada una de las marcas hubo algunas muestras con uno o 

varios residuos de plaguicidas por encima de los LMR establecidos. Los plaguicidas en 

niveles objetables fueron: diclorvos, clorfenvinfos, forato y clorpirifos. La leche A sólo 

presentó una muestra con niveles por arriba del LMIR; las leches C y D , 2 y la leche B, 5 

(Tablas 3.6-3.9). 

Los niveles promedio de los residuos de plaguicidas en las 4 marcas de leche 

estuvieron muy por abajo (de 1 a 3 órdenes de magnitud) de los LMIR permitidos (Tablas 

3.6-3.9). También los porcentiles (95%) de los plaguicidas presentes con los niveles 

violatorios más altos: diclorvos (0.019, para la leche B; 0.012, para la leche D), forato 
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(0.012, para la leche B) y clorfenvinfos (0.001, para la leche B) estuvieron por debajo de 

sus LMIR. 

El porcentaje total de muestras positivas a residuos de POF en leche comercializada 

en el Distrito Federal (4 marcas x 24 muestreos, n = 96) fue de 39.6%, valor similar (30%) 

al informado por Noa y col. (1992) para leches cubanas. 

Los POF que aparecieron con mayor frecuencia fueron diclorvos, forato y diazinón. 

Este último está dentro de los más utilizados en México (ll'4E, 2000). El 8.3% del total de 

muestras de leche analizadas (n = 96) presentaron niveles de POF que sobrepasan los 

límites aceptables. Este valor estuvo por encima de los informados para Estados Unidos 

(Yess y col., 1991) y Alemania (Hapke, 1997) donde las muestras con niveles violatorios 

fueron sólo del 1%. 

En las 96 muestras de leche pasteurizadas analizadas se determinaron los porcentiles 

90, para los plaguicidas detectados, obteniéndose valores de cero en la mayoría de los 

casos, excepto para diclorvos y diazinón, con valores de 0.0008 y 0.0001 mg/kg 

respectivamente, muy por debajo de sus LMR. Aún los porcentiles 95 estuvieron en 

niveles muy inferiores a los límites permisibles (Tabla 3.11). 

84



Tabla 3.11 Valores del porcentil al 95 de los plaguicidas organofosforados presentes en el 

total (n=96) de muestras de leche pasteurizada analizadas y sus LMIR. 

Plaguicida Porcentil al 95% 

(n=96)(mglkg)

LMRa en leche 

(mg/kg) 

Malatión 0.0000  
Clorpirifos 0.0000 0.010 
Dimetoato 0.0000  
Disulfotón 0.0000 0.020 
Mevinfos 0.0004  
Fentión 0.0008 0.010 

Diazinón 0.0011 0.020 

Clorfenvinfos 0.0016 0.008 
Metil-paratión 0.0018  

Etión 0.0028 0.020 
Forato 0.0048 0.050 

Diclorvos 0.0163 0.020
No todos los plaguicidas tienen LMR en leche 

Los residuos de los plaguicidas diclorvos y clorfenvinfos en leche pasteurizada 

pueden explicarse por su uso pecuario como garrapaticidas en bovinos. Además el 

diclorvos se utiliza para el control de insectos en graneros y silos vacíos. Kituyi y col. 

(1997) encontraron también residuos de clorfenvinfos en leche, pero no se encontraron 

informes en la literatura mundial sobre la presencia de residuos de diclorvos en ella. 

Aunque estos POF se señalan como poco persistentes, sus intervalos de seguridad están 

entre 5 a 12 horas; Repetto y col. (1996) han señalado que algunas veces se admite con 

demasiada confianza la poca estabilidad de los POF, y que en algunos experimentos 

realizados por ellos han observado una persistencia de 20 días para residuos de diclorvos 

(como producto de hidrólisis del triclorfón) en tejidos de rata (sangre, tejido adiposo, 

hígado y músculo).
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Como en el Directorio de Especialidades Veterinarias (1997) no se indican los 

tiempos de espera entre la aplicación del garrapaticida y la recuperación de la leche, la 

falta de información adecuada en el manejo de estas substancias también puede generar la 

presencia de estos residuos. La Comisión del Codex para residuos de medicamentos 

veterinarios (CODEX, 1995) señala la necesidad de suministrar información suficiente y 

exacta a los usuarios de estas substancias, mediante las etiquetas y prospectos para lograr la 

aplicación de Buenas Prácticas Veterinarias. 

Los residuos de los plaguicidas forato y clorpirifos, de uso agrícola, podrían 

generarse a partir del consumo de piensos contaminados con estos residuos. El-Hoshy y 

col. (1997) detectaron la presencia de residuos de clorpirifos en leche, pero no se 

encontraron referencias en la literatura mundial de la presencia de forato en ella. Estos 

plaguicidas están autorizados por CICOPLAFEST(1997) para proteger cultivos COmO 

alfalfa, maíz, sorgo, y soya, que se emplean en la alimentación del ganado lechero. Existe el 

problema de que en el Catálogo Oficial de Plaguicidas no se indican tiempos de seguridad 

para el forato, lo que podría favorecer la presencia de sus residuos, ya que de acuerdo a 

Hassall (1990), la persisténcia del forato puede ser hasta de 6 semanas. El clorpirifos, se 

encuentra dentro de los plaguicidas de mayor uso en México (INE, 2000) y sí tiene 

establecido un tiempo de seguridad de 21 días en los cultivos de alfalfa, máiz, sorgo y 

soya (CICOPLAFEST, 1997). La presencia de residuos de clorpirifos en la leche parece 

indicar una deficiente aplicación de buenas prácticas agrícolas en la obtención de alimentos 

que pueden ser destinados a la alimentación del ganado lechero. 

La detección de los plaguicidas forato y clorpirifos en leche contrasta con la opinión 

de Blüthgen y Heeschen (1997) quienes señalaron que la transformación metabólica de los 

plaguicidas organofosforados es lo bastante rápida como para que sus residuos aparezcan 
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en la leche cuando la vaca ingiere alimentos que contienen estas substancias. Los resultados 

del presente trabajo confirman la necesidad de realizar nuevos estudios sobre la estabilidad 

y transferencia de los residuos de plaguicidas organofosforados de los piensos a la leche. 

Para determinar el efecto tóxico de cualquier residuo en los alimentos se establecen, 

a través de ensayos en animales, la concentración de la substancia donde no se pueda 

observar un efecto tóxico medible (NOEL) y se expresa en mg/kg de peso corporal del 

animal. A partir de este valor se calcula la Ingesta Diaria Admisible para el humano (IDA.), 

considerada la ingesta diaria de una substancia, expresada sobre la base de peso corporal, 

que durante toda la vida de una persona puede ser ingerida sin riesgo apreciable para la 

salud. Está dada en miligramos de substancia por kilogramo de peso corporal por día. El 

valor de la IDA es de 100 a 1000 veces menor que el NOEL, esto para dar un factor de 

seguridad adicional (Heeschen, 1997). 

Con base en lo anterior, para evaluar el riesgo para la salud que podrían representar 

las muestras de leche que sobrepasaron los límites máximos de residuos permitidos, se 

calcularon las ingestas diarias suministradas por estas leches y se compararon con las 

Ingestas Diarias Admisibles (IDA) señaladas en el CICOPLAFEST (1997) para estos 

plaguicidas. Para lo cuál se asumió un peso de 10 kg para un niño y un peso de 60 kg para 

un adulto, así como un consumo de 500 ml de leche al día en ambos casos. 

De las muestras de leche con niveles de residuos violatorios, 5 sobrepasaron los 

valores de IDA para un caso hipotético de un niño. Los residuos de los plaguicidas 

diclorvos (3 muestras), clorfenvinfos (1 muestra) y forato (1 muestra), estuvieron 1.18, 

2.45, 3.75; 5.5 y 17.28 veces, respectivamente, por encima de la IDA. En el caso calculado 

para el adulto, sólo 1 muestra con residuos de forato sobrepasó 2.88 veces la IDA. 
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Para los plaguicidas de uso agrícola dimetoato, mevinfos, malatión y paratión 

metílico, para los cuáles no hay LMIR establecidos en leche, también se determinó silos 

niveles de residuos encontrados rebasaban las IDA. En ningún caso las IDA calculadas 

fueron superiores a las establecidas para cada plaguicida. 

La presencia de algunas muestras con niveles de plaguicidas por encima de los 

límites máximos de residuos permitidos y de las ingestas diarias aceptables podrían resultar 

un riesgo para la salud, especialmente en niños, si estos residuos violatorios se presentaran 

con mayor frecuencia. Pero como el valor promedio anual de los residuos de estos 

plaguicidas estuvo muy por debajo de los LMR establecidos, el riesgo potencial a la salud 

de los consumidores se minimiza. No obstante, es preocupante que las leches comerciales 

presenten residuos con niveles objetables, considerando que es leche de acopio mezclada ele 

diferentes productores, donde los niveles de residuos tienden a reducirse, aunado a que el 

proceso de pasteurización favorece la destrucción de los plaguicidas fosforados (El Hoshy, 

1997). Sería deseable que en nuestro país se hiciera efectivo, como en los países 

industrializados, el programa de control de residuos tóxicos en los alimentos, ya que sólo a 

través de éste, será posible reducir la frecuencia de muestras de leche con niveles de 

residuos violatorios. 

3.5 Efecto de la adición de conservadores en la estabilidad de los residuos de 

sulfonamidas y nitrofuranos en las muestras de leche cruda 

El uso de algunos preservantes como el dicromato de potasio y el bicloruro de 

mercurio está permitido en las muestras de leche para conservarlas durante más tiempo 
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(FIL, 1988; AOAC, 1995). Estas substancias son de gran utilidad cuando el lugar donde se 

toma la muestra está lejos del laboratorio y no hay posibilidades de mantenerlas 

refrigeradas o cuando los análisis no pueden realizarse de inmediato en el laboratorio. 

Se ha demostrado que la adición de estos conservadores no interfiere en la 

determinación de proteínas y grasa de la leche. Sin embargo, si interfiere en 

determinaciones como: lactosa (Pinto y col., 1996; Karmakar y Ghatak,1997), urea 

adicionada a la leche (Bector y col., 1988), antimicrobianos con la prueba enzimática 

Penzym R ( Molina y col., 1999) y en los análisis microbiológicos. 

La adición de estos conservadores a muestras de leche destinadas al análisis 

multiresiduo por FIPLC de sufonamidas y nitrofuranos, utilizado en este trabajo, mostró los 

siguientes resultados: 

Adición de dicromato de potasio (0.1%) 

El análisis estadístico de los resultados obtenidos para sulfonamidas en muestras de 

leche cruda conservada con dicromato de potasio señaló que no hay diferencias 

significativas (p >0.05) en los porcentajes de recuperación de los días 1 hasta el 5 en todas 

las sulfonamidas estudiadas. En el séptimo día el nivel de recuperación del sulfatiazol, 

sulfamerazina y sulfamonometoxina empieza a disminuir. Sin embargo la sulfametazina, 

sulfacloropiridazina y sulfametoxazol se mantuvieron estables 7 días después de iniciado el 

experimento (Figura 3.4). Los rangos promedio de recuperación de las sulfas fluctuaron 

entre 68.4% (sulfatiazol) a 96.8% para sulfametazina (Tabla 3.12), 

En el caso de los nitrofuranos no hubo diferencias significativas (p>0.05) en los 

resultados obtenidos durante los siete días (Figura 3.5). Los rangos de recuperación 
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promedio estuvieron entre 75.1% para la furaltadona y 101.6% para la fijrazolidona (Tabla 

3.12). 

Tabla 3.12 Porcentajes de recuperación promedio, mínimos y máximos de residuos de 

sulfonamidas y nitrofuranos en leche conservada con dicromato de potasio (0.1%) en 

refrigeración, durante un periodo de 7 días y las pérdidas en los porcentajes de recuperación 

alcanzadas para el día 7. 

Antimicrobiano Porcentajes de 

recuperación 

promedio

Porcentajes de 

recuperación 

mínimos y máximos

Pérdida (%) en los 

porcentajes de 

recuperación al 

día 7 
Sulfatiazol 68.4 54.7 -77.9 23.2 
Sulfamerazina 76.8 65.5 -87.9 17.2 
Sulfametazina 96.8 89.2-102.1 ns 
Sulfamonometoxina 84.6 72.3 - 89.8 17.0 
Sulfacloropirida.zina 77.7 67.9-89.8 ns 
Sulfametoxazol 89.4 77.2-96.3 ns	- 
Nitrofura.zona 92.1 88.2-100.4 ns 
Furazolidona 101.6 98.8-106.9 ns 
Furaltadona 75.1 62.1 —79.8 1	ns
ns: no significativo (p>0.05) 



Figura 3.4 Estabilidad de residuos de sulfonamidas en muestras de leche cruda conservadas 
con dicromato de potasio (0.1%) y bicloruro de mercurio (0.05%) durante 7 días en 
refrigeración.
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Figura 3.5 Estabilidad de residuos de nitrofliranos en muestras de leche cruda conservadas 
con dicromato de potasio (0.1%) y bicloruro de mercurio (0.05%) durante 7 días en 
refrigeración.
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Adición de bicloruro de mercurio (0.05%) 

En el caso de la conservación de la leche con bicloruro de mercurio, se observó una 

pérdida importante de la concentración de sufatiazol al día siguiente de iniciado el 

experimento (Figura 3.4); para el tercer día los niveles de recuperación disminuyeron casi 

un 50%. Las recuperaciones de la sulfamerazina, sulfamonometoxina, sulfametazina se 

mantuvieron sin diferencias significativas cinco días después de iniciado el experimento. El 

porcentaje de recuperación de la sulfacloropiridazina se mantuvo estable durante los 7 días 

del experimento. Los niveles promedio de recuperación estuvieron entre 74.320% 

(sulfacloropiridazina) y 89.18% (sulfametazina), ver Tabla 3.13. 

Para verificar la aparente descomposición del sulfatiazol (STZ) en presencia del 

HgCl2, se realizó una prueba de estabilidad (por triplicado) utilizando únicamente 

solventes. El STZ se disolvió en agua y en metano! a una concentración de 0.05p.g/ml, en 

ambos casos. Además el STZ se disolvió (0.05.tgIml) en soluciones de bicloruro de 

mercurio (0.05 1%) acuosas y metanólicas. Todas las soluciones se conservaron a 4°C y se 

analizaron por HPLC en los días 0,1,2 y 7. El sulfatiazol se mantuvo estable durante los 7 

días de almacenamiento en el metanol y en la solución metanólica de HgCl2. En cambio, en 

solución acuosa se observó una pérdida del 5.8% en los porcentajes de recuperación del 

STZ para el día 7. En la solución acuosa de bicloruro de mercurio el STZ presentó una 

pérdida importante del 73.5% en los porcentajes de recuperación desde el primer día de 

almacenamiento. Estos resultados confirmaron la influencia del bicloruro de mercurio en la 

estabilidad de los residuos de STZ en un medio acuoso, tal como se observó en las muestras 

de leche. Se ha determinado que el Hg puede reaccionar con algunos derivados que 

presentan el anillo tiazol ocasionando su rompimiento (Acheson, 1960) o pueden formar 
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derivados mercúricos en el anillo tiazol (Borton y 011is, 1979). Esto podría explicar las 

pérdidas de STZ observadas. 

En el caso de los nitrofliranos no hubo diferencias significativas en los resultados 

obtenidos durante los 7 días (figura 3.5), Los rangos de recuperación promedio estuvieron 

entre 88.27% para la nitrofurazona y 107.17% para la furazolidona (Tabla 3.13). 

Tabla 3.13 Porcentajes de recuperación promedio, mínimos y máximos de residuos de 

sulfonamidas y nitrofuranos en leche conservada con bicloruro de mercurio (0.05%) en 

refrigeración, durante un periodo de 7 días y las pérdidas en los porcentajes de recuperación 

alcanzadas para el día 7. 

Antimicrobiano Porcentajes de 

recuperación 

promedio

Porcentajes de 

recuperación 

mínimos y máximos

Pérdida (%) en los - 

porcentajes de 

recuperación al 

día 7 
Sulfatiazol 42.2 21.2-73.6 48.0 
Sulfamerazina 76.8 643-89.3 20.7 
Sulfametazina 89.2 611-104.4 ns 
Sulfamonometoxina 84.2 67.2-90.0 23.3 
Sulfacloropirida.zina 74.3 60.2-84.8 ns 
Sulfametoxazol 85.3 65.8-98.4 26.2 
Nitrofurazona 88.3 83.4-98,9 ns 
Furazolidona 107.2 96.7-112.7 ns 
Furaltadona 94.7 791-108,7 ns
ns: no significativa (p>0.05) 

A través de los resultados anteriores se puede señalar que el uso del dicromato de 

potasio como conservador, en un nivel del 0. 1%, no interfiere en la determinación por 

HPLC de residuos de sulfonamidas y nitrofriranos en un lapso de 6 a 7 días, por lo que se 

puede recomendar su uso, cuando sea necesario prolongar el tiempo de conservación de las 



muestras. El bicloruro de mercurio en un nivel del 0.05% también puede usarse en esta 

determinación por HPLC, salvo para medir residuos de sulfatia.zol. 

3.6 Efecto de la adición de agentes conservadores en la estabilidad de los residuos de 

plaguicidas organofosforados en muestras de leche cruda 

Adición dicromato de potasio (0.1%) 

De los 11 plaguicidas estudiados sólo 8 (diclorvos, mevinfos, forato, dimetoato, 

diazinon, fention, clorpirilbs y clorfenvinfbs) presentaron porcentajes de recuperación 

aceptables desde un punto de vista analítico, superiores al 60% (Quattrocchi,1992 ). Los 

niveles de recuperación de los otros plaguicidas fueron objetables desde el primer día de 

iniciado el experimento (Tabla 3.14). 

El análisis estadístico para determinar si hubo diferencias entre días > únicamente se 

realizó en los residuos de plaguicidas con niveles de recuperación aceptables (?60%) en el 

día cero. Sólo el mevinfos presentó una pérdida significativa (p<0.05) del 32.2% en el día 

7. No se encontraron diferencias significativas entre días (0 al 7) en ninguno de los otros 6 

plaguicidas analizados (Tabla 3.16), por lo que se considera que el dicromato de potasio 

(0.1%) puede utilizarse como conservador en la leche sin afectar la estabilidad de los 

residuos de forato, dimetoato, diazinón, fentión, clorpirifos y clorfenvinfos. 
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Tabla 3.14 Porcentajes de recuperación promedio, mínimos y máximos de residuos de 

plaguicidas organofosforados en muestras de leche conservada con dicromato de potasio 

(0.1%) en refrigeración, durante un periodo de 7 días. 

Plaguicida Porcentajes de 

recuperación promedio (X)

Porcentajes de recuperación 

(X) mínimos y máximos 

Diclorvos 58.2 52.6-68.3 
Mevinfos 54.5 41.9-62.7 
Forato 77.6 70.1-82.6 
Dimetoato 73.1 51.8-81.2 
Diazinon 74.5 62.0-88.2 
Disulfotón 27.6 24.2-30.1 
Metí¡ paration 32.4 293-42.0 
Fentión 79.7 67,7-88.5 
Clorpirifos 95.2 92.5-97.2 
Clorfenvinfos 105.0 824-115.0 
Etión 27.9 19.7-39.4

Adición de bicloruro de mercurio 

Cuando las muestras de leche se conservaron con bicloruro de mercurio (0.05%) se 

observó una pérdida importante en los porcentajes de recuperación desde el primer día del 

experimento en siete de ellos. El mevinfos y el dimetoato no fueron detectables y en los 

otros 5, los porcentajes de recuperación obtenidos desde el inicio del experimento no fueron 

aceptables ya que estuvieron por debajo del 60% recomendado en el análisis de residuos en 

niveles de 50 ppb. Los niveles de recuperación de diazinón, fentión y clorfenvinfos 

permanecieron con niveles de recuperación adecuados (Tabla 3.15). 

El análisis estadístico para determinar si hubo diferencias entre días, únicamente se 

realizó en los residuos de plaguicidas con niveles de recuperación aceptables (260%) en el 

día cero. El porcentaje de recuperación del plaguicida diclorvos (65.5%) tuvo una pérdida 

significativa (p<0.05) del 33.2% al día siguiente de iniciado el experimento, que llegó a 

M. 



37.79% en el día 7 (Tabla 3.16). Los niveles de recuperación de diazinón, fentión y 

clorfenvinfos permanecieron sin diferencias significativas durante los 7 días del 

experimento (Tabla 3.16). 

Tabla 3.15 Porcentajes de recuperación promedio, mínimos y máximos de residuos de 

plaguicidas organofosforados en muestras de leche conservada con bicloruro de mercurio 

(0.05%) en refrigeración, durante un periodo de 7 días. 

Plaguicida Porcentajes de 

recuperación promedio (X)

Porcentajes de recuperación 

(X) mínimos y máximos 

Diclorvos 47.4 38.8-65.5 
Mevinfos No detectable - 
Forato 38.4 333-48.9 
Dimetoato No detectable - 
Diazinón 58.2 523-64.1 
Disulfotón 16.8 12.8-19.9 
Metil paratión 42.1 30.1-55.5 
Fentión 71.4 64.0-76.8 
Clorpirifos 39.1 32.3-47.8 
Clorfenvinfos 93.5 62.5-116.4 
Etión 13.9 8.5-23.8

El tipo de conservador utilizado en la leche tuvo influencia en los plaguicidas: 

mevinfos, dimetoato, clorpirifos y forato. En los 2 primeros el bicloruro de mercurio parece 

haberlos degradado, ya que no fueron detectables desde el inicio del experimento, lo que no 

ocurrió con el dicro mato de potasio (Figura 3.6). Los niveles de recuperación de clorpirifos 

(39.13%) y forato (38.4%), cuando se utilizó bicloruro de mercurio como conservador, son 

significativamente menores (p<0.05) que los obtenidos con dicromato de potasio 77.6% y 

95.23%, respectivamente. Aún más, cuando se usa bicloruro los porcentajes de 

recuperación se vuelven inadecuados analíticamente ya que están por debajo del 60% 

recomendable. 



Las bajas recuperaciones (<30%) en los plaguicidas disulfotón y etión, tanto en 

bicloruro como en dicromato, están dentro de las limitaciones de la técnica multiresiduos 

utilizada; ya que en los resultados obtenidos en la estandarización de la técnica los niveles 

de recuperación de estos dos plaguicidas fueron inferiores al 43%. 

Tabla 3.16 Estabilidad de residuos de plaguicidas organofosforados en muestras de leche 

con conservador almacenada en refrigeración durante siete días, medida a través de la 

pérdida en los porcentajes de recuperación. 

Plaguicida Pérdidas (al día 7) en los 

porcentajes de recuperación 

promedio con dicromato de 

potasio

Pérdidas (al día 7) en los 

porcentajes de recuperación 

promedio con bicloruro de 

mercurio 

Clorfenvinfos NS NS 
Diazinón NS NS 
Fentión NS NS 
Diclorvos NS 37.79% 
Clorpirifos NS BR 
Forato NS BR 

Dimetoato NS No detectable 
Mevinfos 32.2% No detectable 
Metil paration BR BR 
Disulfotón BRT BRT 

Etión BRT
- 

BRT
NS: no significativa (p>0.05) 
BR: baja recuperación (<60%) desde día cero (no se hizo análisis estadístico) 
BRT: baja recuperación de la técnica (no se hizo análisis estadístico) 
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Figura 3.6. Estabilidad de residuos de plaguicidas organofosforados en muestras de leche 

cruda conservadas con dicromato de potasio (0.1%) y bicloruro de mercurio (0.050%) 

durante 7 días en refrigeración. 
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De acuerdo al comité mixto FAO/OMS de expertos en residuos de plaguicidas en 

alimentos se consideran inaceptables las pérdidas superiores al 30% durante el almacenaje 

de las muestras destinadas al análisis de residuos de plaguicidas (FAO/WHO, 1992). Por lo 

que la utilización de dicromato de potasio (0.1%) como conservador en muestras de leche 

cruda sólo es adecuado cuando se quieran analizar residuos de los plaguicidas 

organofosforados clorfenvinfos, diazinón, fentión, diclorvos, clorpirifos, forato y 

dimetoato. El uso del cloruro de mercurio (0.05%) es aceptable para el análisis de residuos 

de clorfenvinfos, diazinón y fentión.
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4. CONCLUSIONES 

Se detectaron residuos de sulfonamidas en las cuatro marcas de leche pasteurizada 

comercializadas en el Distrito Federal. El valor promedio de sus residuos no sobrepasó los 

límites máximos permitidos por el CODEX. Sólamente la leche C presentó algunas 

muestras con niveles de residuos por encima de los limites máximos permitidos. 

No se encontraron residuos de nitrofuranos en ninguna de las 4 marcas de leche 

analizada, por lo que los residuos de estos medicamentos no representan un problema de 

salud pública en el Distrito Federal. 

Se detectaron residuos de plaguicidas organofosforados en las cuatro marcas de 

leche pasteurizada analizadas. El valor promedio de los residuos detectados no sobrepasó 

los límites máximos permitidos. El 8.3% del total de las muestras estudiadas presentaron 

algunos residuos en niveles objetables. 

La adición de dicromato de potasio como conservador en muestras de leche cruda, 

en un nivel del 0.1%, no interfiere en la determinación por HPLC de residuos de 

sulfonamidas y nitrofitranos en un lapso de 6 a 7 días en refrigeración. El bicloruro de 

mercurio en un nivel del 0.05% también puede usarse en esta determinación por HPLC, 

salvo para medir residuos de sulfatia.zol, ya que aparentemente puede descomponer a este 

antibacteriano. 

El dicromato de potasio (0.1%) puede utilizarse como conservador en la leche cruda sin 

afectar la estabilidad de los residuos de los plaguicidas organofosforados: forato, 
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dimetoato, diazinón, fentión, clorpirifos y clorfenvinfos, cuando se analizan por 

cromatografia de gases. Sin embargo, los plaguicidas mevinfos y paratión metílico 

presentaron pérdidas significativas en presencia de este conservador. 

La conservación de muestras de leche cruda con bicloruro de mercurio (0.05%) no 

interfirió en la estabilidad de los plaguicidas organofosforados clorfenvinfos, diazinón y 

fentión. Sin embargo, se presentaron pérdidas significativas en los plaguicidas: diclorvos, 

clorpirifos, forato, dimetoato, mevinfos y paratión metilico. 
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S. RECOMENDACIONES 

1. Establecer programas permanentes de vigilancia de residuos tóxicos en leche y en los 

alimentos en general para disminuir los riesgos para el consumidor. 

2. Establecer limites máximos de residuos de sulfonamidas en leche en México. 

3. Presentar los resultados del presente trabajo en foros donde coincidan productores 

lecheros, industriales y autoridades sanitarias a fin de divulgar la problemática y diseñar 

estrategias para minimizar la presencia de residuos tóxicos en la leche. 

4. Continuar estudiando el paso a la leche de los diferentes compuestos químicos que se 

utilizan en la terapéutica del ganado lechero y en el control de plagas y enfermedades 

en los piensos destinados a su alimentación. 

5. Ensayar el posible uso de otros agentes conservadores en las muestras de leche para 

determinar si no interfieren con el análisis de residuos de sulfonamidas, nitrofuranos y 

plaguicidas organofosforados.
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A rapid and selective ¡¡quid chroniatographic 

method was developed to detect 6 sulfonamides, 
3 nitrofurans, and chloramphenicol residues in 
pasteurized milk. The 10 drugs were extracted with 
chloroform-acetone and the organic phase was 
evaporated; the residues were dissolved in an 
aqueous sodium acetate buffer solution 0.021VI 

(pH = 4.8), and the fat was removed by washing 
with hexane. The aqueous ¡ayer was collected, fil-

tered, and injected. The 6 sulfonamides and 
chloramphenicol were detected at 275 nm ultravio-
let (IJV) using a gradient system starting with so-
dium acetate buffer solution-acetonitrlle (95 + 5) 
and finishing with sodium acetate buffer 
solution-acetonitrile (80 + 20). Nitrofurans were de-
tected at 375 nm (UV) isocratically with sodium ac-
etate buffer solution-acetonitrile (80 + 20). For 
50 ppb fortifled milk, the average recovenes were 

(sulfathiazole) 65.52%; (sulfamerazine) 75.36%; 
(sulfamethazine) 93.94%; (sulfachlorpyridazine) 
75.94%; (sulfamethoxazole) 85.18%; 
(sulfamonomethoxi ne) 83.45%; (chloramphenicol) 
104.17%; (nitrofurazone) 91.81%; (furazolidone) 
100.76%; and (furaltadone) 72.38%. Method detec-
tion Iimits ranged from 4 ppb (nitrofurazone) to 
16 ppb (sulfamethazine). Sorne matrix interfer-
ences (34 ppb) were observed only with sulfona-
mides.

M

odem farming practices, involving intensive rearing 
of animais in restricted aecommodations, inevitably 
increases the incidence and spread of disease. The 

therapeutic use ofmedicinal substances is essential lo cure and 
control disease outbreaks. Sulfonamides, nitrofurans, and an-
tibiotics are powerftsi antimicrobians which are widely usad in 
veterinary medicine (1). Residues of these drugs can persist in 
the animal and enter dic human food chain. Severa! reports (2-5) 
have indicated the presence of sorne of diese cornpounds ca 

milk. It has also been stated thaI sulfamethazine and 
nitrofurazone are carcinogenic (6) md that chloramphenicol 
can cause neoplaslic anemia. As dic number of drugs bein 
usad on aniinals is increasing, efforts are directed toward 
multiresidue methods te determine them below or at dic al-
lowed tolerance levels. Liquid chromatography (LC) is one oF 
the most widely usad techniques for determining axitibiotics jo 
edible animal tissues (7). 

'fl%e present study describes a method for dic simultaneous 
determinalion of 6 sulfonamides, 3 mlrofurans, md 
chloramphenicol residues si pasteurizad milk. Anümicrobials 
under study (exccpt chloramphenicol) are approved in México 
for use with dairy cows. 11e mediad described was designad te, 
monitor dic residues levels of these authorized drugs and ¡llega] 
chloramphenicol residues. It is tosed on dic AOAC Officia] 
Method 993.32 for multiple sulfonamide residues in raw bovine 
milk (8,9) with modifications jo dic chromatographic conditions. 

Experimental 

Apparatus 

Received January 16, 2001. Accepted by JM May 28, 2001. 
Cortespondiig autor e-mail: normaapz®iotmail.com

(a) LC ysrem.—Merck Hitachi (CITY & STATE?); 
variable UY detector, 250 x 4.6 mm reversed-phase C 15 col-
urna, 5 Lun particle size (LiChroCART 250-4, Merck 
1.50838; Dannstadt, Germany); 2 cm guard column. Oper-
ating conditions: flow rate, 1.0 mlimin (sulfonamides), 1.2 
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Table 1. Gradient system program 

Linear 

Time (mii)	0	5	20	30	35	45 

0	0	100	100	0	0 

mL/mm (nitrofurans); standard injection, 5 j.tL; saniple injec-
tion, 20 pL. Run time, 45 mm for sulfonamides and 
chloraniphenicol, and 15 nún for nitrofürans; chart speed, 0.5 
cm/mm; detector set at 275 nm for sulfonamides and 
chloramphenicol and 370 nm for nitrofurans. 

(b) Rotary evaporator. 

(c) Pipettors. 
(d) Filter paper.-12.5 cm diameter, fast speed (coarse 

precipitates). 

(e) Nylon filters.-0.45 jim porosity, 47 mm; md 
0.45 pm, 13 mm. 

(f) Vortex mixer.

(g) Volumetricpipeis.-1, 5, md lO ml—. 

(h) Volumetricflaskr.-10 md 25 ml.. 
(i) Funnels.—Short stem, 75 mm íd. 

(j) Separatoryfunnels.-125 ml.. 
(k) Round bottomflasksfor rotoevaporator.—l00 mL. 
(1) Conical tubes.-15 mL. 
(m) Disposable syringes.-3 mL. 
(n) Pasteur pipets. 

Reagents 

(a) Ánhyd.rous sodium acetate, glacial acetic acid,—ACS, 
reagent.

(b) Water, acetonitrile, hexane, ,nethanol.—LC grade. 
(c) Acetone, chloroform.—Residue grade. 
(d) 0.02M sodium acetate solution in water.—Filter 

through 0.45 Jim nylon filter. 
(e) 0.02M acetic acid solution in water.—Filter through 

0.45 pm nylon filter. 
(f) 0.02Msodium acetate buifersolution. pH4,8.—Adjust so-

dium acetate solution (d) pH to 4.8 with acelie acid solution (e). 

Se,,,d,on "me (mx, 

CD)

2 3 

t w	- L Li 
11	 ,	 10	i	j	3 

Figure 1. Chromatograms ol (A) standard mixture (50 nglmL each): (1) sulfathiazole, (2) sulfamerazine, (3) 
sutfamethazine, (4) sulfamonomethoxlne, (5) sulfachloropyndazine, (6) sulfamethoxazole, (7) chloramphenlcol; 
(8) control milk; (C) milk fortified at 50 ppb. 
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Table 2. Method performance for determination of 6 sulfonamides, 3 nitrofurans, and chloramphenicol in 

pasteunzed ,nilk by LC (n = 10) 

Drug
Interferences. 
average ppb Mean recovery, % SD8, % RSDb. % MDLC, ppb 

SuIfathiazoe 5 65.52 10.63 16.22 15 

Sulfamerazine" 7 75.36 9.42 12.50 13 

Suffamethazine d 6 93.94 11.32 12.05 16 

Sulfachloropyndazine" 3 75.94 10.15 13.37 15 

Sutfamethoxaroie d 7 85.18 10.67 12.52 15 

Sulfamonomethoxlne" 3 83.45 9.12 10.93 13 

ChIoramphenico1' - 104.17 8.80 8.44 15 

Nitrofurazone° - 91.81 2.65 2.89 4 

Furazolidone° - 100.76 5.57 5.53 8 

FuraItadone - 72.38 9.48 13.10 13

Standard deviation. 
Relative standard deviation 
Method detection IkTut. 

d Gradient system (275 nm). 
Isocraticsystem (375 nm). 

(g) Mobile phases.-Sodium acetate buffer solution 
0.02M-acetonitrile (95 + 5, y/y); sodium acetate buffer solu-
tion 0.02M-acetonitrile (80 + 20, y/y). 

(h) E.rfraclion so/utwn.-Chloroform-acetone (2 + 
1, y/y). Prepare daily, 100 mLlsample. Measure chloroform 
and acetone in separate graduated cylunders, add acetone to 
chloroform, and mix thoroughly. Let mixture equilibrate ca 
10-15 miii, to room temperature before usung. 

(1) Sulfonamide standards.-Sulfathiazole (STZ; Aldrich 
Chemical Co., Milwaukee, WI); sulfamerazine (SMR); 
sulfamethazine (SMT); sulfhehloropyridazine (SCP); 
sulfamonomethoxine (SMM; Sigma Chemical Co,, St. Louis, 
MO); sulfiimcthoxazole (SMX; Mexican Pharmaceutical 
Standard). 

(j) PvY!rcñsmn s&	.-Niürawnc (NF); furajtadone 
(FI); Sigma); fürazolidone (FZ Me~ Pharmacetica1 Standard). 

(k) Chloramphenicol (CAP) standard.-Mexican Phar-
maceutical Standard. 

Preparation of Standard Solutions 

(a) Stock solutions.-Accurately weigh 25 mg, to ncarest 
0.1 mg, STZ, SMR, SMT, SCP, SMX, SMM, NF, FZ, FD, and 
CAP standards into separate weighing vessels. Transfer te sepa-
tate 25 mL volumeiric flasks (1 mgfmL). Dissolve in methanoL 

(b) Fortification solution (10 jag/mL ofeach substo.nce un-
der study).-Transfer 250 j.tL of each standard solution 
(1 mg/fiL) into single 25 mL volumeirie flask, dilute to vol-
ume with methanol, and mix thoroughly. Prepare daily. 

(c) Sulfonamides, nítrofurans, and CAP working stan-
dards.-Beeause loop capaeity (20 pL) was 5 times smaller 
than that (100 pL) recomended in AOAC Official Method 
993.32, standard solutions were prepared at higher concentra-

tions (25, 50, and 100 ppb, milk equivalent) to achieve good 
analytical parameters. 

(1) 250 ng/mL (25ppb, milk equivalent).-Ditute 250 pL 
fortification solution to 10 mL with methanol in lO mL volu-
metric flask and mix thoroughly. 

(2) 500 ng/mL (50pph, mi/It equivaLent).- .Dilute 500 hL 
fortification solution te 10 mL with methanol in 10 mL volu-
metrie flask aud mix thoroughly. 

(3) 1000 ng/mL (100 ppb, milk equivalent).-Dilute 1 mL 
fortification solution to 10 mL with methanol in 10 mL volu-
metrie flask and mix thoroughly. 

Sample Extraction 

Place 10 mL milk sample (pasteurizod bovine milk free 
from residues) in 125 mL separatory funnel and fortify at 

50 ppb by addung 50 pL fortification solution. Add 50 mL ex-

traction solution, and stopper. Shake vigorously 1 miii; care-
fully vent through stopper. (Do not vent through stopcock be-
cause milk solids clogging it may result in sample loss.) Shake 
for 1 additionai miii, vent, and let phases separate 1 mm. Repeat 

shakung sequence and letphases separate 5 min. Draw off ex-

traction solution, filterung through washe4 (with extraction so-
lution) lilter paper, and collect in a 100 mL round bottom flask 

(take extreme care to prevent milk from enterung stopcock). 

Add 25 mL cxtraction solution te separatory funnel and repeat 

exactly as before. Add this extraet te the other. Rinse filter with 

extraction solution (2 x 5 mL) and add te the other extracts. 
A nonfortifled milk sample is treated in die same way for 

negative control (control milk). 

Rey A	 1003PERVP, Author's Galley	 January, 2002
Januaiy/Febnlary 



IIofl Iin {m.n)

13 

Rccí,in.ii 1111K 1 U c 
Rioniinn Lil. inrul 

4 PFJ&EZETAL.: JOURNALOF AOAC INTERNATIONAL VOL. 85, No. 1,2002 

12 

Figure 2. Chromatograms of (A) standard mixture (50 ng/mL of each one): (1) nitroturazone, (2) furazolidone, (3) 

furaltadone; (B) control milk; (C) milk fortilled at 50 ppb. 

Sample Preparation 

Carefully evaporate extracts collected in 100 mL round 

botiom flask, just to diyness on rotary evaporator at 32 0C. Dis-

sol ve residue in 1 mL 0,02M sodiurn acetate buffer solution, 

agitating 1 miii on vortex mixer. Add 5 mL hexane, and vortex 

1 mm. Using a Pasteur pipet, transfer phases to 15 mL conical 

tubes; let phases separate 2 miii, and immediately vortex 1 more 

mm. Let pbases separate more than 15 min. Rernove aqueous 

layer with Pasteur pipet and place in 2 mL vial. (Note: Aqueous 

]ayer will be homogeneous; therefore, it is not necessaiy to re-

move 100% of layer, 50-75% aqueous ¡ayer is adequate for 

2 injections.) Usmg 3 mL synnge, filter aqueous layer through 

0.45 'un, 13 mm nylon filter. Store in sealed vials. 

Standard Curve 

Three standard curves containing 6 sulfonamides, 

3 nitrofurans, and chloramphenicol were prepared at 25, 50, 

axid 100 ng/mL Ievels (milk equivalent). 

Chromatogtphic Systems 

Two chromatographic systems were used: 

(1) A gradient system for determination of 6 sulfonanuides 

and chloramphemcol. Detection at 275 nm, run time 45 mm. 

Mobile phases: (A) 0.02M sodium acetate buffer solu-

tion—acetorutrile (95 + 5, y/y); (B) 0.02M sodium acetate 

buffer solution—acetonitrile (80 + 20, y/y). (see Table 1):

(2) An isocratic system for nitrofliran determunation. De-

tection at 370 nm, run time 15 min. Mobile phase (B). Pro-

gram 

Samples were first analyzed with isocratic system and then 

with gradient system, after equilibration time of 1 h. 

Method Defection Limit (MDL) 

MM was estimated on the basis ofresults for 10 replicates 

of milk sarnple spiked at SO ppb level and was calculated with 

the followung formula:

MDL = «0.99) x SI) 

where «0.99) is the Student's 1-tailed e-value at 99% confi-

dence level and with (n - 1) degrees of freedom, and SI) is the 

standard deviation of replicate analysis. 

Peak arcas of standards and extracts of spiked samples, run 

under identical conditions, were compared to determine per-

centage recoveries. Precision was determuned by calculating 

relative standard deviations (RSDs) of each drug reeovery fiar 

10 replic.ates. 

Results and Discussion 

The extraction mixture chloroform—acetone proposed in 

AOAC Method 993.32 (8) for sulfonanude multiresidue m 

raw milk enabled 6 sulfonanüdes, 3 nitrofurans, and 
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chloramphenicol tobe extracted simultaneously from pasteur-
ized milk saxnples with good average recovery (84.85%). At 

275 nm, all sulfonamides and chloramphenicol were well re-
solved in the gradient system used (Figure 1). There were 
sinail matrix interference peaks, ranging from 3 ppb for SMM 
to 7 ppb for SMR (Table 1). The gradient system used reduced 
analysis time in comparison with Method 99332 (8), in 
which, detection of STZ, SMZ, SMT, and SCP requires 
80 mm (2 isocratic runs of 40 min each). The gradient system 
required only 45 min.	 figi, tbM 

Nitrofurazone and furazolidone can also be resolved with 
the gradient system, but furaltadone cannot be resolved and 
rnay interfere with sulfamethoxazole. Changing the detection 
wavelength to 370 nm and using an isocratie system with mo-
bile phase B enhanced the retention-elution behavior of 
furaltadone and allowed good resol ution of the 3 nitrofurans. At 
this wavelength, the sulfonamides and CAP were not detected, 
and there were no mterferences from the matrix (Figure 2). 'fliis 
system was chosen for quantitation of the 3 nitrofurans. flg2 

Because LC system has no coluinn temperature control, re-
tention time changes occurred during the day as the room tem-
perature fluctuated. This made interpretation of 
chromatograms difficult; however, relative retention times 
were helpful. Changes m retention times ranged from 
0.09 min for SMT to 0.29 min for SMZ. 

The detector response was linear over the rangc of 
25-100 ng/mL for all drugs under study. The standard cahibra-
tion curves had correlation coefficients in excess of 0.99. In 
most cases, MDLs were not as low as 5 ppb established in 
AOAC Method 99332 (8). They ranged from 4 ppb for NF to 
16 ppb for SMT (Table 2). In the present study, the sample 
volume injected, 20 liL (loop capacity), was 5 times lower 
than that reportad in AOAC 99332 (lOO piL). Therefore, foru-
fication levels of 50 ppb were used instead of 20 ppb (Method 
99332) tú achieve good analytical paimneters. Considering (he 
maximun residue leveis (MRLs) of sulfonainides in milk 
(25 pgikg for SMT and 100 ig/kg for total sulfonamides) recom-
mended by Codex Alimentarius and (he European Union (1), (he

MDLs obtained m this work could be useful for detecting resi-
due violations in milk samples. 

Average recoveries of 10 replicate analyses, SDs, and 
RSDs are shown in Table 2. The average recoveries for su]-
fonamides ranged from 65.52% for STZ to 93.94% for SMT. 
They were higher for STZ, SMT, and SCP than those reported 
in AOAC 993.32 (56.14 to 82,87%). Average recoveries for 
niirofurans were 72.38% for FD to 100.76% for FZ. CAP re-
covery was 104.17%. RSDs obtained were 1.63-2.66 times 
higher (han those established in Method 993.32, probably due 
to manual injection in our case, as well as (he chromatographic 
system used. Nevertheless, they were acceptable for residue 
detection tnethods at (he 50 ppb conccn(ration level (10). 

These results showed that (he method is suitable for (he ad-
equate simultaneous detection of 10 drugs. Developing 
microanalytical techniques which permmt antimicrobial resi-
dues in niilk to be detected at ppb ranges is very important in 
order to protect consumer health. 
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