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Desarrollo y validacion de
un método multiresiduo
para el analisis de
plaguicidas en miel por
UFLC-MS

Development and
validation of a
multiresidue method for
pesticide analysis in
honey by UFLC-MS

Desenvolvimento e
validacao de um método
de residuos multiplos para
o analise de agrotoxicos
em mel por UFLC-MS

Resumen

Abstract

Resumo

Se desarroll6 un método para la
determinacion de residuos de plaguicidas en
miel de abejas mediante cromatografia liquida
ultra rapida acoplada a espectrometria de
masas(cuadruplo sencillo). Se partié del
método QUEChERS, evaluando las siguientes
variables: (i) cantidad de muestra, (ii) tipo de
sal para el control de pH, (iii) valor de pH del
buffer y (iv) mezclas de limpieza.
Adicionalmente y con el proposito de
demostrar la confiabilidad del método, se
evaluaron  diferentes parametros como
exactitud, limites de  deteccion y
cuantificacion, linealidad y selectividad. Los
resultados mostraron que, mediante las
modificaciones realizadas, se logré obtener un
método mas selectivo y se mejord la exactitud
de 19 plaguicidas respecto al método
QuEChERS original. Por otro lado, mediante
el proceso de validacion, se encontrd que el
método es apto para el andlisis de 50
plaguicidas (de 56 que se emplearon). Se
obtuvieron porcentajes de recuperacion entre
el 70 y 120% y coeficientes de variacion
inferiores al 15%

A method for the determination of pesticide
residues in honey by ultra fast liquid
chromatography ~ coupled  with  mass
spectrometry was developed. For this purpose,
different variations of the QuECHERS
method were performed: (i) amount of
sample, (ii) type of salt to control pH, (iii)
buffer pH, and (iv) different mixtures for
cleaning-up. In addition, to demonstrate that
the method is reliable, different validation
parameters were studied: accuracy, limits of
detection and quantification, linearity, and
selectivity. The results showed that by means
of the changes introduced it was possible to
get a more selective method that improves the
accuracy of about 19 pesticides selected from
the original method. It was found that the
method is suitable for the analysis of 50
pesticides, out of 56. Furthermore, with the
developed method recoveries between 70 and
120% and relative standard deviation below
15% were found.

Foi desenvolvido um método para a
determinagdo de residuos de pesticidas no mel
por cromatografia  liquida  ultrarrdpida
acoplada a espectrometria de massa. Para este
efeito, foram realizadas diferentes variagdes
do método QuEChERS: (i) quantidade de
amostra, (ii) tipo de sal para o controle do pH,
(iii) valor do pH do tampao, (iv) diferentes
misturas de limpeza. Além disso, a fim de
demonstrar que o método ¢ confiavel,
diferentes pardmetros foram validados como:
precisdo, limite de detec¢do e quantificagio,
linearidade e seletividade. Os resultados
mostraram que, por meio das modificagdes ¢é
possivel obter um método mais seletivo que
melhora a precisdo de cerca de 19 pesticidas
selecionados, respeito ao método original.
Adicionalmente, foi determinado que a
validagdo do método estabeleceu que este ¢
adequado para a analise de 50 pesticidas (56
foram utilizados). Foram obtidos percentagens
de recuperacéo entre 70 e 120% e coeficientes
de variagdao menores ao 15%.

Palabras clave: plaguicidas, QUEChERS,
miel, validacion.
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Introduccion

El sector apicola esta relacionado con el desarrollo natural de los
ecosistemas y con el avance econdomico a nivel agricola y pecuario,
puesto que tiene funcion protagénica en la polinizacion y, por tanto,
en la sustentabilidad de la produccion agricola. Del mismo modo, es
importante por el valor nutricional de sus productos. Dada su
importancia para la agricultura, su desarrollo es imprescindible para
alcanzar la seguridad y soberania alimentaria que requiere el pais
(produccion de alimentos, cantidad, calidad, inocuidad, trazabilidad
y sostenibilidad), pues a medida que se incrementa el desarrollo
apicola, se aporta mayor beneficio ambiental, econémico y social
para todo el sector agricola. Pese a su importancia, la apicultura
enfrenta importantes retos productivos causados, principalmente, por
el efecto antrdpico en los ecosistemas y el cambio climatico (/).

Siguiendo con la importancia de la apicultura, gracias a la
polinizacién entomofila se mantiene aproximadamente un tercio de
los cultivos y la mayor parte de la flora silvestre (2). Se calcula que
en los ultimos afios la polinizacién ha representado un beneficio
economico global alrededor de los 265 mil millones de euros,
correspondientes al precio de las cosechas que dependen de la
polinizacién natural; se estima que sin esta herramienta se bajaria la
productividad agricola hasta en un 75% (2).

Asi bien, para efectuar el proceso de polinizacion, entre 10000 y
25000 abejas obreras realizan en promedio diez viajes por dia, para
lo cual exploran aproximadamente un radio de 3 km en los
alrededores de su habitat (3,4). Durante este proceso,
microorganismos, sustancias quimicas y particulas en el aire entran
en contacto con ellas (5). Por lo anterior, las abejas y los productos
de la colmena sirven como bioindicadores para el monitoreo de
plagas, contaminacion de origen industrial o urbano y/o practicas
agricolas que puedan ser perjudiciales (6).

Entre dichas practicas agricolas se encuentra el control quimico
de plagas, de mayor impacto para el ecosistema, pues trac como
principal consecuencia un aumento en la frecuencia y dosis de
exposicion a pesticidas por parte de las abejas. Por lo anterior, la
actual regulacion para plaguicidas quimicos no solo esta orientada a
la proteccion del consumidor, sino que también busca la proteccion
de las abejas como principales polinizadores en la naturaleza (2).

Ahora bien, el analisis de residuos contaminantes organicos en
productos apicolas se realiza mediante dos tipos de métodos: los
presuntivos y los de confirmacion. En el primer grupo se encuentran
los inmunoensayos y los métodos microbioldgicos. En el segundo los
métodos de confirmacion que, segun el Codex Alimentarius, se basan
en técnicas instrumentales avanzadas como la electroforesis capilar y
la cromatografia liquida de alta eficiencia acopladas a espectrometria
de masas (HPLC-MS) (7, 8) Diferentes entes de control como la
Administraciéon de medicamentos y alimentos (FDA, por sus siglas
en inglés) y la Unién Europea han establecido la necesidad de contar
con métodos que permitan realizar la cuantificacion y confirmacion
de los residuos (7, 8, 21, 22), por lo cual los métodos instrumentales
tienen mayor ventaja en este caso (9-11).
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En el analisis de muestras de miel, debido a la complejidad de la
matriz y a que es necesario realizar exhaustivos procesos de
limpieza, se han reportado diversos métodos, entre ellos el
QuEChERS modificado (/2). Aunque este método resulta ser una
excelente alternativa cuando se dispone de analizadores de masas en
tandem, al emplear detectores convencionales como fluorescencia,
nitrogeno-fosforo, captura de electrones o inclusive un
espectrometrometro de masas con un cuadrupolo sencillo, la
cantidad de interferentes limita el uso del método en un numero
elevado de compuestos o impide la obtencion de limites de
cuantificacion acordes con la legislacion (13, 14).

En este sentido, este trabajo tuvo como objetivo desarrollar un
método para la determinacion de 56 plaguicidas de diferentes
familias quimicas en muestras de miel, mediante el empleo de UFLC
(cromatografo liquido ultra rapido por sus siglas eninglés) acoplado
a un analizador de masas de cuadrupolo simple. De igual modo, se
busco demostrar la aptitud del método mediante una validacion de
nivel 2 (15).

Materiales y métodos

Materiales, reactivos y soluciones

Se trabajo con estandares de plaguicidas de pureza mayor al 95%,
provenientes de las casas comerciales Dr Ehrenstorfer y
Chemservice. Las soluciones madre fueron preparadas en
concentraciones cercanas a 500 pg/mL en acetonitrilo o metanol y
almacenadas en frascos ambar a -20 °C. Los solventes empleados en
este estudio fueron J.T. Baker grado HPLC. Para los ensayos de
extraccion se utilizaron sales de QuEChERS Restek Q-Sep TM y
para la limpieza de los extractos se emplearon los adsorbentes Restek
dSPE Q-Sep TM. Los detalles de preparacion mezclas y del estandar
interno se encuentran en trabajos previos (16, 17).

Mieles de partida

Se emplearon cuatro mieles obtenidas de apiarios experimentales y
mieles comerciales provenientes del altiplano cundiboyacense y del
departamento del Meta en Colombia. Todo el material fue analizado
antes y durante todo el proceso de desarrollo del método analitico,
con el propdsito de asegurar que no se tuviera presencia de ninguno
de los plaguicidas estudiados, asi como de controlar los procesos de
contaminacion cruzada.

Método de extraccion de partida

Se partio del método QUEChERS para mieles (/8). En un tubo de
centrifuga se pesaron 5 g de muestra, se adicioné TPP (fosfato de
trifenilo) y la mezcla de plaguicidas (concentraciones entre 0,1 y 5
pg/mL). Se dejé en reposo por 15 min y, transcurrido ese tiempo, se
adicionaron 10 mL de agua y 10 mL de acetonitrilo; se agitd de
manera manual por 1 min y, posteriormente, se adicionaron 4 g de
MgSO, anhidro y 1 g de AcONa; nuevamente se agité manualmente
por 1 min. Después, se centrifugd a 6000 rpm por 5 min y se
tomaron 10 mL del sobrenadante, que se transfirid a un tubo de
centrifuga de 15 mL
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Para el proceso de limpieza, por cada mililitro de extracto se
adicionaron 25 mg de amina primaria/secundaria (PSA, por sus
siglas en inglés) y 150 mg de MgSO, anhidro, se agité manualmente
por 30 sy se centrifugd por 2 min a 6000 rpm. Se tomaron 5 mL de
extracto y se concentraron con un flujo de nitrogéno hasta llevar a
casi sequedad, posteriormente se adicionaron 20 pL del EI y se
reconstituy6 con 1 mL de una mezcla Agua-ACN (7:3). Finalmente,
el sobrenadante se filtro a través de una membrana de 0,22 um de
PTFE y se transfiri6 a un vial de cromatografia (/9). Durante el
desarrollo del método, en todos los experimentos se realizO un
minimo de cinco réplicas.

Estudio de los adsorbentes

Una vez establecidas las mejores condiciones en la etapa de
extraccion de los compuestos, con el propdsito de mejorar la
selectividad del método, se procedid a estudiar el empleo de
diferentes adsorbentes para la limpieza de los extractos. De acuerdo
a la composicion quimica de las mieles, se considera que los
principales compuestos que interfieren en el proceso de deteccion de
los plaguicidas pueden ser vitaminas, fenoles, pigmentos,
aminodcidos, acidos organicos e inclusive azicares (28). La
reduccion de la presencia de acidos, aminoacidos y azucares, como
se menciond en la seccion experimental, se realizd a través del
empleo de PSA y sulfato de magnesio. De esta manera, para mejorar
el proceso de limpieza se adicionaron otros adsorbentes:
octadecilsilano (C18; 20 mg por cada mL de extracto) y carbon
negro grafitizado (CNG; 20 mg por cada mL).

Calibracion analitica y analisis de datos

Se realizd un proceso de evaluacion de efecto matriz previo a la
cuantificacion de cada analito. Se encontraron porcentajes de efecto
matriz entre 69% y 130%, resultados que concuerdan con estudios
previos (/7, 20). Por lo anterior se realizaron también diferentes
niveles de calibracion en blancos de matriz. Para el caso de los
ensayos de recuperacion, se cuantificO con un solo punto de
calibraciéon, de acuerdo a las recomendaciones del documento
SANTE (20). Para la evaluacion de la linealidad del sistema, se
preparon las curvas de calibracion que estaban compuestas por seis
puntos de calibracion en blanco de matriz, cada uno de ellos se
inyectd cuatro veces en el sistema analitico; los puntos se
distribuyeron equidistantemente. Todos los analisis estadisticos se
realizaron a través del paquete estadistico R Commander a un nivel
de confianza del 95% (22).

Validacion del sistema de medicion.

Con el fin de demostrar que el sistema de medicion funcionaba
adecuadamente, se realiz6 una validacion de nivel 2, consistente en
evaluar: selectividad, exactitud, linealidad, limites de deteccion y
limites de cuantificacion.

Por otro lado, para la evaluacion de la exactitud del método,
como recuperacion y precision en condiciones de repetibilidad y de
precision intermedia, se fortificaron muestras de miel a tres niveles
de concentracion. El primer nivel (LC) correspondia al limite
maximo de residuos, una concentracion inferior a este o en su
defecto concentraciones cercanas a 10 pg/kg. El segundo y tercer
nivel de fortificacion correspondieron a 2 y 5 veces el primer nivel
(LO).

Instrumentos y equipos

Condiciones cromatograficas

El analisis cromatografico fue llevado a cabo en un UFLC Shimadzu
Prominence (Maryland, CA, EUA), acoplado a un detector selectivo
de masas LCMS-2020. Los analisis fueron llevados a cabo en una
columna Shim Pack (6 cm x 2 mm d.i., tamafio de particula de 2,1
um y fase estacionaria C18); se trabajo en modo de gradiente con
acido formico al 0,1% (p/v) y acetato de amonio 5 mM en agua
Milli-Q (A); la fase organica empleada fue acetonitrilo (B). El
programa de elucion utilizado, expresado como porcentaje de B,
inicia a 0% (0 min) aumenta a 20% en 0,01 min, se mantiene por 0,3
min, posteriormente llega hasta 55% en 8,5 min y luego aumenta
hasta el 100% en los siguientes 1,5 min. Finalmente, se mantiene por
1,5 min (/7). El volumen de inyeccion fue 5 pL, la temperatura de
columna 40 °C y el flujo de fase modvil 0,3 mL/min.

Condiciones de la interfaz y espectrometro de masas

Con el proposito de obtener una mejor sensibilidad para la
identificacion y cuantificacion de los 56 plaguicidas en estudio, se
trabajé con dos métodos de adquisicion independientes: un estandar
interno (TBP) y un estdandar subrogado (TPP) Aunque las
condiciones cromatograficas fueron las mismas, las condiciones de
la interfaz y del espectrometro variaron. En este sentido, el equipo
operd en modo electrospray, con un flujo de gas de secado de 10 L/
min y un flujo de gas nebulizador de 1,5 L/min; las temperaturas del
bloque de calentamiento y de la linea de eliminacion del solvente
correspondieron a 200 °C y 250 °C y a 210 °C y 250 °C para el
primer (Grupo 1 de compuestos) y segundo método de adquisicion
(Grupo 2 de compuestos), respectivamente (16, 17).

Los analisis fueron llevados de manera simultdnea en modo
positivo y negativo, el voltaje aplicado en el capilar correspondié a
4500 V y -4500 V respectivamente. Todos los analisis fueron
realizados en modo SIM. La Tabla 1 muestra los iones seleccionados
para la cuantificacion y el tiempo de retencién de cada compuesto:
las tres primeras columnas muestran las condiciones para el método
de adquisicion 1, mientras que las tres ultimas columnas son para el
método de adquisicion 2. Estos compuestos fueron seleccionados
acorde con la legislacion nacional e internacional (23), el nivel de
afectacion a las abejas, su uso en Colombia, sensibilidad en el
instrumento y la disponibilidad del material de referencia para la
calibracion del instrumento.
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Tabla 1. lones de cuantificacion (T) para los compuestos estudiados y tiempos de retencion para los dos métodos de adquisicion empleados

METODO 1 METODO 2

Compuesto Er::lﬁson IonT (0/z) | Compuesto Eﬁi‘g;‘m Ton T (m/z)
Acefato 2,56 201 Metamidofos 2,54 142
Monocrotofos 2,78 241 propamocarb 2,63 189
Oxamil 291 237 Tiociclam 2,68 182
Metomil 3,06 163 Linuron 2,70 -247
Carbendazim 3,15 192 Nitenpiram 2,79 271
Imidacloprid 3,52 -254 thiametoxan 2,99 292
Dimetoato 3,63 230 dazomet 3,03 163
Tiabendazol 3,24 202 mevinphos 3,17 225
Cimoxanil 3,86 -197 3-OH carbofuran 3,17 255
Tiodicarb 4,83 355 Acetamiprid 3,30 223
Carbofuran 4,81 222 Tiaclorprid 3,71 -297
Atrazina 5,19 216 Dinotefuran 2,70 203
Metalaxyl 5,34 280 Simazina 4,08 202
Pirimicarb 4,81 239 Carbaryl 4,57 219
Imazalil 4,66 297 Isoprocarb 5,90 235
3,4-dicloropropilanlilida 5,89 -216 Ametrina 6,17 269
Pirimetanil 6,03 200 Tridemoprh 6,62 298
Dimetomorf 5,93 390 Epoxiconazole 6,70 330
Azosxistrobin 6,49 404 Fenexhamid 7,81 -300
Tebuconazol 6,79 308 Etoprofos 7,81 284
Metoxyfenozida 6,86 369 Flusilazole 7,94 357
Hexaconazol 7,00 -358 Penconazol 8,07 325
Espinosad A 6,33 733 Piraclistrobin 9,80 388
Benalaxil 7,73 326 Trifloxistribina 9,17 409
Difenoconazol 7,69 408 Lufenuron 9,41 -509
Azinfos Metil 7,78 368 Buprofezin 9,91 306
Espinosad D 6,49 747 Clorfenaprid 7,74 -349
Indoxacarb 8,27 528 Temefos 9,66 467

NOTA: los signos negativos en los iones representan que se realizd la deteccion en modo negativo

Resultados y discusion

Estudio de la relaciéon cantidad de muestra/solvente
de extraccion

Con el proposito de obtener limites de cuantificacion acordes con la
legislacion existente para mieles (23), se partié del método europeo
(citratos) y se realizaron ensayos en los que se incrementd la
cantidad de muestra desde 3 g hasta 10 g y otros en los que se
disminuy0 la cantidad de solvente de 10 mL a 5 mL.

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (2), 24-36.

Se encontrdé que los porcentajes de recuperacion de varios
compuestos como el metalaxil, acefato, oxamilo, entre otros,
disminuyeron notablemente. Asimismo, la cantidad de interferencias
que se obtuvieron al incrementar la relacion muestra/solvente de
extraccion impidid la deteccion adecuada de varios compuestos. En
este sentido, como parte del desarrollo del método y en vista de los
resultados obtenidos en esta primera etapa se decidi6 trabajar con 5 g
de muestra y 10 mL de solvente organico e incluir una etapa de
concentracion de la muestra.
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Seleccion del sistema de amortiguacion de pH

Debido a que el método QuEChERS presenta dos versiones,
reconocidas como métodos oficiales para el analisis de residuos de
plaguicidas, se evaluaron las dos con el proposito de determinar cual
es la mas adecuada. La primera corresponde al método AOAC
2007.01 (19) (Método A), en la que se usa acetato de sodio para
realizar el control de pH en el proceso de extraccion. La segunda
version del método considera el uso de sales de citrato y corresponde
a la version europea del método EN 15662 (26), (método B).

Los resultados mostraron que, mediante el método A, 14
compuestos presentaron interferencias que impidieron realizar la
integracion de las seflales cromatograficas; para el método B se
presentaron 13 interferencias. Lo anterior supone que, debido a una
baja selectividad de los métodos, no es posible la cuantificacion de
cerca del 24% de los compuestos bajo estudio. La Figura 1 muestra
los compuestos que presentaron interferencias y una recuperacion
inferior al 70% en al menos uno de los métodos. Por otro lado, los
compuestos restantes presentaron recuperaciones entre el 70% y el
120%, recuperacion que se considera aceptable para este tipo de
determinaciones (21).

80,0 .
m Citrato

70,0

600
500
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0 -

. r

Procentaje de recuperacion (%)

Se realiz6 un analisis de varianza con el proposito de evaluar si
existen diferencias significativas (o = 0,05) entre las medias de los
porcentajes de recuperacion. Los resultados no fueron del todo
concluyentes, pues para la mayoria de los casos no se presentaron
diferencias significativas entre los sistemas evaluados. Sin embargo,
al comparar con los criterios de la Unidon Europea, se encuentra que
si se observan diferencias, por ejemplo, para dinotefuran se encontrd
una probabilidad de aceptar Hy mayor a 0,05. No hay diferencias
significativas, pero en la Figura 1 se encuentra que, con el método B,
este compuesto cumple con lo establecido por la Union Europea. Por
este motivo, los analisis estadisticos se omitieron en este estudio y
todos los resultados y discusion se centran en lo establecido en los
criterios de la Union Europea para este tipo de métodos analiticos.

Como se observa en la Figura 1, existen casos criticos en los
que la recuperacion se encuentra por debajo del 50%, por ejemplo
espinosad (A y D) y carbendazim; los demas compuestos presentan
valores de recuperacion muy cercanos al 70 %. Por otro lado, en la
evaluacion de las precisiones de cada uno de los métodos, se
encontrd que mediante el método A, se presentaron coeficientes de
variacion superiores al 15% en 11 casos, mientras que para el método
B se encontraron 8 casos.

O Acetato

Compuestos con
interferencias

Atrazina
Clorfenapir
Azinfos metil
Metamidofos
propamocarb
Linuron
Nitenpiram
3,4-dicloranilida
Etoprofos
Piraclistrobin
Trifloxystribina
Lufenuron

Figura 1. Comparacion de los porcentajes de recuperacion al emplear acetato o citrato como sal de control de pH
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El método B mostré una mejor exactitud, reflejada en mejor
selectividad, mayor numero de compuestos con recuperacion
aceptable y menor dispersion en los resultados.

Los resultados indicaron que, para el caso de los plaguicidas
estudiados y la matriz de interés, resulta mas conveniente realizar la
extraccion con las sales de citrato, es decir empleando el método B.
Sin embargo, es de resaltar que la version europea del método,
ademas de las sales de citrato, incluye NaCl, lo cual incrementa la
fuerza idnica y, por consiguiente, mejora la transferencia de los
analitos a la fase organica. Por lo anterior, se decidi6 trabajar con
este sistema amortiguador de pH.

Adicién de las sales

El método original indica que las sales de citrato, el NaCl y el
MgSO,, se adicionan una vez se agrega el agua a la miel y se
homogeniza esta mezcla. Durante este proceso, se observo que las
sales se aglomeraban y su dispersion a través de la mezcla de
extraccion (miel-agua-acetonitrilo) no era sencilla de realizar.
Adicionalmente, hubo un calentamiento significativo, debido a la
hidratacién del MgSOy, por lo cual se decidio disolver las sales de
citrato y NaCl para realizar su adicion junto con el agua. Entonces,
en lugar de adicionar s6lo agua para el proceso de homogenizacion
de la sal, se adicionaron 10 mL de una solucién amortiguadora de
citratos (pH = 6,8), la cual tenia la cantidad de sales equivalente al
método QUEChERS, a excepcion del MgSO,.

Posterior a esta adicion, se realizé una homogenizacion de la
mezcla, se adiciono el acetonitrilo y se realizd la extraccion con
agitacion por 10 min en un voértex, luego se destapd el tubo y se
realizo la adicion del MgSOy; se agité manualmente. Algunos de los
resultados obtenidos a través de estas modificaciones se presentan en
la Figura 2. Se encontrd que las modificaciones realizadas al método
mejoran los resultados en la exactitud del método de manera notable.

La Figura 2 muestra que, para 8 de los 12 compuestos que no se
recuperaron con el método tradicional, se obtuvieron porcentajes
superiores al 70%, lo cual indica que el sesgo del método disminuyo.
Sin embargo, de acuerdo a estos resultados, carbendazim, tiodicarb,
dazomet y espinosad (A y D) siguen presentando porcentajes de
recuperacion bajos.

La mejora en la recuperacion se atribuye a varios factores: por
un lado, el proceso de extraccion se realizé sin la presencia del
MgSO, en la mezcla de la miel, puesto que este se adiciona hasta el
final de este proceso; adicionalmente, al realizar la extraccion con
solo la disolucion amortiguadora y el acetonitrilo, se obtiene un
sistema mas homogéneo (no hay aglomeraciones) y no se dan
procesos de calentamiento por la adicion del MgSO,4 en el momento
de la extraccion. Por otro lado, posiblemente se tenga un mejor
control del pH al adicionar la disolucion amortiguadora, de lo
contrario, solo hasta que se disolviera la totalidad de las sales de
citrato en la mezcla, se lograria el control del pH debido a la
viscosidad de la miel.

Sumado a lo anterior, cuando se realiza la adicion del MgSOy4 a
la mezcla (al final de la extraccion), el calor liberado parece disiparse
mas rapidamente pues, si bien se forma la aglomeracion del método
original, esta es mas facil y rapida de disolver a través de la agitacion
manual. Se cree que el uso del vortex también contribuye al aumento
de los porcentajes de recuperacion pues facilita la transferencia de
masa del analito hacia la fase organica y se aplica durante un mayor
tiempo, lo que garantiza que exista un equilibrio mayor. Finalmente,
las modificaciones realizadas al método no redujeron la cantidad de
compuestos con interferencias, es decir, con este método se obtuvo el
mismo nimero de compuestos que no se pudieron determinar debido
a problemas de selectividad. Incluso, en los perfiles cromatograficos
obtenidos para los blancos con el uso de este método, se observo una
mayor cantidad de ruido en comparacion con el método original. Lo
anterior es atribuido a las modificaciones realizadas, pues junto con
los analitos existe una mayor cantidad de compuestos de la matriz
que se coextraen.

100,0 - m Citrato s6lido Citrato en disolucion
90,0 -
< 80,0 -
£
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Figura 2. Comparacion del modo de adicion de las sales de citrato para el control del pH en la extraccion de plaguicidas en miel
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pH de disolucion amortiguadora

En diferentes trabajos se encuentran estudios relacionados con la
influencia del pH sobre la recuperacion de algunos compuestos (26,
27). Sin embargo, en todos los estudios se menciona el término pH
aparente, pues esta magnitud es medida en acetonitrilo y no en una
solucién acuosa. En este sentido y acorde con la instrumentacion y
materiales de referencia con los que se cuenta para la calibracion de
los instrumentos de pH, se opt6 por evaluar la influencia del pH de la
disolucion de amortiguacion sobre la exactitud de los analitos. Para
ello se ajustaron las disoluciones con acido formico a 4 diferentes
valores de pH; la Figura 3 muestra un resumen de los resultados
obtenidos. Alli se presenta el promedio de recuperacion de todos los
compuestos, el numero de compuestos que tienen porcentajes de
recuperacion inferiores a 70% y el niimero de compuestos para los
que el método no es preciso, es decir, porcentajes de coeficiente de
variacion superiores al 15%.

La Figura 3 muestra que al comparar los tres valores mas altos
de pH, se encuentra que estos no varian de manera considerable,
igual que el nimero de compuestos con recuperaciones bajas o
dispersiones altas. Sin embargo, para los dos valores de pH mas
bajos se observa que, tanto la recuperacion como la precision del
método, es incrementada, pues tienen solo 6 y 2 compuestos con %
CV mayores al 15%; para el valor de pH mas bajo se tienen solo 3
compuestos con recuperaciones inferiores al 70%.

El incremento de la precision y de la recuperacion de los
compuestos a pH bajos, se atribuye a una mayor estabilidad de los
compuestos a estos valores de pH (25). En diferentes reportes se
encuentra que el valor de “pH aparente” (en acetonitrilo), donde la
extraccion de los plaguicidas fue mas eficiente, se encuentra entre
5,5y 5,8. Esto indica que, posiblemente, el resultado de la mezcla de
la miel con las disoluciones amortiguadoras de valores de pH mas
bajos (5 y 5,5) proporcionan valores de pH en el sistema de
extraccion (miel + disolucioén) similar a este valor de pH aparente,
reportado en otros estudios (/9).

DOPromedio %R ®Numero de compuestos con %R < 70%

91,8% 87,6

82,79

La estabilidad de los compuestos no solo puede originar errores
sistematicos (como menores porcentajes de recuperacion), sino
también puede originar errores aleatorios: pequefios cambios en otras
magnitudes de influencia como la temperatura o el tiempo de
extraccion suponen un aumento de estos errores. En este sentido, el
mejor promedio en los porcentajes de recuperacion de los
compuestos se logra con el pH mas bajo, valor al que la mayoria de
los compuestos presentan los menores errores sistematicos.

Sin embargo, en este valor de pH, cualquier minimo cambio en
otra variable de influencia genera un aumento en los errores
aleatorios, por lo cual se presentan mayores coeficientes de variacion
que para el valor de pH de 5,5. De esta manera, al realizar la
extraccion a un pH de 5,5 se tiene un punto de equilibrio entre el
control del error sistematico y el error aleatorio, pues, como se puede
observar en la Figura 3, es donde se tiene una mejor exactitud. Por lo
tanto, a partir de este ensayo se concluye que, dentro de los valores
de pH evaluados, la mejor condicion corresponde a 5,5.

Finalmente, los compuestos que presentaron porcentajes de
recuperacion menores al 70% a pH 5 correspondieron a los isdmeros
del espinosad y carbendazim. Para el caso de los primeros no fue
posible encontrar los valores de pKa, por lo cual se cree que estos
compuestos sufren algin tipo de hidrdlisis o descomposicion que
impide una adecuada extraccion. Para el caso del carbendazim, el
pKa es 4,48, por tanto, es posible que al encontrarse la molécula
ionizada la extraccion por parte de un solvente organico no sea
eficiente (/9).

Adsorbentes de limpieza

La Tabla 2 muestra un resumen de los resultados obtenidos a través
del uso de diferentes sistemas de limpieza. Es de aclarar que para
este estudio se parti6 de blancos de miel, se obtuvieron extractos
libres de plaguicidas, se mezclaron y fueron fortificados antes del
proceso de limpieza, lo cual buscaba reducir la variacion producida
por el proceso de extraccion (29).

Numero de compuestos con %CV> 15%

82,59 82,89

pHS pH 5.5

pH6

pH 6,5 pH 6,8

Figura 3. Porcentajes de recuperacion promedio (%R), niimero de compuestos con %R inferiores a 70% y con coeficientes de variacion (%CV) mayores al 15% para los diferentes valores de pH

evaluados
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Tabla 2. Porcentajes de recuperacion obtenidos en la evaluacion de diferentes sistemas de
limpieza

Sin embargo, el aumento de la fuerza idnica en el sistema de
extraccion a través del MgSO4 y del NaCl, inducen a que se

I: Compuesto con interferencia que no permitio determinar el porcentaje de recuperacion

La Tabla 2 evidencia que el empleo de otro tipo de adsorbentes
mejora la selectividad de los compuestos, pues se observa un
descenso en el nimero de compuestos con interferentes, respecto a la
limpieza Unicamente con PSA para cualquiera de los sistemas
evaluados. También se observa que la mejor alternativa para la
limpieza de los extractos es el C18, pues mejoré la selectividad para
casi la totalidad de los compuestos en los dos conjuntos de ensayos
en los que se uso.

Para el caso de tiociclam y de metil azinfos, no se pudo mejorar
la selectividad del método, a pesar de que se realizaron algunos
experimentos adicionales en los que se aumenté la cantidad de
adsorbentes usados; en su lugar se obtuvieron porcentajes de
recuperacion menores para algunos compuestos.

Para el caso especifico del Tiociclam, debido a su naturaleza
polar (ver tiempos de retencion en la Tabla 1), se cree que es
necesario realizar otro tipo de limpieza como cromatografia de
intercambio i6nico, de columna en fase normal o la adicion de otro
adsorbente mas polar como la silica, pues el interferente debe ser de
la misma naturaleza. Para el caso del metil azinfos se considera que
la interferencia de origen tiene una estructura muy similar a este
compuesto.

Por otra parte, se encuentra que el uso de CNG no contribuye
de manera significativa a la mejora de la selectividad del método,
pues los resultados indican que permite la reduccion de interferentes
para sélo tres compuestos. Asimismo, al observar el tltimo sistema
que incluye C18 y PSA, se encuentra que el carbon no aporta de
manera significativa, al contrario, para algunos compuestos los
porcentajes de recuperacion son inferiores, lo cual se debe
posiblemente a la adsorcion de los analitos generada por la mayor
area superficial que se tiene.

El acetonitrilo es un solvente conocido por no extraer demasiados
compuestos de naturaleza lipidica asi como compuestos de elevada
polaridad como el caso de los azlicares.
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Promedio % de recuperacion extraigan este tipo de compuestos junto con los analitos. En este
sentido, se considera que el empleo de C18 reduce notablemente la
PSA +|PSA +|PSA + Cl ’ . . )
Nombre del compuesto | pgA CiIG CS18 +SCNGC 8 cantidad de interferentes, debido a la adsorcion de este tipo de
Metamidof I I 876 202 compuestos que tienen baja solubilidad en acetonitrilo.
ctamidotos > > Adicionalmente, es posible queexista un efecto sinérgico al hacer uso
Propamocarb I I 93,5 90,2 de PSA y C18, pues las sefiales producidas por los interferentes
Linuron 1 1 1009 |96.8 quimicos se redujeron a lo largo de todo el cromatograma.
- - ’ ’ Finalmente, la Figura 4 describe el esquema general del método
Nitempiram I I 100,3 95,3 desarrollado.
3,4-dicloropropinalidina | I 1 97,3 99,2
Etoprofos I 1 98,2 90,2
Piraclistrobin 1 94,4 97.4 92,3 5 g de muestra
Trifloxtribina I 1 100,3 98,3
Adicionar 10 mL de solucion amortiguadora de
Luft I 94,0 |1034 92,7 :
arenuton ’ ’ ’ citratos con NaCla un pH de 5,5
Tiociclam I I I I
Atrazina I I 100,1 |91,2 Agitar por 1 min para homogenizar
Clorfenapryd 1 1 96,8 92,9 SN2
Azinfos metil 1 1 1 1 Adicionar 10 mL de ACN

Agitar con ayuda del vortex por 5 min y posterior a
ello adiciong\r};l- g de MgS0,

Centrifugar a 6000 rpm

Tomar 8 mL del sobrenadante y limpiar con MgSo,,
PS% y7C18

Centrifugara 6000 rpm

Tomar 5 ml del sobrenadante y llevar a sequedad
con flujo de nitrégeno

Reconstituir con 1 mL mezcla ACN: agua (7:1)
2
Filtrar y analizar por UFLC-MS

Figura 4. Esquema general del método desarrollado para el analisis de residuos de plaguicidas en
miel a través de UFLC-MS

Validacion del sistema de medicion

La selectividad del método se evalud a través del uso de cuatro
diferentes tipos de miel, los cuales se diferenciaban por su origen.
Los resultados obtenidos en esta evaluacion mostraron resultados
idénticos a los reportados en la Tabla 2 (sistema PSA + C18), es
decir, el método es selectivo para todos los analitos de interés
excepto para metil azinfos y tiociclam.

En las Tablas 3 y 4 se presentan las concentraciones de
fortificacion, los resultados de exactitud y los limites de deteccion
del método. Los limites de deteccion reportados, fueron estimados a
partir de diferentes aproximaciones (30) y para todos los casos en el
proceso de confirmacioén se encontr6 que la relacion sefial/ruido era
superior a 3.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la validacion del método desarrollado. Grupo de compuestos 1- Método de adquisicion 1
o o £ £ £ o @
Compuesto g '35 2 Ef g ;; % ® g P E g g E s
A - | 23 | QzgE 3
O X X X =3
Acefato 13,17 85,1 87,3 86,2 15,52 4,93
Oxamilo 9,96 91,6 88,0 80-103,8** 10,41 4,24
Monocrotofos 9,78 103,2 90,5 80,4-111 11,58 4,12
Metomil 10,07 87,2 78,6 82,9 6,48 2,81
Carbendazim 8,21 49,8 47,1 18,8-70,1 17,55 ND
Tiabendazol 12,55 94,5 84,2 72,3-97,9 12,28 6,12
30H-carbofuran | 11,34 98,7 88,0 85-105,2 7,36 3,19
Dimetoato 10,70 97,1 83,2 90,2 8,09 1,36
Cimoxanil 79,75 92,5 88,4 90,4 11,29 23,58
Carbofuran 8,92 97,3 95,9 96,6 9,62 2,51
Tiodicarb 8,32 86,5 83,2 84,9 16,18 2,23
Pirimicarb 5,87 93,2 83,0 72,8-94,9 14,02 2,05
Atrazina 5,95 93,9 91,0 92,5 11,84 1,19
Metalaxilo 5,94 99,0 96,9 98 10,16 1,15
Imazalil 8,21 94,0 83,7 73,8-100,7 6,95 2,19
Dimetomorf 13,13 100,9 102,3 101,6 11,60 5,66
Pirimetanil 8,70 91,0 78,5 84,8 11,43 3,83
Azosxitrobina 6,01 102,1 104,5 103,3 10,08 1,63
Espinosad A 14,69 51,7 49,6 32,4-58.,5 6,52 ND
Tebuconazol 15,95 93,5 93,7 81,9-102,5 12,80 1,98
Metoxifenozida 13,24 100,6 100,1 93,2-104,5 8,54 2,51
Hexaconazol 10,93 95,0 99,3 87,1-108,4 13,03 2,85
Espinosad D 14,69 37,1 39,7 38,4 6,91 ND
Difenoconazol 88,36 90,5 88,6 75,4-102,4 7,80 14,63
Benalaxilo 6,47 97,1 97,3 97,2 10,86 1,37
Clorfenapir 198,94 95,0 87,5 72,8-98 13,62 61,20
azinfos metil 6,99 281,1 4119 | 80,9-1033,4 | 81,99 ND
Indoxacarb 28,75 91,9 95,7 82,1-99 8,36 6,15

*Estimado a partir de los resultados de precision intermedia. Para los casos en los que se presento heterocedasticidad entre las diferentes concentraciones
evaluadas se presenta el intervalo de porcentajes de recuperacion.
ND: No determinado para este compuesto.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la validacion del método desarrollado. Grupo de compuestos 2- Método de adquisicion 2

= = = = n
Compuesto g ‘z:: E :sié) E‘j E ‘g g % ;“3 é g
OC8g| = < 2\5, < Xg”

Metamidofos 41,70 88,9 96,5 92,7 13,85 6,15
Propamocarb 12,48 92,4 103,3 97,9 15,53 4,20
Dinotefuran 10,99 89,5 88,7 80-106,6 15,09 3,17
Linuron 18,96 91,8 | 85,1 73,6-99,5 15,12 7,20
Nitenpiram 13,46 85,6 102,9 | 94,3 12,94 2,95
Thiametoxan 16,67 97,3 97,3 97,3 443 4,75
Dazomet 52,03 84,4 | 839 70,1-111 14,85 18,02
Mevinphos 16,97 92,5 | 87,8 73,5-111 11,64 7,77
Imidacloprid 169,95 93,8 105,8 | 99,8 16,54 57,03
Acetamiprid 66,45 102,9 | 95,9 88,7-105,8 12,12 11,13
Tiaclorprid 16,71 111,0 | 110,4 110,7 9,15 2,65
Simazina 5,87 98,5 | 973 97,9 12,02 0,85
Carbaryl 38,95 96,2 103,9 | 87,6-112,9 9,32 7,13
Isoprocarb 44,11 93,7 86,2 90 14,95 9,53
Ametrina 13,26 91,6 | 98,1 94,9 9,35 1,36
3,4-dicloranilida | 9,03 92,6 104,7 | 77,5-115,8 10,35 0,95
Tridemoprh 74,91 99,7 79,9 74,5-101,2 19,46 17,17
Epoxiconazole 85,22 97.4 105,8 | 81,1-119,1 14,30 24,26
Fenexhamid 41,48 78,4 94,9 86,7 13,20 9,32
Etoprofos 30,08 86,8 | 91,3 89,1 12,28 8,70
Flusilazole 14,88 99,7 111,1 | 96,8-115,3 7,52 4,92
Penconazol 12,42 946 | 110,5 | 102,6 11,09 2,41
Piraclistrobin 11,31 38,6 21,9 12,9-68.6 21,14 ND
Trifloxystribina | 8,46 89,3 102,8 | 81,3-113,5 10,27 1,46
Lufenuron 8,57 31,5 32,7 32,1 34,59 ND
Benfuracarb 7,76 100,9 | 102,2 | 84,1-111,9 13,77 2,28
Temefos 65,46 88,8 | 94,7 75,2-112,8 16,98 29,00
Buprofezin 11,44 79,2 94,0 86,6 14,30 4,71

*Estimado a partir de los resultados de precision intermedia. Para los casos en los que se presenté heterocedasticidad entre las diferentes
concentraciones evaluadas se presenta el intervalo de porcentajes de recuperacion.
ND: No determinado para este compuesto.
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Las Tablas 3 y 4 muestran que para la mayoria de los compuestos
se presentaron porcentajes de recuperacion entre el 70% y 120%, por
lo cual se puede concluir que el método presenta un error sistematico
aceptable, a excepcion de carbendazim, espinosad (A y D), lufenuron
y piraclostrobina, cuyos porcentajes de recuperacion fueron
inferiores al 70%.

Por otro lado, se encontr6 que el maximo %CV para cada uno de
los analitos, en general, es inferior al 15%, lo cual cumple con el
criterio de la Union Europea (27). Sin embargo, para algunos
compuestos se observa que este %CV supera el 15%, pero debe
tenerse en cuenta que el criterio de la Union Europea se establece
para compuestos en condiciones de repetibilidad, y que el %CV
presentado en las Tablas 3 y 4 se obtiene para condiciones de
precision intermedia (interanalistas). Por lo tanto, se considera que
para todos los casos el método es preciso, a excepcion de los casos
en los que el método no es selectivo (tiociclam y metil azinfos) o
presenta una recuperacion inadecuada (menor al 70%).

Tabla 5. Intervalo lineal del método analitico

La evaluacion de la linealidad del sistema de medicion se realizo
a través de diferentes pruebas como: ANOVA, falta de ajuste,
significancia de la pendiente y del intercepto, entre otras (16). Todos
los resultados indicaron que el sistema es lineal en el intervalo de
concentraciones presentadas en la Tabla 5.

Conclusiones

Se logr6 desarrollar y validar un método para el analisis de residuos
de plaguicidas en mieles, basado en una extraccion liquido-liquido
con acetonitrilo y posterior limpieza a través de extraccion en fase
solida dispersiva. En el proceso de desarrollo del método, se
encontr6 que la homogenizaciéon de la miel con una soluciéon
amortiguadora a un pH de 5,5 incrementa la exactitud del método.

34

Compuesto Intervalo lineal Compuesto Intervalo lineal
(ng/mL) (ng/mL)
Acefato 18,8-188,2 Metamidofos 59,6-595,7
Oxamil 14,2-142,3 Propamocarb 17,8-178,2
Monocrotofos 14-139,7 Dinotefuran 15,7-157
Metomil 14,4-143,9 Linuron 27,1-270,8
Carbendazin 11,7-117,2 Nitenpiram 19,2-192,2
Tiabendazol 17,9-179,3 Thiametoxan 23,8-238,1
30H-carbofuran | 16,2-161,9 Dazomet 74,3-743,2
Dimetoato 15,3-152,9 Mevinphos 24,2-242 4
Cymoxanyl 113,9-1139,3 Imidaclorprid 242,8-2427.8
Carbofuran 12,7-127,4 Acetamiprid 94,9-949,3
Thiodicarb 11,9-118,8 Tiaclorpird 23,9-238,8
Pirimicarb 8,4-83,9 Simazina 8,4-83,8
Atrazina 8,5-84.9 Carbaril 55,6-556,4
Metalaxil 8,5-84,9 Isoporcarb 63-630,1
Imazalil 11,7-117,2 Ametrina 18,9-189,5
Dimetomorf 18,8-187,6 3,4-dicloropropinalidina | 12,9-129
Pirimetanil 12,4-124,3 Tridemoprh 107-1070,1
Azoxistrobin 8,6-85,8 Epoxiconazole 121,7-1217,5
Spinosad 21-209,8 Fenexamid 59,3-592,6
Tebuconazol 22,8-227,8 Etoprofos 43-429,7
Metoxifenozida 18,9-189,2 Flusilazole 21,3-212,6
Hexaconazol 15,6-156,1 Penconazol 17,7-177,4
Spinosad 21-209,8 Piraclistrobin 16,2-161,5
Difenoconazol 126,2-1262,2 Trifloxystribina 12,1-120,8
Benalaxil 9,2-92.4 Lufenuron 12,2-122,4
Clorfenapryd 284,2-2841,9 Befuracarb 11,1-110,9
Azinfos metil 10-99,8 Temefos 93,5-935,1
Indoxacarb 41,1-410,7 Buprofezin 16,3-163,4
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Por otro lado, la selectividad del método mejor6 notablemente

al realizar uso de una mezcla de octadecilsilano (C18) y silica
funcionalizada con aminas (PSA). Por su parte, el proceso de
validacion indicd que el método es selectivo, preciso, lineal y exacto
para 50 de los 56 plaguicidas empleados. Finalmente, se encontrd
que el método no es selectivo para 2 de los compuestos estudiados y
no es exacto para 4.
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