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RESUMEN

Los ditiocarbamatos (DTCs) son un grupo de compuestos organosulfurados utilizados principalmente como
plaguicidas para controlar enfermedades fiingicas en cultivos agricolas. Ademas de esto, los DTCs se utilizan
como aditivos de vulcanizacién en la fabricacion de caucho, aditivos en lubricantes o antioxidantes, entre otros.
Los DTCs se clasifican en funcién de su esqueleto organosulfurado ya que la principal diferencia entre ellos
se debe a los elementos presentes en su esqueleto de carbono azufrado, que pueden ser Zn, Mn, Fe, Na o Se.

El abuso en la utilizacién de DTCs puede suponer un riesgo para los consumidores, cuando la concentra-
cién en los alimentos es elevada. También puede ser nocivo para los trabajadores agricolas, bien por inhalacién
0 por exposicién dérmica.

Este trabajo utiliza la metodologia PRISMA para realizar una revision sistemadtica sobre la determinacién
de residuos de DTCs en plantas del género Brassica donde se han encontrado 8 articulos, en los que se utilizan
diferentes métodos y técnicas analiticas para la determinacién de DTCs

Los métodos analiticos mds comunes son espectrofotometria UV-visible, espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente, cromatografia liquida o cromatografia gaseosa. Algunos de los métodos se
centran en determinar el fungicida etileno-bis-ditiocarbamato. Otros se centran en la determinacién de pen-
cycurum, fungicida del grupo de la fenilurea, utilizado para el tratamiento contra los hongos. También se han
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encontrado métodos basados en la extraccién del complejo Se-pirrolidina ditiocarbamato de amonio.

La presencia de DTCs se expresa como CS,. El principal inconveniente se debe a que las plantas del género
Brassica presentan azufre en su estructura pudiendo generar CS, fitogénico y generar errores en la cuantifica-
cién, dando lugar a falsos positivos. Ademds de esto, otro inconveniente es la incapacidad de diferenciar entre
los diferentes DTCs

Palabras clave: Brassica; Ditiocarbamatos; Disulfuro de carbono; PRISMA

ABSTRACT

Dithiocarbamates (DTCs) are a group of organosulfur compounds used mainly as pesticides to control
fungal diseases in agricultural crops. In addition to this, DTCs are used as vulcanization additives in rubber
manufacturing, additives in lubricants or antioxidants, among others. DTCs are classified according to their
organosulfur skeleton, since the main difference between them is due to the elements present in their sulfur
carbon skeleton, which can be Zn, Mn, Fe, Na or Se.

Abuse in the use of DTCs can pose a risk to consumers, when the concentration in food is high. It can also
be harmful to agricultural workers, either by inhalation or dermal exposure.

This work uses the PRISMA methodology to perform a systematic review on the determination of DTCs
residues in Brassica plants where 8 articles have been found, in which different methods and analytical techni-
ques are used for the determination of DTCs.

The most common analytical methods are UV-visible spectrophotometry, inductively coupled plasma mass
spectrometry, liquid chromatography or gas chromatography. Some of the methods focus on determining the
fungicide ethylene-bis-dithiocarbamate. Others focus on the determination of pencycurum, a fungicide of the
phenylurea group, used for the treatment of fungi. Methods based on the extraction of the ammonium Se-pyr-
rolidine-dithiocarbamate complex have also been found.

The presence of DTCs is expressed as CS,. The main drawback is due to the fact that plants of the Brassica
genus present sulfur in their structure and can generate phytogenic CS, and generate errors in the quantification,
giving rise to false positives. In addition to this, another drawback is the inability to differentiate between the

different DTCs.
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1. INTRODUCCION

Los ditiocarbamatos (DTCs) son un grupo
de compuestos organosulfurados que se han uti-
lizado ampliamente como plaguicidas no sisté-
micos en la agricultura desde hace mas de 80
afios (Van Boxtel et al., 2010; Fanjul-Bolado
et al., 2020). Especificamente, se utilizan para
controlar enfermedades fiingicas en la produc-
cion agricola de frutas y verduras. Los DTCs
también se utilizan como conservantes de ma-
dera, como antimoho en la fabricacién de pulpa
y papel, como aceleradores de la vulcanizacién
en la industria del caucho, para el tratamiento de
los suelos, como repelente de roedores y como

aditivos de lubricantes. Clinicamente, los DTCs
se utilizan para el tratamiento de alcoholismo
crénico y como agentes antitdxicos y anticance-
rigenos (Crnogorac y Schwack, 2009; Schmidt
et al., 2013). Se sabe que el abuso de DTCs
puede suponer un riesgo para la salud humana
debido a que su uso puede generar residuos en
frutas y verduras, y los consumidores pueden,
en consecuencia, estar expuestos a DTCs a tra-
vés de la ingestion de alimentos. La exposicion
laboral a los DTCs también puede ocurrir en un
entorno agricola por exposicién dérmica o por
inhalacion (Prudente et al., 2018).

Los DTCs segtin su esqueleto organosul-
furado pueden clasificarse en tres subclases:
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Propileno-Bis-ditiocarbamatos (PBs) incluyen-
do el propineb; Etileno-Bis-ditiocarbamatos
(EBs) incluyendo el mancozeb, maneb y zineb;
y Dimetil Ditiocarbamatos (DDs) incluyendo
el tiram, ziram y ferbam. La diferencia entre
los DTCs se debe a elementos presentes en su
esqueleto de carbono azufrado tales como Zn,
Se, Mn, Na y Fe (Schmidt et al., 2013; Fanjul-
Bolado et al., 2020). Los ditiocarbamatos se
metabolizan ficilmente en Etilentiurea (ETU),
Propilentiurea (PTU) y otros productos de
transformacion, incluido el disulfuro de carbo-
no (CS,). En la Figura 1 se muestra la estructura
quimica de nueve de los DTCs.

Uno de los problemas relacionados con el
uso de DTCs como fungicida se debe a que
son compuestos que dejan una elevada can-
tidad de residuos en los alimentos y forrajes.
La actividad biol6gica que presentan los DTCs

Ziram

aumenta cuando se presentan en forma de sa-
les metdlicas. Otra caracteristica a cerca de los
DTCs es que presentan una elevada capacidad
para unirse a otros compuestos pudiendo actuar
como inhibidores de enzimas causando un am-
plio efecto adverso en los sistemas bioldgicos
(Schmidt et al., 2013).

Los DTCs presentan algunos inconvenien-
tes analiticos, como por ejemplo la baja esta-
bilidad en presencia de una matriz vegetal y
ademds son compuestos que presentan baja
solubilidad, lo que limita el uso de métodos
cromatograficos utilizados para la deteccién de
otros pesticidas (Schmidt et al., 2013; Fanjul-
Bolado et al., 2020).

Algunos fungicidas, como por ejemplo el
Zineb, fueron prohibidos en muchos lugares del
mundo incluida la UE debido a la toxicidad
que presentan. Actualmente la Unién Europea
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Figura 1. Estructura de nueve ditiocarbamatos (Schmidt et al., 2013).
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ha establecido limites médximos de residuos
(LMR) en rangos de ppm en una gran variedad
de alimentos y productos agricolas. Los LMR
deben entenderse como la cantidad minima de
DTCs necesaria para lograr una proteccion efi-
caz contra los patégenos causantes de infec-
ciones en frutas, verduras y cereales, y seguir
siendo aceptables para la ingesta de los consu-
midores (Schmidt et al., 2013; Fanjul-Bolado
et al., 2020).

Actualmente, la definicion a cerca de los
LMR debe entenderse como el total de residuos
derivados de alguno de los DTCs determinados
como CS,. La conversién de los DTCs a CS,
puede ser debida a una digestion dcida. Cuando
los DTCs entran en contacto con los jugos 4ci-
dos de las plantas, éstos se degradan debido a
que los 4cidos ditiocarbdmicos en estado libre
no existen y como consecuencia se convierten
en CS, y su amina respectiva (Crnogorac y
Schwack, 2009; Schmidt et al., 2013). A partir
de la curva de calibracién se deduce la cantidad
de CS, que se encuentra presente en nuestra
muestra, siendo ésta la suma del CS, procedente
de los posibles DTCs presentes en la muestra
junto con el CS, endégeno.

La ecuacion utilizada para determinar la
masa de residuo (w), en términos de CS,, ex-
presada en miligramos por kilogramos, es la
siguiente:

mc

w=—
mt

donde m_ hace referencia a la masa de CS, que
ha sido liberada, expresada en miligramos. Este
valor se obtiene por deduccién a partir de la
curva de calibracién. En cambio, m, representa
la masa de la muestra antes de eliminar cual-
quier parte, expresada en gramos.

Cuando los resultados de la determinacién
de la cantidad de CS, se encuentran cerca o
sobrepasan el LMR se deben analizar como
minimo dos porciones de la muestra. El limite
depende de la cantidad de muestra empleada.

Por ejemplo, si la masa de la muestra pesa en
torno a 50 g el LMR se sitda alrededor de 0,01
mg/kg (UNE-EN 12396-2:2000).

El principal inconveniente en el andlisis de
DTCs basado en la cantidad de CS, es que pue-
de verse afectado dando lugar a falsos positivos
o puede generarse una sobreestimacién de la
concentraciéon de DTCs en productos agricolas
que presenten elevados niveles de compuestos
organicos de azufre (Schmidt et al., 2013).

Como se ha mencionado anteriormente, los
DTCs son compuestos muy utilizados en el sec-
tor de la agricultura. A pesar de esto, presenta
una gran limitacién en el campo de la investiga-
cion de métodos analiticos para su deteccion en
comparacion con el resto de los fungicidas. Ac-
tualmente se pueden utilizar diversos métodos
para su deteccién (Fanjul-Bolado et al., 2020).

Entre los métodos mds selectivos para la de-
tecciéon de DTCs encontramos los métodos cro-
matogréficos. En la cromatografia de gases aco-
plada a la espectrometria de masas (GS- MS), se
extraen los compuestos como sales de Na solu-
bles en agua con cisteina y 4cido etilendiamino-
tetraacético (EDTA). A continuacion, se realiza
una derivatizacion por metilacién, permitiendo
asi diferenciar los diferentes tipos de DTCs.

La cromatograffa liquida de fase inversa
acoplada con detectores electroquimicos, opti-
cos o de espectrometria de masas se basa en la
formacion de pares idnicos entre los aniones de
los DTCs y los cationes de tetrabutilamonio en
medios alcalinos que contienen EDTA. Este mé-
todo solo proporciona resultados precisos para
vegetales que presentan una superficie intacta.
Ademais, la cromatografia liquida con espectro-
metria de masas es un método de determinacién
que incapacita la posibilidad de diferenciar los
diferentes tipos de DTCs debido a las transi-
ciones de masa que se presentan y los tiempos
de retencién. Los tiempos de retencion para los
DTCs de elucién temprana como Ferbam, Thi-
ram y Ziam se encuentran sobre 2,2 min y los
de elucién tardia como Zineb, Nabam y Maneb
presentan un tiempo de retencién en torno a los



AN. VET. (MURCIA) 37: 1-15 (2023). DETERMINACION DE DITIOCARBAMATOS EN BRASSICAS: REVISION. ALBA PICON-MARTINEZ, ET AL 5

14,5-15 minutos. El tinico DTC que presenta un
tiempo de retenciéon menor es el Metiram. La
inestabilidad que presentan los DTCs da lugar a
sobreestimaciones o subestimaciones de la con-
centracion real presente en las muestras. Los
resultados positivos encontrados por este mé-
todo tampoco permiten diferenciar los distin-
tos tipos de DTCs presentes, simplemente han
permitido comprobar que la cantidad de DTCs
presentes en la muestra, expresados como CS,,
no excedian los LMR (Schmidt et al., 2013;
Fanjul-Bolado et al., 2020). Posteriormente,
este método de deteccién se combind con el
andlisis por espectrometria de masas con plas-
ma acoplado inductivamente (ICP-MS), para
poder determinar elementos como son el Fe,
Mn y Zn con el propésito de asi poder dife-
renciar los distintos elementos presentes en los
extractos y de esta manera poder diferenciar
o excluir el posible tipo de DTC presente en
la muestra (Fanjul-Bolado et al., 2020). Puede
resultar prohibitivo, hablando en términos eco-
némicos, el uso de estas técnicas para la detec-
ciéon de DTCs en productos agricolas de manera
rutinaria (Schmidt, B et al., 2013). También se
utiliza la espectrometria de absorcién atémica
con atomizacién electrotérmica (ETAAS) para
determinar DTCs que contienen otros metales
presentes en su esqueleto de carbono azufrado
como el selenio (Grijalba et al., 2017).

Otro método de deteccidn es la espectrosco-
pia de Raman. Se trata de una técnica muy apro-
piada para la determinaciéon de DTCs debido a
que presenta una alta selectividad de deteccién
de cada molécula proporcionada por el espectro
de huellas dactilares, ademds de presentar una
alta sensibilidad debido al efecto SERS (del in-
glés Surface Enhanced Raman Scattering) don-
de se trabaja con sustratos especialmente de Au,
Cu o Ag (Fanjul-Bolado et al., 2020). Esta me-
todologia permite su aplicacién en el andlisis de
campo. Ademads, puede utilizarse para produc-
tos vegetales que presentan superficies irregula-
res. Como principal inconveniente encontramos
la recoleccién de muestras e inmovilizacién de

los sustratos SERS para poder obtener andlisis
cuantitativos (Fanjul-Bolado et al., 2020).

Ademas de SERS, se han desarrollado ensa-
yos basados en la deteccion ptica y electroqui-
mica. En los ensayos basados en la deteccion
electroquimica la deteccién de DTCs se realiza
a través de los grupos tiol ya que cuando se
encuentran en condiciones acuosas se ve favo-
recida la disociacién de los DTCs en complejos
metdlicos para producir aniones carbamato. En
los electrodos inertes, como puede ser el carbo-
no o el platino, los aniones carbamato se oxidan
por un paso monoeléctrico formando radicales
intermedios que se dimerizan a través de dto-
mos de azufre para formar productos disulfu-
ro. La baja solubilidad de los DTCs mejora su
sensibilidad al ser detectado mediante métodos
electroquimicos. El principal problema con este
tipo de deteccién de DTCs se debe a que ni
las superficies de los electrodos ni las formas
de onda seleccionadas son lo suficientemente
especificas para la deteccion rutinaria, ademads
de ser un método de deteccién propenso a inter-
ferencias (Fanjul-Bolado et al., 2020).

Los métodos basados en la deteccién optica
son ensayos colorimétricos sencillos en los que
se trabaja con nanoparticulas metélicas que pue-
den ser de Cu, Ag o Au (Fanjul-Bolado et al.,
2020). La deteccion del pesticida se debe al cam-
bio de color producido al agregar la nanoparticula
en presencia del analito. La principal ventaja de
este método es la facilidad de uso y la ausen-
cia de costosos instrumentos analiticos (Fanjul-
Bolado et al., 2020). Por el contrario, el principal
inconveniente es la falta de selectividad, ya que
las enzimas empleadas no son inhibidas por un
compuesto especifico sino por una amplia gama
de plaguicidas pertenecientes a diferentes grupos
quimicos especificos (Fanjul-Bolado et al., 2020).

Los biosensores han aparecido como una
nueva alternativa de deteccién rédpida, selecti-
va, portdtil y simple en comparacién con los
métodos basados en la separacion. Este método
de deteccion de DTCs se basa en la inhibicién
enzimdtica. En los biosensores basados en la
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inhibicidn, la sefial analitica se mide antes y
después de la exposicion del sensor a la muestra
que contiene el DTC y los cambios producidos
en la sefial estdn relacionados con la concentra-
cién del pesticida. Los DTCs son inhibidores
de la enzima lacasa, la tirosinasa y el aldehido
deshidrogenasa. La utilizacién de lacasa en los
electrodos para la deteccién de Ziram da lu-
gar a recuperaciones entre el 97,6 y el 101,1
% , mostrando una recuperacién satisfactoria de
este biosensor. Cuando se combinan la lacasa y
la tirosinasa la sensibilidad de los biosensores
aumenta. Los factores que tenemos que tener en
cuenta ya que afectan al rendimiento analitico
de los biosensores enzimaticos que se basan en
la inhibicidn son: el tipo de inmovilizacién y la
cantidad de enzima, el tiempo de incubacion,
el disefio del dispositivo y la capa de deteccion
(Fanjul-Bolado et al., 2020).

2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es realizar una re-
visién sistemadtica sobre la determinacién de re-
siduos de ditiocarbamatos en plantas del género
Brassica pertenecientes a la familia Brassicaceae.

La pregunta principal que se pretende res-
ponder es porque el andlisis de estos residuos
de ditiocarbamatos puede verse afectado dando
lugar a falsos positivos o bien puede produ-
cirse una sobreestimacion de la concentracion
en productos agricolas que presenten elevados
niveles de compuestos organicos de azufre.

Para ello, la metodologia que se sigue es
la recomendada por el protocolo Preferred Re-
porting Items for Systematc Review and Meta-
Analysis (PRISMA), por sus siglas en inglés
(Moher et al., 2015).

3.MATERIALES Y METODOS
3.1. Protocolo y registro

El disefio utilizado para esta revision siste-
madtica se llevé a cabo siguiendo las pautas de

la metodologia PRISMA. El método PRISMA
consta de 27 etapas las cuales se encuentran
bien definidas lo que permite llevar a cabo
un proceso de revision sistemdtico. Entre las
etapas se incluye el desarrollo de unos cri-
terios de elegibilidad, los procesos utilizados
para la seleccién de estudios, las estrategias
de bisqueda utilizadas y la sintesis de resulta-
dos obtenidos a partir de los distintos estudios
seleccionados (Urriitia y Bonfill, 2010; Moher
et al., 2015).

Por otra parte, el método PRISMA tiene una
aplicabilidad mas amplia que el método utili-
zado antes de este conocido como QUOROM,
debido a que no se centra simplemente en me-
taandlisis de ensayos clinicos de manera aleato-
ria, sino que también es utilizada para realizar
revisiones de otros tipos de estudios (Urrttia y
Bonfill, 2010).

3.2. Criterios de elegibilidad

Los criterios de elegibilidad utilizados como
limites de la presente revision sistemadtica fueron:

Criterios de inclusion: 1) articulos que ha-
blen a cerca de la determinacién analitica de
ditiocarbamatos en brassicas.

Criterios de exclusion: 1) articulos que pre-
senten un lenguaje diferente al inglés, 2) re-
visiones narrativas no sistémicas 3) actas de
conferencias y “proceedings”, y 4) libros y ca-
pitulos de libros.

Dentro de los criterios de exclusidn se han
incluido las revisiones no sistémicas ya que
deben considerarse como articulos de opinién
segin la metodologia PRISMA (Tonelli et al.,
2008).

3.3. Fuentes de informacion

La busqueda bibliogrifica se realizé en
trabajos publicados en las bases de datos
desde que existen bases de datos hasta el 24
de enero de 2022. La metodologia PRISMA
aconseja realizar una busqueda bibliografi-
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ca en, al menos, una base de datos principal
como puede ser la Web of Science (WoS).
El problema es que el uso de una sola base
de datos no nos garantiza que se encuentren
todos los resultados relevantes sobre ditiocar-
bamatos. Esta es la razén por la cual se debe
realizar diferentes busquedas en diversas ba-
ses de datos. Para este trabajo se realizaron
busquedas en 4 bases de datos diferentes para
reducir posibles sesgos. Las bases de datos
utilizadas fueron: WoS, Scopus, PubMed y
Science Databaste.

3.4. Estrategia de bisqueda

Las palabras clave que se seleccionaron
para la bisqueda en las bases de datos fueron
“dithiocarbamate” AND “Brassica”. En todas
las busquedas se incluyeron trabajos publica-
dos en diferentes idiomas. En la base de da-
tos WoS la opcién de busqueda utilizada fue
“tema”. Para la base de datos PubMed la opcién
de busqueda utilizada fue “todos los campos”.
En la base de datos Scopus las opciones de bus-
queda llevadas a cabo fueron “titulo, resumen
y palabras clave”. Finalmente, para la base de
datos Science Database la opcién de bisqueda
utilizada fue todos los campos excepto texto
completo.

3.5. Seleccion de estudios

Todos los titulos, resimenes y textos
completos de los diferentes estudios fueron
revisados segun los criterios de inclusién o
exclusién previamente discutidos en el apar-
tado de seleccion de criterios de elegibilidad
para su posible inclusion. Los 86 estudios en-
contrados en las bases de datos WoS, Scopus,
PubMed y Science Database fueron cruzados
para detectar posibles duplicados con el soft-
ware EndNote X9. Tras esto, se revisaron los
resimenes de los restantes trabajos para po-
der seleccionar los que se encontraban rela-
cionados con el tema a tratar. Seguidamente,

los trabajos completos fueron descargados
para una evaluaciéon adicional. Finalmente,
una totalidad de 8 articulos fueron seleccio-
nados, después de evaluar el texto completo,
para el presente trabajo fin de grado.

3.6. Recopilacion de datos

Los datos cuantitativos y cualitativos se ex-
trajeron de los 8 articulos encontrados en esta
revision sistemdtica utilizando un formulario de
extraccion de datos que fue desarrollado para
utilizase en este trabajo de fin de grado. La
Tabla 1 recoge el formulario utilizado para la
extraccion de datos.

3.7. Datos extraidos y sintesis de resultados

Los datos extraidos de los 8 articulos se-
leccionados fueron: autor/es, tipo de alimen-
to, ditiocarbamato estudiado, mérodo utilizado
para el andlisis, volumen de la muestra, pH de
extraccion, limite de deteccion (LOD), desvia-
cion estandar relativa (RSD) y en tltimo lugar
los valores de recuperacion.

4. RESULTADOS
4.1. Seleccion de los estudios

Como se ve reflejado en la Figura 2, se
encontraron un total de 86 estudios que se
ajustaban al objetivo inicial perseguido para
este trabajo de fin de grado. 44 pertenecian
a la base de datos WoS, 26 a la base de da-
tos Scopus, 15 a la base de datos PubMed y
1 a la base de datos Science Database. Tras
la eliminacion, mediante el software EndNote
X9, de los trabajos que se encontraban dupli-
cados (36), el total de trabajos disminuyd a
50. Seguidamente se aplicaron los criterios de
elegibilidad lo que dio lugar a reduccién del
total de articulos a 40. Finalmente, el ndmero
de articulos seleccionados para realizar la pre-
sente revision sistemdtica fue 8.
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Figura 2. Diagrama de flujo de los articulos seleccionados.

4.2, Caracteristicas y resultados de los estu-
dios

Las caracteristicas y los principales hallaz-
gos encontrados en los 8 articulos selecciona-
dos para el presente trabajo fin de grado como
el tipo de alimento, el tipo de ditiocarbamato
estudiado, el método utilizado para la deteccién
de ditiocarbamatos en los alimentos, el volumen
de la muestra necesario para realizar el anélisis,
el pH de extraccion, el tiempo en el que se rea-

liza la extraccidn, el limite de deteccion (LOD),
la desviacion estandar relativa (RSD) y, por tl-
timo, los valores de recuperacién, se encuentran
resumidos en la Tabla 1.

4.3. Limitaciones

Las revisiones sistemdticas tienen varias
ventajas, sin embargo, también presentan limi-
taciones que pueden afectar a la conclusion. Por
definicion, la presente revision sistemadtica estu-
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vo limitada por las bases de datos utilizadas, los
términos de busqueda elegidos y los criterios
de inclusién/exclusion establecidos. La estrate-
gia de busqueda fue bastante exhaustiva, por
lo que se espera que pocos estudios relevantes
no hayan sido identificados. Sélo se incluyeron
trabajos escritos en inglés lo que también podria
sugerir un sesgo en la busqueda.

5. DISCUSION

5.1. Disulfuro de carbono fitogénico en plan-
tas del género Brassica

Tal y como se observa en la Tabla 1, los
asteriscos corresponden a los estudios que han
determinado la produccién de CS, fitogénico
(Heureman, 1957; Ahmad et al., 1996; Perz et
al., 2000).

Los DTCs son uno de los fungicidas mds
utilizados y, como se comentd anteriormente,
los LMR se expresan como unidades de CS, por
kilogramo. Sin embargo, la principal desventaja
se encuentra en la incapacidad para poder dife-
renciar entre los diferentes DTCs. Uno de los
problemas que presenta mayor gravedad es el
andlisis de plantas que presentan CS, fitogénico
como lo son las plantas pertenecientes al género
Brassica (Perz et al., 2000).

Se pueden definir rangos de CS, fitogénico
en plantas del género Brassica durante la di-
gestién dcida natural que se produce durante la
poscosecha. Estos rangos estdn caracterizados
por la aparicién de varios compuestos que con-
tienen azufre como es el caso del aceite de mos-
taza, que liberan isotiocianatos después de que
se produzca una reaccién enzimdtica, y brasi-
ninas que son derivados antiftingicos del indol.
La digestién/descomposicién de los DTCs se
realiza en el laboratorio para la determinacién
de CS,como xantato, y el reactivo etilendamida
para la determinacién simultdnea de CS,y sul-
furo de carbonilo (Perz et al., 2000).

La aparicion de CS, fitogénico en verdu-
ras como la col también ha sido ampliamente

estudiada. En muestras congeladas se produce
un incremento en los resultados mostrando va-
lores de hasta 4 mg/kg, superando ficilmente
los LMR. En cambio, las muestras que son pro-
cesadas con calor presentan valores inferiores.
También puede ser un problema en la deteccién
de alimentos destinados para elaborar alimen-
tos infantiles ya que la legislacion establece un
LMR de 0,01 mg/kg, pudiendo ser facilmente
superados por el CS, que se encuentre de forma
natural en las coles que aparentemente estén en
perfectas condiciones, pero puedan estar alte-
radas por estrés. Ni las brasininas ni los isotio-
cianatos son responsables de la formacién de
CS, fitogénico, aunque si que presentan la ca-
pacidad de formar CS, en presencia de sulfuro.
También se puede dar su formacién durante la
digestion, probablemente por reacciones autoli-
ticas o descomposiciéon microbiana de la panta
que proporciona H,S y aminas biogénicas como
base para la formaciéon de DTCs “naturales”
(Perz et al., 2000).

Los falsos positivos en frutas y verduras se
han reducido significativamente con el desarro-
llo de nuevos métodos para mejorar la deteccion
de DTCs. Un ejemplo de estos métodos es la
cromatografia de gas-liquido para detectar ETU,
que es un residuo derivado de etileno-bis-ditio-
carbamato. Pero a pesar de ello, el CS, fitogénico
puede causar sobreestimaciones de la concentra-
cion de DTCs. Los compuestos enddgenos tam-
bién pueden liberar CS, cuando las matrices se
calientan en medio dcido (Ahmad et al., 1996),
pudiendo también contribuir a un alto porcentaje
de deteccion positiva (hasta el 100 %) de CS,.

También se estudio la posibilidad de determi-
nar el ditiocarbamato de dialquilo por medio de
la amina secundaria evolucionada para la deter-
minacién de la pirofosforamida de octilo. El mé-
todo se basa en la evolucién de una dialquilamina
secundaria en lugar de CS,, aunque el compuesto
colorimétrico final es similar. Este método no
serfa aplicable a los etileno-bis-ditiocarbamatos
ya que no producen aminas secundarias tras la
hidrolisis acida (Heureman, 1957).
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5.2. Alimentos utilizados para el analisis de
ditiocarbamatos

El alimento donde mdas se ha estudiado la
presencia de DTCs en el presente trabajo de fin
de grado es la col (Heureman, 1957; Ahamad et
al., 1996; Perz et al., 2000; Chen et al., 2017).
Ademds de la col, la coliflor, el brécoli y el
repollo también son alimentos utilizados con
frecuencia para el anélisis de DTCs (Heureman,
1957; Ahamad et al., 1996; Perz et al., 2000;
Grijalba et al., 2017; Kailasa et al., 2019). Fi-
nalmente, los alimentos menos estudiados son
el puerro, el ajo, la cebolla, el agua, la patata, la
manzana, el tomate, la uva y el pepino (Ahamad
et al., 1996; Kaur et al., 2009; Schmidt et al.,
2013; Grijalba et al., 2017; Kailasa et al., 2019).

5.3. Métodos analiticos

De los ocho articulos seleccionados, 3 uti-
lizaron espectrometria UV-Visible (Heureman,
1957; Kaur et al., 2009; Kailasa et al., 2019), 2
utilizaron ICP-MS (Chen et al., 2017; Grijalba et
al., 2017), 1 utiliz6 la cromatografia liquida con
espectrometria de masas (Schmidt et al., 2013),
1 articulo utiliz6 la cromatografia de gases y
cromatografia liquida (Ahmad et al., 1996), y
1 articulo utiliz6 la espectrometria UV-Visible y
cromatografia liquida (Perz et al., 2000).

Kailasa et al. (2019) emplearon un método
colorimétrico que utiliza nanosensores basados
en nanoparticulas de oro (AuNP) para la detec-
cién de Pencycurum. El uso de nanosensores
proporciona altos coeficientes de extincion, alta
sensibilidad y fécil funcionalidad, ademas de
ser idoneos para el andlisis visual. Por ello, el
uso de estas nanoparticulas de oro permite reali-
zar una deteccion del pesticida de manera selec-
tiva y sensible. Pencycurum es un fungicida del
grupo de la fenilurea [ 1-(4-clorobencil)-1-ciclo-
pentil-3-fenilurea], utilizado para el tratamiento
contra los hongos. Para su deteccién colorimé-
trica en la superficie de las nanoparticulas de oro
se ensamblaron moléculas de 6-aza-2-tiotimina

(ATT). La presencia de Pencycurum provoca
que la sonda de ATT-AuNP pase de color rojo
a azul, permitiendo asi una facil lectura a sim-
ple vista. La deteccion colorimétrica se produce
debido a que pencycurum presenta una elevada
afinidad para formar enlaces no covalentes. La
unién se genera debido a que la molécula de
ATT presenta en su estructura un grupo -OH
tras haberse unido a la superficie de AuNP. En
cambio, Pencycurum presenta en su estructura
un grupo —-NH como resultado de la unién ente
ATT-AuNP y Pencycurum mediante puentes de
hidrégeno, generdndose ATT-AuNP unido a la
superficie de AuNP. Finalmente, esta unién se
desestabiliza y como resultado provoca el cam-
bio de color de rojo a azul. El limite de detec-
cién de Pencycurum es de 0,42 M coincidien-
do con el limite mdximo recomendado por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.

Kaur et al. (2009) utilizé un espectrofoto-
metro UV-Vis de doble haz para la deteccién
exclusiva de pesticidas como Zineb y Ziram,
pertenecientes al grupo de etileno-bis-ditiocar-
bamato. El espectrofotémetro UV-Visible es un
método de deteccidn rapido, selectivo y sensi-
ble para la deteccién de Zineb convirtiéndolo
en un complejo de molibdeno. Zineb reacciona
junto a molibdato de sodio tras un calentamien-
to durante 5 minutos formandose un complejo
de color azul. Una vez formado el complejo, el
pesticida Zineb libera su contenido de Zn,y su
cantidad de DTC. Seguidamente, el DTC forma
un complejo con molibdato de sodio y poste-
riormente se extrae en forma de metil-isobutil-
cetona que se determina espectrofotometrica-
mente. Para conseguir una absorbancia maxima
la cantidad de 4cido afiadida se encuentra entre
1y 1,5 mL. Este método puede determinar una
cantidad de 0,006 pg/mL de Zineb, lo que equi-
vale a una cantidad de 0,0033 pg/mL de CS,
desprendido.

Heureman (1957) utilizé un método basado
en la evolucion de una dialquilamida secundaria
en lugar de CS,, generando un compuesto colo-
rimétrico final similar.
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Grijalba et al. (2017) utilizé un método
basado VA-LLME que presentan altas eficien-
cias de extraccién y bajos limites de deteccion.
El liquido i6nico usado para la extraccién del
complejo Se-pirrolidina ditiocarbamato de
amonio fue el decanoato de trihexil-tetradecil-
fosfonio (APDC), seguido de la determinacion
de Se con espectrometria de absorcién atémica
electrotérmica. La utilizacién de este método
requiere una cantidad muy pequefia de disol-
vente para lograr la dispersién de la fase ex-
tractante, reduciendo asi el coste del método.
La determinacién concreta de la cantidad de
selenio se debe a una adecuada optimizacién
de las temperaturas, ya que se consigue una
descomposicién completa de la matriz enri-
quecida con liquidos iénicos. Para eliminar la
elevada volatilizacion de Se, se realiza una in-
yeccién de Cu en el horno de grafito. Esto es
debido a que los metales de transicién, como
es el caso del Cu, son capaces de evitar o redu-
cir la perdida de sensibilidad generada, ya que
forman seleniuros metélicos que son estables a
elevadas temperaturas e impiden la volatiliza-
cién del complejo de selenio.

Chen et al. (2017) utilizé CE-ICP-MS para
la deteccién simultdnea de Zineb y Ziram. Este
método, en comparacién con el resto de los
métodos utilizados para la deteccién de Zi-
neb y Ziram, presenta una serie de ventajas
CcOmo son una mayor separacion, una mayor
eficacia, requiere un pequeflo volumen de
muestra, el consumo de reactivo es menor y
se pueden realizar varios modos de separacion.
Para la determinacién de Zineb y Ziram con
CE-ICP-MS, en primer lugar, se elabora una
solucién mixta que se incuba durante un pe-
riodo de dos horas para quelar Zineb y Ziram
con dcido 1,2-ciclohexanodinitrilotetraacetico
(DCTA). Seguidamente la solucién se diluye
con la solucién tampén. Tras esto, los com-
plejos Ziram-DCTA y Zineb-DCTA se separan
utilizando un pH 9,0 para prolongar el tiempo
de migracién y favorecer la electroforesis, y se
inyecta mediante inyeccién electrocinética en

CE-ICP-MS con un voltaje de separacion de
15 Kv y un tiempo de inyeccién de 14 segun-
dos. Zineb y Ziram no podrian ser separados
con facilidad por electroforesis capilar debido
a las propiedades de carga neutra de ambos
compuestos. Por ello, este método incorpord
a-ciclodextrina en la solucién tampén favore-
ciendo la separacién de compuestos quilares
y alquilares. Los limites de deteccién que nos
proporciona este instrumento son de 1,9 ng
Zn/mL para Ziram y 3,0 ng Zn/mL para Zineb.

Schmidt et al. (2013) utilizé un cromato-
grafo liquido conectado a un espectrometro de
masas. En este método los nueve ditiocarba-
matos se dividen en 4 grupos: Nabam y Ziram;
Propineb, Zineb y Tiram; Mancozeb y Metiram;
y Ferbam y Maneb con la finalidad de que to-
dos los DTCs lleven una validaciéon adecuada
a pesar de la incapacidad para diferenciarlos
por presentar tiempos de retencién y transmi-
siones iguales. La unica caracteristica que los
diferencia es el ion que forma complejos con
el esqueleto de carbono que contiene azufre. El
tiempo de retencion que presentan los DTCs de
elucién temprana (Feram, Thiram y Ziram) se
encuentra en torno a los 2,2 minutos y los de
elucién tardia (Zineb, Nabam y Maneb) pre-
sentan un tiempo de retencién comprendido
entre 14-15 minutos. Este estudio encontré que
un porcentaje superior a la media de las mues-
tras analizadas presentaban DTCs, no pudiendo
identificar el tipo de DTC presente. En otras pa-
labras, los resultados mostraron que ninguna de
las muestras analizadas excedia el LMR, expre-
sado como CSZ, pero no indicaban la cantidad
concreta de cada DTC. Por ello, este método se
combiné con ICP-MS que permite identificar
Fe, Mn y Zn presente en los extractos y de esta
manera poder identificar, o al menos excluir, los
diferentes DTCs. Otro problema de este método
es que solo es efectivo cuando la muestra pre-
senta una elevada cantidad de DTCs.

Ahmad et al. (1996) utilizé la cromatografia
de gases para detectar ETU, un residuo derivado
de etileno-bis-ditiocarbamato. Aunque este mé-
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todo presenta interferencias, pudiéndose generar
sobreestimaciones a causa del CS, fitogénco.

Por tltimo, Perz et al. (2000) utiliz6 la es-
pectrometria UV-Visible y la cromatografia 1i-
quida, métodos que también se ven afectados
por la cantidad de CS, fitogénico.

5.4. Resultados en la desviacion estandar re-
lativa (RSD) y valores de recuperaciéon

Grijalba et al. (2017) obtuvieron una desvia-
cién estandar relativa de 4,9 % y unos valores
de recuperacién comprendidos entre el 96 y el
104 % para el complejo Se-pirrolidina ditiocar-
bamato de amonio.

Kailasa et al. (2019) obtuvieron unos por-
centajes de recuperacién de Pencycurum del
97,33 % al 98,40 % en agua; del 95,30 % al
97,20 % en arroz; del 93,30 % al 96,73 % en
patata y del 94,20 % al 98,10 % en col y una
desviacién estandar relativa < 2%.

Kaur et al. (2009) y Chen et al. (2017) dedi-
caron sus estudios a la determinacion de EBDC.
Kaur et al. (2009) obtuvieron una desviacién
estandar relativa que se encuentra entre el 1,9
y el 2,4 % y unos valores de recuperacion del
97-100,5 %. En cambio, Chen et al. (2017) ob-
tuvieron una desviacién estdndar relativa infe-
rior al 6 % y unos valores de recuperacién del
95-107 %.

Finalmente, Schmidt et al. (2013) obtuvie-
ron una desviacion estdndar del 9 al 41 % y
unos valores de recuperacion de entre el 39 y el
221 % en la determinacion de DTCs mediante
cromatografia liquida.

5.5. Tiempo y pH de extraccion

Como se ve reflejado en la Tabla 1, el
tiempo de extraccién se encuentra compren-
dido entre 1 minuto y 1 hora, siendo VA-
LLME el método mds rdpido con un tiempo
comprendido entre 1-15 minutos (Grijalba et
al., 2017). Por el contrario, el que més tiempo
gasta es el método espectrofotométrico utili-

zando molibdato de sodio tardando una hora
(Kaur et al., 2009).

En cuanto a los valores de pH necesarios
para la extraccion, algunos métodos necesitan
pH 4cidos como VA-LLME utilizando como li-
quido iénico decanoato trihexil-tetradecil-fosfo-
nio (Grijalba et al., 2017), también la deteccién
colorimétrica basada en la agregacién inducida
de ATT-AuNP necesita un pH é4cido (Kailasa
et al., 2019). Por otro lado, hay métodos que
necesitan pH bdsicos como son los métodos que
utilizan ICP-MS (Chen et al., 2017; Grijalba, et
al., 2017) y la cromatografia liquida con espec-
trometria de masas (Schmidt, et al., 2013).

6. CONCLUSIONES

Este trabajo se ha realizado siguiendo la me-
todologia PRISMA a partir de la cual se han
revisado diferentes articulos sobre la determi-
nacién de ditiocarbamatos (DTCs) llegando a
un total de 8 articulos. ’

Los DTCs son un grupo de compuestos
organosulfurado utilizados ampliamente como
fungicidas. El principal inconveniente en el
analisis de ditiocarbamatos, basado en la canti-
dad de disulfuro de carbono, es que puede verse
afectado dando lugar a falsos positivos o puede
generarse una sobreestimacién de la concentra-
cién de ditiocarbamatos en productos agricolas
que presenten elevados niveles de compuestos
organicos de azufre.

Los articulos se estudiaron en funcién del
tipo de alimento analizado, el ditiocarbamato
analizado, el método a través del cual se ana-
lizaron, el volumen de la muestra, el pH de
extraccion, el limite de deteccion, la desviacion
estandar relativa y los valores de recuperacion.

De los 8 articulos encontrados, 3 se cen-
traron en la determinacién de disulfuro de car-
bono fitogénico en platas del género Brassica,
demostrando que provocan interferencias en los
métodos de deteccion.

Los alimentos mds estudiados fueron col,
coliflor, brécoli, repollo y, en menor medida,
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puerro, el ajo, la cebolla, el agua, la patata, la
manzana, el tomate, la uva y el pepino.

Las técnicas analiticas mds comunes para la
determinacién de DTCs son la espectrofotome-
trfa UV-visible, la espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente, la cromato-
grafia liquida acoplada a un espectrémetro de
masas, la cromatografia de gaseosa, y la espec-
trometria UV-Visible.
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