)4 (o]

S

©
c
<
P )
©
©

ica

imica Apli

Ve

(o]T]

r . . r . s
Ivan Mauricio Huérfano Barcol, Jairo Arturo Guerrero Dallos'

UNIVERSIDAD

DE COLOMBIA

Laboratorio de Analisis de Residuos de Plaguicidas. Departamento de Quimica. Universidad Nacional de Colombia. Bogota D.C., Colombia.

*Autor para correspondencia:jaguerrerod@unal.edu.co

Recibido: 8 de Febrero de 2017. Aceptado: 25 de Julio de 2017.

Método cualitativo rapido
(screening) para la
deteccion de residuos de
plaguicidas en frutas y
hortalizas

Qualitative screening
method for pesticide
residues detection in
fruits and vegetables

Método qualitativo rapido
(screening) para a deteccao
de residuos de pesticidas
nas frutas e nos vegetais

Resumen

Abstract

Resumo

Debido a la importancia de desarrollar
metodologias que permitan el analisis de los
residuos agricolas, el presente trabajo valido
un método cualitativo rapido (screening) para
el andlisis de residuos de plaguicidas en frutas
y hortalizas. La metodologia se bas6 en el
método de extraccion QuEChERS, version
europea, con un paso adicional de limpieza
por cromatografia de permeacién por gel
(GPC), lo cual permitio reducir la cantidad de
componentes de la matriz en el extracto final.
El analisis fue realizado por cromatografia de
gases/espectrometria de masas con un
analizador cuadrupolo simple. La
metodologia resultd adecuada para el analisis
cualitativo de 31 plaguicidas a su respectivo
limite maximo de residuos. Los resultados en
muestras reales fueron consistentes respecto a
una metodologia cuantitativa de rutina, por
ende, la metodologia resultd6 ser una buena
alternativa para el analisis rapido de estos
contaminantes.

Because of the importance of developing
methodologies that allow agricultural residues
analysis, a rapid screening qualitative method
for the determination of pesticides residues in
fruits and vegetables was validated. The
methodology was based on the European
QuEChERS extraction method with an
additional cleaning step by gel permeation
chromatography (GPC), which helped to
reduce the number of matrix components in
the final extract. The analysis was carried out
by gas chromatography coupled to mass
spectrometry with a single quadrupole
analyzer. The methodology was appropriate
for the qualitative analysis of 31 pesticides at
their respective maximum residue limits.
Consistent results were obtained with respect
to a quantitative routine methodology in the
analysis of real samples, hence the
methodology was proven to be a good
alternative for the fast analysis of these
contaminants in fruits and vegetables.

Devido a importdncia de desenvolver
metodologias que permitam analisar o0s
residuos agricolas, o presente trabalho validou
de um método qualitativo rapido (screening)
para a analise de residuos de pesticidas nas
frutas e vegetais. A metodologia foi baseada
no método de extragio QuEChERS versdo
Europeia com um passo adicional de limpeza
por meio de cromatografia de permeagdo em
gel (GPC), o que permitiu reduzir a
quantidade de componentes de matriz no
extrato final. A analise foi realizada por
cromatografia gasosa/espectrometria de massa
com um analisador de quadrupolo simples. A
metodologia foi adequada para a analise
qualitativa de 31 pesticidas aos seus
respectivos limites maximos de residuos. Os
resultados obtidos em amostras reais foram
consistentes ~com  uma  metodologia
quantitativa de rotina, portanto, a metodologia
estudada tem demonstrado ser uma boa
alternativa para a analise rapida destes
contaminantes em frutas e vegetais.

Palabras clave: cromatografia de gases,
espectrometria de masas, QUEChERS,
validacion, método cualitativo rapido.
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Método cualitativo rapido (screening) para la deteccion de residuos de plaguicidas en frutas y hortalizas

Introduccion

La proteccion de cultivos juega un papel importante en la produccion
de alimentos a nivel mundial. Una de las formas de proteccion mas
utilizada en la agricultura ha sido el uso de plaguicidas, en respuesta
a la creciente demanda de alimentos, al incremento constante de la
poblacién y a la limitada area de terreno cultivable disponible. El uso
de este tipo de agroquimicos ha permitido incrementar la produccion
de frutas, hortalizas, cereales, etc. y, del mismo modo, mejorar la
calidad de los productos que son comercializados a nivel mundial
().

Con el fin de garantizar la seguridad en el consumo de alimentos
y facilitar la comercializacion, organismos internacionales han
establecido Limites Maximos de Residuos (LMR) de plaguicidas en
alimentos. La Comision del Codex Alimentarius (CAC) de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) en conjunto con la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO) (2), la unién europea (EU) (3), la Agencia de
Proteccion ambiental de los Estados Unidos (US-EPA) (4), el Centro
de Inspeccion de Materiales de Agricultura y Alimentos (FAMIC,
Japon) (5), entre otros, han utilizado los LMR con el proposito de
llevar un registro, monitoreo y control de los residuos de plaguicidas
en un amplio rango de alimentos, tanto de origen vegetal como de
origen animal.

Ahora bien, debido a que un nimero mayor a 1000 sustancias
activas estan siendo actualmente utilizadas en el control de plagas a
nivel mundial (6), los laboratorios han tenido la necesidad de
desarrollar métodos multiresiduo con el fin de ejercer un control
efectivo que permita la determinacion de un gran namero de
compuestos en un solo analisis (7). Asi, en los ultimos afios, se han
implementado métodos multiresiduo cuantitativos basados en
cromatografia liquida (HPLC) (8), cromatografia de gases (9-11) y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS) (12).

El uso de este tipo de metodologias requiere la construccion de
curvas de calibracion en matriz, realizar ensayos de recuperacion,
determinar dispersion de los resultados debido al gran ntimero de
plaguicidas trabajados. Lo anterior requiere bastante tiempo de
analisis y un alto numero de datos a procesar, por lo cual
recientemente se han implementado métodos cualitativos rapidos
(screening). Estos métodos estan enfocados principalmente en
determinar la presencia o ausencia de un compuesto en una muestra
de ensayo a una concentracion superior del limite establecido (por lo
general el LMR) sin necesidad de cuantificar. La principal ventaja en
el uso de este tipo de metodologias es la posibilidad de realizar una
identificacion rapida de los posibles residuos presentes en una
muestra antes del uso de un método cuantitativo de rutina, lo que
permite la seleccion de posibles muestras contaminadas, reduciendo
la carga de trabajo y el costo en un analisis de cuantificacion y
confirmacion (73).

Estos métodos screening se han venido utilizando en analisis de
rutina, empleando cromatografia liquida y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (GC(LC)-
HRMS) en modalidad Full Scan. Este tipo de configuracion es la
ideal para la deteccion simultdnea de un gran nimero de compuestos
y brinda una gran confiabilidad en la identificacion gracias a la
determinacion de las masas exactas.
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Multiples trabajos con el uso de espectrometria de masas de alta
resolucion han sido publicados en los ultimos afios (/4-18). Entre
estos se pueden destacar: Portoles et al. (13), quienes desarrollaron
un método screening para el analisis de 150 contaminantes organicos
en agua empleando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas con un analizador de tiempo de vuelo (GC-
TOF MS), obteniendo limites de deteccion entre 0,02 a 1 pg/mL.
Este trabajo demostr6 la aplicacion de los métodos screening en la
identificacion de contaminantes de importancia en el area ambiental.
Garcia et al. (17) desarrollaron un método para el analisis de 199
plaguicidas en frutas y hortalizas empleando LC-TOF MS, donde se
obtuvieron limites de deteccion entre 0,01 y 0,05 mgkg, la
optimizacion de los parametros de adquisicion del método permitid
el procesamiento automatico de los datos facilitando la
implementacion de los métodos screening. En Rajski et al. (18) se
desarrolld6 un método para el analisis de 170 plaguicidas en frutas y
hortalizas empleando LC-Orbitrap (Cromatografia liquida-trampa
orbital) obteniendo limites de deteccion entre 0,01 y 0,05 mg/kg.
Este trabajo demostro la capacidad de la instrumentacion y el
enfoque de los métodos screening para la identificacion de un gran
nimero de compuestos en frutas y hortalizas.

En su mayoria, los métodos screening publicados se basan en el
uso de instrumentacion avanzada como la espectrometria de masas
de alta resolucion. Muy pocos trabajos han sido publicados con el
uso de espectrometria de masas de baja resolucion (19, 20), de uso
comun en los laboratorios de América Latina. En Mol et al. (20) se
desarrolld un método para el andlisis de 94 plaguicidas en frutas y
hortalizas empleando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas con un analizador de cuadruplo simple GC-
MSD, inyeccion de grandes volimenes con un inyector de
temperatura de vaporizacion programada (PTV) y adquisicién en el
modo Full Scan empleando un software de deconvolucion,
obteniendo como resultado la deteccion del 82% de los compuestos a
una concentracion de 0,01 mg/kg.

Por lo anterior, siendo Colombia un pais con gran potencial de
exportacion, es importante la implementaciéon y el desarrollo de
metodologias analiticas con la capacidad de determinar residuos de
plaguicidas a bajas concentraciones, con el fin de garantizar que sus
productos cumplan con la normatividad. Por esta razon el objetivo
del presente trabajo consistio en el montaje y posterior validacion de
un método screening para el andlisis de 52 plaguicidas en frutas y
vegetales con alto contenido de agua empleando cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas con cuddruplo simple
(GC-MSD). Una vez se valido el método se analizaron frutas y
hortalizas para evaluar la efectividad de la metodologia. Los
resultados se compararon con un método cuantitativo de rutina,
validado y acreditado bajo la norma ISO 17025 (21).

Materiales y métodos

Patrones de referencia, reactivos y soluciones

Se emplearon estandares de plaguicidas con una pureza mayor al
95%, se adquirieron de la casa comercial Dr. Ehrenstorfer
(Augsburg, Alemania). La Tabla 1 muestra los plaguicidas incluidos
en el estudio. Soluciones madre se prepararon a una concentracion
cercana a 1000 pg/mL en acetato de etilo y se almacenaron en
frascos ambar a -20 °C.
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Se empled acetato de etilo grado residuos, ciclohexano y
acetonitrilo grado HPLC de J.T. Baker (USA). El sulfato de
magnesio, citrato di-sédico sesqui hidratado y citrato tri-soédico di
hidratado se adquirieron de Sigma Aldrich (Alemania); el cloruro de
sodio se adquiri6 de J.T. Baker (USA) y la amina primaria
sedundaria, PSA (N-propiletilendiamina) se adquiri6 de Agilent
Technologies (USA).

Instrumentos y equipos

En el proceso de extraccion se empled un homogeneizador Stephan
Blender 2010 (Hamein, Alemania) y una licuadora industrial
(Warring), para el proceso de limpieza se utilizé un cromatdgrafo de
permeacion por gel de Redemnt Bt, modelo KL-SX-3, equipado con
una columna de vidrio de 10 cm x 10 mm de didmetro interno. Como
fase estacionaria se usé un gel Biobeads S-X3, y como fase movil se
empled una mezcla de acetato de etilo: ciclohexano (1:1) a un flujo
de 1 mL/min.

Para el analisis del método screening se empled un cromatografo
de gases Agilent Technologies Modelo 7890A acoplado a un detector
selectivo de masas (MSD) 5975C, una columna capilar TBR-5MS
30 m x 0,25 mm d.i x 0,25 pm espesor). Las condiciones
cromatograficas utilizadas en el andlisis fueron las siguientes:
volumen de inyeccién 4 pL; inyeccion en modalidad splitless
pulsado (22) con presion de pulso de 65 psi durante 0,8 min; tiempo
de purga de 0,8 min y temperatura del inyector de 250 °C. El gas de
transporte fue helio en modo presion constante a 19 psi. La
temperatura de la linea de transferencia al espectrometro de masas
fue 280 °C y la temperatura del cuadrupolo fue de 150 °C. El
programa de temperatura del horno inicié a 50 °C (5 min), se
incremento a una velocidad de 20 °C/min hasta alcanzar 195 °C; esta
temperatura se mantuvo por 5 min. Después, se incrementd la
temperatura hasta 280 °C a 10 °C/min; esta temperatura se mantuvo
por un tiempo de 7,5 min.

El modo de ionizacién fue por impacto electronico a 70 eV, con

una temperatura de la fuente de ionizacion de 230 °C. En el analisis
se empled monitoreo de ion selectivo (SIM). La seleccion de los
iones se realizé inyectando una solucion con los compuestos de
interés a una concentracion aproximada de 500 pg/mL bajo el modo
de adquisicion Full Scan. Se seleccionaron cuatro iones por
compuesto a partir del espectro de masas, correspondientes a un ion
objetivo y tres iones de confirmaciéon o cualificadores. Los
pardmetros de adquisicion se muestran en la Tabla 1.
En el andlisis cuantitativo de rutina se emple6 un cromatografo de
gases Agilent Technologies HP6890 plus con un inyector split/
splitless, el cual se conectd a través de una columna capilar sin fase
estacionaria (I m x 0,32 mm d.i) a un divisor de flujo de cuarzo en
forma de “Y”, unido a una columna capilar HP-5 (30 m x 0,32 mm
d.i.x 0,25 um) acoplada a un detector de micro-captura electronica
(L-ECD) y a una columna capilar HP-50 (30 m x 0,32 mm d.i. x 0,25
pum) acoplada a un detector de nitrogeno-fosforo (NPD) en paralelo.
Las condiciones de operacion fueron las siguientes: gas de transporte
nitrégeno, volumen de inyeccion 2 pL, temperatura del inyector 256°
C, inyeccion en modo splitless pulsado (22) con presion de pulso de
65 psi durante 0.8 min, tiempo de purga 0,6 min y flujo de purga de
40 mL/min. La temperatura del detector u-ECD fue de 310°C con
flujo de gas auxiliar (nitrogeno) 10 mL/min. El detector NPD se
trabajo a 330°C con flujo constante de gas auxiliar (nitrégeno),
hidrogeno y aire de 10, 3 y 60 mL/min, respectivamente.
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El programa de temperatura del horno inici6 a 52°C (0 min),
incrementandose la temperatura a una velocidad de 4°C/min hasta
alcanzar 100°C, consecutivamente se aumento la temperatura hasta
110°C a 2°C/min, a continuacidn, se increment6 hasta 130°C a una
velocidad de 20°C/min, luego se llevo hasta 195°C a 4°C/min y
finalmente se llegd a una temperatura de 280°C a una velocidad de
5°C/min.

Método de preparacion de muestra

Las frutas y vegetales frescos empleados se compraron en
supermercados; se transportaron y procesaron el mismo dia. La
preparacion del producto se llevo acabo tal como es descrito en el
Codex Alimentarius (23). Alrededor de 2 kg de cada producto se
homogeneizo6 en el homogeneizador por 5 min; porciones de muestra
procesada (100 g) se almacenaron en bolsas herméticas a -20 °C
hasta el analisis.

El método empleado corresponde a una modificacion del proceso
de extraccion QUEChERS version europea (24). Se tomaron 10 g de
muestra homogeneizada en un tubo de polipropileno de 50 mL; se
agregaron 30 pL de estandar subrogado y, luego, se adicionaron 10
mL de acetonitrilo grado HPLC. Se realiz6 una agitaciéon manual
durante 1 min; luego se adicion6 una mezcla de sales compuesta de 4
g de MgSO, anhidro, 1 g de NaCl, 1 g de citrato tri sddico di
hidratado y 0,5 g de citrato di sédico sesqui hidratado. La mezcla se
agité manualmente por 2 min y se centrifugéd a 4500 rpm por 5 min a
10 °C. Se observaron cuatro fases en los tubos de centrifugacion: una
fase superior organica donde se encuentran los plaguicidas a
analizar; una fase intermedia correspondiente a la matriz; una fase
acuosa y, por ultimo, una que contiene las sales solidas.

Posteriormente se colocaron 2 mL de fase organica en un tubo de
polipropileno de 15 mL, se realizé una limpieza por extraccion en
fase solida dispersiva (d-SPE) con 290 mg de MgSO, anhidro y 50
mg de PSA, empleando un agitador vortex por 2 min. El tubo se
centrifugd a 4500 rpm por 5 min a 10 °C. Se tomdé 1 mL de
sobrenadante y se llevo a sequedad en un evaporador rotatorio a 35 ©
C, el extracto se transfirié cuantitativamente a un balon aforado de 1
mL completando volumen con acetato de etilo. Seguidamente, se
inyectaron 500 pL de extracto en el cromatografo de permeacion por
gel. La fraccion de los plaguicidas (722 mL) se recolectdé en un
balon en forma pera de 20 mL. El extracto se concentr6 en un
evaporador rotatorio a 35 °C; se adicionaron 10 pL de estdndar
interno y 490 pL de acetato de etilo. El extracto se homogeneizo en
un agitador vortex por 1 min. Por Ultimo, el extracto se transfirié a
un vial y se inyectd en el cromatografo de gases acoplado a
espectrometria de masas.

Protocolo de la validaciéon cualitativa

La validacion del método screening se basd principalmente en el
documento SANTE/EU 2015 (25) y en la directiva de la comision
europea EU 657/2002 (26). Los parametros de validacion respecto a
estos documentos corresponden a selectividad, especificidad, limite
de deteccion del método screening (SDL) y aplicabilidad. Para la
validacion  fueron seleccionados diez productos diferentes
representativos del grupo de frutas y hortalizas con alto contenido de
agua (pifa, granadilla, banano, uchuva, pitaya, papa, naranja,
repollo, lechuga y pepino).
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Tabla 1. Parametros de adquisicion y monitoreo de ion selectivo (SIM).

Sefial m/z Sefial m/z
Ion Objetivo Iones de Ion Objetivo Iones de
confirmacion confirmacion

Ne Compuesto tr min Q qi q2 qs Ne Compuesto tr min Q qi q2 qs

1 Diclorvos 10,143 109,9 78,9 | 1449 | 96,9 29 Hexaconazol 20,736 214 216 | 231 175
2 Carbofurano 10,588 164 149 131 122 30 Profenofos 20,837 207,9 206 | 339 | 337
3 Acefato 11,71 1359 93,9 95 | 1419 31 pp-DDE 20,986 246 176,1 | 248 | 210
4 Heptenofos 12,667 1239 1089 | 89 | 1259 32 Dieldrin 21,017 2629 276,9 | 108,1 | 278,9
5 Monocrotofos 13,554 127 191,9 97 109 33 Ciproconazol 21,497 222,1 139 | 224,1 | 141
6 y-HCH 13,817 108,9 182,9 | 184,9 | 218,9 34 B-Endosulfan 21,77 195 170 | 207 | 2649
7 HCB 14,029 283,8 285,8 | 141,9 | 248,8 35 pp-DDD 22,022 235 199 | 212,1

8 Dimetoato 14,117 125 87 93 229 36 Oxadicil 22,113 105,1 163,1 | 132 | 120,1
9 B-HCH 14,477 180,9 182,9 | 218,9 | 108,9 37 Propiconazol | 22,904 259 173 | 261 175
10 a-HCH 14,59 180,9 110,9 | 220,9 | 184,9 38 pp-DDT 22,998 235 165,1 | 199,1 | 212,1
11 Pirimetanil 14,836 198,1 199,1 | 200,1 37a | Propiconazol ii* | 23,059 259 191 261 175
12 Diazinon 14,918 304,9 179 | 276 | 248 39 Tebuconazol 23,299 250,1 125 127 | 139,1
13| Clorotalonilo 15,315 265,9 263,9 | 267,9 | 2289 40 Propargite 23,391 135,1 136,1 | 201,1 | 107,1
14 | Metil paration 16,309 125 93 263 109 41 Epoxiconazol 23,697 192 194 | 165,1 | 138
15 Alaclor 16,625 160,1 188,1 | 146,1 | 237,1 42 Iprodion 23,959 314 316 187 189
16 Melataxil 16,771 206,1 132,1 | 160,1 | 249,1 43 Tetradifon 24,771 159 226,9 | 228,9 | 355,9
EI PCB-52 17,315 291,9 289,9 | 220 | 222 44 A-Cihalotrina 25,46 181,1 197 | 208,1 | 209,1
17 Fenitrotion 17,409 125 109 93 260 45 Pirazofos 25,703 221,1 232,1 | 373,1

18 Diclofluanid 17,66 123 167,1 | 223,9 | 225,9 46 Permetrina 26,345 183,1 168,1 | 90,1 | 181,1
19 Malation 17,761 173,1 125 127 | 157,9 46a | Permetrina ii* | 26,528 183,1 163 165 | 184,1
20 Fention 18,051 278 153 279 | 263 47 B-Ciflutrina 27,535 163 206,1 | 165 | 226,1
21 Clorpirifos 18,112 196,9 198,9 | 313,9 | 315,9 48 Cipermetrina | 27,678 163 127,1 | 165

22 Triadimefon 18,233 208 210 181 209 48 | Cipermetrina ii* | 27,832 163 181,1 | 209,1 | 163
ES PCB-103 18,755 3259 3279 | 254 | 256 48b | Cipermetrina iii* | 27,961 163 181,1 | 209,1 | 165
23 Captan 19,328 79,1 149,1 | 77 | 107,1 49 | Difenoconazol | 30,192 323,1 265 | 325,1 | 267
24 Isofenfos 19,44 213,1 121,1 | 255,1 | 185 50 Deltametrina | 31,042 181,1 2529 | 250,9 | 254,9
25 Fentoato 19,533 274 121 125 246 51 Azoxistrobin 31,118 3442 388,1 | 345,1 | 403,1
26 Folpet 19,551 259,9 104 130 | 261,9 52 Dimetomorf 31,837 301,1 387,2 | 165,1 | 303,1
27 | a-Endosulfan | 20,266 195 240,9 | 207 | 2649 52a| Dimetomorfii* | 32,623 301,1 387,2 | 301,1

28 Fenamifos 20,591 288,1 304,1 | 217 | 260,1

(El) Estandar interno, (ES) Estandar subrogado, (*) Sefial correspondiente a un isomero.

Rev. Colomb. Quim. 2018, 47 (1), 16-26
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La selectividad, definida como la habilidad de un método en
discriminar entre la seflal del analito y cada una de las demas
sefiales, y la especificidad, definida como la habilidad del detector
(soportada por la selectividad del método de extraccion, limpieza y
separacion) en proveer sefiales que efectivamente identifican al
analito (25), se evaluaron inyectando una solucion de la mezcla de
analitos en extracto de matriz a una concentracién de 100 ng/mL y
dos muestras de cada producto sin fortificar, para un total de 20
ensayos.

Se determiné el tiempo de retencion de cada analito con una
tolerancia de + 0,1 min. Asi mismo, se identificaron interferencias de
cada matriz y cuatro iones caracteristicos para cada compuesto como
se muestra en la Tabla 1.

Para la evaluacion del limite de deteccion del método screening
(SDL) se realizd el andlisis de dos muestras de cada producto, las
cuales se fortificaron con la mezcla de plaguicidas a 10 pg/kg, la
concentracion mas baja permitida como limite maximo de residuos
de plaguicidas en frutas y hortalizas. También se fortificaron a 30 y
100 pg/kg, debido a que hay compuestos cuya sensibilidad no es
suficiente para detectar la concentracion de 10 pg/kg por GC/MS.
Adicionalmente, hay plaguicidas que tienen limites maximos de
residuos superiores en este tipo de matrices. Se analizdé para cada
concentracion un total de 20 ensayos, 10 muestras por duplicado,
para un total de 60 analisis.

Para la determinacion del SDL se establecié como criterio de
identificacion la presencia del ion objetivo y por lo menos dos iones
cualificadores al tiempo de retencion de cada compuesto (al menos
tres iones seleccionados del cromatograma) y el cumplimento de las
relaciones de intensidad entre el ion objetivo (Q) y cada ion de
confirmacion (qi) (relaciones de abundancia) como lo sugiere el
documento SANTE/EU 2015 (25). El SDL se establecido como la
concentracion mas baja en la que el compuesto de interés se detectd
satisfactoriamente en un 95% de los 20 ensayos (detecciéon en un
minimo de 19 muestras a cada nivel de concentracion evaluado)
independiente de su porcentaje de recuperacion y coeficiente de
variacion (235).

En la evaluacion de la aplicabilidad, se analizaron muestras
correspondientes a lulo, lechuga, zanahoria, brocoli, coliflor y
uchuva empleando la metodologia descrita. Los resultados se
compararon con una metodologia cuantitativa de rutina validada y
acreditada bajo la norma ISO 17025 (21)

Resultados y discusion

Especificidad - Selectividad

En la evaluacion de la especificidad-selectividad de la metodologia,
se evidencio6 una correcta separacion cromatografica para la mayoria
de los analitos (resolucion mayor a 1,5). Compuestos como el pp-
DDE, dieldrin, propiconazol, pp-DDT presentaron una resolucion
menor a 1,0 y fueron correctamente detectados por espectrometria de
masas gracias a la seleccion de los iones caracteristicos para cada
analito. Se encontraron sefiales en los tiempos de retencion de los
compuestos clorotalonilo, a-Endosulfan, propargite y difenoconazol
que impidieron su correcta identificacion.
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La Figura 1 muestra los iones que se seleccionaron para
clorotalonilo y difinoconazol, asi como sus abundancias esperadas
(Exp%) y experimentales obtenidas en el analisis (Act%). Para el
clorotalonilo se observa que las abundancias esperadas y
experimentales son muy diferentes para los iones cualificadores
263,9; 267,9 y 228,9. Lo mismo sucede para los iones 265,0; 325,1 y
267,0 en el difenoconazol. Por tanto, estos compuestos no cumplen
los criterios de identificacion, pues las relaciones esperadas y
experimentales son muy diferentes (26). Estas sefiales no se pueden
atribuir al compuesto de interés, sino a interferentes provenientes de
la matriz.

En las muestras de pitaya se encontr6 la presencia de A-cihalotrina
y en las muestras de pepino se encontré6 la presencia de
difenoconazol a unas concentraciones por debajo de 10 ng/kg, a
pesar de esto se incluyeron dentro de la validacion pues estos valores
tan bajos no interfieren en dicho proceso. Para mejorar la
selectividad del método se empled un paso de limpieza adicional por
cromatografia de permeacion por gel (GPC) debido a la gran
cantidad de interferencias observadas en los cromatogramas. El
proceso de limpieza por GPC permitié reducir en gran medida el
numero de compuestos de la matriz en el extracto final que
interferian con el analisis de los plaguicidas evaluados. En la Figura
2 se muestra la superposicion de dos cromatogramas con y sin
limpieza adicional, obtenidos en el modo de adquisicion Full Scan
en matriz de pifia sin fortificar. Como se puede observar el nimero
de sefales y la intensidad de las mismas es mucho menor en el
ensayo realizado con limpieza por GPC. Esta reduccion en el nimero
de compuestos de la matriz también permitié mejorar el desempeiio
instrumental e incrementar el nimero de muestras a analizar sin
realizar un mantenimiento al sistema cromatografico.

Limite de deteccion método screening (SDL)

En la determinacion del SDL se evalud la deteccion de los analitos
en cada una de las diez matrices analizadas para cada concentracion
evaluada por duplicado (10, 30 y 100 pg/kg). El SDL corresponde a
la concentracion mas baja de cada compuesto en por lo menos 19 de
20 muestras fortificadas. Esto corresponde a una aceptacion del 5%
de probabilidad de falsos negativos (indicacion de la ausencia de un
analito en wuna matriz fortificada) como se establece por
normatividad (25). Los resultados de la evaluacion se muestran en la
Tabla 2, donde se presenta el nimero de veces que es detectado cada
plaguicida en los distintos ensayos a las concentraciones evaluadas,
el SDL asignado y el LMR.

Se asigndé como SDL la concentracion mas baja en la que el
plaguicida se detectd en un minimo de 19 ensayos. Como se muestra
en la Tabla 2, a clorpirifos se le asigné un SDL de 10 pg/kg puesto
que se detectd 20 veces a las tres concentraciones evaluadas, el valor
asignado corresponde a la concentracion mas baja. En el caso de
metalaxil se detectd tres veces a la concentracion de 10 pg/kg, 20
veces a 30 pg/kg y 20 veces a 100 pg/kg, por tanto, se le asignd un
SDL de 30 pg/kg. En el caso de uno de los isomeros del dimetomorf
no se detectd ninguna vez a las tres concentraciones, por tanto, no se
le asign6 un SDL.
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ExpR.T. 15.315min
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600
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200
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Figura 1. Identificacion de interferencias en el cromatograma de Clorotalonilo y Difenoconazol en matriz de pifia sin fortificar.
Abundance TIC: Pifial D\DATA MS
] TIC: Pirial-10.D\DATA MS
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Figura 1. Superposicion de cromatogramas matriz de pifia con y sin limpieza por GPC.
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Tabla 2. Resultados evaluacion limite de deteccion método Screening.

Numero de resultados positivos de

Numero de resultados positivos de

deteccion deteccién
N° | Compuesto 10 30 100 | SDL | LMR N | Compuesto 10 30 100 | SDL | LMR
ng/Keg | pg/kg | pg/kg | pg/kg | pg/kg pg/Ke | pg/kg | pg/kg | pg/kg | pg/kg
1 Diclorvos 0 14 15 - 10 30 | Profenofos 20 20 19 10 | 200°
2 | Carbofurano 0 5 19 100 | 10° 31 pp-DDE 19 20 20 10 10°
3 Acefato 0 2 5 - 300° 32 Dieldrin 18 20 19 30 50°
4 Heptenofos 19 19 20 10 10° 33 | Ciproconazol | 20 19 19 10 50°
5 | Monocrotofos | 0 0 5 - 10° 34 | B-Endosulfan 11 19 18 30 502
6 y-HCH 20 | 20 | 20 | 10 | 10° 35| pp-DDD 20 | 20 | 20 | 10 | 10
7 HCB 20 20 20 10 10° 36 Oxadicil 13 19 20 30 10°
8 Dimetoato 9 20 20 30 50° 37 | Propiconazol 11 20 20 30 202
9 B-HCH 20 19 | 20 10 | 10° 38 pp-DDT 10 19 20 | 30 | 10°
10 o-HCH 19 19 [ 20 | 10 [ 10° 37a Propici?nazol 3 17 19 | 100 | 200
11 Pirimetanil 20 20 20 10 502 39 | Tebuconazol ) 6 13 i 508
12 Diazinon 20 20 20 10 10° 40 | Propargite 3 3 12 _ 300
13 Clorotal'onilo 0 0 : - S00° 41 | Epoxiconazol 19 19 20 10 502
14 pﬁf;‘iﬂn 16 | 19 ] 20 | 30 | 50° 42 | Iprodion 15 | 20 | 20 | 30 | 1000
15 Alaclor 20 20 20 10 10° 43 | Tetradifon 19 20 20 10 10°
16 Melataxil 3 20 20 30 502 44 | \-Cihalotrina 19 20 20 10 202
17 | Fenitrotion 0 18 20 100 | 500? 45 Pirazofos 10 14 16 - 10°
18 | Diclofluanid 11 18 20 100 | 100? 46 | Permetrina 0 12 18 - 50°
19 Malation 16 20 19 30 | 500 46a | Permetrina ii 13 17 20 | 100 | 50°
20 Fention 0 13 8 - 2000? 47 | B-Ciflutrina 14 18 17 - 10?
21 | Clorpirifos 20 20 20 10 102 48 | Cipermetrina 2 4 10 - 50°
22 | Triadimefon | 3 13 | 16 - | 500 48a Cipeniriletrina 7 13 18 | sop
23 Captan 0 7 15 - 50? a8h Ciperfp.etrina p s 4 ] sob
24 Isofenfos 18 20 20 30 10° 1
25 | Fentoato 19 | 19 | 20 | 10 | 700° 49 | Difenoconazol| 1 : S I
2% Folpet 20 20 20 10 100 50 | Deltametrina 19 19 20 10 10?
27 | a-Endosulfan 0 0 0 _ 500 51 | Azoxistrobin | 20 20 20 10 10°
3 Fenamifos 18 20 20 30 500 52 | Dimetomorf 19 20 20 10 10?
29 | Hexaconazol | 11 | 20 | 20 | 30 | 10° 52a | Dimetomorfii| 0 | 0 | 0 | - | 1¢

(SDL) Limite de deteccion del método screening, (-) plaguicida al cual no fue posible establecer un SDL; a Limite maximo de residuo (LMR) establecido por el Codex Alimentarius para frutas

y hortalizas (2); b Limite maximo de residuo (LMR) establecido por la Comision Europea (3).
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Fue posible asignar un SDL a una concentracion igual o inferior
al limite maximo de residuos establecido por el Codex Alimentaius
(2) y por la comision europea (3), para un total de 31 compuestos
(60%) como se muestra en la tabla 2. Por tanto, la metodologia
permite una rapida identificacion de estos analitos en una gran
variedad de matrices.

Se detectaron con el 95 % de confianza, 21 plaguicidas (40%) a
una concentracion de 10 pg/kg, 13 (25%) plaguicidas a una
concentracion de 30 pg/kg y 3 plaguicidas (carbofurano,
diclofluanid, y permetrina) a una concentracion de 100 pg/kg. Es
importante tener en cuenta que plaguicidas como y-HCH, a-HCH, B-
HCH, diazinon, pirimetanil, clorpirifos, folpet, profenofos, pp-DDE,
pp-DDD, azoxistrobin, deltametrina y dimetomorf se pueden
determinar inclusive a concentraciones por debajo de 10 pg/kg, que
es la concentracion mas baja a detectar en analitos que no tienen un
LMR dado, pues la respuesta de estos compuestos fue bastante alta
bajo las condiciones de trabajo No fue posible establecer un SDL,
para los compuestos diclorvos, acefato, monocrotofos, clorotalonilo,
fention, triadimefon, captan, a-endosulfan, tebuconazol, propargite,
pirazofos, B-ciflutrina, cipermetrina y difenoconazol, inclusive a una
concentracion tan alta como la de 100 pg/kg, debido a la presencia
de interferencias que impidieron su correcta identificacion en la
mayoria de las matrices que se evaluaron.

En el caso de compuestos como fention, captan, propargite y
cipermetrina la sensibilidad de los iones seleccionados fue muy baja,
por lo que en varias muestras no fue posible distinguir la sefial del
analito en la matriz fortificada.

Compuestos como el clorotalonilo, captan y diclofluanid son de
particular dificultad en el analisis por el método QuEChERS por su
susceptibilidad al pH, a la influencia de la matriz, y a la alta
probabilidad de formar productos de degradacion durante el proceso
de extraccion (27). Compuestos como los piretroides presentan una
baja sensibilidad por cromatografia de gases/espectrometria de

masas, problema ya reportado por otros autores (13).
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La presencia de compuestos de la matriz con masas similares a
los plaguicidas objetivo genera un gran problema en la correcta
identificacion. Los compuestos isobaricos (igual masa nominal)
dificulta el andlisis especialmente en equipos de espectrometria de
masas de baja resolucion, debido a la alta probabilidad de que la
instrumentacion analitica no pueda resolver estas pequefias
diferencias en masa (29).

Debido a estas matrices, no fue posible asignar un SDL a bajas
concentraciones para varios compuestos involucrados en la
metodologia, pues por las interferencias se dificultdé su
identificacion, disminuyendo la deteccion en un nimero de ensayos
minimo correspondiente al 95%. No se pudo determinar un SDL
para varios plaguicidas a pesar de ser detectados correctamente en
las otras matrices diferentes a naranja, pepino, granadilla y uchuva,
pues para considerar el SDL se necesitaba la deteccion al menos en
19 de 20 muestras.

Aplicabilidad

Se analizaron nueve muestras adicionales obtenidas en
supermercados, tanto por el método screening descrito previamente,
como por una metodologia cuantitativa de rutina validada y
acreditada bajo la norma ISO 17025. Esta ultima se bas6 en el
método de extraccion sueco para el andlisis de residuos de
plaguicidas (SweEt) (30). Los resultados de los analisis se muestran
en la Tabla 3.

Se observa que en tres muestras (zanahoria, uchuva y coliflor) no
se detecté ningun plaguicida por ninguna de las metodologias. En
tomate y papa se detectaron los mismos plaguicidas tanto por el
método cuantitativo como por el método de screening. Para el caso
del lulo se detectdé A-Cihalotrina; en lechuga clorpirifos y en
habichuela profenofos tanto por el método cuantitativo como por el
método screening, a pesar de que las concentraciones estaban por
debajo del SDL. Lo anterior indica la efectividad de la metodologia

en estudio.
47

46

44 45 44
3942 41 42
37 38
33
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Papa Naranja Lechuga

m 10 ug/Kg m30ug/Kg m100 pg/Kg

Figura 3. Numero de plagucidas detectados por matriz a cada concentracion evaluada.
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En la Figura 4 se muestran los cromatogramas obtenidos en la
deteccion de clorpirifos en la muestra de lechuga por ambas
metodologias. La Figura 4A corresponde al cromatograma de los
iones seleccionados del clorpirifos en la deteccion por el método
screening y la Figura 4B a la sefial del cromatograma que se obtuvo
por el método cuantitativo. En la Figura 4B se superpuso un blanco
de matriz (muestra libre de plaguicidas), un nivel de calibracién a 30
pg/kg y la sefial de clorpirifos en la muestra, lo que demuestra su
presencia.

Este plaguicida también fue confirmado por GC/MS en el
método cuantitativo. Como se puede observar en la Figura 4A, el
método screening permitio la correcta identificacion del clorpirifos
en lechuga, ya que este cumplid con todos los parametros de
deteccion establecidos (tiempo de retencion, presencia de al menos
tres iones, relacion intensidades del ion objetivo/iones
cualificadores). La Figura 4A también muestra el ion objetivo 196,9
y los iones cualificadores 198,9; 313,9 y 315,9 con las abundancias
esperadas y experimentales muy cercanas entre si lo que indica que
cumplen con las relaciones de abundancia, confirmando su
presencia.

Abuggélncf lon 196.90 (196,60 to 197.60): M1635¢.D\DATASIM.MS 99)  Clorpirif

] lon 198.90 (198,50 to 199.60): M1635c.DADATASIM.MS (22) orpiriltos A

] lon 313.90 (313.60 to 314.50): M1635c.D\DATASIM.MS
4000 lon 315.90 (315.60 to 316.60): M1635¢.D\DATASIM.MS 18.064min (-0.048) 0.00 ppm m
3500 _: response 5800
3000 Ion Exp? Acts
2500 E 196.90 100.00  100.00
2000 B 198.90 96.80  89.93
1500 4

] 313.90 64.60  55.79
1000 3

] 315.90 46.10  47.57
500

3 = |

0 T l T T ] T l T - T
Time—= 18.00 18.50
"t_ N
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i =ty
2000
1000 —
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TFigura 4. Identificacion de clorpirifos en lechuga por metodo screening (A) y método cuantitativo (B).
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Tabla 3. Resultados de los analisis de plaguicidas en distintos productos por método screening y
metodologia cuantitativa de rutina.

, Meétodo Método
Metoc.io cuantitativo | cuantitativo
screenin
Muestra | Compuesto g Concentracién | (ng/kg)
(ng/kg)
LOD | LOQ
Lulo A-Cihalotrina | Detectado* 7 2 5
Lechuga Clorpirifos | Detectado* trazas 4 12
Zanahoria ND ND ND
Uchuva ND ND ND
Coliflor ND ND ND
Fentoato Detectado 412 6 19
Tomate
Iprodion Detectado 339 9 26
Papa Clorpirifos Detectado 295 2 5
Pirimetanil Detectado 68 45 135
Tomate
Permetrina Detectado 93 18 53
Habichuela | Profenofos Detectado* 9 2 5

(*) Compuesto detectado a una concentracion inferior al SDL asignado; (LOD) Limite de deteccion
metodologia cuantitativa; (LOQ) Limite de cuantificacion metodologia cuantitativa; (Trazas) concentracion
menor al limite de cuantificacion metodologia cuantitativa y superior al limite de deteccion; (ND)
plaguicida no detectado.

Conclusiones

Se valid6 una metodologia cualitativa para el analisis de residuos de
plaguicidas en frutas y hortalizas basada en el método de extraccion
QuEChERS con un paso de limpieza adicional por cromatografia de
permeacion por gel (GPC), lo cual permiti6é reducir la cantidad de
componentes de la matriz en el extracto final de algunas matrices,
mejorando el desempefio instrumental. La metodologia facilita la
identificacion rapida de 31 plaguicidas al nivel de sus limites
maximos de residuos (LMR). El método presenta resultados
consistentes respecto a una metodologia cuantitativa acreditada en el
analisis de frutas y hortalizas.

El método screening permitio la correcta identificacion de los
residuos en las matrices evaluadas y sus resultados son consistentes
con la metodologia cuantitativa, por lo tanto, resulta ser una buena
alternativa para el analisis de residuos de plaguicidas en este tipo de
matrices.

El uso de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas con cuadrupolo simple resulté una técnica adecuada y
prometedora para el desarrollo de métodos cualitativos rapidos, sin
embargo, cabe resaltar la necesidad de una instrumentacion mas
avanzada que permita obtener una mayor selectividad y sensibilidad
para determinar mayor niimero de compuestos.
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