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Resumen

Se validó un método de análisis para la determinación de residuos de los
insecticidas organofosforados (OPs) malatión y clorpyrifos en hojas y tallos de
tres tipos de guayabo (Psidium guajava L): Criolla Roja, Tamare y Brasilera,
basado en la extracción con ultrasonido y limpieza de los extractos en fase sólida.
La eficiencia del método se evaluó calculando porcentajes de recuperación, me-
diante la adición de concentraciones conocidas de los OPs (0,025-0,25 µg.g-1) a 2,0
g de muestra de hojas y tallos de los tres tipos de guayabo, libre de residuos de
insecticidas. La cuantificación se realizó por cromatografía de gases con detec-
ción nitrógeno-fósforo. El tiempo óptimo de extracción en el ultrasonido fue 6min.
La fase sólida carbón grafitado (200,0 mg) permitió la obtención de altos porcen-
tajes de recuperación (>85%) y extractos traslucidos. Se observaron diferencias
significativas (P<0,05) para los valores medios de recuperación de los diferentes
niveles de concentración en las muestras de hojas y tallos de Criolla Roja-Brasilera
y Criolla Roja-Tamare. No se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la
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recuperación de Brasilera-Tamare en las muestras de hojas y tallos. El método
de extracción propuesto mostró una alta precisión (RSD<0,2%) y bajos límites de
detección (0,0147-0,0213 µg.g-1) para los tres tipos de guayabo.
Palabras clave: Clorpyrifos, malation, extracción ultrasónica, limpieza en fase
sólida, organofosforados, determinación de insecticidas.

Abstract

A method was validated for the analysis and determination of
organophosphorus insecticides (OPs) malathion and chlorpiryphos in leaves and
stems of three types of guava (Psidium guajava L.): tree "Red Creole", "Tamare"
and "Brazilian", based on the ultrasonic extraction and solid phase cleanup. The
method efficiency was evaluated with calculation of recovery percentages, through
the addition of known organophosphorus concentrations (0.025- 0.25 µg.g-1) to 2.0
g sample of stems and leaves of three types of guava tree, free of insecticides
residues. The quantification was made by gas chromatography with nitrogen-
phosphorus detection. The best time for the ultrasonic extraction was 6 minutes.
The solid phase, graphitized Carbon Black (200.0 mg) allowed high recovery
percentages (>85%) and translucent extracts. Significant differences (P<0.05)
were observed for the recovery means values of the different concentration levels
in stems and leaves samples between "Red Creole" and "Brazilian", and "Red
Creole" with "Tamare". Significant differences (P<0.05) were not found on the
recovery of "Brazilian" and "Tamare" stem and leaves. The extraction method
proposed showed a high precision (RSD<0.2%) and low detection limits (0.0147-
0.0213 µg.g-1) for the three guava types.
Key words: Chlorpyriphos, malathion, ultrasonic extraction, solid phase cleanup,
organophosphorus.

Introducción

El estado Zulia contribuye con el
ochenta por ciento de la producción na-
cional del fruto del guayabo, este cul-
tivo es tratado con insecticidas
organofosforados (OPs) para contra-
rrestar el efecto producido por la mota
blanca del guayabo, capulinia sp, el
cual es un insecto chupador que for-
ma sus colonias en el tallo y las ramas
de la planta causando la muerte de la
misma (Chirinos et al., 1999). De esta
planta, además del fruto se utilizan la
corteza del tallo (Ross, 1999) y las ho-

Introduction

Zulia state contribute with 80%
of national production of guava fruit,
this crop is treated with
organophosphorus insecticides (OPs) to
counteract the effect produced by the
guava cottony scale, Capulinia sp,
which is a sucking insect that form
its colonies on stem and branches of
plant causing its dead (Chirinos et al.,
1999). From this plant, besides of fruit
the stem cortex (Ross, 1999) and leaves
(Lozoya et al., 1994; Meian and
Mohamed., 2001) are used, because
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jas (Lozoya et al., 1994; Meian y
Mohamed., 2001) los cuales contienen
flavonoides. Estos polifenoles podrían
ser los responsables del efecto
anticolinérgico gastrointestinal que le
confiere al guayabo una actividad
antidiarreica inespecífica (Gutiérrez et
al., 2000), la cual ha permitido la pro-
liferación del uso de la misma como
planta medicinal (Rodríguez et al.,
1999).

Vargas et al., (2006), identifica-
ron tres flavonoles (miricetina,
quercetina y kaempferol) y dos flavonas
(luteolina y apigenina) en corteza, hoja
inmadura, hoja madura, hoja
senescente, botón floral, flor y fruto de
guayaba (Psidium guajava L), deter-
minaron que quercetina es el flavonoide
más abundante en todos los órganos,
excepto en la corteza donde miricetina
resultó ser el más abundante. Conclu-
yen que las hojas maduras son los ór-
ganos más convenientes para la extrac-
ción de flavonoides en árboles de gua-
yabo y sugieren la posibilidad de apro-
vechar los restos de follaje de la poda
para la extracción comercial de
flavonoides. Sin embargo, esta alterna-
tiva sólo podría ser considerada si se
realiza un análisis de residuos de OPs,
antes de la extracción de los flavonoides
con fines medicinales, ya que puede
existir un riesgo de contaminación si
hay presencia de residuos y provocar
una posible intoxicación de los consu-
midores. En consecuencia, se crea la ne-
cesidad de validar métodos de análisis
de residuos de OPs que permitan ga-
rantizar la inocuidad de hojas y tallos
de guayabo.

La extracción de OPS con
disolventes orgánicos es una técnica
tradicional en la cual se ha empleado

they have flavonoids. These
polyphenols could be responsible of the
digestive system anticholinergic effect
that gives guava an anti-diarrheic
unspecific activity (Gutiérrez et al.,
2000) which have permit the
proliferation of its use as medicinal
plant (Rodríguez et al., 1999).

Vargas et al., (2006), identified
three flavonols (miricetin, quercetin
and kaempferol) and two flavons
(luteoline and apigenine) in cortex,
immature leaf, mature leaf, senescent
leaf, floral bud, flower and fruit guava
(Psidium guajava L.), determined that
quercetine is the more abundant
flavonoid in all the organs, except in
cortex where miricetine was the more
abundant. They concludes that mature
leaves are the more convenient organs
for the flavonoids extraction in guava
trees and suggest the possibility of
taking advantage of the pruning foliage
rest for the commercial extraction of
flavonoids. However, this alternative
only could be considered if an analysis
of OPs residues is accomplished before
the flavonoids extraction with medici-
nal purposes, because it is possible to
have a contamination risk if there is
residues presence and cause a possible
intoxication of consumers. As a
consequence, there is necessary to
validate OPs residues analysis
methods that permit to guarantee the
guava leaves and stems harnessless.

The OPS extraction with organic
solvents is a traditional technique in
which a wide number of organic
solvents have been used, because there
is no consent between different
countries to propose an only procedure
(Pico et al., 2003). Between more used
solvents it is possible to detach, ethyl
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un amplio número de disolventes or-
gánicos, ya que no hay consenso entre
los diferentes países para proponer un
procedimiento único (Pico et al., 2003).
Entre los solventes de mayor uso des-
tacan, acetato de etilo, eliminando
agua con sulfato de sodio anhidro
(Quintero et al., 2008; Sánchez et al.,
2005; Hajslová et al., 1998),
acetonitrilo (Sojo et al., 1997) acetona
con reparto en diclorometano-éter de
petróleo (Dogheim et al., 1999). Este
tipo de extracción proporciona excelen-
tes resultados. Sin embargo, es un pro-
ceso largo y tedioso que presenta una
serie de inconvenientes entre los que
se puede mencionar el empleo de gran-
des cantidades de disolventes (cuyo
costo es muy elevado), formación de
emulsiones, exposición del analista a
grandes volúmenes de solventes tóxi-
cos y peligrosos y finalmente, la dispo-
sición de desechos del análisis.

La extracción con solventes orgá-
nicos asistida por ultrasonido puede eli-
minar algunos de estos inconvenientes
ya que se requiere pequeñas cantida-
des de muestras y de solventes, lo que
se traduce en la minimización de los
desechos que se generan en el análisis
(Tang et al., 2005). Adicionalmente, la
extracción empleando ultrasonido ace-
lera la transferencia de masas de los
componentes por medio de la absorción
de ondas sonoras por el disolvente y la
muestra, produciendo un aumento en
la temperatura del sistema y por consi-
guiente la difusión de los compuestos
desde la matriz al disolvente (Albelda
et al., 1994; Sánchez et al., 2002; Tang
et al., 2005). Todo ello conlleva a mejo-
rar la eficiencia de extracción y a dis-
minuir el tiempo de análisis.

Antes del análisis cromatográfico,

acetate, by eliminating water with
anhydrous sodium sulphate (Quinte-
ro et al., 2008; Sánchez et al., 2005;
Hajslová et al., 1998), acetonitrile (Sojo
et al., 1997) acetone con reparto in oil
dichloromethane-ether (Dogheim et
al., 1999). This type of extraction offer
excellent results, however, is a long
and boring process that shows a serial
of inconvenient like the use of high
quantities of solvents (with a very high
cost), emulsions formation, exposition
of the analyst to a high toxic and
dangerous solvents volumes and
finally, the analysis wastes disposition.

The extraction with organic
solvents ultra sound assisted can
eliminate some of these problems since
little quantities of samples and
solvents, which is translate in
minimization of wastes generated in
the analysis (Tang et al., 2005).
Additionally, the extraction by using
ultra sound accelerates mass transfer
of component through the absorption
of sound waves by solvent and sample,
producing an increase on system
temperature and consequently the
diffusion of compounds from matrix to
solvent (Albelda et al., 1994; Sánchez
et al., 2002; Tang et al., 2005). All this
takes to improve the extraction
efficiency and to diminish the time of
analysis.

Before the chromatographic
analysis, the complex matrix such as
soils, biological materials and natural
products requires cleanup. The
solvents extracts can be cleaned with
traditional chromatographic columns
or with extraction cartridges in solid
phase (SPE). For cleanup of vegetal
extracts solid phases like Florisil,
silica, alumina, C8 and C18, activated
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las matrices complejas tales como sue-
los, materiales biológicos y productos
naturales requieren algún grado de lim-
pieza (cleanup). Los extractos de solven-
tes pueden ser limpiados con columnas
cromatográficas tradicionales o con car-
tuchos de extracción en fase sólida
(SPE). Para la limpieza de extractos
vegetales se ha empleado fases sólidas
como florisil, sílice, alúmina, C8 y C18,
carbón activado y grafitado (Ettiene et
al., 2008; Ettiene et al., 2006; Ettiene
et al 2005; Remesh et al., 1999;
Podhorniak et al., 2001; Schenck et al.,
2000).

Cada rubro agrícola constituye
una matriz diferente, por lo que para
cada tipo de matriz pueden requerirse
modificaciones de los métodos de ex-
tracción y limpieza, lo que conlleva a
la búsqueda continua de nuevos cono-
cimientos sobre las ventajas e incon-
venientes de los métodos de extracción,
limpieza. La complejidad de las ma-
trices de hojas y tallos de guayabo,
hace laboriosa la determinación de los
OPs empleando métodos tradicionales
(Ettiene, 2006); de allí la importancia
innovativa de este trabajo de investi-
gación.

El objetivo de este trabajo fue
validar un método de extracción con
solventes orgánicos asistida con ultra-
sonido y limpieza de los extractos en
fase sólida para determinar los insec-
ticidas organofosforados clorpyrifos y
malation en muestras de hojas y ta-
llos de tres tipos de guayabo (Psidium
guajava L.): Criolla Roja, Brasilera y
Tamare.

Materiales y métodos

La investigación se desarrolló en

and graphited carbon have been used
(Ettiene et al., 2008; Ettiene et al.,
2006; Ettiene et al 2005; Remesh et
al., 1999; Podhorniak et al., 2001;
Schenck et al., 2000).

Each crop constitutes a different
matrix, thereby, for each matrix type
modifications of extraction and cleanup
methods can be required, that takes
to the continuous looking for new
knowledge about advantages and
disadvantages of extraction and
cleanup methods. The complexity of
leaves and stems of guava matrix
makes difficult the OPs determination
by using traditional methods (Ettiene,
2006); that is why, this research
becomes relevant.

The purpose of this research was
to validate an extraction method with
organic solvents ultra sound assisted
and extracts cleanup in solid phase to
determine those organophosphorus
insecticides chlorpyriphos and
malathion in samples of leaves and
stems of three types of guava (Psidium
guajava L.): "Criolla Roja", "Brasilera"
and "Tamare".

Materials and methods

Research was carried out in the
Chromatography Section of the
Agronomical Researches Institute,
Agronomy Faculty, University of Zulia.

Standards of chlorpyriphos (o.o-
diethyl-o-3.5.6-trichloride-2-piridil
phosphorothioate) and malathion (o.o-
dimethyl-S-1.2-carboetoxiethyl
dithiophosphate) high purity (99.0%
and 98.5%) insecticides, Dr.
Ehrenstorfer GMBH (Germany) were
used to prepare mother solutions
(2000,0 µg.mL-1) of each insecticide.
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la Sección de Cromatografía del Insti-
tuto de Investigaciones Agronómicas
de la Facultad de Agronomía de la
Universidad del Zulia.

Se emplearon estándares de los
insecticidas clorpyrifos (o,o-dietil-o-
3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato) y
malatión (o,o-dimetil-S-1,2-
carboetoxietil ditiofosfato) de alta pu-
reza (99,0% y 98,5%), Dr. Ehrenstorfer
GMBH (Alemania) para preparar so-
luciones madre (2000,0 µg.mL-1) de
cada insecticida. Trifenilfosfato (TPP)
con 99,0% de pureza (Riedel de Haën),
se usó como estándar interno. Los sol-
ventes empleados para el desarrollo de
este trabajo fueron: acetona (99,8% de
pureza, Riedel de Haën), acetato de
etilo y n-hexano (98,5% de pureza, E.M.
Science), diclorometano y acetonitrilo
(99,9% de pureza Fisher Scientific
Company). Se prepararon soluciones de
trabajo por dilución con acetato de etilo
y metanol y se almacenaron en la os-
curidad a 4,0°C.

La cuantificación se realizó em-
pleando un cromatógrafo de gases
Perkin Elmer Autosystem equipado
con una columna capilar DB-17 de 30m
x 0,53 mm D.I. x 1,0 µm de espesor de
película de 50% fenil metil polisiloxano,
un detector selectivo nitrógeno-fósforo
y un inyector automático Perkin
Elmer. El tiempo total de la corrida
fue 30 min.

Las muestras de tallos y hojas
de guayabo se obtuvieron del
Umbráculo de la Facultad de Agrono-
mía de la Universidad del Zulia. Se
tomaron aleatoriamente 3 ramas de
cada tipo de plantas de guayabo (Crio-
lla Roja, Brasilera, Tamare) y se
homogeneizaron en un procesador de
alimentos (Oster).

Triphenyl phosphate (TPP) 99.0%
purity (Riedel de Haën), was used like
internal standard. Solvents used for
the development of this research were:
acetone (99.8% purity, Riedel de
Haën), ethyl acetate and n-hexane
(98.5% purity, E.M. Science),
dichloromethane and acetonitrile
(99.9% purity Fisher Scientific
Company). Work solutions by dilution
with ethyl acetate and methanol and
they were stored in darkness to 4.0°C.

The quantification was carried
out using a gases chromatograph
Perkin Elmer Autosystem equipped
with a capillary column DB-17 of 30m
x 0.53mm D.I. x 1.0 µm width of film
50% phenyl methyl polisiloxane, a
selective detector nitrogen-phosphorous
and an automatic injector Perkin
Elmer. The total time of run was 30
min.

The stems and leaves samples of
guava were obtained at the greenhouse
of the Agronomy Faculty, Universidad
del Zulia. Three branches of each type
of guava ("Criolla Roja", "Brasilera",
"Tamare") plants were at random
taken and they were after homogenized
in a food processor (Oster).

Optimization of extraction
assisted with ultrasound without
cleaning

For the optimization of extraction
assisted with ultra sound without
cleaning of extracts, 2.0 g of a
representative portion of samples were
taken and standard additions of
Chlorpyriphos and Malathion were
done to different concentration levels
(0.025-3 µg.g-1), different solvents were
added to the sample (10.0 mL),
consequently, they were immersed on
an ultrasound bath (ultra sound type
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Optimización de la extrac-
ción asistida con ultrasonido sin
limpieza

Para la optimización de la extrac-
ción asistida con ultrasonido sin lim-
pieza de los extractos, se tomaron 2,0 g
de una porción representativa de mues-
tras y se realizaron adiciones estándar
de clorpyrifos y malation a diferentes
niveles de concentración (0,025-3 µg.g-

1), se adicionó a la muestra diferentes
solventes (10,0 mL), seguidamente, se
introdujeron en un baño ultrasónico
(ultrasonido tipo LC-130 H Elma, con
frecuencia de 35 KHz) para la extrac-
ción, a diferentes tiempos (2-10 min).
Los extractos se concentraron y se in-
yectaron (1,0 µL) por duplicado en el
cromatógrafo de gases.

Optimización de la extrac-
ción asistida con ultrasonido y
limpieza en fase sólida

Los extractos de hojas y tallos de
guayabo obtenidos de la extracción con
solventes asistida con ultrasonido re-
sultaron muy coloreados, debido a los
pigmentos que se coextraen en el pro-
ceso de extracción, por lo que fue nece-
sario realizar la limpieza de los extrac-
tos. Para ello, se evaluaron diferentes
fases sólidas en fase normal previamen-
te acondicionados (cuadro 1), como:
aminopropil (empaque SPE, Alltech,
500 mg/4,0 mL), florisil (J.T.Baker)
activada (600°C por 4 horas), gel de
sílice (red 230-400 ASTM, seg. Stahl,
tipo 60 para cromatografía de capa
fina) activada (130°C por 24 horas) y
las fases carbonáceas: carbón activa-
do (Fisher Scientific Company) y car-
bón grafitado (Alltech Asociates, Inc.).

Se prepararon columnas
cromatográficas (8,0 mL), para empa-
car las diferentes fases de adsorción:

LC-130 H Elma, with 35 KHz
frequency) for the extraction, to
different times (2-10 min). The
extracts were concentrate and injected
(1.0 µL) by duplicate in the gas
chromatograph.

Optimization of the assisted
extraction with ultrasound and
cleaning in solid phase

The extracts of guava leaves and
stems obtained from extraction with
solvents ultrasound assisted were very
colored, because pigments co-extracted
during extraction process that is why
it was necessary to do the extracts
cleanup. Different solid phases were
tested in normal phase previously
conditioned (table 1), like: aminopropyl
(empaque SPE, Alltech, 500 mg.4,0
mL-1), florisil (J.T.Baker) activated
(600°C during 4 hours), silica gel (red
230-400 ASTM, seg. Stahl, type 60 for
thin layer chromatography) activated
(130°C by 24 hours) and the
carbonaceous phases: activated carbon
(Fisher Scientific Company) and
graphitized Carbon Black (Alltech
Asociates, Inc.).

Chromatographic columns were
prepared (8.0 mL) to pack the different
adsorption phases: silica and florisil
(1000 mg), activated carbon (200 mg)
and graphitized Carbon Black (200 and
250 mg).

The clean collected extract was
concentrated by evaporation with
nitrogen, until 2.0 mL, to be injected
(1.0 µL) by duplicate on the gases
chromatograph.

As a function of recovery
percentages obtained the extraction
solvent, optimum extraction time and
the more efficient solid phase for
cleaning of extracts selected.



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2010, 27: 88-111

95

Cuadro 1. Acondicionamiento de fases sólidas en la etapa de limpieza.

Table 1. Solid phases conditioning in cleaning stage.

Fase sólida Solvente Volumen Flujo
(mL) (mL.min-1)

Aminopropil n-hexano 5,0 2,0
Sílice n-hexano 5,0 2,0
Florisil n-hexano 5,0 2,0
Carbón activado acetato de etilo/acetona (90:10) 5,0 2,0

Metanol
Carbón grafitado acetato de etilo/acetona (90:10) 5,0 2,0

Metanol

sílice y florisil (1000 mg), carbón acti-
vado (200mg) y carbón grafitado (200
y 250mg).

El extracto limpio recolectado se
concentró por evaporación con nitró-
geno, hasta 2,0 mL, para ser inyecta-
do (1,0 µL) por duplicado en el
cromatógrafo de gases.

En función de los porcentajes de
recuperación obtenidos se seleccionó el
solvente de extracción, el tiempo de
extracción óptimo y la fase sólida más
eficiente para la limpieza de los extrac-
tos.

En cada fase de la investigación
se aplicó análisis estadístico: estadís-
tica descriptiva, cálculo de promedios,
desviación estándar, desviación
estándar relativa, prueba de medias por
Tukey y análisis de correlación. Los
datos obtenidos se procesaron median-
te el programa estadístico SAS
(Statistical System, Versión 8.0), SAS,
Institute, (1999)

Resultados y discusión

Análisis Cromatográfico y lí-
mites de detección

An statistical analysis was
applied each research: descriptive
statistic, average estimations, stan-
dard deviation, relative standard
deviation, Tukey mean test and
correlation analysis. Data obtained
were processed through the statistical
program SAS (Statistical System,
Version 8.0), SAS, Institute, (1999)

Results and discussion

Chromatographic analysis
and detection limits

Insecticides quantification was
accomplished by gases
chromatography by using conditions
optimized by Ettiene et al., (1997). The
retaining times obtained for
chlorpyriphos and malathion were
14.75 min and 15.10 min, respectively.
Both insecticides showed good
calibration curves with high lineal
correlation coefficient (0.9993 and
0.9999). Detection limits for method,
estimated using the Miller and Miller
criterion (Miller-Miller, 1993), were
0.0147µg.g-1 for chlorpyriphos and
0.0213µg.g-1 for malathion, results that
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La cuantificación de los insecti-
cidas se realizó por cromatografía de
gases empleando las condiciones
optimizadas por Ettiene et al., (1997).
Los tiempos de retención obtenidos
para clorpyrifos y malatión fueron
14,75 min y 15,10 min, respectivamen-
te. Ambos insecticidas presentaron
buena linealidad en las curvas de cali-
bración con altos coeficientes de corre-
lación lineal (0,9993 y 0,9999). Los lí-
mites de detección para el método, cal-
culados utilizando el criterio de Miller
y Miller (Miller-Miller, 1993), fueron
0,0147 µg.g-1 para clorpyrifos y 0,0213
µg.g-1 para malation, resultados estos
que muestran una adecuada sensibili-
dad del método de análisis a bajas con-
centraciones. Sánchez et al., (2005),
obtuvieron un límite de detección ma-
yor para clorpyrifos (0,0205 µg.g-1) y
menor para malatión (0,0165 µg.g-1) en
muestras de frutos de guayabo, em-
pleando extracción con solventes sin
limpieza. Ettiene et al., (2008), obtu-
vieron un menor límite de detección
para malation en muestras de cebollín
y cilantro (0,0016 µg.g-1) empleando ex-
tracción con solventes orgánicos y lim-
pieza en fase sólida.

Optimización de la extrac-
ción asistida con ultrasonido sin
limpieza

Para la optimización de la extrac-
ción asistida con ultrasonido, se eva-
luó la eficiencia de la recuperación de
los insecticidas en las matrices estu-
diadas, utilizando solventes orgánicos
puros (acetato de etilo, hexano,
diclorometano, n-hexano y acetonitrilo)
y mezclas de estos (acetato de
etilo:acetona (80:20), acetato de
etilo:acetona (90:10) acetato de
etilo:acetonitrilo (80:20), acetato de

shown an adequate sensitiveness of
analysis method to low concentrations.
Sánchez et al., (2005), obtained a
detection limit superior for
chlorpyriphos (0.0205 µg.g-1) and infe-
rior for malathion (0.0165 µg.g-1) in
guava fruit samples, by using solvents
extraction without cleaning. Ettiene et
al., (2008), obtained a low detection
limit for malathion in onion and
coriander samples (0.0016 µg.g-1) using
extraction with organic solvents solid
phase cleaning.

Optimizing of extraction
assisted with ultrasound without
cleaning

To optimizing the extraction
assisted with ultrasound, the
insecticides recovery efficiency was
evaluated on the matrix studied, using
pure organic solvents (ethyl acetate,
hexane, dichloromethane, n-hexane
and acetonitrile) and also mixing of
them (ethyl acetate:acetone (80:20),
ethyl acetate:acetone (90:10) ethyl
acetate:acetonitrile (80:20), ethyl
acetate, n-hexane:acetone (90:10);
volume is constant (10.0 mL) and the
extraction time in ultrasound (2.0
min).

In leaves samples the higher
recovery was obtained with ethyl
acetate (39.3% and 35.3%), for
chlorpyriphos and malathion,
respectively. The lower recovery was
obtained with dichloromethane (24.0%
and 21.0%). In stems samples the
behavior was similar, being obtained
the maximum recovery with ethyl
acetate (52.7 and 49.0%) and the lower
one with dichloromethane (28.5% and
23.5%). Yi et al.,(2006), obtained a
higher recovery of malathion (69%),
with dichloromethane in ginger roots
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etilo, n-hexano:acetona (90:10); man-
teniendo constante el volumen (10,0
mL) y el tiempo de extracción en el
ultrasonido (2,0 min).

En muestras de hojas la mayor
recuperación se obtuvo con acetato de
etilo (39,3% y 35,3%), para clorpyrifos
y malatión, respectivamente. La me-
nor recuperación se obtuvo con
diclorometano (24,0% y 21,0%). En
muestras de tallos el comportamiento
fue similar, obteniéndose la máxima
recuperación con acetato de etilo (52,7
y 49,0%) y la menor con diclorometano
(28,5% y 23,5%). Yi et al.,(2006), obtu-
vieron una mayor recuperación de
malation (69%), con diclorometano en
raíces de jengibre empleando extrac-
ción acelerada con solventes.

Los resultados obtenidos utilizan-
do los diferentes solventes orgánicos,
indican que malatión se retiene en
mayor proporción en las matrices de
este tipo de muestras, esto posiblemen-
te se deba a que posee una polaridad
relativamente más alta que clorpyrifos
mostrando así un carácter hidrofílico
que permite la mayor penetración de
éste en las matrices vegetales. Además,
las extracciones con acetonitrilo (solven-
te con una polaridad relativamente
alta), produjeron extractos con mayor
coloración verde y aspecto turbio, lo que
indica una mayor extracción de
pigmentos y arrastre de materia sus-
pendida comparados con los de menor
polaridad como es el caso del n-hexano,
diclorometano y acetato de etilo. En tér-
minos generales, las recuperaciones
para los distintos solventes en las mues-
tras de tallos y hojas de guayabo fue-
ron bajas (<55,0%), lo que requirió la
evaluación de la eficiencia de la recupe-
ración con mezclas de solventes.

by using accelerate extraction with
solvents.

The results obtained using the
different organic solvents shown that
malathion is retained in a higher
proportion in matrix of this type of
samples, possibly this is caused by the
relatively higher polarity than
chlorpyriphos, showing an hydrophilic
character that permit the higher
penetration of this on vegetal matrix.
Besides, the extractions with
acetonitrile (solvent with a relatively
high polarity), produced extracts with
higher green coloration and misty
aspect, that indicates a higher
pigment extraction and dragging of
suspended material compared with
those of lower polarity like n-hexane,
dichloromethane and ethyl acetate.
The recoveries for the different solvents
in stems ans leaves samples of guava
were lower (<55.0%) which required
the evaluation of recovery efficiency
with solvent mixing.

With mixing of organic solvents,
recoveries increased, being obtained
values higher than 50.0% for both
insecticides, with a recovery maximum
for the ethyl acetate/acetone mixing
(90:10) of 75.3% for chlorpyriphos and
the minimum recovery was for the
ethyl acetate/acetonitrile mixing
(80:20) of 51.8% for malathion. In
stems samples, the higher recovery
was obtained with ethyl acetate/
acetonitrile (80:20) with 89.6% of
recovery for chlorpyriphos, and the
lower recovery was obtained with ethyl
acetate/acetone mixing (80:20) with
57.2% for malathion.

Sánchez et al., (2005), obtained
an acceptable accuracy and recovery
efficiency (mayor al 80.0%) for both
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Con las mezclas de solventes or-
gánicos las recuperaciones aumenta-
ron, obteniéndose valores mayores al
50,0% para los dos insecticidas, con un
máximo de recuperación para la mez-
cla acetato de etilo/acetona (90:10) de
75,3% para clorpyrifos y la mínima
recuperación para la mezcla acetato de
etilo/acetonitrilo (80:20) de 51,8% para
el insecticida malatión. En muestras
de tallos, la mayor recuperación fue
obtenida con acetato de etilo/
acetonitrilo (80:20) con 89,6% de recu-
peración para clorpyrifos, y la menor
recuperación con la mezcla acetato de
etilo/acetona (80:20) con 57,2% para
malation.

Sánchez et al., (2005), obtuvieron
una aceptable precisión y eficiencia de
recuperación (mayor al 80,0%) para
estos dos insecticidas en muestras de
frutos de guayabo, utilizando la mez-
cla acetato de etilo/acetona (90:10),
empleando agitación magnética. Sin
embargo, es importante destacar que
los sistemas de mezclas de solventes
conformados por solventes con diferen-
te polaridad, como acetato de etilo y
acetonitrilo, seguían produciendo ex-
tractos con intensa coloración a dife-
rencia de la mezcla n-hexano/acetona
(90:10) cuyo extracto presentó menor
intensidad de color. Además, la etapa
de evaporación del extracto con nitró-
geno ocurrió mas rápidamente para
esta mezcla.

Para seleccionar el sistema de
solventes más eficiente se aplicaron los
criterios sugeridos por Kuet et al.,
(2004): baja toxicidad, bajo costo,
volatilidad adecuada para la rápida
evaporación sin causar pérdidas de los
insecticidas, polaridad apropiada y que
produzca un extracto final libre de

insecticides in guava fruit samples,
using the ethyl acetate/acetone mixing
(90:10), using magnetic agitation.
However, it is important to detach that
solvents mixing systems formed with
different polarity like ethyl acetate and
acetonitrile, continue producing
extracts with intense coloration, in
contrast to the n-hexane/acetone
mixing (90:10) with an extract that
showed lower color intensity. Besides,
the stage of extract evaporation with
nitrogen was faster for this mixing.

To select the more efficient
solvent system those criteria suggested
by Kuet et al., (2004) were applied: low
toxicity, low cost, adequate volatility
for the rapid evaporation without
causing losses on insecticides,
appropriate polarity and production of
a final extract free from co-extractive
interferences. The n-hexane/acetone
mixing (90:10) fulfilled with most of
these characteristics, but recovery
percentages with this mixing under
conditions described, continue being
low. Based on these results and with
the purpose of increasing the recovery
efficiency of insecticides in extraction,
the effect of extraction time on
ultrasound was evaluated by using the
n-hexane/acetone mixing (90:10).

The figure 1 shows the recovery
percentages of chlorpyriphos and
malathion insecticides in guava leaves.
From 4 min of extraction the recoveries
begins to be higher than 75.0% for both
insecticides, getting the maximum
recovery to 6 min of extraction, 93.1%
for chlorpyriphos and 83.8% for
malathion.

Figure 2 shows the recovery
percentages obtained for both
insecticides in the guava stems
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interferencias coextractivas. La mez-
cla n-hexano/acetona (90:10) cumplió
con la mayoría de estas característi-
cas, pero los porcentajes de recupera-
ción con esta mezcla bajo las condicio-
nes descritas anteriormente, seguían
siendo bajos. Con base en estos resul-
tados y con la finalidad de aumentar
la eficiencia de recuperación de los in-
secticidas en la extracción, se evaluó
el efecto del tiempo de extracción en el
ultrasonido con la mezcla n-hexano/
acetona (90:10).

La figura 1 muestra los porcen-
tajes de recuperación de los insectici-
das clorpyrifos y malation en hojas de
guayabo. Puede observarse que a par-
tir de 4 minutos de extracción las re-
cuperaciones comienzan a ser mayo-
res al 75,0% para los dos insecticidas,
logrando la máxima recuperación a los
6min de extracción, 93,1% para
clorpyrifos y 83,8% para malatión.

En la figura 2 se presentan los
porcentajes de recuperación obtenidos
para los insecticidas en la muestra de
tallos de guayabo, observándose un
comportamiento similar al obtenido en
hojas, solo que los valores a un tiempo
de 4 min son mayores al 80,0% para
los dos insecticidas y la máxima recu-
peración se obtuvo a los 8 minutos de
extracción 105,4% para clorpyrifos y
92,8% para malatión.

A partir de 6 minutos se logró
obtener altas recuperaciones (83,8-
101,7%) para los dos insecticidas en
ambas matrices, indicando así una
aceptable recuperación de clorpyrifos
y malatión en muestras de tallos y
hojas de guayabo con la mezcla n-
hexano/acetona (90:10) y 6min de ex-
tracción asistida con ultrasonido, man-
teniendo el volumen de solvente en

sample, being observed a similar
behavior to those obtained in leaves,
only those values at a time of 4min
are higher than 80.0% for both
insecticides and the maximum
recovery was obtained to 8 min of
extraction 105.4% for chlorpyriphos
and 92.8% for malathion.

High recoveries were obtained
from 6 min (83.8-101.7%) for both
insecticides in matrix, showing an
acceptable recovery of chlorpyriphos
and malathion in stems and leaves
samples of guava with the n-hexane/
acetone mixing (90:10) and 6 min of
extraction assisted with ultrasound,
keeping the solvent volume in 10.0 mL
and the sample quantity in 2.0 g. Si-
milar results were obtained by Tang
et al. (2005), in medicinal herb, getting
high recoveries percentages (> 90%) in
determination of organophosphorus
insecticides by using extraction
assisted with ultrasound.

Optimizing of the extraction
assisted with ultrasound and
solid phase cleaning

In the stage of extracts clearing,
two important analytical compromises
have to be accomplished; the first one,
it is to reduce and/or eliminate the
interferences in extracts (pigments,
fats, sugars, among others) and the
second one, to recover the analyte of
the cleaning phase.

Leaves and guava stems because
the presence of chlorophyll pigments
produce intense green extracts. These
co-extracted pigments blocked the
injection system of gases
chromatograph, thereby it was
necessary to remove the glass wool and
to accomplish periodical cleanings of
the injection system. This phenomenon
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Figura 2. Estudio de recuperación de los insecticidas clorpyrifos y
malatión a diferentes tiempos de extracción en el
ultrasonido en muestra de tallos de guayabo (Criolla Roja).

Figure 2. Recovery study of chlorpyriphos and malation insectidides
to different extraction times on ultrasound in guava (Criolla
Roja) stems samples.

Figura 1. Estudio de recuperación de los insecticidas clorpyrifos y
malatión a diferentes tiempos de extracción en el
ultrasonido en muestras de hojas de guayabo (Criolla Roja).

Figure 1. Recovery study of chlorpyriphos and malation insectidides
to different extraction times on ultrasound in guava (Criolla
Roja) leaves samples.
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10,0mL y la cantidad de muestra en
2,0 g. Resultados similares obtuvieron
Tang et al., (2005), en hierbas medici-
nales, logrando altos porcentajes de
recuperación (>90%) en la determina-
ción de insecticidas organofosforados
empleando extracción asistida con ul-
trasonido.

Optimización de la extrac-

also was observed by Lehotay et al.,
(2005), who evaluated insecticides
residues in leaves vegetables.

With the purpose of eliminating
the pigmentation of extracts was
necessary to evaluate cleaning after
the extraction assisted with ultrasound
in different solid phases. Table 3 shows
the effectiveness of different solid
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ción asistida con ultrasonido y
limpieza en fase sólida.

En la etapa de limpieza de los
extractos se debe cumplir con dos com-
promisos analíticos muy importantes;
el primero, es reducir y/o eliminar las
interferencias en los extractos
(pigmentos, grasas, azúcares, entre
otros) y el segundo, recuperar el analito
de la fase de limpieza.

Las hojas y tallos de guayabo
debido a la presencia de pigmentos
clorofílicos producen extractos de co-
lor verde intenso. Estos pigmentos
coextraidos obstruyeron el sistema de
inyección del cromatógrafo de gases,
por lo que fue necesario remover la lana
de vidrio y realizar limpiezas periódi-
cas del sistema de inyección. Este fe-
nómeno también fue observado por
Lehotay et al., (2005), quienes evalua-
ron residuos de insecticidas en vegeta-
les de hojas.

Con la finalidad de eliminar la
pigmentación de los extractos fue ne-
cesario evaluar la limpieza luego de la
extracción asistida con ultrasonido con
diferentes fases sólidas. En el cuadro
3, se muestra la efectividad de diferen-
tes fases sólidas para la limpieza de
los extractos de hojas de guayabo. Se
puede observar que cuando se utilizó
la mezcla acetato de etilo/acetona
(90:10) como solvente de elución se ob-
tuvo recuperaciones mayores al 80,0%
para los dos insecticidas con los
adsorbentes sílice (clorpyrifos 102,1%
y malatión 103,8%), con florisil
(clorpyrifos 101,4% y malatión 86,9%)
y con 250 mg de carbón grafitado
(clorpyrifos 102,9% y malatión
100,1%). Para la fase sólida
aminopropil se obtuvo valores de 73,5%
y 75,5% para clorpyrifos y malatión,

phases for cleaning extracts of guava
leaves. It can be observed that the
ethyl acetate/acetone missing (90:10)
was used like elution solvent, recoveries
higher than 80.0% were obtained for
both insecticides with the adsorbents
silica (chlorpyriphos 102.1% and
malathion 103.8%), with Florisil
(Chlorpyriphos 101.4% and malathion
86.9%) and with 250 mg of graphited
carbon (chlorpyriphos 102.9% and
malathion 100.1%). For solid phase
aminopropyl was obtained of 73.5%
and 75.5% for chlorpyriphos and
malathion, respectively. When
activated carbon was used, a low
recovery was obtained for
chlorpyriphos (28.8%) and high for
malathion (84.6%).

For the insecticides elution of
solid phases, volume of solvents was
used according to the removal degree
of pigments each solid phase; silica,
florisil and aminopropyl only need 4
mL of solvent to obtain and extract
without cloudy but with a high
pigments concentration (intense green
color extract), in contrast of
graphitized Carbon Black (250.0 mg)
and activated carbon 10.0 mL of solvent
were required and pigments removal
was total (colorless).

Table 2 also shows recovery
values of insecticides chlorpyriphos
and malathion in leaves using the
different adsorption phases for
cleaning extract and like elution
solvent, the n-hexane/acetone mixing
(90:10). It is observed that recovery
values of insecticide malathion were
lower with all the solid phases except
with 200.0 mg of graphitized Carbon
Black (86.9%). In case of chlorpyriphos
the recovery percentages were higher
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respectivamente. Cuando se empleó
carbón activado se obtuvo una baja re-
cuperación para clorpyrifos (28,8%) y
alta para malation (84,6%).

Para la elución de los insectici-
das de las fases sólidas se utilizó volú-
menes de solventes de acuerdo al gra-
do de remoción de pigmentos de cada
fase sólida; sílice, florisil y aminopropil
necesitaron solo 4mL del solvente para
obtener un extracto sin turbidez pero
con gran concentración de pigmentos
(extracto de color verde intenso), en
cambio con carbón grafitado (250,0
mg) y carbón activado se requirió 10,0
mL del solvente y la remoción de los
pigmentos fue total (incoloro).

El cuadro 2 también muestra los
valores de recuperación de los insecti-
cidas clorpyrifos y malation en hojas
utilizando las diferentes fases de
adsorción para la limpieza del extrac-
to y como solvente de elución la mez-
cla n-hexano/acetona (90:10). Se obser-
va que los valores de recuperación del
insecticida malation fueron bajos con
todas las fases sólidas excepto con 200,0
mg de carbón grafitado (86,9%). En el
caso de clorpyrifos los porcentajes de
recuperación resultaron mayores al
60,0% con todas las fases sólidas de lim-
pieza, obteniéndose mayor recupera-
ción del insecticida con 200,0 mg de
carbón grafitado (99,5%). Cabe desta-
car, que la recuperación de clorpyrifos
aumentó con carbón activado y con el
solvente de elución de menor polaridad,
estos valores evidencian la mayor afi-
nidad de clorpyrifos por solventes de
baja polaridad. El volumen de elución
se disminuyó para las fases sólidas sí-
lice, florisil y aminopropil a 2,0 mL
obteniéndose con estas una remoción
parcial de los pigmentos, presentando

than 60.0% with all the solid phases
of cleaning, being obtained a higher
recovery of insecticide with 200.0 mg
of graphitized Carbon Black (99.5%).
It is possible to detach that
chlorpyriphos recovery increased with
activated carbon and with elution
solvent of low polarity, these values
shows the high affinity of chlorpyriphos
by low polarity solvents. The elution
volume decreased for solid phases
silica, florisil and aminopropyl to 2.0
mL being obtained with these a partial
removal of pigments, showing the
eluato a yellow color and also, the
recoveries decreased for both
insecticides. For the graphited (200.0
mg) and activated carbon phases, a
volume of 8.0 mL which remove all the
extract pigments.

The recovery percentages of
insecticides chlorpyriphos and
malathion in stems by using the
different adsorption phases for
cleaning of extract and like elution
solvents, the ethyl acetate/acetone
mixing (90:10) and n-hexane/acetone
(90:10) are shown in table 3. By using
the solvent ethyl acetate/acetone
(90:10), it is observed a similar behavior
to those obtained in leaves with
recoveries higher than 80.0% for the
adsorbents silica (chlorpyriphos
101.3% and malathion 100.5%), florisil
(chlorpyriphos 95.7% and malathion
95.8%), graphited carbon 250.0mg
(chlorpyriphos 93.5% and malathion
95.8%), aminopropyl (84.3% for
chlorpyriphos and 60.5% for
malathion). A low recovery for
chlorpyriphos (36.7%) and a high one
for malathion (93.3%) were obtained
with graphited carbon. When elution
was done with n-hexane/acetone



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2010, 27: 88-111

103

C
u

ad
ro

 2
. 

E
fe

ct
iv

id
ad

 d
e 

la
 l

im
pi

ez
a 

de
 l

os
 e

xt
ra

ct
os

 u
ti

li
za

n
do

 d
if

er
en

te
s 

fa
se

s 
só

li
da

s 
pa

ra
 l

a
de

te
rm

in
ac

ió
n

 d
e 

lo
s 

in
se

ct
ic

id
as

 c
lo

rp
yr

if
os

 y
 m

al
at

ió
n

 e
n

 m
u

es
tr

as
 d

e 
h

oj
as

 d
e 

gu
ay

ab
o

(C
ri

ol
la

 R
oj

a)
.

T
ab

le
 2

. E
xt

ra
ct

s 
cl

ea
ni

ng
 e

ff
ec

ti
ve

ne
ss

 u
si

ng
 d

if
fe

re
nt

 s
ol

id
 p

ha
se

s 
fo

r 
de

te
rm

in
at

io
n 

of
 c

hl
or

py
ri

ph
os

an
d 

m
al

at
h

io
n

 in
se

ct
ic

id
es

 in
 g

u
av

a 
(C

ri
ol

la
 R

oj
a)

 le
av

es
 s

am
pl

es
.

Fa
se

 só
lid

a
C

on
di

ci
ón

So
lv

en
te

 d
e e

lu
ci

ón
Fl

uj
o

V
ol

um
en

In
se

ct
ic

id
a

%
R

(m
L.

m
in

-1
)

(m
L)

 S
íli

ce
 (1

00
0,

0 
m

g)
1

A
ce

ta
to

 d
e e

til
o/

ac
et

on
a 

(9
0:

10
)

0,
5

4,
0

C
lo

rp
ir

ifo
s

10
2,

1
M

al
at

io
n

10
3,

8
2

n-
he

xa
no

/a
ce

to
na

 (9
0:

10
)

0,
5

2,
0

C
lo

rp
yr

ifo
s

60
,5

M
al

at
ió

n
25

,3
Fl

or
is

il 
(1

00
0,

0 
m

g)
3

A
ce

ta
to

 d
e e

til
o/

ac
et

on
a 

(9
0:

10
)

0,
5

4,
0

C
lo

rp
yr

ifo
s

10
1,

4
M

al
at

ió
n

87
,0

0
4

n-
he

xa
no

/a
ce

to
na

 (9
0:

10
)

0,
5

2,
0

C
lo

rp
yr

ifo
s

76
,2

4
M

al
at

ió
n

0,
0

A
m

in
op

ro
pi

l (
50

0,
0 

m
g)

5
A

ce
ta

to
 d

e e
til

o/
ac

et
on

a 
(9

0:
10

)
0,

5
4,

0
C

lo
rp

yr
ifo

s
73

,5
M

al
at

ió
n

75
,5

6
n-

he
xa

no
/a

ce
to

na
 (9

0:
10

)
0,

5
2,

0
C

lo
rp

yr
ifo

s
10

1,
3

M
al

at
ió

n
35

,8
C

ar
bó

n 
ac

ti
va

do
 (2

00
,0

 m
g)

7
A

ce
ta

to
 d

e e
til

o/
ac

et
on

a 
(9

0:
10

)
0,

5
10

,0
C

lo
rp

yr
ifo

s
28

,8
M

al
at

ió
n

84
,6

8
n-

he
xa

no
/a

ce
to

na
 (9

0:
10

)
0,

5
8,

0
C

lo
rp

yr
ifo

s
61

,3
M

al
at

ió
n

65
,6

C
ar

bó
n 

gr
af

it
ad

o 
(2

50
,0

 m
g)

9
A

ce
ta

to
 d

e e
til

o/
ac

et
on

a 
(9

0:
10

)
0,

5
10

,0
C

lo
rp

yr
ifo

s
10

2,
9

M
al

at
ió

n
10

0,
1

C
ar

bó
n 

gr
af

it
ad

o 
(2

00
,0

 m
g)

10
n-

he
xa

no
/a

ce
to

na
 (9

0:
10

)
0,

5
8,

0
C

lo
rp

yr
ifo

s
99

,5
M

al
at

ió
n

86
,9

11
A

ce
ta

to
 d

e e
til

o/
ac

et
on

a 
(9

0:
10

)
0,

33
5,

0
C

lo
rp

yr
ifo

s
10

1,
5

M
al

at
ió

n
99

,9



Ettiene et al.

104

el eluato un color amarillo y además
de esto, las recuperaciones disminuye-
ron para los dos insecticidas. Para las
fases carbón grafitado (200,0 mg) y
activado se utilizó un volumen de 8,0
mL, con el cual se logró remover todos
los pigmentos del extracto.

El cuadro 3 muestra los porcen-
tajes de recuperación de los insectici-
das clorpyrifos y malation en tallos
utilizando las diferentes fases de
adsorción para la limpieza del extrac-
to y como solventes de elución las mez-
clas acetato de etilo/acetona (90:10) y
n-hexano/acetona (90:10). Utilizando el
solvente acetato de etilo/acetona
(90:10), se observa un comportamien-
to similar al obtenido en hojas con re-
cuperaciones mayores al 80,0% para
los adsorbentes sílice (clorpyrifos
101,3% y malatión 100,5%), florisil
(clorpyrifos 95,7% y malatión 95,8%),
carbón grafitado 250,0 mg (clorpyrifos
93,5% y malatión 95,8%), aminopropil
(84,3% para clorpyrifos y 60,5% para
malatión). Con carbón activado se ob-
tuvo baja recuperación para clorpyrifos
(36,7%) y alta para malatión (93,3%).
Cuando se realizó la elución con la
mezcla n-hexano/acetona (90:10), se
obtuvo valores de recuperación muy
bajos para malation con las diferentes
fases. Sin embargo, con 200,0 mg de
carbón grafitado se alcanzó 81,7%, y
92,8% para clorpyrifos.

Estos resultados pueden deberse
a que el carbón activado se caracteriza
por ser predominantemente hidrofóbico
en toda su estructura y posee una for-
ma irregular con elevada porosidad que
le confiere alta área superficial
(Matisová et al., 1996); está caracterís-
tica del carbón activado podría explicar
la retención total de los pigmentos y las

mixing (90:10), very low recovery
values were obtained for malathion
with different phases. However, with
200.0 mg of graphitized Carbon Black
the 81.7% was reached and 92.8% for
chlorpyriphos.

These results can be caused by
the hydrophobic character of the
activated carbon in all its structure
and it have an irregular shape with
high porosity that gives a high super-
ficial area (Matisová et al., 1996); this
characteristic could possibly explain
the total retaining of pigments and the
low recoveries of chlorpyriphos,
because its affinity with solid phase of
irregular carbon; on the contrary, the
graphitized Carbon Black have a re-
gular structure of combined aromatic
rings which have the property to
absorb polar molecules with a high
water solubility that permit to be
useful for pigments removal and the
obtaining of high recoveries of little
polar insecticides (Di Corcia et al.,
1993; Lehotay et al., 2005). Also, the
carbon adsorbents have several
advantages over other phases
commonly used like thermic stability,
chemical resistance and stability on
wide pH intervals (Matisová et al.,
1996).

An additional essay permitted to
evaluate the clearing efficiency with
graphitized Carbon Black (200.0 mg)
using as an elution solvent the ethyl
acetate/acetone mixing (90:10). The
recovery percentages with these
conditions increased, 104.4% for
chlorpyriphos and 98.3% for malathion
on the stems samples. In leaves
samples 101.5% was obtained for
chlorpyriphos and 99.9% for
malathion, using a volume of elution
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bajas recuperaciones del insecticida
clorpyrifos, debido a su afinidad con la
fase sólida de carbón irregular; en cam-
bio, el carbón grafitado posee una es-
tructura regular de anillos aromáticos
fusionados la cual tiene la propiedad de
adsorber moléculas polares con alta
solubilidad en agua, lo que le permite
ser útil para la remoción de pigmentos
y la obtención de altas recuperaciones
de los insecticidas poco polares (Di
Corcia et al., 1993; Lehotay et al.,
2005).  Además los adsorbentes de car-
bón tienen ciertas ventajas sobre otras
fases comúnmente utilizadas, como son:
estabilidad térmica, resistencia quími-
ca y estabilidad sobre amplios interva-
los de pH (Matisová et al., 1996).

Un ensayo adicional permitió
evaluar la eficiencia de la limpieza con
carbón grafitado (200,0 mg) usando
como solvente de elución la mezcla
acetato de etilo/acetona (90:10). Los
porcentajes de recuperación con estas
condiciones aumentaron, 104,4% para
clorpyrifos y 98,3% para malatión en
las muestras de tallos. En muestras
de hojas se obtuvo 101,5% para
clorpyrifos y 99,9% para malatión, uti-
lizando un volumen de solvente de
elución de 5,0 mL a un flujo de 0,33
mL.min-1. Cabe destacar que previo a
esta prueba se evaluó la eficiencia de
la limpieza con estas condiciones pero
a un flujo de 0,5 mL.min-1, observán-
dose un color amarillo en el eluato re-
colectado lo que condujo a la disminu-
ción del flujo a 0,33 mL.min-1,
obteniéndose así una efectiva limpieza
y óptimas recuperaciones.

Con base en los resultados obte-
nidos, se aplicó la metodología valida-
da (condición 11) para evaluar la efi-
ciencia de la extracción de malatión y

solvent of 5.0 mL to a flux of 0.33
mL.min-1. It is possible to detach that
before this test the cleanup efficiency
was evaluated with these conditions but
to a flux of 0.5 mL.min-1, being observed
a yellow color in the eluate collected
which caused the flux decrease to 0.33
mL.min-1, obtaining an effective
cleaning and optimum recoveries.

Based on this results obtained, the
validated methodology (condition 11) to
evaluate the extraction efficiency of
malathion and chlorpyriphos in leaves
and stems of guava ("Criolla Roja",
"Tamare" and "Brasilera"), to different
concentration levels (0.025, 0.05 and
0.25 µg.g-1). As extraction solvent, the
n-hexane/acetone mixing (90:10) was
used with extraction time on ultrasound
of 6.0 min. The extracts were cleanup
up with 200.0 mg of graphited carbon,
making the elution with 5 mL of ethyl
acetate/acetone (90:10) (tables 3 and 4).
Tables 5 and 6 shows the statistical
analysis for recoveries obtained from
insecticides in the three guava types at
different concentration levels.

It can be observed that high
recovery percentages for both
insecticides in both samples. In leaves,
101.5% chlorpyriphos and 99.9%
malathion; in stems, 104.4%
chlorpyriphos and 98.3% malathion
was obtained. Low relative standard
deviations were obtained, which shows
a high accuracy of the analysis method
in relation to repeatability (RSD<2%)
and reproducibility (RSD<5%).

The statistical analysis (Tukey
mean test), showed significant
differences (P≤0.05) for recovery mean
values of different concentration values
on leaves and stems samples between
the guava types "Criolla Roja"-



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2010, 27: 88-111

107

clorpyrifos en muestras de hojas y ta-
llos de guayabo de tres tipos (Criolla
Roja, Tamare y Brasilera), a diferen-
tes niveles de concentración (0,025,
0,05 y 0,25 µg.g-1). Como solvente de
extracción se empleó la mezcla n-
hexano/acetona (90:10) con un tiempo
de extracción en el ultrasonido de
6,0min. Los extractos se limpiaron con
200,0 mg de carbón grafitado, realizan-
do la elución con 5 mL de acetato de
etilo/acetona (90:10). (cuadros 2 y 3).
En los cuadros 4 y 5 se muestran los
análisis estadísticos para las recupe-
raciones obtenidas de los insecticidas
en los tres tipos de guayabo a los dife-
rentes niveles de concentración.

Puede observarse que se obtuvie-
ron altos porcentajes de recuperación
para los dos insecticidas en los dos ti-
pos de muestras. En hojas 101,5%
clorpyrifos y 99,9% malatión. En ta-
llos 104,4% clorpyrifos y 98,3%
malatión. Se obtuvo bajas desviaciones
estándar relativas, lo que indica una
alta precisión del método de análisis
en términos de repetibilidad (RSD<2%)
y reproducilidad (RSD<5%).

El análisis estadístico (pruebas
de medias por Tukey), arrojó que exis-
ten diferencias significativas (P≤0,05)
para los valores medios de recupera-
ción de los diferentes niveles de con-
centración en muestras de hojas y ta-
llos entre los tipos Criolla Roja-
Brasilera y Criolla Roja-Tamare. Esto
podría atribuirse al hecho de que los
tres tipos de plantas de guayabo pre-
sentan diferencias fisiológicas y
morfológicas que afectan la extracción
de los insecticidas. (Sánchez et al.,
2005). El método validado se aplicó para
estudiar la persistencia del insectici-
da clorpyrifos en hojas y tallos de tres

"Brasilera" and "Criolla Roja"-
"Tamare". This is probably due to the
three guava types shown physiological
and morphological differences that
affect the insecticides extraction.
(Sánchez et al., 2005). Method
validated was applied to study
persistence of chlorpyriphos on leaves
and stems of guava plants ("Criolla
Roja", "Brasilera", "Tamare") (García,
2006).

Conclusions

The combination of the extraction
assisted with ultrasound and solid
phase cleanup with graphitized Carbon
Black, for the OPs extraction in stems
and leaves samples of the three types
of guava ("Criolla Roja", "Tamare" and
"Brasilera") was an effective because
it permitted to obtain high recoveries
with a high accuracy to different
concentration levels of the insecticides
chlorpyriphos and malathion.
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Cuadro 4. Estudio de recuperación de los insecticidas clorpyrifos y
malatión a diferentes niveles de concentración en muestras
de hojas de tres tipos de guayabo utilizando la mezcla n-
hexano/acetona (90:10) para la extracción y para la limpieza
la condición 11 señalada en el cuadro 3.

Table 4. Recovery study of chlorpyriphos and malathion insecticides
at different concentration levels on leaves samples of three
guava types using the n-hexane/acetone (90:10) mix for
extraction and for cleaning of condition 11 (table 3).

Tipo de Insecticida Nivel de Porcentaje de Desviación
guayabo concentración recuperación estándar

(µg.g-1) promedio (%)  relativa (%)

Brasilerax Clorpyrifos 0,025 94,2 5,0
Malatión 0,025 99,5 0,8
Clorpyrifos 0,05 96,9 3,1
Malatión 0,05 100,9 1,0
Clorpyrifos 0,25 98,9 0,4
Malatión 0,25 100,5 0,5

Criolla Rojay Clorpyrifos 0,025 90,5 5,7
Malatión 0,025 88,7 5,7
Clorpyrifos 0,05 95,9 1,3
Malatión 0,05 89,1 6,7
Clorpyrifos 0,25 93,0 0,9
Malatión 0,25 88,3 3,2

Tamarex Clorpyrifos 0,025 99,7 0,1
Malatión 0,025 94,8 1,6
Clorpyrifos 0,05 99,6 0,2
Malatión 0,05 95,9 3,4
Clorpyrifos 0,25 97,7 0,6
Malatión 0,25 98,6 1,1

x y y: las medias muéstrales de los tipos de guayaba con letras distintas difieren
significativamente (P≤0,05)

asistida con ultrasonido y limpieza en
fase sólida con carbón grafitado, para la
extracción de OPs en muestras de tallos
y hojas de los tres tipos de guayabo (Crio-
lla Roja, Tamare y Brasilera) fue efecti-
va ya que permitió obtener altas recu-
peraciones con una alta precisión a dife-
rentes niveles de concentración de los in-
secticidas clorpyrifos y malatión
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