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RESUMEN

El uso intensivo de pesticidas en cultivos de vegetales propicia su persistencia en estos, y
dependiendo de la concentracién y toxicidad del pesticida puede llegar a perjudicar la
salud de los consumidores. Por tal motivo, la Comunidad Europea (CE) y los gobiernos de
Japon, Estados Unidos, entre otros, establecen limites maximos residuales (LMRs) para
regular cada pesticida en un alimento en particular. El objetivo del presente trabajo
consisti6 en determinar si la concentracién de los pesticidas captan, carbofuran,
endosulfan, malatién y metamidofos en calabacita, tomate verde y jitomate saladette
sobrepasaba los LMRs establecidos por la CE. Cabe sefialar que el captan se degrada
rapidamente a tetrahidroftalimida (THFI), por lo tanto el compuesto estudiado fue este
ultimo. Para lograr lo anterior, se realizé una extraccion de los pesticidas con acetato de
etilo y una separacion y cuantificacién empleando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masa/masa (GC-MS/MS). Los resultados del estudio, muestran que la
concentracion del metamidofos en tomate verde fue 15 veces el LMR, y en jitomate
saladette A (JSA) y B (JSB) fue 15 y 42 veces, respectivamente. La concentracién de THFI
en JSA fue 258 veces el LMR; en calabacita, tomate verde, JSB y jitomate saladette
organico (JSO) solamente se identificd. El malatién se cuantificé en calabacita, tomate
verde, JSA y JSO (25.5, 1.3, 1.2 y 1.9 veces el LMR, respectivamente); mientras que en JSB
estuvo en el LMR. La concentracion del endosulfan en JSB fue 10.9 veces el LMR, y en
calabacita y ]SO sélo se identifico.
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1. INTRODUCCION

La agricultura se beneficia de la aplicacién extensiva de pesticidas debido a que
disminuye la pérdida de cultivos y aumenta la produccion. Al igual que en la mayor parte
del pais, la agricultura en la region Mixteca Oaxaquefia y Poblana involucra el uso de
diversos pesticidas para el control de pestes, enfermedades y todo tipo de amenaza en los

cultivos de vegetales, cereales y frutas.

La poblacién de la region Mixteca de Oaxaca, demanda y consume una gran variedad de
vegetales cultivados a cielo abierto o en invernaderos en donde se emplean diferentes
pesticidas. El censo agricola realizado por SAGARPA en 2005 determin6 que algunos de
los vegetales de mayor consumo en la regidn mencionada son: calabacita (Cucurbita
pepo), tomate verde (Physalis ixocarpa) y jitomate saladette (Lycopersicum esculentum)
(Anuario Estadistico de la Produccidn Agricola, SAGARPA, 2005). Para la realizacion de
este estudio, la calabacita y el tomate verde se adquirié en el mercado Zaragoza de la
ciudad de Huajuapan de Leén, Oaxaca, en los meses de noviembre y diciembre de 2008 y
enero de 2009. Ademas, las muestras de jitomate saladette se adquirieron con
productores de la regiéon y en un mercado organico de la ciudad de Oaxaca en noviembre

de 2008, Figura 1.

Figura 1. Vegetales. a. calabacita (Cucurbita pepo), b. tomate verde (Physalis ixocarpa) y c.
jitomate saladette (Lycopersicum esculentum)



1. INTRODUCCION

Los pesticidas empleados indiscriminadamente, dependiendo de la toxicidad, el tiempo y
el tipo de exposicion, representan un riesgo potencial a los consumidores y al ambiente,
incluyendo los suelos y el agua. Por lo que la Comunidad Europea (CE), la Organizacion de
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) y algunos gobiernos han convertido al monitoreo y control de los
pesticidas en actividades prioritarias para determinar la calidad y seguridad de los

alimentos y han establecido limites maximos residuales (LMRs).

En paises industrializados (Canada, Estados Unidos de América, Espaia, Japdn, entre
otros) el monitoreo de residuos de pesticidas en alimentos se realiza continuamente.
Aunque el control de los pesticidas es mas eficaz en estos paises, se han reportado
alimentos con niveles residuales de pesticidas por encima de los LMRs (Columé, A. et al.,
2001; Poulsen, M. E.; Andersen, J. H,, 2003). Se han desarrollado y validado diversas
técnicas y metodologias, y se emplean en analisis de rutina, los resultados de los analisis
realizados a diferentes alimentos se publican periédicamente (Poulsen, M. E.; Andersen, ].

H., 2003; Araoud, M. et al., 2007; Mezcua, M. et al., 2009).

Para sustentar los resultados de los andlisis de residuos de pesticidas realizados en
alimentos, es primordial emplear técnicas y metodologias sistematicas que permitan la
extraccion, separacion, identificacién y cuantificacion. Ademas, es importante validar los
métodos considerando varios parametros de calidad, entre ellos, precision (repetibilidad
y reproducibilidad), limites de deteccién (LDD) y limites de cuantificacién (LDC), también
puede considerarse el uso de adicion estadndar o emplear un estandar interno (Fernandez-

Moreno, |. L. et al., 2008).

Cabe sefialar que la mayor parte de los estudios publicados e informacién descrita en la
literatura sobre el contenido de pesticidas en alimentos de origen mexicano se realiza por
los paises antes mencionados (Frank, R. et al., 1985). Los resultados de dichos analisis
muestran que la mayoria o totalidad de los alimentos mexicanos estudiados exceden los

LMRs establecidos por la CE.

En México, los trabajos de investigacion sobre residuos de pesticidas en frutas y vegetales

son escasos (Aldana-Madrid, M. L. et al., 2008; Herndndez-Hernandez, C. N. A. et al.,, 2007;



1. INTRODUCCION

Pérez, M. A. et al., 2009; WaliszewskKi, S. M. et al., 2004 y 2008). Ademas, la mayoria de las
publicaciones e informacién sobre los niveles residuales de pesticidas en alimentos
consumidos en México son de origen animal y sus derivados (Garcia de Llasera, M. P.;
Reyes-Reyes, M. L., 2009; Jimenez-Castro, C. et al., 1995; Pardio, V. T. et al., 2003; Salas, ].
H. et al, 2003; Uresti-Martin, R. M. et al., 2008; Waliszewski, S. M. et al., 1997, 2003 y
2004). Por lo anterior, es importante determinar si las concentraciones de pesticidas se
encuentran o sobrepasan los LMRs en algunos de los vegetales cultivados en la region
Mixteca Oaxaquefia y Poblana, y establecer si los vegetales son seguros para la salud de

los consumidores.

Para realizar la extraccion de residuos de pesticidas de alimentos, se han implementado
técnicas, tales como: extraccion solido-liquido o liquido-liquido, QUEChERS (rapido, facil,
barato, efectivo, robusto y seguro por sus siglas en inglés), extraccién con fluidos
supercriticos, extraccion con liquidos presurizados, extraccion asistida con microondas,
extraccién en fase soélida y micro-extraccién en fase solida. Cualquier técnica de
extraccion a emplear en el andlisis de residuos de pesticidas en alimentos debe maximizar
la recuperacion de analitos y minimizar las interferencias (Lambropoulou, D. A.; Albanis,

T. A, 2007).

Ademas, las metodologias analiticas empleadas para realizar la separacidn, identificacion
y cuantificacidon, miden residuos a niveles de concentraciéon de ppm, y proveen evidencia
confiable para confirmar la identidad y la magnitud de los residuos detectados. Los
métodos analiticos descritos en la literatura incluyen generalmente cromatografia de
gases (GC) o cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), acopladas a un detector
selectivo o universal. Los detectores empleados son: de conductividad térmica, de
ionizacion de llama, de captura de electrones, de fotometria de llama y de nitrégeno-
fésforo, detector Hall, detector infrarrojo de transformada de Fourier y espectrometro de

masa (Lambropoulou, D. A,; Albanis, T. A., 2007; Rubinson, K. A.; Rubinson, |. F., 2001).

Es esencial emplear las técnicas y metodologias que permitan obtener resultados
reproducibles, confiables y puedan emplearse en analisis de rutina, esto implica utilizar
técnicas de extraccion adecuadas y establecer las condiciones apropiadas de operacién de

los equipos disponibles.
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La técnica de extraccidn de residuos de pesticidas utilizada en esta investigacion fue la
extraccién solido-liquido empleando acetato de etilo como disolvente. Esta técnica fue
usada debido a su simplicidad, intervalo de aplicacién amplio, rapidez y recuperaciones
altas de compuestos de polaridad diferente. La extraccion sélido-liquido se ha empleado
en alimentos liquidos, vegetales y frutas (Araoud, M. et al,, 2007; Lambropoulou, D. A. et

al, 2007; Garrido-Frenich, A. et al,, 2004 y 2005).

Para realizar la separacion, identificacidn y cuantificacidn de los residuos de pesticidas en
el extracto, se emple6 la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa/masa
o en cascada (GC-MS/MS), Figura 2. Las ventajas principales de esta metodologia se
centran en su selectividad y sensibilidad a concentraciones traza (ppm y ppb) de
pesticidas en muestras complejas, ademas es sencilla, tiene una alta confiabilidad y es
rapida (Kotretsou, S. I.; Koutsodimou, A., 2006; Walorczyk, S., 2007; Fernandez-Moreno, J.
L.etal, 2008).

Figura 2. Equipo de GC 3800 y MS 1200L Varian

1.1. Hipétesis

La extraccién so6lido-liquido y la GC-MS/MS-QqQ permiten la separacion, identificaciéon y
cuantificaciéon inequivoca de los pesticidas captan, carbofuran, endosulfan, malatién y

metamidofos, en ppm presentes en calabacita, tomate verde y jitomate saladette.
1.2. Objetivo general

Determinar en calabacita, tomate verde y jitomate saladette residuos de captan,

carbofuran, endosulfan, malatiéon y metamidofos, empleando extraccion sélido-liquido
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seguida de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa/masa (GC-MS/MS-
QgQ), y comparar la concentraciéon de residuos de éstos pesticidas con los LMRs

establecidos por la CE.

1.3. Objetivos especificos

= Realizar la extraccidn sélido-liquido de los pesticidas en vegetales empleando
acetato de etilo como disolvente.

= Establecer las condiciones de operacién en el equipo de GC-MS/MS.

= (Crear los métodos de identificacion en el equipo de GC-MS/MS para cada pesticida
considerando los tiempos de retencion y los iones producto calificadores.

= (Crear los métodos de cuantificacion en el equipo de GC-MS/MS para cada
pesticida considerando los iones producto cuantificadores y la relacién de areas
entre éste y el estdndar interno.

= Comparar las concentraciones de los pesticidas detectados en los vegetales con los
limites maximos residuales (LMRs) establecidos por la CE, y registrar aquellos que
rebasan dichos LMRs.

= (Calcular coeficientes de variacidn obtenidos en la extraccion y en el analisis en el
equipo de GC-MS/MS, ademas calcular el limite de detecciéon (LDD) y el limite de

cuantificacion (LDC) para cada pesticida estudiado.



2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

El uso intensivo de pesticidas en cultivos de vegetales propicia su persistencia en estos, y
dependiendo de la concentracién y toxicidad del pesticida puede llegar a perjudicar la
salud de los consumidores. Por tal motivo, la Comunidad Europea (CE) y los gobiernos de
Canada, Estados Unidos de América, Japén, entre otros, establecen limites maximos

residuales (LMRs) para regular cada pesticida en un alimento en particular.

Realizar el analisis de pesticidas en concentraciones de ppm 6 ppb en alimentos es una
tarea delicada, debido a la composicién de la matriz y a la variedad de pesticidas que

existen.

Recientemente, la tendencia en el andlisis de pesticidas es el desarrollo de métodos multi-
residuos que detectan un gran nimero de compuestos en un solo proceso. En general

dicho andlisis incluye extraccion, separacion, identificacidn y cuantificacién.

Para efectuar la extraccion efectiva de los residuos de pesticidas se han desarrollado
varias técnicas. Una vez obtenido el extracto es necesario realizar el andlisis instrumental,
que consiste en la separacidn, identificacion y cuantificacion de los pesticidas

generalmente mediante cromatografia de gases (GC) acoplada a un detector selectivo.

Este capitulo incluye informacion sobre los pesticidas de interés en esta investigacion y
sus consecuencias en la salud, asi como la situacién de los pesticidas a nivel mundial. Se
enumeran técnicas de extraccion y equipos para analisis instrumentales mas usados,
principalmente en el andlisis de residuos de pesticidas en alimentos, asi como los

empleados en este trabajo.



2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

2.1. Generalidades sobre los pesticidas

Debido a las necesidades alimenticias que requiere la poblacién, los productores
necesitan asegurar una determinada produccién de alimentos y, si es posible, aumentar

los rendimientos.

El uso de pesticidas es una herramienta que permite asegurar y alcanzar los objetivos de
producciéon de vegetales. Los pesticidas son definidos por la comision del codex
alimentarius en conjunto con la FAO/OMS (1997) como: toda sustancia que se emplea
para combatir las plagas agricolas durante la produccion, comercializacién o elaboracion
de los alimentos o a toda sustancia que pueda administrarse por aplicacién interna a los
animales para destruir insectos o aracnidos, incluyéndose herbicidas, fungicidas,
rodenticidas, reguladores del crecimiento vegetal; no incluyéndose los abonos. Los
pesticidas no son necesariamente venenos, pero pueden ser téxicos (Alarcon-Rodriguez,

R, 2004).

Aunque los pesticidas son necesarios, los residuos de éstos en los vegetales y en el
ambiente; provocan efectos negativos en la salud que dependen de la proporcién con la
que se absorbe el pesticida. Algunos efectos que se presentan son: toxicidad neuroldgica
aguda, dafio neuroldgico cronico, disfuncién de los sistemas inmune, reproductivo y
endocrino o cancer (D6motorova, M.; Matisova, E., 2008). Por lo que es necesario que su
monitoreo y control se convierta en una actividad prioritaria para determinar la calidad y

seguridad de los alimentos.

A continuacién se mencionan caracteristicas generales de los pesticidas (segtin su grupo

quimico) de mayor interés en esta investigacion.

= Organoclorados. Son de bajo costo y amplio espectro, su persistencia va desde
moderada a muy persistentes, y sus residuos se encuentran en el ambiente y en los seres
vivos. Son liposolubles, solubles en compuestos organicos de baja polaridad. Se acumulan
en el tejido graso y se metabolizan lentamente. Son estables quimica y bioquimicamente.
Se caracterizan por tener una estructura ciclica y atomos de cloro; dependiendo de dicha

estructura, los pesticidas organoclorados se clasifican en tres grupos principales.
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a. Derivados halogenados de hidrocarburos aliciclicos, como el lindano.
b. Derivados halogenados de hidrocarburos aromaticos, como el DDT.
c. Derivados halogenados de hidrocarburos ciclodiénicos, como el aldrin y el

endosulfan.

El lindano, los ciclodiénicos (aldrin, dieldrin, endrin, clordano) y el endosulfan son
absorbidos a través de la piel. La accion toxica principal de estos pesticidas se dirige al
sistema nervioso, en donde estos compuestos inducen a un estado de sobre-excitacion en

el cerebro.

» Organofosforados. Son generalmente ésteres de acido fosférico sustituidos. Se
descomponen con mayor facilidad y son menos persistentes en el ambiente que los
organoclorados, pero mas peligrosos debido a que tienen un grado alto de toxicidad. Son
biodegradables y no se acumulan en el organismo. Se han convertido en los insecticidas

de mayor uso (Albert, L. A., 1990).

Los sustituyentes tienen gran influencia en las propiedades fisicoquimicas del compuesto
y se relacionan ademads con la capacidad de penetraciéon, distribucién, activacién y

degradacidn del pesticida, con su sitio de ataque, potencia y selectividad.

Algunos ejemplos son: clorfenvinfos, demetion, diclorvos, diazindn, etil paration, etion,

fention, fosfolan, malation, metamidofos, metilazinfos, monocrotofos, tricorfén.

La intoxicacién por organofosforados provoca que los impulsos nerviosos no se
transmitan normalmente. Los compuestos organofosforados varian de moderada a
extremadamente toxicos. Generalmente la via de penetraciéon de estos compuestos al
organismo humano es la piel, aunque también puede ocurrir intoxicacién aguda al
ingerirlos o inhalarlos (Albert, L. A, 1990). Algunos organofosforados que se degradan
lentamente, pueden almacenarse temporalmente de manera significativa en el tejido

graso.
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= Carbamatos. Todos los carbamatos comparten la misma estructura base, son ésteres
N-sustituidos del 4cido carbamico. Las diferencias en la longitud de sus cadenas laterales
determinan su toxicidad. Generalmente se consideran menos téxicos que los compuestos
organofosforados. Son usados principalmente como insecticidas de amplio espectro. Los
tiocarbamatos y ditiocarbamtos son generalmente insecticidas débiles y también son

usados frecuentemente como herbicidas o fungicidas.

La mayoria de los carbamatos son facil y rapidamente absorbidos a través de la piel,
pulmones, tracto gastrointestinal y mucosas. Se ha reportado que la exposicidn crénica

causa debilidad, anorexia, pérdida de la memoria y temblores musculares.

El carbofuran es considerado un insecticida con toxicidad alta (DLso = 50 pg/kg) (Dart, R.

C.etal, 2003).

= Dicarboxiimidas. Dentro de este grupo se agrupan las sulfonimidas y las imidas N-
ciclicas, aunque son compuestos diferentes estructuralmente se clasifican como
fungicidas dicarboxiimidas. Estos heterociclos sufren degradaciéon hidrolitica y/o

fotolitica en suelos, plantas y animales.

El captan, folpet y captafol son sulfoniimidas y son usados principalmente para el control
de mohos en frutas y vegetales. El captan se absorbe por el tracto gastrointestinal y se

metaboliza rapidamente (Roberts, T.; Hutson, D., 1999).

2.2. Uso y control de pesticidas

En México, la Direccion General de Investigacion sobre la Contaminaciéon Urbana y
Regional (DGICURG), que pertenece al Instituto Nacional de Ecologia (INE), difunde
informacién sobre el manejo adecuado de las sustancias quimicas, participa en la
ejecucion de estrategias de monitoreo y evaluaciéon ambiental, desarrolla inventarios
sobre plaguicidas y sustancias toxicas y genera estrategias de investigacién sobre

comunicaciéon de riesgos. Esta direcciéon, mediante la Investigaciéon sobre Sustancias
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Quimicas y Riesgos Ecotoxicoldgicos y el Sistema de Consulta de Plaguicidas, enlista los

plaguicidas permitidos, prohibidos y restringidos?.

Por otra parte, la Comisién Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de
Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Téxicas (CICOPLAFEST) apoya sus acciones en la
Ley General de Salud y en la Ley Federal de Sanidad Vegetal para el manejo adecuado de
plaguicidas y fertilizantes en la agricultura y medidas fitosanitarias. En 2004, la
CICOPLAFEST actualiz6 el Catalogo Oficial de Plaguicidas que originalmente se elaboré en
1998. Los Unicos plaguicidas cuya importacién, comercializacién y uso estan permitidos

en México, son los que han sido registrados por la CICOPLAFEST.

El catalogo incluye hojas de datos de los pesticidas autorizados en México. Establece la
toxicidad de los pesticidas calculando la dosis letal cincuenta (DLso), que es definida como
la cantidad minima de una sustancia que es capaz de matar al 50% de una poblacién de
animales de prueba. Los resultados de DLso obtenidos para un determinado pesticida, se
extrapolan a los humanos y sirven de base para los sistemas de clasificacién de la

toxicidad. El catalogo no incluye limites maximos residuales (LMRs).

Es importante sefialar, que adn cuando los pesticidas hayan sido utilizados
correctamente, es probable que la concentracién de residuos en los alimentos se
incremente debido al uso de agua de riego y tierras de cultivo contaminadas, o aumentar
durante la comercializacién al estar en contacto con alimentos con residuos en

concentraciones altas.

El uso de pesticidas es comun en el cultivo de vegetales en México. En la Tabla 1, se
muestran algunos de los pesticidas mas empleados en los cultivos de los vegetales de

estudio?.

Con respecto al resto del mundo, la Comunidad Europea (CE), Codex Alimentarius o
gobiernos internacionales como los de Australia, Canada, Estados Unidos de América y

Japo6n, han establecido limites maximos residuales (LMRs). Los LMRs son definidos como:

! Listas de plaguicidas permitidos, prohibidos y restringidos: http://www.ine.gob.mx/dgicurg/plaguicidas/
2 Datos proporcionados por la Brigada de Promocién del Desarrollo de la Universidad Tecnolédgica de la
Mixteca
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la maxima concentracién de residuo de pesticida, expresado como miligramos de residuo

por kilogramo de producto (mg/kg), probable a ocurrir en los productos alimenticios y

alimentos para animales después del uso de pesticidas de acuerdo a las buenas practicas

agricolas (BPA) (Domoétorova, M.; Matisovg, E., 2008).

Tabla 1. Caracteristicas de los pesticidas de importancia en esta investigacion

Nombre Estructura Accin Grupo quimico Persistencia® LMRs
comiin especifica poq (mg/kg)?
0
. calabacita: 0.02
No persistente tomate verde
Captan NSCCl;  Fungicida Dicarboxiimida (hasta 2 .. ’
semanas) jitomate
o saladette: 2.0
Me calabacita,
. - No persistente tomate verde,
Carbofuran 0 Me Insecticida Carbamato (4-8 semanas) jitomate
OCONHMe saladette: 0.02
cl C
a Moderadamente calabacita: 0.05
. cl .. Organoclorado . tomate verde,
Endosulfan o Insecticida . . persistente "
: (ciclodieno) (5-8 meses) jitomate
a—a S=¢ saladette: 0.5
0
CO,Et .
EtOZC/Y calabacita: 0.02
./ .. No persistente tomate verde,
Malatién S\P‘S Insecticida  Organofosforado (hasta 1 semana) jitomate
MeO’ (‘)Me saladette: 0.5
ﬁ calabacita,
. Acaricida No persistente tomate verde
P )
Metamidofos 7 \"OMe Insecticida Organofosforado (6-12 dias) jitomate
H,N  sMe saladette: 0.01

a. www.semarnat.gob.mx/gestionambiental /Materiales%20y%20Actividades%20Riesgosas/plafest/clasificaciones.pdf.
b. Expresado en masa fresca. Directiva 91/414/ECC.
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2.3. Métodos empleados en el andlisis de residuos de pesticidas en alimentos

El andlisis de pesticidas en alimentos esta sujeto a la complejidad de la matriz y a las
concentraciones bajas a las cuales estos compuestos estan presentes. Por lo tanto, la
extraccion de los residuos constituye el paso mas critico. Este paso consiste en la
extraccion de los analitos desde su matriz con un disolvente apropiado, opcionalmente se
puede realizar la remocién de sustancias que podrian causar interferencias mediante
varios pasos de limpieza y finalmente, la reducciéon del volumen del disolvente en el

extracto antes del andlisis instrumental (Patnaik, P., 2004).

Después de la extraccidn, el andlisis se continda cominmente con la separacién de los
analitos empleando cromatografia de gases (GC) o cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), acopladas a uno o varios detectores selectivos para la determinacion,

identificacion y cuantificacion de residuos de pesticidas (Pang, G. F. et al,, 2006).

En las siguientes secciones se describen los procesos de extraccion y los métodos de

separacion e identificacion de residuos de pesticidas en diversas matrices alimentarias.

2.3.1. Métodos de extraccion de residuos de pesticidas en alimentos. El reto en la
extraccion de pesticidas es maximizar la recuperaciéon de los analitos y minimizar las
interferencias mediante el uso de una extraccién apropiada. El proceso de extraccion
comienza con separar los analitos de la matriz y presentar el material en una forma que
pueda analizarse mas facilmente. La extraccion selectiva de analitos se basa en sus
diferentes caracteristicas y propiedades quimicas y fisicas, como: peso molecular, carga,

solubilidad, polaridad, volatilidad.

Se han propuesto muchas opciones para el pre-tratamiento y extracciéon de residuos de
pesticidas en alimentos. En la mayoria de estas, el proceso de extraccién usualmente
involucra la homogenizacién de la muestra con un disolvente organico, solo o en mezcla,
usando un homogenizador, mezclador o sonicador, conocida como extraccién liquido-

liquido o extraccion s6lido-liquido, dependiendo de la naturaleza de la muestra.

12
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A continuacion se describe la técnica de extraccion usada en este trabajo de investigacidn.
Esta fue la extraccién sélido-liquido con acetato de etilo como disolvente, debido a que es
la mas empleada en el analisis multi-residuos de pesticidas en vegetales, ademas esta
técnica es relativamente sencilla, rapida y se recupera un porcentaje alto de los residuos
de pesticidas presentes en los vegetales (Garrido-Frenich, A. et al., 2004 y 2005; Martinez-
Vidal, ]. L. et al., 2002 y 2006).

2.3.2. Extraccion con disolventes organicos. Es la técnica mas usada, principalmente
por la facilidad de uso y la amplitud de aplicacién. El proceso de extraccién varia
ligeramente dependiendo si la muestra es liquida o soélida. Las muestras soélidas se
homogenizan antes de la extraccién mediante la molienda, mezclado, agitado, aplastado,
macerado, presurizado y pulverizado. Después, una porcion se licia o agita con un
disolvente organico o con una mezcla de diferentes disolventes organicos. Después de
agitar correctamente, puede centrifugarse y la fase organica se evapora para obtener un
volumen pequefio, o a la fase organica se le agrega sulfato de sodio anhidro (Na,S04) para
eliminar el agua presente en la muestra. En el primer caso, el residuo se re-disuelve en
una mezcla de disolventes organicos y, posteriormente se inyecta en el sistema de GC. En
el segundo caso, el Na;SO4 se separa, mediante la centrifugaciéon o filtracion, y el

sobrenadante se concentra o inyecta directamente en el cromatdgrafo de gases.

Generalmente es necesario evaporar o concentrar el extracto para disminuir el volumen

del disolvente. La concentracién ayuda a reducir los limites de deteccion.

Ya que las muestras alimenticias son complejas, suelen ser necesarios pasos de limpieza,
para eliminar pigmentos, proteinas, azicares y acidos grasos que interfieren con la
deteccidn de pesticidas a niveles de trazas y aunque éstos consumen tiempo, se incluyen
para evitar contaminacién del sistema de GC, de esta manera se reduce la cantidad de
interferencias que provocan pérdida de resoluciéon, aunque aumenta el costo del analisis

(Columé, A. et al., 2001).

Para realizar la extraccion existe una gran variedad de disolventes organicos disponibles

que permiten una homogenizacion facil durante el licuado o la agitacion, Anexo 1.
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La polaridad es el factor mas importante en la eleccién del disolvente para una aplicacion
en particular. En métodos multi-residuos de pesticidas, la acetona, el acetonitrilo y el
acetato de etilo han mostrado proporcionar altas recuperaciones para un amplio
intervalo de pesticidas, cada uno con algunas ventajas sobre otros disolventes

(Lambropoulou, D. A.; Albanis, T. A., 2007).

La habilidad para remover agua del extracto inicial es esencial para obtener un alto grado
de selectividad en muestras con humedad alta, como los alimentos. La co-extraccién de
proteinas, azlcares y otros compuestos polares suele incrementar junto con la cantidad
de agua en el extracto; asi, los disolventes que eviten el agua dan una mayor selectividad.
El acetato de etilo y acetonitrilo son mejores que la acetona porque el agua se elimina mas

facilmente usando una sal.

El acetonitrilo es un disolvente polar, miscible en agua pero con suficientes propiedades
dispersivas (hidrofébicas) para extraer eficientemente tanto residuos de pesticidas
polares como no polares desde alimentos no grasos. Los extractos de acetonitrilo

contienen usualmente co-extraidos (pigmentos principalmente).

Se han descrito métodos basados en el uso de acetato de etilo como disolvente y se han
validado y usado para la determinacion de diferentes grupos de pesticidas en frutas y
vegetales (Krynitsky, A. ]J.; Lehotay, S. ]J., 2003). Ademas este disolvente provee buenas
recuperaciones para un numero amplio de pesticidas con propiedades diferentes
(Garrido-Frenich, A. et al., 2004 y 2005; Martinez-Vidal, ]. L. et al., 2002 y 2006). Es menos
contaminante que los disolventes clorados, aunque puede co-extraer pequeias

cantidades de compuestos de la matriz.

Esta técnica se emplea en alimentos liquidos, muestras acuosas, frutas y vegetales
(Araoud, M. et al, 2007). Se prefiere en el analisis de rutina de laboratorios por su
simplicidad, rapidez y altas recuperaciones de compuestos que se encuentran en un

amplio intervalo de polaridad.

Otras técnicas de extraccion empleadas para analisis de pesticidas en alimentos son

QuEChERS que es la abreviaciéon en inglés de las palabras: rapido, facil, barato, efectivo,
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robusto y seguro; extracciéon con fluidos supercriticos, extracciéon dispersiva en fase
solida, extraccidn en fase sélida y micro-extracciéon en fase sélida, extraccion asistida con
microondas, entre otras. En la Tabla 2 se muestran algunos de los analisis de pesticidas en
vegetales empleando diferentes técnicas de extraccion, se observan los disolventes

empleados y los pesticidas detectados en dicho anilisis.

Tabla 2. Técnicas de extraccion y pesticidas identificados en analisis de frutas y vegetales

Tecmca' qe Disolvente Pasos de limpieza  Pesticidas identificados Referencia
extraccion
Fernandez-Moreno, J.
Extraccion Isocarbofos L.etal, 2008
QuEChERS* Acetonitrilo dispersiva en fase L ’ Mezcua, M. et al.,, 2009
s metil isofenfos
solida Lambropoulou, D. A;
Albanis, T. A, 2007
Garrido-Frenich, A. et
. De 31 a 130 pesticidas al, 2004 y 2005
multi-clase Martinez-Vidal, J. L. et
Acetato de etilo al, 2006
Extraccion
. . . . Lambropoulou, D. A;
dlsperSEV.a en fase 78 pesticidas multiclase Albanis, T. A,, 2007
sélida
Solido- - . Extr.accmn 151 pesticidas multi- Plaza-Bolafios, P. et al.,,
liquido Acetonitrilo dispersiva en fase clase 2007
solida
. . Lambropoulou, D. A,;
72 pesticidas multi-clase Albanis, T. A,, 2007
Diclorometano . Endosulfan, Martinez-Vidal, J. L. et
metamidofos, metalaxil al, 2002
Pesticidas Butler, J.; Conoley, M.
clorados 2007.
.. Lambropoulou, D. A;
Acetona Clorpirifos Albanis, T. A, 2007
L,quldo_ A.cetona, etery Extracclo.n en fase 13 pesticidas multi-clase  Araoud, M. et al., 2007
liquido diclorometano sélida
Fluidos . . Lambropoulou, D. A;
supercriticos €Oz - Pesticidas multi-clase Albanis, T. A., 2007

Asistida con
microondas

Micro-extraccién
en fase solida

Bifentrin, acrinatrin,
deltametrin y
A-cihalotrin

Lambropoulou, D. A;
Albanis, T. A., 2007

*QuEChERS: rapido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro.

2.3.3. Métodos de separacion, identificacion y cuantificacion de pesticidas. Una
vez obtenido el extracto organico, la mezcla de pesticidas se separa mediante técnicas
instrumentales como cromatografia de gases (GC) o cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). La identificaciéon y cuantificacion de los pesticidas se realiza con

detectores selectivos que se encuentran acoplados al equipo de GC 6 HPLC. Las técnicas
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cromatograficas permiten una aproximacién eficiente en el andlisis de pesticidas. La
espectrometria de masa (MS) generalmente se prefiere como detector y sus resultados

tipicamente son incuestionables (Rubinson, K. A.; Rubinson, J. F., 2001).

En el andlisis de pesticidas es importante cubrir el aspecto cuantitativo y cualitativo. Una
respuesta cuantitativa no puede existir en el andlisis sin un componente cualitativo que
proporcione suficiente confianza para alcanzar las necesidades analiticas (Lehotay, S. J. et

al,, 2008).

Una respuesta cuantitativa no debe darse sin un grado aceptable de conocimiento
cualitativo para que el resultado de la medicidn esté relacionado solamente con el analito

y no con algo mas. Es importante entender tres conceptos en el andlisis de pesticidas.

1. La determinacion es un resultado cuantitativo que se obtiene a partir de un método
que alcanza un desempeifio aceptable para el propdsito del analisis (cromatografia
de gases (GC) con detector selectivo de un elemento).

2. La identificaciéon es un resultado cualitativo de un método capaz de proveer
informacién estructural (deteccion MS) que es aceptable para el propdsito del
anadlisis. La confirmacién es la combinaciéon de dos o mas andlisis que aportan el
mismo resultado (idealmente usando métodos de selectividad ortogonal, basados
en diferentes mecanismos quimicos).

3. La confirmaciéon requiere que un resultado confirme el otro, asi al menos se

necesitan dos analisis.

En la seccion siguiente se mencionan las caracteristicas principales de los métodos de
separacién, especialmente la GC debido a su amplio uso en el andlisis de residuos de

pesticidas en alimentos y a que fue la técnica de separacién empleada en este trabajo.

2.3.3.1. Técnicas de separacion: Cromatografia. La cromatografia permite separar
entre silos componentes de una sustancia, y su gran aplicabilidad se debe a la variedad de
condiciones que pueden utilizarse para separar dichos componentes. Se pueden utilizar

fases moviles distintas (gases, liquidos o fluidos supercriticos) y fases estacionarias
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distintas (minerales, polimeros organicos e inorganicos o sélidos recubiertos de liquidos

(Rubinson, K. A.; Rubinson, J. F., 2001).

La eleccion entre la GC y HPLC depende de las caracteristicas fisicoquimicas de los
pesticidas. La GC se emplea principalmente para pesticidas que se vaporizan facilmente
sin degradarse, con puntos de ebullicién por debajo de los 250°C y polaridades bajas o
intermedias en el analisis. En cambio, HPLC se utiliza para pesticidas muy polares que no
son facilmente vaporizables, con puntos de ebullicion por encima de los 200°C y que son

labiles térmicamente (Wylie, P. et al., 2008; Domo6torova, M.; Matisova, E., 2008).

Actualmente el andlisis de pesticidas mediante GC, involucra el uso de columnas capilares,
las cuales poseen didmetros internos (d.i.) menores a 1 mm, paredes generalmente
recubiertas de una pelicula de fase estacionaria. El uso de columnas capilares permite una
mejor resoluciéon y separacién rapida de componentes comparadas con las columnas
empacadas (d.i. mayores a 1 mm), lo que permite realizar mas ensayos aumentando el

rendimiento en el andalisis de muestras, Anexo 2.

Las columnas capilares empleadas en la GC para el analisis de pesticidas en alimentos
habitualmente poseen una fase estacionaria generalmente de polimeros de polisiloxano o
polietilenglicoles. Ademas, debido a que los pesticidas en la muestra son de polaridad
baja, las columnas capilares son de polaridad baja y se prefieren aquellas con menor
sangrado (ms) y superficies inertes. Las columnas capilares FactorFour de Varian Inc. y
las de Agilent Technologies son las mas utilizadas en los analisis de residuos de pesticidas,

Tabla 3.

Tabla 3. Algunas columnas capilares empleadas en el analisis de residuos de pesticidas en

alimentos
Colutlnna Fabricante Caracteristicas Referencia
capilar
Fernandez-Moreno, J. L. et al., 2008.
VE-5 ms FactorFour 30 mx0.25 mmid.x0.25  Garrido-Frenich, A. et al, 2005, 2007 y 2008
Varian Inc. um espesor de pelicula Plaza-Bolafios, P. et al., 2007
Martinez-Vidal, ]. L. et al. 2006
DB-5 ms Agzlent' 30 mx 0.25 mm 1.d.,x 0.25 Walorezyk, S, 2007
Technologies um espesor de pelicula
HP-5 ms Agllent. 30 mx 0.25 mm 1.d.lx 0.25 Araoud, M. et al,, 2007
Technologies um espesor de pelicula
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Generalmente, la muestra a inyectar se encuentra en estado sélido o liquido y debe ser
vaporizada de alguna manera. La temperatura Optima del inyector se determina
experimentalmente y en general es igual o superior a la temperatura maxima alcanzada

por la columna durante la separacién.

Inyectar una muestra en una columna capilar de didmetro inferior a un milimetro es
complicado porque la muestra debe ser pequeiia para no causar una sobrecarga de la fase
estacionaria. Para mantener la cantidad de muestra en el intervalo correcto se emplea el
inyector split/splitless, que reduce la cantidad de muestra que llega a la cabeza de la
columna capilar. Las muestras con concentraciéon baja de analito se inyectan por el
método splitless y se arrastran mediante el gas acarreador a la columna. Por otro lado, si
se utiliza el método split, el gas acarreador fluye continuamente, el flujo excesivo se

expulsa y s6lo una fraccion de la muestra llega a la columna.

Ademas del uso del inyector split/splitless se han empleado filtros o rellenos que permiten
la inyeccién de volumenes grandes de muestra y mejoran el limite de deteccion. El
Carbofrit®, Figura 3, es un relleno altamente inerte, con tamafio de poro uniforme y
densidad de empacado constante, que garantiza el flujo constante a través del inserto. De
esta forma, se elimina casi completamente el disolvente mediante la adsorcién de la
muestra en el Carbofrit® mientras se mantiene el flujo split abierto. Después, con el split
cerrado se calienta el inyector para desorber los compuestos del Carbofrit® en la columna.
Si solo se mantiene poco tiempo caliente el inyector, el Carbofrit® solamente desorbe los
pesticidas a analizar mientras que la muestra se mantiene absorbida en el mismo. Ademas

ayuda a alargar la vida util de la columna (Mocholi, F., 2001).

Figura 3. Inserto empacado con Carbofrit®
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Después que la mezcla ha sido separada en el cromatégrafo de gases, cada uno de los
componentes se identifica por un detector. Para detectar los componentes separados se
miden los cambios que se producen en una serie de propiedades fisicas o quimicas
diferentes. Como la conducciéon de corriente eléctrica, absorcién de luz y habilidad para
conducir el calor. El detector registra los cambios que se producen en alguna propiedad
del eluyente que pas6 por él. A medida que estos cambios son registrados y reproducidos
en forma de grifica o bien almacenados en la computadora y posteriormente
reproducidos en forma de grafica, se observa la aparicidn de una serie de picos a lo largo
del tiempo (cromatograma). En la seccién siguiente se mencionan algunos de los

detectores empleados en GC.

2.3.3.2. Técnicas de identificacion: Detectores. Existe una gran variedad de
detectores que pueden estar acoplados al cromatégrafo de gases y permiten identificar
los compuestos de interés que se encuentran en la muestra. En la Tabla 4 se enlistan los
detectores utilizados, con un resumen de sus caracteristicas. Los detectores mas sensibles
han permitido el desarrollo de métodos de analisis de trazas. La GC puede usarse para

cuantificar niveles de ppm.

Tabla 4. Propiedades de detectores para GC

Tipo Caracteristicas Referencia

Conductividad Mide cambios en la ]c)oertliictfgcrig:wg;lsalcalor Se emplea para Rubinson, K. A
térmica ' piea p Rubinson, J. F. 2001

identificar hidrocarburos, medir hidrégeno o aire en CO2

Detector universal
Mide corrientes idnicas de pirdlisis. Sélo para hidrocarburos pues
permite detectar los iones de C que se forman durante la
combustién a temperatura alta. La mayor desventaja es que no
puede emplearse para detectar H20, N2 y CO2

Ionizacién de
llama (flama)

Rubinson, K. A;;
Rubinson, J. F. 2001

Pang, G.-F. et al,

Detector selectivo para compuestos que contiene dtomos con 2006
afinidad electrénica elevada
Captura de Se emplea para identificar pesticidas organoclorados. Empleado  Kotretsou, S. L. et al,
electrones en andlisis de frutas, vegetales, jugos, cereales, especias, nueces, 2006
carne, pescado, queso, entre otros. Proveen resultados ambiguos.
Esta sujeto a interferencias por la matriz Uresti-Martin, R. M.
etal, 2008

Rubinson, K. A;;

Fotométrico de Detector selectivo para compuestos que contienen S6 Py N6 P, Rubinson, J. F. 2001

llamay respectivamente
nitrégeno- Detectan pesticidas organofosforados. Proveen resultados

. . . . ; . : Kotretsou, S. I. et al,
fésforo ambiguos. Estan sujetos a interferencias por la matriz

2006
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Tabla 4. Continuacién

Tipo

Caracteristicas

Referencia

Detector Hall

Detector especifico para compuestos que contienen un halégeno, S
6N

Rubinson, K. A;;
Rubinson, . F. 2001

Detector Moléculas polares
infrarrojo de En andlisis de composicién quimica y propiedades fisicas, puede Rubinson, K. A;;
transformada proporcionar informacién en tiempo real. Puede realizar analisis =~ Rubinson, J. F. 2001
de Fourier cuantitativo de compuestos organicos, inorganicos y sales
Detector universal
- Un analizador de masa: Altamente sensible para la elucidacién
estructural de compuestos quimicos. Herramienta util debido a la
disponibilidad de bibliotecas con espectros de pesticidas. Popular
en el analisis de contaminantes en alimentos
Lehotay, S.]. et al,
. . 1997
- Captura de iones o trampa de iones: Adecuada cuando se emplea
la extraccion con fluidos supercriticos. Ahorra tiempo, esfuerzo y .
. . . . ) Rubinson, K. A;;
dinero debido a su habilidad para cuantificar y confirmar una :
. . . . . Rubinson, J. F. 2001.
Espectrometria variedad de analitos a concentraciones de trazas en una matriz

de masa (MS) compleja con una simple inyeccién. Permite realizar masa en

cascada multi-etapa Martinez-Vidal, J. L.

etal, 2002

- Triple cuadrupolo (QqQ): Permite realizar masa/masa o en
cascada (MS/MS). Selectividad y sensibilidad en ppm y ppt de
pesticidas en muestras complejas como frutas y vegetales. Permite
detallar la informacién estructural de un ién fragmento o la
identificacion de compuestos encontrados en estas mezclas
complejas. El incremento de selectividad de esta técnica reduce la
influencia de la matriz y también de los limites de deteccidn bajos

Kotretsou, S. I. et al.,
2006

En esta seccion se indican las caracteristicas y aplicaciones de la MS, debido a que es
detector empleado en este trabajo. Primero se mencionaran las generalidades de la MS,
posteriormente de la espectrometria de masa/masa o en cascada (MS/MS) y la

complementacion de la GC con la MS.

La MS da nombre a un conjunto de técnicas utilizadas para la medida de la masa de los
iones y su abundancia en la fase gaseosa. Su versatilidad se debe en parte al amplio
abanico de posibilidades de las secciones de un espectrémetro de masa que son la fuente
de ionizacidn, el analizador de masa y el detector, estas tres secciones se pueden observar

en la Figura 4.
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Analizador de masa

- -

S - lones con la masa correcta

(,r/"'-c-"' _\> entran al detector

haz de electrones

Fuente de
ionizacién

Detector

Muestra

Figura 4. Esquema de las caracteristicas principales de un espectréometro de masa

La informacidn que se puede obtener de la MS es extensa, pero una caracteristica de esta
técnica es que se puede obtener la masa de un compuesto de interés mediante el i6n
molecular en el espectro de masa. Este ion molecular es el pico con mayor relaciéon m/z,
también se encuentra en el espectro de masa el iébn molecular con mayor abundancia

relativa y se le conoce como pico base.

Con un equipo adecuado, una de las especies idnicas que se separa de las demas puede
fragmentarse y estos fragmentos se conducen a otro espectrémetro de masa para su
analisis. Es decir, un segundo espectréometro de masa se enciende después de que el i6n
precursor se fragmenta y estos fragmentos o iones producto se identifican. Este método
de analisis es muy util y es llamado espectrometria de masa/masa o en cascada (MS/MS).
Cualquier i6n seleccionado en el primer analizador de masa se llama i6n precursor. La
MS/MS puede usarse para elucidar estructuras complicadas de iones originales y
determinar componentes de una mezcla de analitos en matrices complejas como los

alimentos.

La MS/MS permite la determinacion de todos los iones producto generados por el i6n
precursor. El escaneo con MS/MS ofrece la ventaja de selectividad, examinando los
patrones de fragmentacién de un idn particular en una mezcla de iones (Garrido-Frenich,

A.etal, 2005).
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

El proceso de MS/MS consiste en ionizar la muestra en la fuente de ionizacién, después
seleccionar una masa determinada en el analizador de masa 1 (AM1) que se pasa a través
de una apertura hasta la cAmara de colisiones. En la camara de colisiones, los atomos del
gas que se introducen intencionadamente para fragmentar a los iones, inciden sobre éstos
produciendo fragmentos neutros y otros iones. Los iones que salen de la camara de
colisién son analizados por el segundo espectrometro de masa, el analizador de masa 2
(AM2). Esta fragmentacién se llama disociacién inducida por colisiones. Al escoger los
iones producto que son caracteristicos para los pesticidas de interés permite separar el
ruido quimico de la sefial, logrando una sensibilidad y selectividad altas, aun en matrices

muy complejas (Wylie, P. et al., 2008), Figura 5.

Iones
precursores Iones
I N roducto =
/ Aelg 3 s 3
:';;‘l B B1 ‘ ":_:
AB 7 ‘ camara de g
‘ 1“ . —182 B3 |—] AM2 |\
CED — ’&E B colisiones B4 D l;:
- ez E \ B
=
Espectro de
masa/masa

Figura 5. Descripcion del funcionamiento de un sistema MS/MS
La muestra que es una mezcla de masas moleculares A > B > C > D > E se puede separar dada la relaciéon m/z.
Sin embargo, los iones fragmento de cada molécula se encuentran solapados. El primer separador de masa esta
preparado para seleccionar un ién precursor, que se introduce en la cdmara de colisiones donde se produce la
fragmentacién mediante colisiones con un gas como el argén o el helio. Por ejemplo, supongamos que se
selecciona el ién B. Los iones que ahora tenemos son iones B y los iones producto D, E, B1-Bs. Estos se
introducen en un segundo separador de masa, el que genera el espectro de masa/masa.

Los experimentos de MS/MS pueden realizarse empleando diferentes tipos de
analizadores, los mas usados comuinmente en el andlisis de pesticidas son la trampa de

iones y el triple cuadrupolo (QqQ) (Garrido-Frenich, A. et al., 2008), Figura 6.

Los espectrometros de masa de trampa de iones pueden medir la relacion m/z de los
iones que se mantienen dentro de ellos. Tanto los espectrometros de trampa de iones
como espectrometros de transformada de Fourier son espectrémetros de masa que
pueden trabajar en modo de MS/MS. Una desventaja de la trampa de iones es la

vulnerabilidad a efectos producidos por una gran cantidad de iones cargados, lo que
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

afecta la calidad del espectro de masa, incluyendo la resolucion y la precisién de la masa,

ademas pueden realizar un solo tipo de monitoreo, el escaneo de un i6n seleccionado.

Camara de
Fuente de colisiones
ionizacion
Analizador
de masa
(AM1 y AM2) '
Analizador de AnallzadAC;Zde
masa (AM1) — masa (AM2)
Detector
Detector T T
ionizacion
a b.

Figura 6. a. Trampa de iones. b. Triple cuadrupolo (QqQ)

En el caso de los equipos de MS/MS con QqQ, el primer analizador de masa (AM1)
equivale al primer cuadrupolo, la cAmara de colisiones al segundo cuadrupolo, y el tercer

cuadrupolo cubre el papel del segundo analizador de masa (AM2), Figura 6b.

Los analizadores QqQ realizan monitoreos mas rapidos que la trampa de iones, lo cual
influye en el desarrollo del andlisis cromatografico. Se pueden realizar modos de
monitoreo diferentes. Uno de ellos es el monitoreo de reaccién multiple, que es mas
rapido que el monitoreo de un ion seleccionado disponible en la trampa de iones, permite
el escaneo, confirmacién y cuantificaciéon en un solo analisis. También puede operar en
monitoreo de una reacciéon seleccionada y el monitoreo de un i6n seleccionado, estos
monitoreos debido a la selectividad alta y rapidez para adquirir datos, permiten
identificar y cuantificar simultineamente un gran nimero de residuos de pesticidas
diferentes a niveles traza en matrices complejas. Sin embargo, una desventaja de operar
en estos dos modos es que solo se monitorean los compuestos seleccionados y no todos
los pesticidas presentes como lo permite un escaneo completo (full scan) (Garrido-

Frenich, A. et al., 2008).
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Para abatir este problema, pueden realizarse métodos analiticos de respuesta binaria
para reducir costos, minimizar errores, aumentar la rapidez y simplicidad. Estos métodos
consisten en realizar un escaneo completo de la muestra para determinar si existen o no
los residuos de pesticidas de interés. Si en la muestra se identifican los pesticidas

seleccionados, se analiza nuevamente para realizar la confirmacién y cuantificacion.

En los instrumentos de trampa de iones, se afiaden pasos intermedios que dependen del
tiempo necesario para mantener y mover iones. De esta manera, un fragmento puede
aislarse y fragmentarse, y volver a aislarse, y asi llevar a cabo numerosos andlisis (MS)~,
donde n es el nimero de pasos intermedios, también conocido como espectrometria de

masa en cascada de multi-etapa.

Esa técnica se emplea cuando la MS/MS no provee suficiente informaciéon de
fragmentacién. La (MS)” solo puede desarrollarse en instrumentos que emplean trampa
de iones y ciclotron iénico (transformada de Fourier), los cuales permiten la re-
fragmentacién de iones producto (iones fragmento de MS/MS). En la primera etapa, el
espectro de masa sencillo se produce de manera usual. En la segunda etapa, se aisla un
ion precursor originado por disociacidn inducida por colisiones de la misma manera que
en la MS/MS. En la MS/MS, el experimento termina aqui, cuando los iones producto son
consumidos por el detector; sin embargo, en (MS)" todavia los iones producto son
atrapados para permitir otro proceso de aislamiento y fragmentacion resultando en un
espectro MS3. Este proceso puede repetirse un numero de veces determinado, resultando

en una serie de espectros (MS)», Figura 7.

La MS/MS es muy especifica en la identificacion de compuestos de interés, proveen alta
selectividad y sensibilidad. Incuestionablemente, con la MS/MS se obtiene un mayor
grado de certeza en la identificacion de analitos que en una técnica de MS de una sola
etapa, debido a que se evitan las interferencias y se puede resolver un espectro multi-

componente.

Dado que las dos formas mas comunes de ionizar las muestras son el uso de electrones a

gran velocidad conocido como impacto electréonico (EI) y el uso de un gas como
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

hidrégeno, metano o amoniaco, llamada ionizacién quimica (CI), se describe brevemente

cada una de ellas.

E lon pmur:or
5 'U‘l:m! tomp'ui oz
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Figura 7. Espectro hipotético de masa en cascada multi-etapa (MS3)

Los iones que se forman por EI tienen casi la misma energia cinética y generan un haz de
iones mono-energético. Por otro lado, las fuentes de CI suavizan las condiciones de
ionizacion de la muestra. En la CI se presenta una menor fragmentaciéon que en la EI,
debido a que hay menos energia “en exceso” (por encima de la que se necesita para la
ionizacion) disponible para romper y reorganizar los enlaces quimicos. La diferencia en la
fragmentacion entre EI y CI muestra la division entre ionizaciones de baja y alta energia y
colisiones que dan lugar a diferentes fragmentaciones. Los procesos de alta energia
incluyen la El y colisiones en la MS/MS en la camara de colisiones seguida de separacion

en el sector magnético del instrumento.
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2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Como se puede apreciar, una de las aplicaciones mas importantes de la MS es la capacidad
de identificar especies moleculares y atdmicas. Sin embargo, cuando se tiene un sélo
analizador de masa en el espectrometro de masa y una mezcla compleja de moléculas por
cuantificar, los resultados no son inequivocos. Esta situaciéon se resuelve cuando el

espectrometro de masa puede generar experimentos de MS/MS.

Por otro lado, la cromatografia de gases posee una capacidad importante para separar
mezclas en sus componentes individuales. No obstante, estos métodos flaquean a la hora

de la identificacion de los componentes separados.

Por tanto, la complementariedad de los métodos de espectrometria y de separacién hace
que el uso de la MS/MS para detectar e identificar los compuestos ya separados de una
mezcla constituye, probablemente, el método mas importante entre los métodos de

analisis.

La evolucidn de la MS/MS ha ofrecido una herramienta fuerte y ttil para la determinacién
de contaminantes en alimentos, ademas empleando un aparato QqQ junto con la GC
representan una opcion estratégica para la determinacidn incuestionable de analitos en
niveles entre ppm y ppb, ya que combina las capacidades de separacién de la
cromatografia y el poder de la MS/MS como un método de identificaciéon y confirmacion
(Kotretsou, S. I. et al., 2006). Debido a lo anterior, esta alternativa se utilizé en el presente

trabajo.

2.4. Estudios relacionados
En general, los andlisis multi-residuos mas recientes han desarrollado, validado y
aplicado la técnica de GC-MS/MS a diferentes alimentos, para identificar y cuantificar
inequivocamente cantidades de ppm de pesticidas con diferentes caracteristicas.
En la Tabla 5 se muestran algunos de los analisis reportados. Estas técnicas son

empleadas frecuentemente para realizar el monitoreo de residuos de pesticidas,

obteniendo resultados confiables y validando asi el método de anélisis.
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Tabla 5. Analisis de residuos de pesticidas en frutas, vegetales y cereales

2. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

Técnica

Lo . L .. Concentracion
Alimento Tecmc_a, identificacion . Pest_u_'ldas detectada LMR Referencia Pais
extraccion y identificados (mg/kg)* (mg/kg)a
cuantificacion 9/9.
Kiwi, Sélido-  GC 6 HPLC Malation 070 00z  HilLAR.C;
durazno liquido MS Metami- 0.01¢ Reynolds, S. UsA
dofos 1.21 ' L., 2002
- 151 s Plaza-
Fresas 15101&?;(; GC-QqQ-MS pesticidas Vahrgzg)(g; del --- Bolafios, P. Espaifa
a multi-clase etal, 2007
Pepino, Muestras por
chile, Sélido- 31 pesticidas arriba de LMR: Martinez-
jitomate, liquido GC-MS/MS mﬁlti-clase Chile: 1.7%, Vidal, J. L.et  Espafia
sandia, q pepino: 3.8 %, al, 2002.
melén jitomate: 0.6%
Jitomate, Fase GC/Captura Captan ) 0.1d Columé, A. ~
chile solida de electrones Endosulfan 0.006-0.1 0.5e etal, 2001 Espana
Sélido-
. llquldq + Endosulfan 0.01-0.61 0.5e Fernandez-
Jitomate, extraccion GC-QqQ- o
chile dispersiva MS/MS Moreno, J. L. Espana
Malatién 0.02-0.16 0.1f etal, 2008
en fase
sdlida
Endosulfan 0.16 0.5¢
Jitomate Soxhlet GC/Captura Lindano Gonzilez, M.  Argen-
organico de electrones DDT etal,2003 tina
DDE
QuEChERS
y
Cereal .
P extraccion GC-QqQ- s Walorczyk, .
maiz, dispersiva MS/MS Malatién 0.038 8s S.2007 Polonia
trigo
en fase
sélida

Zanahoria Sélido- GC/Captura Lindano 39+27 0.01h V\S/all\;[sie;v‘\l/i(l, México
liquido de electrones DDT 71.0 £28.9 0.051 ' 2608 N

*En muestra fresca.
a. Directiva 91/414 /ECC.

b. LMR de malatién para kiwi.

c. LMR de metamidofos para kiwi y durazno.

d. LMR de captan para chile.

e. LMR de endosulfan para jitomate.

f. LMR de malatién para chile.

g. LMR de malatién para cereales.
h. LMR de Lindano para zanahoria.

i. LMR de DDT para zanahoria.

QuEChERS: rapido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro.
GC: cromatografia de gases.

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion.

MS: espectrometria de masa.

MS/MS: espectrometria de masa/masa o en cascada.

QqQ: triple cuadrupolo.
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Para efectuar el andlisis de residuos de pesticidas en calabacita, tomate verde y jitomate
saladette, se realizé un muestreo en el mercado local Zaragoza de la ciudad de Huajuapan
de Le6n y en un mercado organico de la ciudad de Oaxaca. La extraccion de los residuos
de pesticidas en estos vegetales, se realizé con la técnica sélido-liquido y la separacion,

identificacion y cuantificacién mediante GC-MS/MS.

Para obtener resultados confiables del andalisis, ademas de seleccionar las técnicas
correctas para la extraccion y determinacién de los residuos de pesticidas, se
establecieron las condiciones adecuadas en el equipo de GC-MS/MS, se realiz6 la limpieza

del material de vidrio y se purificaron algunos de los disolventes y reactivos.

En esta seccion se describen reactivos y disolventes, equipo y material, muestreo de los
vegetales, técnica de extraccidn, condiciones en el sistema de GC-MS/MS y métodos de

separacion, identificacion y cuantificacién empleados en la investigacion.
3.1. Disolventes y reactivos

Los reactivos y disolventes empleados en el andlisis de residuos de pesticidas de los
vegetales se muestran en la Tabla 6. Con la finalidad de purificar la acetona, el acetato de
etilo y el hexano se bi-destilaron en rotavapor y después por destilacion fraccionada. El
etanol se someti6 a destilacion simple, el resto de los disolventes, como cloruro de
metileno y metanol, no se destilaron. Los disolventes se almacenaron a temperatura
ambiente en frascos de vidrio protegidos de la luz hasta el momento de su uso. La cafeina
(estandar interno), se purificé cristalizdndola tres veces con una solucién de etanol/agua

(85/15), el punto de fusion de los cristales obtenidos fue de 234-236°C (234-236.5°C
(lit.)).
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Tabla 6. Caracteristicas de los disolventes y reactivos empleados en el analisis de pesticidas

Pureza Temperatura

Disolvente/Reactivo o Marca rotavapor
(%) °
(Y]

Acetona 99.5 JT Baker 59 (sin vacio)
Acetato de etilo 99.9 Fermont 48 (con vacio)
Etanol 99.5 Omnichem ---
Hexano 99.3 Fermont 48 (con vacio)
Metanol 99.9 Sigma-Aldrich ---
Cloruro de metileno 99.9 Golden Bell ---
Sulfato de sodio
anhidro (Na2S04) 100 JT Baker o
Cloruro de sodio La Fina
(NacCl)
Cafeina 98 Analytyka reactivo ---

Para realizar las soluciones patrén de pesticidas, se pesé la cantidad de polvo o liquido de
cada pesticida y se afor6 con etanol, las soluciones patrén se almacenaron en congelaciéon
a -20°C. Las caracteristicas de los pesticidas asi como las concentraciones de las
soluciones patrén se muestran en la Tabla 7. Se prepar6 una solucién patrén etanélica de

cafeina con una concentraciéon de 50 ppm.

Tabla 7. Caracteristicas de los pesticidas utilizados como estandares

Pureza Concentracion
Pesticida Marca solucion patron
(%)
(ppm)

Captan 99.1 Riedel-de Haén 200
Carbofuran 99.9 Fluka Analytical 200
Endosulfan 99.9 Riedel-de Haén 200
Malatién 96.1 Riedel-de Haén 100
Metamidofos 98.4 Fluka Analytical 200

A partir de las soluciones patrén, se prepararon soluciones etanélicas de trabajo STA con
concentraciones de: 1.0, 5.0 y 10 ppm de cada pesticida, cada solucién de trabajo contenia
2.0 ppm de cafeina. Ademas se prepararon soluciones etandlicas de trabajo STB con las
concentraciones siguientes: 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm de cada pesticida a partir de las
soluciones patrén, cada soluciéon contenia 0.5 ppm de cafeina. Todas las soluciones

etandlicas de trabajo se mantuvieron en refrigeracion a 4°C.
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3.2. Equipo, material en general e instrumentacion

Los equipos empleados durante el analisis fueron: mezclador casero marca Osterizer
(modelo 465-42), vortex Barnstead/Thermolyne International (tipo 16700 Mixer Maxi-
Mix [, modelo M16715), balanza analitica digital Sartorius (modelo TE214S), bomba de
vacio de membranas Vacuumbrand (modelo MZ 2C), sistema de recirculacion de agua SEV
(modelo ECO 10), rotavapor Heidolph (modelo LABOROTA 4000), refrigerador marca
Acros automatico (modelo ARPO8TXLQ/LT), congelador GE (modelo FUM14DTRWH),
sonicador Branson (modelo 8510) y campana de extraccion LABCONCO (#301116).

Se utiliz6é material de vidrio de laboratorio diverso. Para eliminar residuos de pesticidas,
todo el material utilizado se lavé siguiendo el tratamiento de lavado de la EPA (método
1668, revision A, 2003). Se usaron micropipetas de graduacion diferente, filtros
Econofilter 25 de Agilent Technologies de 0.45 um, filtros Minisart de Sartorius de 0.20

um, envases de polipropileno de 2 L y jeringas de plastico de 10 mL.

Se utilizé6 un cromatoégrafo de gases 3800 Varian (Varian Instruments Sunnyvale, CA)
equipado con control de flujo electrénico e inyector 1177 split/splitless. El inserto se

equip6 con Carbofrit® (Resteck, Bellefonte, PA).

Se utiliz6é una columna capilar de gel de silice fundida sin tratar (100% dimetilsiloxano),
VF-1ms, FactorFour® de 30 m x 0.25 mm d. i. x 0.25 um de grosor de pelicula de Varian
Instruments. Esta columna al igual que la VF-5ms se emplea para el andlisis de rutina a
nivel de trazas de pesticidas y otros compuestos (hidrocarburos aromaticos, alcoholes,
aromas, acidos grasos libres, acidos organicos, polimeros, esteroides). Difieren en la
composicion de la fase estacionaria, la VF-5ms es ligeramente mas polar que la VF-1ms,
sin embargo ambas se emplean en el andlisis de pesticidas. La columna VF-1ms es
altamente inerte, no polar, tiene muy bajo sangrado, una relacion sefial a ruido (S/R) alta

(Garrido-Frenich, A. et al., 2007 y 2008).
Se empled Helio (99.999 6 99.9999%) como gas acarreador, con un flujo de 1 mL/min. El

cromatégrafo de gases (3800 Varian) se conecté a un espectrometro de masa de triple

cuadrupolo Varian 1200L operado con ionizacion electrénica (EI, 70 eV) como fuente de
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iones. De la fuente de ionizacion, los iones pasan a través de un hexapolo que guia los
iones al analizador de masa (intervalo de masa de 10 a 1500 uma). La celda de colision
curva presenta un camino de 180°. Se emple6 argon (99.999%) como gas de colisidn para
los experimentos masa/masa. El espectrometro de masa se calibr6 semanalmente con

perfluorotributilamina. La computadora cuenta con una biblioteca EI-MS/MS (NIST).
3.3. Recoleccion y almacenamiento

Los vegetales se muestrearon con base en la Directiva 2002/63/CE del Diario Oficial de la
CE, en la que se establecen los métodos comunitarios de muestreo para el control oficial
de residuos de plaguicidas en los productos de origen vegetal y animal. La calabacita
(CAL) y el tomate verde (TV) se adquirieron en el mercado Zaragoza de la ciudad de
Huajuapan de Ledn, Oaxaca, en los meses de noviembre y diciembre de 2008 y enero de
2009. Asimismo, se recolectaron tres muestras diferentes de jitomate saladette, dos
muestras se adquirieron directamente con productores de la regiéon Mixteca Oaxaquefia

(JSAyJSB).

Con el objetivo de tener una muestra control, una muestra de jitomate saladette organico
(JSO) se recolecté en un mercado organico de la ciudad de Oaxaca dado que en la regién
mencionada no se realizan cultivos organicos. Cabe sefialar que el JSO de acuerdo al
productor no recibié aplicaciéon de pesticidas. Sin embargo, se realiz6 el analisis de los

pesticidas estudiados en este trabajo.

JSA, JSB y JSO se adquirieron en noviembre de 2008. El lugar de origen de cada vegetal se

menciona en la Tabla 8.

Tabla 8. Origen de los vegetales estudiados

Vegetal Clave Procedencia
Calabacita CAL San Francisco el Huamuchil, Oaxaca
Tomate verde TV Chila de las Flores, Puebla
Jitomate saladette A2 JSA La Luz Nagore, Oaxaca
Jitomate saladette B2 JSB La Luz Nagore, Oaxaca
Jitomate saladette organico ]SO San Andrés Huayuapam, Oaxaca

a. Cultivados por productores diferentes.
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Con base en la Directiva 2002/63/CE, los vegetales se consideraron como productos
frescos a granel de tamafio medio (unidades de 25 a 250 g, dependiendo del vegetal
seleccionado) sin homogenizar. El niimero minimo de muestras primarias que se tomaron
dependié del nimero minimo de unidades necesario para la muestra de laboratorio,
Tabla 9. En la medida de lo posible, las muestras primarias se tomaron al azar de un lugar

del lote.

Se adquirieron 2 kg de cada vegetal, esta cantidad se lavé y se molié en el mezclador
casero. Aquellas muestras que no se analizaron en ese momento, se guardaron en envases
de polipropileno y se almacenaron en refrigeracién (4°C) hasta su extraccion. El tiempo

de almacenamiento no fue mayor a 48 horas.

Tabla 9. Descripcion de las muestras primarias y tamafio minimo de las muestras de
laboratorio*

g e Naturaleza de las muestras Tamario minimo de
Clasificacion de los

Ejemplos primarias que han de cada muestra de
productos .
tomarse laboratorio
Productos frescos de tamafio Bayas, Unidades enteras, o
pequefio, unidades guisantes, envasadas, o tomadas con un 1kg
generalmente<25g aceitunas instrumento de muestreo

Productos frescos de tamafio
medio, generalmente
unidades de 25-250 g

Manzar_las, Unidades enteras ke (gl menos 10
naranjas unidades)

Productos frescos de tamafio
grande, generalmente
unidades de > 250 g

Coles, pepinos, Unidades enteras 2kg (2.111 menos 5
uvas (racimos) unidades)

* Aplica a todas las hortalizas frescas, incluidas papas y betabel, exceptuando hierbas aromaticas. Directiva 2002/63/CE de
la comision del 11 de julio de 2002.

Inmediatamente después de la adquisicion de cada muestra, se sometié a lavado con
jabdén y agua corriente, se escurrid, y cuando fue necesario, se separaron las partes no
comestibles y se cortaron en trozos de menor tamafio para facilitar la molienda. Se
molieron de 1 a 2 min en el mezclador casero hasta obtener una mezcla homogénea con

consistencia de papilla, Figura 8.

32



3.MATERIALES Y METODOS

a. b. C.

Figura 8 Vegetales molidos. a. calabacita (Cucurbita pepo), b. tomate verde (Physalis
ixocarpa) y c. jitomate saladette (Lycopersicum esculentum)

3.4. Extraccion de residuos de pesticidas de los vegetales

La técnica de extraccion sélido-liquido consisti6 en el siguiente procedimiento. Para cada
réplica (10 réplicas por vegetal), se tomd una porcion representativa de los 2 kg de
vegetal homogenizado y se dej6o atemperar de 30 a 50 min. Se pesaron aproximadamente
5 gy se mezclaron con 10 mL de acetato de etilo. Se agité durante 10 minutos en vortex.
Se filtré a través de algodon para eliminar el material vegetal y se enjuag6 con 5 mL de

acetato de etilo. Las fases organicas se mezclaron.

Posteriormente, sélo en el caso de los jitomates saladette y el tomate verde, se transfiri6
el acetato de etilo a un embudo de separacién para eliminar la mayor cantidad de agua

posible.

La fase organica se separ6 y el embudo de separacion se enjuagd con 4-5 mL de acetato
de etilo. Para eliminar el agua de las muestras se emple6 sulfato de sodio anhidro y
cloruro de sodio. Se agreg6 a la fase organica 1 g de cada sal para la calabacita, 1.5 g de

cada sal para el tomate verde y el jitomate saladette.

El acetato de etilo se filtr6 a través de un embudo con algoddn y fibra de vidrio, y se
enjuagd con 5-7 mL de acetato de etilo. El disolvente se evaporé hasta sequedad en el
rotavapor a vacio a una temperatura de 39-40°C. Se trasvaso el extracto a viales con 2-4

mL de acetona.

La acetona se evapord en campana de extraccion de gases. Los tiempos necesarios para

evaporar el disolvente en los extractos de calabacita, tomate verde y jitomate saladette
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fueron de: 3-3.5 horas, 2.5 horas y 3.5-4 horas, respectivamente. Los viales se taparon y

sellaron con parafilm y se guardaron en congelacién a -20°C.

En el momento de su analisis, el extracto se re-suspendi6 con 1000-2000 pL de hexano, se
filtr6 a través de Econofilter 25 de Agilent Technologies de 0.45 pm y después a través de
un filtro Minisart de Sartorius de 0.20 um. El re-disolver el extracto de acetato de etilo en
hexano permitié disminuir la disolucién de co-extraidos (pigmentos y acidos grasos), y
minimizar interferencias durante el analisis en el equipo de GC-MS/MS.

Se evapord el hexano hasta sequedad con una corriente de aire y se agregaron 200 pL de
etanol con 0.5 o 2.0 ppm de cafeina. Se tomaron alicuotas de 1 pL de este extracto y se

inyectaron directamente en el equipo de GC-MS/MS.

Es importante mencionar que el acetato de etilo tiene una polaridad media y capacidad de
extraccion de compuestos en un intervalo amplio de polaridad, tal como los pesticidas.
Los pesticidas, motivo del presente estudio tienen diferente polaridad entre si pero todos
son solubles en acetato de etilo. Metamidofos y carbofuran son ligeramente solubles en
agua. Malatién es poco soluble en agua; captan y endosulfan no son solubles en agua.
Ademas, la efectividad de la extraccion de residuos de pesticidas empleando acetato de
etilo desde matrices vegetales estd demostrada en la literatura, se reportan porcentajes
de recuperacion entre 70 y 110%, (Garrido-Frenich, A. et al., 2005; Fernandez-Moreno, ].

L. et al., 2008; Martinez-Vidal, ]. L. et al., 2006).

Aunque generalmente se usan pasos de limpieza adicionales para aumentar la
selectividad del método de extraccion y minimizar las interferencias durante la
identificacion, el empleo del Carbofrit® en el inserto del inyector, permitié la retencion de
la mayor parte de las interferencias de la matriz, y ayudé a eliminar pasos de limpieza

adicionales (Garrido-Frenich, A. et al., 2005).
3.5. Condiciones en el equipo de GC-MS/MS
Para realizar los anadlisis en el equipo de GC-MS/MS, se probaron diferentes condiciones

para establecer aquellas que dieran los resultados mejores, es decir, que permitieran
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obtener una separacion mejor de los pesticidas, mejor resolucién de los iones precursores

y producto y un tiempo de analisis corto.

Cuando el equipo de GC trabajé con He de una pureza de 99.999%, se analizaron
soluciones de trabajo con concentraciones relativamente altas, de 10 a 100 ppm de cada
compuesto. El He contenia nitrégeno, agua y oxigeno en concentraciones que
disminuyeron la sensibilidad del equipo. Sin embargo, fue suficiente para establecer
condiciones de operacién empleando soluciones de trabajo con concentraciones mayores

de 40 ppm.

Posteriormente, con He de una pureza de 99.9999%, la sensibilidad del equipo aumenté y
permiti6 realizar el andlisis de soluciones de trabajo de 0.5 a 2.0 ppm y también de los
extractos de las muestras vegetales, en las que la concentracién de los residuos de

pesticidas se esperan por debajo de 10 ppm.

Uno de los primeros pasos consistié en probar diferentes temperaturas en la columna y
relaciones split, para obtener el programa de temperaturas y la relacién split que

permitieran la mejor separacion de los pesticidas.

También se ensayaron tres temperaturas en el inyector (200, 230 y 280°C). Se estableci6
230°C como la temperatura mas adecuada para la desorciéon de los pesticidas del
Carbofrit®. La relacion del inyector split fue inicialmente de 10. Al tiempo 0.01 min, la
relacion split fue de 20. Al minuto 1.0 la relacion del split fue de 50, y al minuto 12.0 la
relacion del split se apag6. El programa de temperatura en la columna y el tiempo total de

la corrida se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Programa de temperatura empleado en la columna

Temperatura Velocidad Tiempo de espera Tiempo total

(°C) (°C/min) (min) (min)
100 - 1.5 1.50
180 20 1.0 6.50
200 20 - 7.50
225 20 0.6 9.35
250 25 1.0 11.35
280 20 - 12.85
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La combinacion apropiada del programa de temperatura en el horno del cromatégrafo de
gases y la relacion split favorecieron la mejor separacién de los pesticidas, picos definidos

y relaciones S/R = 600.

Bajo las condiciones de operacion establecidas para el equipo de GC y debido a la afinidad
de cada compuesto estudiado por la columna capilar, los pesticidas y el estandar interno

se identificaron en el orden que se muestra en la Figura 9.

MCuentas
1.0+ Malation
0.754
(.50
Cafeina
0,254 T [estain dar imterna)
0.00 J e
5 G 7 8 9 10 11 12 min

Figura 9. Cromatograma de la solucion de trabajo a 40 ppm de cada compuesto

En cuanto a las condiciones establecidas en el espectrometro de masa, éste trabajé en
modo de impacto electrénico (EI) para la ionizacién de la muestra, porque es adecuado

para la mayoria de los compuestos (Garrido-Frenich, A. et al., 2005, 2007 y 2008).

En la linea de transferencia y fuente de ionizacién las temperaturas de operacion se
establecieron en 280 y 250°C, respectivamente. En ambos casos, temperaturas mayores
(300 y 280°C, respectivamente) no mejoraban la abundancia relativa ni la relaciéon S/R de
los iones producto. Temperaturas menores (180 y 150°C) s6lo permitian visualizar uno
de los iones producto, debido probablemente a que la energia suministrada para la

fragmentacidn era insuficiente.
El andlisis se llevd a cabo con un filamento multiplicador con un tiempo de espera de
encendido de 3.0 min para prevenir dafios al equipo. La corriente en el filamento se

establecié en 50 pA y la energia de ionizacién en 70 eV. Se observd que dos de los tres
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iones producto elegidos para cada uno de los pesticidas tenian una relaciéon S/R >> 10 e
intensidades en el orden de kilo-cuentas (kC), el tercer i6n presentd una relaciéon S/R < 4,

la calidad del pico era muy pobre y tenia intensidades menores a 15 cuentas.

El espectrémetro de masa de QqQ oper6 en el modo MS/MS y realizé el monitoreo de una
reaccion seleccionada. El modo de monitoreo de una reaccién seleccionada, incrementa la
selectividad del triple cuadrupolo (QqQ), ya que el analisis de masa se concentra en el
analizador de masa 1y 2 (AM1 y AM2). También se incrementa la sensibilidad debido a

que se obtienen relaciones S/R altas (Garrido-Frenich, A. et al., 2005, 2007 y 2008).

La temperatura del sistema (manifold) fue de 40°C. La presion en el manifold oscilé entre
8.6-9.0 e6 Torr. El argon (99.999%) se establecié a una presion de 1.22-1.30 mTorr,
presiones por debajo de 1 mTorr y por arriba de 1.35 mTorr, no mejoraban la estabilidad
de los iones producto, disminuia la intensidad de los picos en el cromatograma y la
abundancia relativa en el espectro. El detector trabajé a 1500 V y el tiempo de escaneo de

los iones fue 0.5 segundos

Para elegir al i6n precursor de cada compuesto se realizé un andlisis full scan en un
intervalo de 50-500 m/z. Se selecciondé como i6n precursor, el i6n con mayor relacion
m/z y mayor abundancia relativa en el espectro de masa. Los iones precursores
seleccionados en su mayoria coincidieron con los reportados en la literatura (Plaza-

Bolafos, P. et al., 2007; Garrido-Frenich, A. et al., 2004 y 2005).

El i6n precursor se sometié a disociaciéon por colision inducida con el gas de colisidn,
asignando energias de colisiéon a cada i6n producto monitoreado. En la Tabla 11, se
observan los iones precursores y los iones producto para cada pesticida y estandar
interno asi como las energias de colisién asignadas a cada i6n producto, éstas variaron
desde -5 hasta -15 V. Las energias de colision seleccionadas fueron aquellas que permitian
obtener iones producto con relaciéon S/R >> 10, con intensidades en mega-cuentas (MC) y

abundancias relativas altas en el espectro de masa.

En la Tabla 11, se observa que el endosulfan se identifica y cuantifica mediante el isomero

alfa. Los isomeros alfa y beta se encuentran en relacion 7:3 en las formulaciones
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comerciales y en los estandares. El isémero alfa se detecté mejor que el beta, ya que los

iones producto en el cromatograma tuvieron mayor intensidad y en el espectro de masa

mayor abundancia relativa, por lo que se eligi6 para realizar la identificaciéon y

cuantificacion en las muestras de vegetales estudiados (Garrido-Frenich, A. et al., 2005).

Tabla 11. Estructuras de los pesticidas y estandar interno, iones precursores e iones producto

Estructuray I6n precursor, Iones producto,
nombre m/z m/z (V)
(9/mol)
(0] (6] +
IF! IPI ﬁ I} ﬁ *
P P
/ \ome / \ ome HN” NS0 HN” “OMe
HN  ‘sme HN sme :
Metamidofos
(141) 141 64 (-15) 79 (-15) 94 (-15)
(o] o + +
ol* o
8 5 S G=dI®=(
o o ¥ o
Tetrahidroftalimida
(THFI)
(151) 151 79 (-10) 122 (-10) 136 (-5)
+
Me Me Me
Me
o Me o o + Me 0 Me
0 Me OH
OCONHMe OH
OCONHMe
Carbofuran
(221) 221 122 (-5) 149 (-10) 164 (-10)
+
Me N N +
Me N \ S N N HN N
N ] 1Y O /&
0=< \ N O=< N 4(-)§ N
“Me N Me ) N o N
/N M / 0 Me ! Me
Me 0 ¢ Me
Cafeina
(194) 194 109 (-15) 120 (-10) 137 (-5)
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Estructura y

Ién precursor, Iones producto,
nombre m/z m/z (V)
(g/mol)
o HO
CO,Et
E“’zc/\( 2 CO,E
t
S<p=$ Etozc/\+/ COE \ HOZC/\+/ 2
MeO OMe 0= >oH °
+ 0
Malation
(330) 173 99 (-15) 127 (-10) 145 (-5)
35c] + 37Cl
35(:1 3 35
*a a1 @ cl
5
? Cl 37Cl 37Cl 35cl
alfa-Endosulfan
(404) 241 133 (-10) 170 (-10) 241 (-5)
+ 3501
35cl \Q 35Cl
37
Cl 371 ()
136 (-5) 206 (-5)

3.6. Métodos de identificacion y cuantificacion

Una vez establecidas las condiciones de operacion del equipo de GC-MS/MS, se generaron

dos curvas de calibraciéon usando diferentes grupos de soluciones de trabajo, STA y STB.

Las soluciones de trabajo difieren en la concentracidon de los pesticidas y del estandar

interno, para STA son 1.0, 5.0 y 10 ppm de cada pesticida con 2.0 ppm de cafeina

(estandar interno) y para STB son 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm de cada pesticida con 0.5 ppm de

cafeina.

El uso de dos curvas de calibraciéon se debié a que los pesticidas en los vegetales

estudiados se encontraron en concentraciones muy variables. La curva de calibraciéon STA
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se utilizé para cuantificar metamidofos, mientras que la curva de calibraciéon STB sirvi6

para cuantificar el resto de los pesticidas.

Las condiciones para la construccion de las curvas de calibracion se describen en la Tabla
12. Tales condiciones implican restricciones que van desde el ajuste de la linea base del
cromatograma hasta limites en el tamafio de la ventana de busqueda de los iones

cuantificadores y calificadores.

Tabla 12. Parametros para el método de cuantificacion para las soluciones de trabajo de 1.0
ppmyde 0.5 ppm

Pardametro Especificacion Descripcion
Tipo de ruido Pico a pico Corrige variaciones en la linea base
Tipo de medicién Area Es mas recomendable que medir la altura
Tipo de calibracién Estandar interno Relaciona el area de la cafeina con el area del pesticida
Intervalo para el i6n Absoluto -
Integracion cualitativa Independiente El)rp ;Z(;adrzlcii)é?oftliitfir;?:)(;rd}é i;l;iﬁ)ti;igi?g(l)fii?:rL?lttiiran
[6n cuantificador - Se selecciona el i6n de mayor intensidad en el espectro

Se escogen los iones que aparecen en el espectro de
referencia de cada pesticida

Representa el porcentaje de desviacién de la relacién
ion calificador/ién cuantificador

[6n(es) calificador(es) -

% incertidumbre 30%

Factor de peso de

2 1/nx?2 Se recomienda en analisis a nivel de trazas
regresion
Ancho de pico 4-18 Prome~dla irregularidades y tiende a agrupar picos muy
pequefios y desplazados
Ventana de busqueda + 0.20 min + 12 segundos
% minima abundancia 200-700 cuentas Intensidades debajo del valor designado se ignoraron

Para construir las curvas de calibracién, al cromatégrafo de gases se le inyecté 1 pL del
extracto o de las soluciones estandar de los pesticidas. Se monitorearon dos o tres iones
producto de cada pesticida en el segmento correspondiente. El ién precursor y los iones

producto de los pesticidas se muestran en la Tabla 13.

Ademas, se crearon los métodos de identificacién y cuantificaciéon para cada serie de
soluciones de trabajo (STA y STB). En ambos métodos se construyeron tablas de
compuestos a partir de la solucion de trabajo mas diluida. En estas tablas, se
establecieron las condiciones de identificacidn (iones calificadores, tiempo de retencion,

intensidad, porcentaje de tolerancia, amplitud de la ventana, entre otros) y cuantificacion
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(i6n cuantificador, intensidad del i6n cuantificador, amplitud de la ventana de integracion

y busqueda, entre otros).

Tabla 13. Iones precursores e iones producto de los compuestos monitoreados

s Duracion del segmento Ién I duct
Pesticida m:gto (min) precursor, omre;‘s /p; r?v)tzc 0
STAa STBY m/z
Metamidofos 1 4.62-6.51 3.12-5.91 141 64 (-15), 79 (-15), 94 (-15)
Tetrahidro-
ftalimidad 2 6.51-9.50 5.91-7.25 151 79 (-10),122 (-10), 136 (-5)
Carbofuran 3 7.25-8.81 221 122 (-5),149 (-10), 164 (-10)
Cafeina 4 9.50-11.01 8.82-9.61 194 109 (-15), 120 (-10), 137 (-5)
Malation 5 11.01-11.55 9.62-10.36 173 99 (-15), 127 (-10), 145 (-5)
alfa- 5 i 133 (-5),136 (-5),170 (-10),
Endosulfin 6 12.10-12.85 10.36-12.85 241 206 (-5), 241 (-10)

a. Soluciones de trabajo con concentraciones: 1.0, 5.0 y 10 ppm de cada pesticida y 2.0 ppm de cafeina.

b. Soluciones de trabajo con concentraciones: 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm de cada pesticida y 0.5 ppm de cafeina.

c. Energia de colisién en V.

d. Producto de degradacion del captan.

En las Tablas 14 y 15, se muestran los resultados del re-céalculo y la ecuacién de la curva

de calibracidn para cada uno de los pesticidas a partir de STA y STB, respectivamente. Se

observan también los tiempos de retencidn, el i6n cuantificador y el i6n o iones

calificadores elegidos de los iones producto de cada compuesto y el area del pico del i6n

cuantificador; se indica la ventana de busqueda y la ventana de integracion.

Tabla 14. Resultados para soluciones de trabajo STA (1.0, 5.0 y 10 ppm y 2.0 ppm cafeina)

Compuesto
Pardametro , . L. alfa-
*

Cafeina Metamidofos (THFI) Malation Endosulfdn
ventanade 1037-1077  5.32-5.72 794-834  11.09-11.49  12.18-12.58
busqueda (min)

Ventanade = 10.32-1082  5.27-5.77 7.89-839  11.04-11.54  12.12-12.62
integracion (min)

grfir:f’o deretencion 1557,020 5524020  814£020  1129£020 12374020
I6n(es)

calificador(es), m/z (1132) 22 ggg% 136 (8.1) 127 (22.9) 136 (0.7)
(% incertidumbre)a ' '

[6n cuantificador 109 94 79 99 170
Area 159941 14113 34078 118 244 792
Ecuacion de ) y =0.03 x2 + y=0.04 x2 + y=0.15x2+ y =1.09 e* x2
calibracion 0.17x-0.02 0.24x+0.09 1.13x+0.15 +0.01x
R2 - 0.999 1.0 0.999 1.0

* Tetrahidroftalimida (producto de degradacién del captan).
a. Con 30% de incertidumbre, los intervalos fueron: 137 m/z: (0.1-41.7)%; 79 m/z: (59.9-119.9)%, 64 m/z: (0.1-55.8)%;
136 m/z: (0.1-32.6)%; 127 m/z: (0.1-60.5)%; 136 m/z: (0.1-30.7)%.
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Ademas, en las Tablas 14 y 15, se mencionan los iones cuantificadores y calificadores,
éstos son los iones producto de cada compuesto. El i6n cuantificador fue el de mayor
abundancia relativa en el cromatograma y espectro de masa/masa correspondiente del
pesticida y del estandar interno. La abundancia relativa del iéon cuantificador de cada
compuesto en el espectro de masa/masa fue de 100%. Mientras que los iones

calificadores presentaron abundancias relativas de 5 a 85%.

También, en la Tabla 14, se observa que para el metamidofos se identificaron dos iones
calificadores ademas del i6n cuantificador. Para la cafeina, la tetrahidroftalimida (THFI),
el malatién y el alfa-endosulfan, se identific6 un ién calificador ademas del i6n
cuantificador. Ademas, en la Tabla 15, se muestra que para la cafeina, el carbofuran y el
malation se identificé un idn calificador, ademas del cuantificador, y para el metamidofos,

la THF1 y el alfa-endosulfan se identificaron dos iones calificadores.

En estudios de identificacién y cuantificacion de residuos de pesticidas realizados
mediante espectrometria de masa/masa, es necesario identificar al menos un i6n
calificador ademas del i6n cuantificador. Es decir, con la deteccién de dos iones producto
(un i6n cuantificador y un calificador), es posible confirmar la presencia del pesticida y

cuantificarlo (Fernandez-Moreno, J. L. et al., 2008).

Tabla 15. Resultados para soluciones de trabajo STB (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 ppm y 0.5 ppm cafeina)

Compuesto
Pardametro , Metami- % . L. alfa-
Cafeina dofos (THFI) Carbofurdn  Malation Endosulfdn
Ventanade 8.73-913  3.92-432  589-629  7.84-824  954-994  10.72-11.12
bisqueda (min)
Ventana de

. - . 8.68-9.18 3.87-4.37 5.84-6.34 7.79-8.29 9.49-9.99 10.58-11.28
integracién (min)

Tiempo deretencién g g5, 050 412:020 6.09£020 804%020 974%020 1093 %0.20

(min)
I6n(es)

s 137 79 (5.4) 122 (30.6) 133 (44.6)
calificador(es), m/z 149 (30.6) 127 (61.4)
(% incertidumbre): (38.5) 64 (40.9) 136 (12.7) 241 (22.9)
If’)n cuantificador 109 94 79 164 99 206
Area 6 825 1764 3126 669 9 686 611

. y=0.049%x2 y=025x2- y=0.004x2 y=-041x2 _ -

Eclli‘g:lo?,‘rile - -0.28x + 0.99 x + +013x-  +340x- 8’1‘30);035‘18
cafibracio 0.49 1.20 0.03 1.56 : :
R2 - 0.896 0.999 0.996 0.994 0.936

* Tetrahidroftalimida (producto de degradacion del captan).
a. Con 30% de incertidumbre, los intervalos fueron: 137 m/z: (13.2-53.2)%; 79 m/z: (4.8-136.8)%, 64 m/z: (30.0-70.0)%, 122
m/z: (20.8-60.8), 136 m/z: (0.1-32.6)%; 149 (2.2-42.2)%; 127 m/z: (0.1-62.0)%; 133 m/z: (0.1-47.4)%, 241 m/z: (0.1-32.3)%.
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Al emplear los datos de calibracién resultado del andlisis de las soluciones patrén, se
realizé la identificaciéon y cuantificaciéon inequivoca de cada pesticida en los vegetales

estudiados.

En el Apéndice 1 se presentan los cromatogramas y espectros de masa del i6n
cuantificador y los iones calificadores obtenidos del experimento MS/MS para cada
compuesto en la solucién de trabajo de 1.0 ppm de pesticidas con 2.0 ppm del estandar
interno (cafeina). Asi como, para la solucién de trabajo de 0.5 ppm de pesticidas con 0.5

ppm de cafeina, respectivamente.

Cabe mencionar que para los vegetales analizados con los métodos construidos a partir
de las soluciones de trabajo de 1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina (STA), se hizo una
sola inyeccion. En los métodos construidos a partir de las soluciones de trabajo de 0.5, 1.0,
1.5y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina (STB), se hicieron tres inyecciones, monitoreando
los dos o tres iones producto seleccionados para cada compuesto. Cada pesticida fue
confirmado en base a un porcentaje de incertidumbre dentro del intervalo establecido
para cada idn calificador en las soluciones de trabajo. En este caso, las muestras fueron
marcadas como no negativas y fueron cuantificadas. Para realizar la cuantificacién, se
eligi6 aquel i6n producto mas intenso, éste no correspondi6 a ninguno de los iones

calificadores.

3.7. Criterios de calidad interna

Para asegurar la calidad de los resultados de la metodologia propuesta, se establecieron
algunos criterios de calidad interna, ademas del estdndar interno, se consideraron:
coeficientes de variacion, limite de deteccién (LDD) y limite de cuantificacién (LDC). En

este trabajo, como estandar interno se emple6 cafeina.

Los posibles cambios en los tiempos de retencién, intensidad, area y abundancia de los
iones producto se consideraron al utilizar el estandar interno. Se relacionaron las
respuestas instrumentales de cada pesticida con la del estandar interno. Especificamente,
se utiliz6 la relacién de areas del i6n cuantificador asignado a cada pesticida y el area del

ion cuantificador del estandar interno (109 m/z), es decir, se utilizéd la respuesta
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instrumental relativa del i6n cuantificador correspondiente, respecto al estandar interno,

Ecuacion 1.

RA = 2, Ecuacién (1)

Donde,

RA: relacién de areas

A1 area del i6n cuantificador del pesticida

Az: area del i6n cuantificador del estandar interno (109 m/z)

Los coeficientes de variacion se calcularon para los extractos obtenidos y para el analisis
en el equipo de GC-MS/MS. La ecuacién 2 se empled para calcular el coeficiente de

variacion de los resultados obtenidos.

cv = (5/5) x 100 Ecuacién (2)

n . —%)2
S= /w rerer s e s e e s enn s e e e ECUACION (3)

donde:

CV: Coeficiente de variacién
S: desviacion estandar

: valor de la réplica

: promedio

: numero total de réplicas

= ]

El LDD es la menor concentracién que se puede detectar con el método de analisis
propuesto, generalmente se considera una relacién S/R mayor a 3. El LDC se determind
como la concentracion mas baja inyectada que generalmente proporciona una relaciéon

S/R de 10.

44



4. RESULTADOS Y ANALISIS

Los vegetales muestreados para la realizacion de este trabajo fueron calabacita, Cucurbita
pepo (CAL), tomate verde, Physalis ixocarpa (TV) y jitomate saladette, Lycopersicum
esculentum (JSA, JSB y JSO). Estos vegetales se analizaron mediante un método multi-
residuos de pesticidas para identificar y cuantificar captan, carbofuran, alfa-endosulfan,
malation y metamidofos. Primero se efectu6 una extraccion s6lido-liquido con acetato de

etilo como disolvente y posteriormente, se realizé el anélisis en el equipo de GC-MS/MS.

Los resultados obtenidos de la extraccion, identificacién y cuantificacion de los pesticidas

mencionados, se describen y analizan a continuacion.
4.1. Extraccion sdlido-liquido de pesticidas en los vegetales estudiados

En los cultivos de vegetales de la regién Mixteca son aplicados una gran variedad de
pesticidas. Por ello, el presente estudio se limité a pesticidas reportados por la Brigada de
Promocién del Desarrollo de la Universidad Tecnologica de la Mixteca. La informacién
recabada guié a la busqueda de residuos de captan, carbofuran, endosulfan, malatién y

metamidofos en calabacita, tomate verde y jitomate saladette.

El uso de la técnica de extraccion soélido-liquido, nos permitié analizar muestras de
tamafio pequefio (5 g aproximadamente), obtener el extracto para el analisis en el equipo
de GC-MS/MS en tiempos relativamente cortos (60 minutos por réplica) y evitar pasos de
limpieza. Ademas el acetato de etilo, tiene la capacidad de extracciéon adecuada para un
amplio intervalo de pesticidas, provee buenas recuperaciones de pesticidas con
propiedades diferentes y es un disolvente menos dafiino que los disolventes clorados

(Garrido-Frenich, A. et al., 2005; Martinez-Vidal, ]. L. et al., 2006).

Los resultados de la extraccion sélido-liquido de los vegetales se muestran en la Tabla 16,

en ésta se menciona el nimero de réplicas realizadas, asi como los porcentajes de
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extraccion. Los porcentajes de extraccion fueron diferentes para cada vegetal,

probablemente se debe a las diferencias en la composicion de la matriz vegetal.

Tabla 16. Porcentajes de extraccion con acetato de etilo de los vegetales estudiados*

Porcentaje de extraccion Coeficiente de variacion

Vegetal Clave (%) (%)
Calabacita CAL 0.1305 £ 0.004 2.90
Tomate verde TV 0.1312 £ 0.003 2.22
Jitomate saladette A JSA 0.1172 £ 0.003 2.81
Jitomate saladette B JSB 0.1532 £ 0.002 1.08
Jitomate saladette organico ]SO 0.1351 £ 0.003 2.54

* 10 réplicas para cada vegetal.

El coeficiente de variacion muestral es menor a 5%, lo que significa que la técnica de
extraccion realizada a los vegetales fue sistemdatica y se reprodujo entre réplicas

(Waliszewski, S. M. et al., 2004).

4.2. Analisis del estandar interno y de los pesticidas en los vegetales estudiados

Los andlisis de pesticidas en los vegetales estudiados se realizaron bajo las condiciones de
operacion establecidas en el sistema de GC-MS/MS-QgQ junto con los métodos de

identificacion y cuantificacion.

Es importante mencionar que la identificacién y cuantificaciéon de los iones producto de
metamidofos, se realizé bajo impacto electrénico con concentraciones en las soluciones
de trabajo de 5.0, 10 y 40 ppm. Sin embargo, a concentraciones menores (0.5 a 2.0 ppm)
sélo se realizo6 la identificacion. Esto se debe a la baja estabilidad y rapida degradacion del
compuesto a temperaturas altas (por arriba de 180°C) y al exceso de energia de la
fragmentacion por EI (NIOSH, 2009). Por lo que a bajas concentraciones de metamidofos,

se recomienda realizar la fragmentacién con ionizaciéon quimica (CI).

Ademas, en el andlisis de las soluciones de trabajo recién preparadas, captan y malation
tenfan un tiempo de retencién similar, esto origin6é que los picos aparecieran muy
cercanos en el cromatograma. Cuando se realiz6 el analisis de soluciones de trabajo que

tenian entre 24 y 48 horas de almacenamiento, la intensidad, relaciéon S/R y area del pico
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del captan se vio disminuida. Finalmente, en los analisis de soluciones de trabajo con mas
de 48 horas de almacenamiento a 4°C, no se detectaron los iones producto del captan; y
por lo tanto el segmento correspondiente se excluyd. Sin embargo, se logré identificar a

uno de los dos productos de descomposicion del captan, la THFI.

La descomposicion del captan se favorece por efecto del calentamiento, evaporacion,
hidrdlisis, pHs acidos y exposicién al sol (Bescos, D. et al.,, 1995; Angioni, A. et al.,, 2003),

formandose de manera mayoritaria THFI (96.5%), Figura 10.

o O
NSCCl, ﬂ, NH
(0] e}
captan tetrahidroftalimida
(THFI)

Figura 10. Degradacidn del captan a tetrahidroftalimida (THFI)

En este estudio, la transformacién quimica del captan pudo favorecerse por la presencia
de etanol y al pH de la solucién de trabajo y de las muestras de vegetales. El compuesto de
degradacion THFI tiene una polaridad mayor que el captan por lo que el compuesto tuvo

menos afinidad hacia la columna capilar, reteniéndose por menos tiempo.

Empleando los métodos de identificacién y cuantificacién establecidos para cada curva de
calibracién (STA y STB), se realizd el analisis de pesticidas en los vegetales estudiados. En
tomate verde, jitomate saladette A y B se identificaron inequivocamente metamidofos,
malation y alfa-endosulfan. La cuantificacion de metamidofos en tomate verde y jitomate
saladette A, se realiz6 utilizando la curva de calibracion STA y se emplearon 15 g de

muestra, Tabla 17.

La curva de calibraciéon STB se utilizé para la identificacién de THFI, malatién y alfa-
endosulfan, asi como para la cuantificacion de THFI en jitomate saladette A, malation en
todas las muestras de vegetales estudiadas, y alfa-endosulfan en jitomate saladette B.

Cabe sefialar que no se identificé carbofuran en las muestras estudiadas.
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Tabla 17. Cantidad de muestra vegetal utilizada para el analisis

Muestra (g)
Vegetal

STAa STBY
Calabacita 15.07 15.08
Tomate verde 15.07 15.06
Jitomate saladette A 15.07 15.07
Jitomate saladette B 5.03 15.08
Jitomate saladette organico 5.02 15.08

a. Soluciones de trabajo de 1.0, 5.0 y 10 ppm con 2 ppm de cafeina. Cada réplica se diluy6 con
200 pL de etanol que contenia 2 ppm de cafeina.

b. Soluciones de trabajo de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina. Cada réplica se
diluy6 con 200 pL de etanol que contenia 0.5 ppm de cafeina.

A continuacién se muestran los resultados de los analisis realizados a cada vegetal.
También, se hace un andlisis comparativo de las concentraciones de pesticidas
encontradas en cada vegetal estudiado con los limites maximos residuales (LMRs),

establecidos por la CE (Directiva 91/414 /ECC).

4.2.1. Analisis del estandar interno (cafeina). El estandar interno permitié realizar
la cuantificacién de los pesticidas. La cuantificacion se realizé empleando la relacién de
areas de los picos cuantificadores de cada pesticida con el area del idn cuantificador del

estandar interno (109 m/z).

Los iones producto del estandar interno (109 y 137 m/z) tuvieron un comportamiento
distinto en cada vegetal. En la Tabla 18, se muestran las dareas, porcentajes de
incertidumbre y tiempos de retencion de los iones producto del estandar interno (109 y
137 m/z) en cada vegetal. Ademas, se observa que en la curva de calibraciéon STA, el
porcentaje de incertidumbre mas bajo para el i6n calificador (137 m/z) fue 20.5% en el
jitomate saladette A y el mas alto de 32.7% en el jitomate saladette B. Ademas, en todos
los vegetales, el i6n cuantificador (109 m/z), tuvo un area por encima del valor minimo de

abundancia requerido (500).

Asimismo, en la Tabla 18, se observa que para la curva de calibraciéon STB, el i6n
calificador (137 m/z) tuvo porcentajes de incertidumbre entre 18.6-50.6 %, el porcentaje
mas bajo corresponde a la calabacita y el mas alto al jitomate saladette organico. En todos
los vegetales, el i6n cuantificador (109 m/z) tuvo areas por encima del valor minimo de

abundancia requerido (500).
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Tabla 18. Caracteristicas del ién cuantificador y calificador de la cafeina en los vegetales estudiados

STA* STB**

Pardametro

CALe TV JSA¢ JSBd JSOe CAL® TV JSA¢ JSBd JSOe

Tiempo de 10.51 10.52 10.56 10.58 10.55 8.88 8.90 8.92 8.95 8.94
retencién (min)
16n calificador
(137 m/z) 24.5 23.6 20.5 32.7 22.0 18.6 22.2 268 25.4 50.6
(% incertidum-
bre)f
Area del i6n
cuantificador 190514 229184 179322 13272 185025 13684 58761 25852 11054 11543

(109 m/z)s

* Soluciones de trabajo de 1.0, 5.0 y 10 ppm con 2 ppm de cafeina. Cada réplica se diluy6 con 200 pL de etanol que contenia 2 ppm de cafeina.

** Soluciones de trabajo de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina. Cada réplica se diluy6 con 200 pL de etanol que contenia 0.5 ppm de
cafeina.

a. Calabacita.

b. Tomate verde.

c. Jitomate saladette A.

d. Jitomate saladette B.

e. Jitomate saladette organico.

f. Intervalo de confianza para STA: (0.1-41.7)%, y para STB: (13.2-53.2)%.

g. Area requerida: >= 500.

4.2.2. Anadlisis de pesticidas en calabacita Cucurbita pepo (CAL). El uso de la curva
de calibracion STA para el analisis de calabacita permitid la identificacién del malation. La
identificacion de este pesticida se realiz6 debido a que en la ventana de busqueda se
observaron los iones producto 99 y 127 m/z con un tiempo de retencién de 11.22 + 0.01

minutos, Tabla 19.

Tabla 19. Caracteristicas de los pesticidas determinados en calabacita (CAL) con la curva de
calibracién STA?

Compuesto
Pardametro

Malatiénb
Tiempo de retencién (min) 11.22+0.01
I6n(es) calificador(es), m/z
(% incertidumbre) 127(34.0)
[6n cuantificador, m/z 99
Area 2407 +207.9
Relacién de areas
(requerida) 0.01(0.15)

a. Soluciones de trabajo de 1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina.
b. Intervalo de confianza: 127 m/z (0.1-60.5)%.
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La THFI y el pesticida alfa-endosulfan, no se detectaron. Eso se debié probablemente a
que a esas concentraciones las energias de colision seleccionadas no fueron las

adecuadas.

Cuando se utiliz6 la curva de calibracién STB, ademas del malation, se identificaron la
THFI y el alfa-endosulfan. Esta curva de calibracién también permitié cuantificar al
malation. En la Tabla 20 se observan los promedios y desviaciones estandar de los
tiempos de retencién y areas, asi como las caracteristicas de los iones producto de cada

compuesto.

Tabla 20. Caracteristicas de los pesticidas determinados en calabacita (CAL) con la curva de
calibracion STB=

Compuesto
Pardmetro Tetrahidroftalimida Malatiénb alfa-
(THFI)a Endosulfdnc

Tiempo de retencion 6.09+0.12 9.76 +0.07 10.89 + 0.04
(min)
[6n(es) calificador(es), 122 (18.4) 133 (132.0)
m/z 136 (17.3) 127 (34.0) 241 (313.0)
(% incertidumbre) ) '
[6n cuantificador, m/z 79 99 206
Area 662.5+71.4 579 +21.2 122 +41
Relacion de areas
(requerido) 0.04 (0.22) 0.03 (0.03) 0.01 (0.05)

a. Soluciones de trabajo de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina.
b. Intervalo de confianza: 122 m/z (20.8-60.8)%, 136 m/z (0.1-32.6)%.
c. Intervalo de confianza: 127 m/z (0.1-62.0)%.

d. Intervalo de confianza: 133 m/z (0.1-47.4)%, 241 m/z (0.1-32.3)%.

Para la cuantificacion del malatidn, se identificaron dos iones producto (99 y 127 m/z) en
la ventana de busqueda alos 9.76 + 0.07 minutos, el i6n calificador (127 m/Zz) se identifico

con 34.0% de incertidumbre (0.1-62.0%). El i6n cuantificador 99 m/z tuvo una relacién

de areas de 0.03 adecuada para el analisis cuantitativo (relacién = 0.03).
En el caso de la THF], los iones producto (79, 122 y 136 m/z), se detectaron en la ventana

de busqueda al minuto 6.09 + 0.12, (Apéndice 2) y permitieron la identificaciéon del

compuesto y por la tanto la presencia del captan de forma indirecta.
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También, se identifico6 al alfa-endosulfan, se revis6 el segmento de tiempo
correspondiente a la ventana de busqueda, encontrandose los 3 iones producto (133, 206

y 241 m/z) a 10.89 * 0.04 minutos, Tabla 20.

Con los resultados anteriores, se determin6 que los pesticidas presentes en calabacita
fueron THFI, malatiéon y alfa-endosulfan. La curva de calibracién STB (0.5-2.0 ppm)

permiti6 cuantificar malation.

Los residuos de malatién (0.51 * 0.01 mg/kg) cuantificados representan 25.5 veces el

LMR (0.02 mg/kg), Figura 11.

M Limite maximo residual & Muestra

Malation

Figura 11. Pesticidas identificados y cuantificados en calabacita (CAL)* comparados con

LMRs

*Se identificé THFI y alfa-endosulfan

Como se menciond anteriormente, el malation es un pesticida organofosforado
ampliamente usado debido a su bajo costo y elevada efectividad. Para calabacita, el LMR
de malation (0.02 mg/kg) es mas bajo que el asignado a tomate verde y jitomate saladette
(0.5 mg/kg), esto probablemente se deba a que el cultivo de este vegetal requiere menor

cantidad de malation.
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Es importante resaltar que no existen reportes previos relacionados con el analisis de los

pesticidas estudiados en el presente trabajo en calabacita.

4.2.3. Andlisis de pesticidas en tomate verde Physalis ixocarpa (TV). El analisis
realizado al tomate verde con la curva de calibraciéon STA permitié la identificaciéon de
metamidofos y malatidn, y la cuantificacién de metamidofos. En la Tabla 21 se muestran
los resultados del andlisis y los parametros considerados para llevar a cabo la

cuantificacion.

Tabla 21. Caracteristicas de los pesticidas determinados en tomate verde (TV) con la curva
de calibracién STA=

Compuesto
Pardametro

Metamidofos? Malatién¢
Tiempo de retencién (min) 5.53 11.23
[6n(es) calificador(es), m/z 79 (92.9)
(% incertidumbre) 64 (49.0) 127 (47.6)
[6n cuantificador, m/z 94 99
Area 1336 20 649
Relacion de areas
(requerido) 0.006 (0.003) 0.09 (0.15)

a. Soluciones de trabajo de 1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina.
b. Intervalo de confianza: 79 m/z (59.9-119.9)%, 64 m/z (0.1-55.8)%.
c. Intervalo de confianza: 127 m/z (0.1-60.5)%.

En la ventana de buisqueda asignada al metamidofos, se detectaron tres iones producto
(64,79 y 94 m/z) a 5.53 minutos, Apéndice 2. Los iones designados como calificadores, 64
y 79 m/z tuvieron 49 y 92.9% de incertidumbre, valores dentro del intervalo de confianza
(0.1-55.8% y 59.9-119.9%). El i6n cuantificador (94 m/z) present6é un area de 1 336,
mayor a la minima requerida (300) y relacién de areas (0.006) fue valida para la curva de

calibracidn (relacién minima = 0.003).

Para el malatidn, los iones producto 99 y 127 m/z tuvieron un tiempo de retencién de

11.23 minutos en la ventana de buisqueda, lo que permitio la identificacion del pesticida.

En las correspondientes ventanas de busqueda, no se identificaron los iones producto

para THFI y alfa-endosulfan.
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La curva de calibracién STB permitié identificar a la THFI y cuantificar al malation,
ademas de los ya identificados (metamidofos y malatién) con la curva de calibracion STA.
En la Tabla 22 se observan los promedios, desviaciones estandar y las caracteristicas de

los iones producto.

La cuantificacién del malatién, se hizo con los iones producto (99 y 127 m/z) a un tiempo
de retencién de 9.79 + 0.02 minutos. El ién calificador (127 m/z) tuvo 33.7% de
incertidumbre, que se encontro6 dentro del intervalo de confianza (0.1-60.5%). El area del
i6on cuantificador (99 m/z) fue de 25 735, éste valor estuvo por encima del valor
establecido (200) y la relacién de areas (0.10) fue adecuada para la curva de calibracion

(relacién minima 2 0.03).

Tabla 22. Caracteristicas de los pesticidas determinados en tomate verde (TV) con la curva
de calibracién STB?

Compuesto
Parametro Tetrahidroftalimida
. b iond
Metamidofos (THFI)¢ Malation

Tiempo de retencién (min) 4.15 6.06 £ 0.14 9.70 £ 0.02
I6n(es) calificador(es), m/z 122 (53.0) 127 (33.7)
(% incertidumbre) 79 (9.7) 136 (22.4) '
[6n cuantificador, m/z 94 79 99
Area 514 1031149 25735 £ 4093
Relacion de areas
(requerida) 0.009 (0.1) 0.03 (0.22) 0.10 (0.03)

a. Soluciones de trabajo de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina.
b. Intervalo de confianza: 79 m/z (4.8-136.8)%, 64 m/z (30.0-70.0)%.

c. Intervalo de confianza: 122 m/z (20.8-60.8)%, 136 m/z (0.1-32.6)%.
d. Intervalo de confianza: 127 m/z (0.1-62.0)%.

Ademas, se identifico THFI, a partir de los tres iones producto (79, 122 y 136 m/z) a 6.06
* 0.14 minutos. En el caso del metamidofos, se observaron los iones producto 79 y 94 m/z
a 4.15 minutos, lo que permitié su identificaciéon, Tabla 22. No se identificé alfa-

endosulfan.
Del analisis de pesticidas realizado al tomate verde (TV) se puede afirmar que contiene

residuos de metamidofos, THFI y malatién. Las concentraciones de metamidofos y

malatiéon empleando las curvas de calibraciéon STA y STB, se muestran en la Figura 12.
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La concentraciéon de metamidofos en la muestra de tomate verde fue de 0.15 mg/kg, la
cual representa 15 veces el LMR establecido para ese pesticida (0.01 mg/kg). Respecto al
malation, la concentracién en este vegetal fue de 0.64 mg/kg, y representa 1.3 veces el

LMR (0.5 mg/kg), Figura 12.

M Limite maximo residual H Muestra

0.64 = 0.03

Metamidofos

Malation

Figura 12. Pesticidas identificados y cuantificados en tomate verde (TV)* comparados con

LMRs
*Se identifico THFIL.

No se encontraron analisis de este vegetal reportados en bibliografia por lo que no se

compara con otros estudios.

4.2.4. Jitomate saladette (Lycopersicum esculentum) A, B y organico (JSA, JSBy
JSO). El empleo de la curva de calibracion STA en JSA permitié la identificacién de
metamidofos y malatién, asimismo en JSB de metamidofos y alfa-endosulfan. Ademas, se

realiz6 la cuantificacion de metamidofos en JSA y JSB.
En la Tabla 23, se muestran los resultados del andlisis de JSA para el metamidofos. Para

este pesticida, se detectaron tres iones producto (64, 79 y 94 m/z) a los 5.57 minutos, la

cuantificacion se realizé debido a que la relacién de areas (0.006) fue adecuada para la
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cuantificacion (relacion 2 0.003). También se observa que en el analisis de JSB para el
metamidofos, se detectaron los iones producto 79 y 94 m/z a los 5.37 minutos. La relacion
de areas (0.06) estuvo dentro de la curva de calibracion (relacion = 0.003), por lo tanto, se

llevd a cabo la cuantificacion.

En el analisis de JSA, para el caso del malatién (Apéndice 2), se encontraron los iones
producto 99y 127 m/z a los 11.23 minutos, por lo que se realizé la identificacion de este

pesticida, Tabla 23.

Tabla 23. Caracteristicas de los pesticidas determinados en jitomate saladette Ay B (JSAy
JSB) con la curva de calibracién STA=

Compuesto
. . b .. alfa-
Pardametro Metamidofos Malationc Endosulfén
JsAd JSBe Jsad JSBe
Tiempo de retencion (min) 5.57 5.37 11.23 12.34
I6n(es) calificador(es), m/z 79 (55.1) 79 (5.3)
(% incertidumbre) 64 (43.0) 127 (135.6)
[6n cuantificador, m/z 94 99 170
Area 1151 732 2589 773
Relacion de areas
(requerida) 0.006 (0.003) 0.06(0.003) 0.01 (0.15) 0.06 (0.002)

a. Soluciones de trabajo de 1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina.
b. Intervalo de confianza: 79 m/z (59.9-119.9)%, 64 m/z (0.1-55.8)%.
c. Intervalo de confianza: 127 m/z (0.1-60.5)%.

d. Jitomate saladette A.

e. Jitomate saladette B.

Para la muestra JSB, en la ventana de busqueda del alfa-endosulfan se presento el i6n
producto 170 m/z a los 12.34 minutos. No se detectd ningln i6n calificador, por lo que el
resultado se considerd como negativo y no se realiz6 la cuantificacion.

Tanto para JSA y JSB no se identific6 la THFI. Ademas en el caso de JSA tampoco se

identifico al alfa-endosulfan y en JSB al malati6n.

En el andlisis de JSA, al utilizar la curva de calibracion STB, se identific y cuantific6 THFI
y malation. En JSB, esta curva permitié la identificacion de THFI y la cuantificacion de
malation y alfa-endosulfan. Ademas, en JSO se identificé THFI, malatiéon y alfa-endosulfan,

y se cuantificé malatidn, Tabla 24.
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Para el caso de JSA, en la ventana de busqueda correspondiente a la THFI, se detectaron
los iones 79, 122 y 136 m/z a los 6.05 + 0.01 minutos. Se obtuvo una relacién de areas de
0.32, valida para la curva de calibracion (relacion = 0.22). En JSB y JSO se identificé THFI,
los iones 79, 122 y 136 m/z se detectaron a los 6.13 * 0.08 minutos en JSB y a los 6.08 +
0.02 minutos en ]SO, Tabla 24.

En los tres jitomates, el malation fue identificado y cuantificado. El tiempo de retencién de
los iones 99y 127 m/z (i6n calificador) vari6 de 9.73 a 9.77 minutos. La relacion de areas

estuvo entre 0.07 y 0.83, validas para la curva de calibracién (relacién = 0.03).

En las muestras de JSB y JSO se identificé alfa-endosulfan, pero sélo en JSB pudo
cuantificarse, en este vegetal, el tiempo de retencion de los iones producto (133, 206 y
241 m/z) fue de 10.91 + 0.07 minutos. La relacidon de areas fue de 0.12, valor adecuado

para la curva de calibracion (relacién = 0.05), Apéndice 2 y Figura 13.

Como se menciono anteriormente, en el JSA y JSB se detectaron residuos de metamidofos
(0.15 y 0.42 mg/kg, respectivamente), ambos por encima del LMR establecido (0.01
mg/kg). La concentracién en ]JSB es 42 veces el LMR, y ademas es 2.8 veces mayor que la

cuantificada en JSA, Figura 13.

Aunque la THFI fue identificada en los tres jitomates, s6lo pudo cuantificarse en JSA. La
THF], es el compuesto de degradacion del captan y tiene efectos toxicos similares. La THFI
no aparece en el listado publicado por la CE, sin embargo, la comunidad recomienda
emplear el LMR minimo establecido para pesticidas en vegetales (0.01 mg/kg). Los
residuos de THFI cuantificados se compararon con este LMR (Fernandez-Moreno, J. L. et

al, 2008).
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Tabla 24. Caracteristicas de los pesticidas determinados en jitomate saladette A, B y organico (JSA, JSB y JSO) con la curva de calibracién STB=

Tetrahidroftalimida (THFI)b Malatiénc alfa-Endosulfand
Parametro
JSAe JSBf JS09 JSAe JSBf JS09 JSBf JS09
Tiempo de retencion (min) 6.05+0.01 6.13 £0.08 6.08+£0.02 9.73 9.77 £ 0.02 9.75+ 0.02 10.91 + 0.07 10.90 + 0.04
. . 122 (45.3 122 (32.8 122 (57.6 133 (2.4 133 (2.4
Ion(es) cahflcador(es), m/z ( ) ( ) ( ) 127 (0.2) 127 (23.3) 127 (16.0) ( ) ( )
(% incertidumbre) 136 (14.6) 136 (8.7) 136 (18.6) 241 (23.8) 241 (23.8)
[6n cuantificador, m/z 79 99 206
. 12963 +
Area 1031+ 149 886 £ 59 708 £112 1507 1986 + 750 2412 1343 +41 157 £+ 42
Relacion de dreas 032(0.22)  0.09(022) 0.9 (0.22) 0.07(0.03)  0.26(0.03)  0.83(0.03) 0.12 (0.05)  0.02 (0.05)

(requerida)

a. Soluciones de trabajo de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina.
b. Intervalo de confianza: 122 m/z (20.8-60.8)%, 136 m/z (0.1-32.6)%.

c. Intervalo de confianza: 127 m/z (0.1-62.0)%.

d. Intervalo de confianza: 133 m/z (0.1-47.4)%, 241 m/z: (0.1-32.3)%.

e. Jitomate saladette A.
f. Jitomate saladette B.
g. Jitomate saladette organico.
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H Limite maximo residual E]JSA ®JSB ®]SO

6 +0.71| 10.2 vedes

2.58 + 0.18 258 veces
5.

N
N
z}
O
>
o
—

Metamidofos

Malation
Endosulfan

Figura 13. Pesticidas identificados y cuantificados en jitomate saladette A (JSA)", jitomate saladette B (JSB)"y organico y (JSO)"y comparacion
con LMRs
*En jitomate saladette B (JSB), se identificé THFI, y en jitomate saladette organico (JSO), metamidofos, THFI y endosulfan
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Durante la revisiéon bibliografica, se encontraron estudios realizados a jitomates en
Espafia se encontraron residuos de captan y endosulfan en un intervalo de 0.006-0.1
mg/kg (Columé, A. et al, 2001) y de endosulfdn en un intervalo de 0.01-0.61 mg/kg
(Fernandez-Moreno, ]. L. et al, 2008). En el primer estudio, las concentraciones
reportadas para captan y endosulfan se encuentran por debajo de los LMRs (2.0 y 0.5
mg/kg, respectivamente). Mientras que en el segundo estudio, el endosulfan rebasa el

LMR.

Asimismo, se encontré un estudio de jitomate organico donde se detectaron residuos de
endosulfan con una concentraciéon de 0.16 mg/kg (Gonzalez, M. et al.,, 2003). Este valor
estd por debajo del LMR (0.5 mg/kg), sin embargo, el estudio indica que existe
persistencia de pesticidas organoclorados en los suelos que contaminan -cultivos

posteriores en los que no se han utilizado pesticidas.

4.2.5. Analisis comparativo de pesticidas en los vegetales estudiados. Al realizar
una comparacion entre los vegetales estudiados, se observa que el metamidofos fue
identificado en 4 muestras vegetales pero sdlo fue cuantificado en 3 de ellas, con base en
su concentracion en mg/kg y en el nimero de veces que representa el LMR (0.01 mg/kg)

correspondiente se ordenan: JSB (0.42, 42 veces) > JSAy TV (0.15, 15 veces).

Por otro lado, el metamidofos se clasifica como no persistente en el ambiente, su vida
media tiene un valor de 6 a 12 dias en el suelo. Debido a su baja persistencia, su potencial
de bioacumulacién es bajo. Sin embargo, puede causar diversos sintomas de intoxicacion
como debilidad muscular, incapacidad para pararse, somnolencia, diarrea, salivacion
excesiva, anorexia, pérdida de peso, disnea, cianosis, paralisis respiratoria y muerte

(Catalogo de plaguicidas, CICOPLAFEST, 2004).

Las concentraciones de metamidofos cuantificadas en TV, JSA y JSB representan al menos
15 veces el LMR establecido para ese pesticida, ademdas ambos vegetales son consumidos
frecuentemente, por lo que es posible que los consumidores puedan desarrollar alguno de

los efectos de intoxicacion provocados por este pesticida.
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La THFI fue identificada en todas las muestras vegetales analizadas pero sélo cuantificada

en el JSB con una concentraciéon que representa 258 veces el correspondiente LMR (0.01

mg/kg).

Como se menciond anteriormente, la THFI es el principal compuesto de degradacién del
captan. El captan tiene una movilidad de moderada a alta, por lo que no es persistente. No
obstante, la THFI, tiene un potencial moderado de bioacumulacién y su toxicidad varia de

moderada a alta (Catalogo de plaguicidas, CICOPLAFEST, 2004).

Por las caracteristicas sefialadas anteriormente de la THFI, sumadas a la concentracion
detectada en JSB, la cual representa 258 veces el LMR, los consumidores puedes sufrir

intoxicaciones severas.

El malation fue el pesticida identificado y cuantificado en todas las muestras, de acuerdo
al namero de veces que representan el correspondiente LMR se ordenan: CAL > JSO > TV
> JSA > JSB (25.5, 1.9, 1.3, 1.2 y 1.0, respectivamente), s6lo JSB estuvo dentro del limite
residual. Cabe resaltar, que el LMR es mas tolerante para jitomate saladette y tomate
verde que para calabacita (0.5 y 0.02 mg/kg, respectivamente), lo que significa que la
concentracion de residuos cuantificada en CAL estd mas comprometida (0.51 mg/kg)

respecto a JSB, JSA, TV y JSO (0.54, 0.62, 0.64 y 0.95 mg/kg, respectivamente).

El malation no es persistente en suelos, su vida media es de hasta 1 semana. Debido a su
baja persistencia no se espera que se bioacumule en los organismos. La mayor parte del
malatiéon es metabolizado y eliminado casi por completo en 24 horas. Este compuesto
muestra una toxicidad cambiante dependiendo del grupo de organismos, variando desde
practicamente nula hasta extremadamente alta, puede provocar la disfuncién del sistema

enddcrino, afectando la glandula tiroides (Catalogo de plaguicidas, CICOPLAFEST, 2004).

Puesto que las concentraciones cuantificadas en TV, JSA y JSO se encuentran por arriba
del MRIL, representan al menos 1.2 veces dicho LMR y, ademas dado que el jitomate
saladette es considerado uno de los vegetales de mayor consumo en la region, los
consumidores pueden llegar a bioacumular malatién y mostrar una intoxicacién alta. El

caso es mas critico para CAL, ya que la concentraciéon detectada representa 25.5 veces el
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LMR correspondiente, lo que significa que el consumo frecuente de este vegetal, puede

generar bioacumulacién y provocar efectos extremadamente toxicos.

El endosulfan, fue identificado en CAL, JSB y JSO. La concentracién del alfa-endosulfan en
JSB fue de 3.82 mg/kg, lo cual representa el 70% de la concentracion de endosulfan total,
por lo tanto la cantidad total de ese residuo es de 5.46 mg/kg, valor que representa 10.9

veces el LMR para ese pesticida (0.5 mg/kg).

El endosulfin en el suelo es moderadamente persistente (hasta 8 meses). El alfa-
endosulfin es menos persistente y mas téxico que el beta-endosulfan. En muchos
organismos expuestos a este pesticida, se acumula hasta alcanzar una fase estacionaria;
sin embargo, no persiste en sus tejidos una vez que desaparece la fuente de exposicidn, ya
que es metabolizado rapidamente en higado y rifién para ser eliminado del cuerpo.

(Catalogo de plaguicidas, CICOPLAFEST, 2004).

Debido a las caracteristicas mencionadas del endosulfan sobre persistencia, toxicidad y
bioacumulacion, la concentracién detectada en JSB representa un riesgo para la salud de

los consumidores, ya que es un vegetal consumido frecuentemente.

Finalmente, el carbofuran fue el Gnico pesticida que no fue identificado en alguna de las

muestras analizadas.

Es importante resaltar que el JSO fue considerado como un alimento organico y por lo
tanto, es de esperarse que un alimento organico se encuentre libre de pesticidas. Sin
embargo, del resultado del analisis, vemos que en el JSO se identificaron 3 pesticidas de
los 5 que se estudiaron, captan (representado por la THFI), malation y alfa-endosulfan,
aunque so6lo se haya podido cuantificar malatién. Por lo tanto, el JSO no puede
considerarse como un alimento organico. La presencia de estos pesticidas se puede deber
a varias causas, entre ellas, contaminacién por aguas de riego, escurrimientos,
contaminacién durante la comercializacion, acumulacién del pesticida en el suelo de

cultivo, entre otras.
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El JSB fue el vegetal con mayor nimero de pesticidas detectados, en este vegetal se
identificaron 4 de los 5 pesticidas estudiados (excepto carbofuran), 3 de ellos
cuantificados (metamidofos, malation y endosulfin), metamidofos y endosulfian en
concentraciones por arriba de sus correspondientes LMRs (0.01 y 0.5 mg/kg,

respectivamente).

En los vegetales estudiados se detectaron al menos 3 de los 5 pesticidas estudiados, y casi
en la mayoria las concentraciones cuantificadas estuvieron por encima de los LMRs
establecidos por la CE. Debemos recordar que el LMR representa la maxima
concentracion que puede encontrarse en un alimento después de ser tratado con un
pesticida sin que dafe la salud del consumidor, por lo tanto, ninguno de los vegetales
estudiados es seguro para el consumidor, ya que al menos uno de los pesticidas

cuantificados rebaso el LMR correspondiente.

Ademas, de los estudios realizados en México solo tres estan enfocados a vegetales. En los
analisis realizados por Waliszewski, S. M. et al. en 2008, se estudiaron pesticidas
organoclorados, como el lindado y DDT, en zanahoria. En este estudio concluyeron que los
pesticidas organoclorados se acumulan en mayor proporcién en la piel que en la pulpa de

esta hortaliza.

En la investigacién realizada por Hernandez-Hernandez, C. N. A. et al. en 2007, se
estudiaron 3 pesticidas, clorotalonil, cloropirifos, y malatiéon en plantaciones de papaya,

cuantificandose concentraciones de 7.4 + 4.1, 0.8 + 0.5 y2.4 + 1.9 pg/kg, respectivamente.

Finalmente en el estudio realizado por Pérez, M. A. et al., en 2009, encontraron residuos
de clorfenvinfos, malatién, diazindn, fentién y etiéon en broécoli, con concentraciones de
5.78, 2.67, 1.16, 0.041 y 0.024 mg/kg respectivamente. Sin embargo, las concentraciones

encontradas estan por debajo de los limites maximos residuales.

Finalmente, cabe sefialar que es posible que el lavado de los vegetales durante 5 a 20
minutos con soluciones de acido acético o cloruro de sodio ayude a disminuir la
concentracion de residuos, pero no se eliminan por completo (Zhang, Z-Y. et al., 2007).

Ademas, los pesticidas estudiados tienen diferente grado de solubilidad en agua, siendo el
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endosulfan el menos soluble, a 25°C se disuelven 0.53 mg/L, por lo que es dificil de

eliminar de la superficie de los alimentos durante el lavado.

4.3. Criterios de calidad interna

Para establecer la calidad de los resultados obtenidos de la técnica de extraccién sélido-
liquido y la técnica de GC-MS/MS aplicados a los vegetales estudiados, se consideraron los
coeficientes de variacion, el limite de deteccidon (LDD) y el limite de cuantificacion (LDC).

En la extraccion, se calcularon los coeficientes de variacion, estos valores indican la
variacién entre cada réplica del mismo vegetal. Un valor igual o menor al 5% indica que la
técnica de extraccion se reprodujo entre réplicas. En la Tabla 25, se observa que los
porcentajes del coeficiente de variacidn estuvieron entre 1.08 y 2.90, lo que significa que
la variacion en la masa de los extractos entre réplicas del mismo vegetal fue

estadisticamente aceptable. Se realizaron 10 réplicas para cada vegetal.

Tabla 25. Porcentajes del coeficiente de variacion obtenido de la extraccion y del analisis en
el equipo de GC-MS/MS

Coeficiente de variaciéon

Vegetal Clave (%)
Extraccion Anadlisis en el equipo de GC-MS/MS

Calabacita CAL 2.90 2.28
Tomate verde TV 2.22 4.99
Jitomate saladette A JSA 2.81 16.10
Jitomate saladette B JSB 1.08 10.48
Jitomate saladette organico ]SO 2.54 12.69

Se calcularon coeficientes de variacién para el andlisis de malatién en el equipo de GC-
MS/MS utilizando los métodos construidos a partir de la solucién de trabajo de 0.5, 1.0,
1.5 y 2.0 ppm de pesticida con 0.5 ppm de cafeina (STB), Tabla 26. Se consideraron los
coeficientes obtenidos para malation debido a que es el pesticida que aparece en todos los

vegetales.

El extracto de calabacita (CAL) se analizé por triplicado, los extractos de tomate verde
(TV), jitomate saladette A (JSA), jitomate saladette B (JSB) y jitomate saladette organico

(JSO) se analizaron por duplicado.

63



4. RESULTADOS Y ANALISIS

En el analisis cuantitativo de malatién se determin6 que los coeficientes de variacion
(CV) se encontraban entre 2.28 y 16.10%. Los CV menores se obtuvieron en calabacita y
tomate verde con valores de 2.28 y 4.99%, respectivamente. Mientras que en las muestras
de jitomate saladette fueron de 10.48 a 16.10%. Esta variacion relativa, se atribuye a que
la matriz organica del jitomate interfiere en mayor grado con la cuantificaciéon de

pesticidas.

En analisis de residuos de malatién en alimentos, se han reportado valores de CV de 22%
para el andlisis en GC-MS. Los valores reportados en este trabajo para este pesticida se
encontraron por debajo del 22%, en un intervalo de 2.28 a 16.10% (Salas, ]. H. et al,

2003).

Para determinar la concentracién minima que puede detectarse y establecer los limites de
deteccién (LDDs) para la curva de calibracién de STA, se utilizé la solucién de trabajo de
1.0 ppm de cada pesticida con 2.0 ppm de cafeina. El valor mas bajo de la relacién S/R
obtenido en esta solucion fue de 13 para THFI, Figura 14. Los LDDs obtenidos para STA se

muestran en la Tabla 26.

Tabla 26. LDDs y LDCs obtenidos para las curvas de calibracion STAy STB

LDD«a LDC?
Pesticida (r9/kg) (r9/kg)

STAc STBd STAc STB4
Metamidofos 0.008 0.19 0.02 0.57
(THFI)* 0.08 0.13 0.24 0.39
Carbofuran - 0.02 - 0.05
Malatién 0.05 0.04 0.14 0.10
alfa-Endosulfan 0.004 0.14 0.01 0.41

a. Limite de deteccién.

b. Limite de cuantificacién.

c. Soluciones de trabajo de 1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina.

d. Soluciones de trabajo de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina.

Para determinar los LDDs de la curva de calibracion STB, se utiliz6 la solucién de trabajo
con de 0.5 ppm de cada pesticida y 0.5 ppm de cafeina, Figura 15. El valor de la relacién
S/R mas bajo fue de: 48 para THFI. En la Tabla 26 se observan los LDDs para la curva de

calibracion STB.
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Figura 14. Cromatograma de la solucion de trabajo de 1.0 ppm de cada pesticiday 2.0 ppm de
estandar interno (cafeina), mostrando las relaciones S/R
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Figura 15. Cromatograma de la solucién de trabajo de 0.5 ppm de cada pesticiday 0.5 ppm
de estandar interno (cafeina), mostrando las relaciones S/R

Los valores de LDDs obtenidos se encuentran dentro del intervalo reportado por
Martinez-Vidal, ]. L., et al, (2006) y Garrido-Frenich, A., et al, (2005). Estos autores
utilizaron LDDs de 0.01-39.0 pg/kg para el analisis de pesticidas de varios alimentos por

GC-MS/MS.

Del mismo modo, se obtuvieron los limites de cuantificaciéon (LDCs) para STA y STB. Se

utilizaron las ecuaciones de las curvas de calibracién para establecer las concentraciones
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minimas asegurando que cada pesticida tuviera una relaciéon S/R superior a 10. Los LDCs
para la curva de calibracion STA tuvieron valores entre 0.01 y 0.24 pg/kg. Para la curva de

calibracidn STB, los LDCs variaron entre 0.10 y 0.57 ug/kg, Tabla 26.

Martinez-Vidal, J. L. et al., en el ano 2006 realizaron el analisis de pesticidas en varios
alimentos con la técnica de GC-MS/MS, estableciendo LDC para cada uno de los 130
pesticidas multi-clase que estudiaron. Por ejemplo, para el metamidofos reportan un LDC
de 0.55 pg/kg, valor por arriba del obtenido en este trabajo (0.024 pg/kg). Para el

malatién reportan un valor de 0.02 pg/kg, que es menor al que se alcanzé en este estudio

(0.10 pg/kg).
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El uso de acetato de etilo permitié la extraccién de pesticidas organofosforados (malation
y metamidofos), organoclorados (alfa-endosulfan) y dicarboxiimidas (tetrahidro-

ftalimida) de los vegetales estudiados.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa/masa o en cascada con
triple cuadrupolo (GC-MS/MS-QqQ) permitié6 separar, identificar y cuantificar
inequivocamente los residuos de captan, carbofuran, alfa-endosulfan, malatiéon y

metamidofos en las muestras de calabacita, tomate verde y jitomate saladette.

Para cada compuesto, se crearon métodos de identificacién y cuantificacién. Para la
identificacion se consideraron caracteristicas de los iones producto calificadores: tiempos
de retencion, porcentaje de incertidumbre y nimero de iones calificadores detectados.
Para la cuantificacién del i6n cuantificador se utilizé el método de adicién estandar,
empleando cafeina como estandar interno, se evalu6 el area e intensidad del pico del i6n

cuantificador.
Se realiz6 la cuantificacion de los residuos en el orden de partes por millon (ppm).

Se consideraron diversos criterios de calidad, como: estandar interno, coeficientes de

variacion (CVs), limites de deteccién (LDDs) y limites de cuantificacion (LDCs).

En todos los vegetales estudiados se detectaron residuos de al menos tres de los cinco

pesticidas estudiados.
En calabacita (CAL) se identificd tetrahidroftalimida (THFI), malatién y alfa-endosulfan.

Se cuantific6 malatidn, con concentraciones de 0.14 y 0.51 mg/kg, respectivamente (LMR

malation: 0.02 mg/kg).
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En tomate verde se identific6 metamidofos, THFI y malatién. Se cuantific6 metamidofos
con 0.15 mg/kg y malatién con 0.64 mg/kg (LMR metamidofos: 0.01 mg/kg y LMR
malation: 0.5 mg/kg).

En jitomate saladette A se identificé y cuantific6 metamidofos, THFI y malatiéon con 0.15,
2.58 y 0.64 mg/kg, respectivamente, (LMR metamidofos: 0.01 mg/kg, LMR THFI: 0.01
mg/kg y LMR malatién: 0.5 mg/kg).

En jitomate saladette B se identific6 metamidofos, THFI, malatién y alfa-endosulfan. Se
cuantificaron 0.42 mg/kg de metamidofos, 0.54 mg/kg de malatién y 3.82 mg/kg de alfa-
endosulfan (LMR metamidofos: 0.01 mg/kg, LMR malatién: 0.5 mg/kg y LMR endosulfan:
0.5 mg/kg).

En el jitomate saladette organico se identific6 THFI, malatiéon y alfa-endosulfan. Se
cuantificaron 0.95 mg/kg de malatiéon (LMR malatién: 0.5 mg/kg), por lo que no puede

considerarse un alimento organico.

En los vegetales estudiados, los residuos de pesticidas cuantificados cuyas
concentraciones rebasaron el correspondiente LMR establecido por la CE, no pueden
considerarse como seguros para los consumidores, ya que dichas concentraciones pueden
afectar su salud causando dafo neuroldgico crénico, disfuncion de los sistemas inmune,
reproductivo y endocrino, entre otros, ademas la acumulacién de estos pesticidas esta

relacionada con enfermedades como el cancer (Démotorova, M.; Matisova, E., 2008).
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6. PERSPECTIVAS

Realizar planes de monitoreo para la evaluacién de los residuos de pesticidas en
vegetales, basandose en programas desarrollados por aquellos paises que realizan

monitoreos periédicamente.

Extender el andlisis de residuos a otros vegetales considerados de consumo frecuente en
la region Mixteca, como lechuga, papa, otra variedad de chile, cebolla, y de ser necesario,

adaptar la técnica de extraccion so6lido-liquido.

Realizar el andlisis de residuos de pesticidas en vegetales tomando las muestras de
diferentes lugares de origen, como el terreno de cultivo y la zona de comercializacién,

para establecer cudl es el punto en el que la concentracién de residuos se incrementa.

Analizar algunas frutas de mayor consumo en la regiéon Mixteca, ya que debido a la
semejanza en la matriz respecto al contenido de agua, pudiera aplicarse la misma técnica

de extraccion sélido-liquido.

Si el interés del estudio esta dirigido a la determinaciéon de metamidofos, se recomienda

usar ionizacidn quimica, a concentraciones por debajo de 0.5 mg/kg.

Realizar el estudio de residuos de pesticidas en las diferentes épocas del afio y determinar
si existe alguna relacién entre la época del afio y la concentraciéon de residuos en los
vegetales. Determinar si esta concentracion varia de época en época (Bhanti, M.; Taneja,

A, 2007).
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9. APENDICES

APENDICE 1. Cromatogramas y espectros de masa/masa de los pesticidas y estandar interno en las soluciones de trabajo
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Cromatogramay espectro de masa/masa de referencia del estandar interno (cafeina), mostrando los iones
cuantificador y calificador resultado del re-calculo de las soluciones de trabajo STA (1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0
ppm de cafeina)
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Cromatogramay espectro de masa/masa de referencia del de metamidofos, mostrando los iones cuantificador y calificador

resultado del re-calculo de las soluciones de trabajo STA (1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina)
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Cromatograma y espectro de masa/masa de la tetrahidroftalimida (THFI), mostrando los iones cuantificador y calificador
resultado del re-calculo de las soluciones de trabajo STA (1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina)
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Cromatograma y espectro de masa/masa del malation, mostrando los cuantificador y calificador resultado del re-calculo
de las soluciones de trabajo STA (1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina)
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Cromatograma y espectro de masa/masa del alfa-endosulfan, mostrando el ion cuantificador resultado del re-
calculo de las soluciones de trabajo STA (1.0, 5.0 y 10 ppm con 2.0 ppm de cafeina)
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Cromatograma y espectro de masa/masa del estandar interno (cafeina), mostrando los iones cuantificador y calificador
resultado del re-calculo de las soluciones de trabajo STB (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina)
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Cromatograma y espectro de masa/masa del metamidofos, mostrando los iones cuantificador y calificador resultado del re-
calculo de las soluciones de trabajo STB (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina)
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Cromatograma y espectro de masa/masa de la tetrahidroftalimida (THFI), mostrando los iones cuantificador y calificador
resultado del re-calculo de las soluciones de trabajo STB (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina)



9. APENDICES

fon cuantificador: 164 m/z Qsmclmd& masa de reéferencla para carboluran
Cuentas_ 1001 e
300 +
999
Me
+ Me
0 Me 0 149
386
OH OH
0
T T T
140 150 160 m/z
Inicho
integracion
Fin
Integracion
Iniele Fing
ruisepugeda biigequeda
0.0
7.6 8.0 8.2 8.4 min

Cromatograma y espectro de masa/masa del carbofuran, mostrando los iones cuantificador y calificador resultado del re-
calculo de las soluciones de trabajo STB (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina)
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Cromatogramay espectro de masa/masa del malation, mostrando los iones cuantificador y calificador resultado del re-

calculo de las soluciones de trabajo STB (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina
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Cromatograma y espectro de masa/masa del alfa-endosulfan, mostrando los iones cuantificador y calificadores
resultado del re-cilculo de las soluciones de trabajo STB (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ppm con 0.5 ppm de cafeina)



APENDICE 2. Cromatogramas y espectros de masa/masa de los pesticidas en los vegetales estudiados

PNy

86

fon cuantificador: 79m/z C(
Cuentas
400+
Fin
integracién
Inicio nl
integracio
Inicio Fin
blisqupda higqueda
0.0+
5.7 6.0 6.2 6.4 min

o, | Espectro de masa de la muestra de calabacita
100 g
334 o 4
122 /
166 /
N\
136 0
52
0 |
T T T
90 110 130 m/z
o;, |Espectro de masa de referencia para tetrahidroftalimida
100 79
999
122
508
0 T / | ] T
90 S/\fm 130 m/z
+
@ 0

Cromatograma y espectro de masa/masa de la tetrahidroftalimida (THFI), mostrando los iones cuantificador y

calificadores en la calabacita (CAL)
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Cromatograma y espectro de masa/masa del metamidofos, mostrando los iones cuantificador y calificadores en

el tomate verde (TV)
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Cromatograma y espectro de masa/masa del malation, mostrando los iones cuantificador y calificador en el

jitomate saladette A
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Cromatograma y espectro de masa/masa del alfa-endosulfan, mostrando los iones cuantificador y calificadores
en el jitomate saladette B
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Cromatograma y espectro de masa/masa del malatiéon, mostrando los iones cuantificador y calificador en el
jitomate saladette organico

0. APENDICES



10. ANEXOS

ANEXO 1. Propiedades de disolventes empleados cominmente en el andlisis de

residuos de pesticidas a 20-25°C

Solubilidad en agua Densidad Punto de ebullicion

Disolvente Polaridad (%, p/p) (g/mL) °C)
Agua 10.2 - 0.998 100.0
Acetonitrilo 5.8 100 0.786 81.6
Acetona 5.1 100 0.791 56.2
Metanol 5.2 100 0.792 64.6
Etanol 5.2 100 0.789 78.4
Acetato de etilo 44 8.7 0.902 77.2
Diclorometano 31 1.6 1.33 40.7
Ciclohexano 0.2 0.006 0.789 80.7
Hexano 0.0 0.014 0.660 69.0

Krynitsky, A. ].; Lehotay, S.]., 2003

El punto de ebullicién es una medida de la volatilidad del disolvente y da una idea de
como el disolvente puede evaporarse en los pasos de concentraciéon. La densidad indica si
el solvente formara la capa superior o inferior en los procedimientos de separacién. La
solubilidad en el agua indica si la separacién liquido-liquido puede realizarse para
pesticidas con agua. Es esencial empatar la polaridad del disolvente con la solubilidad del

analito (Krynitsky, A. ].; Lehotay, S.]., 2003).
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10. ANEXOS

ANEXO 2. Columnas capilares y empacadas

Tabla I. Clasificacién de columnas capilares segin la inmovilizacién de la fase estacionaria*

Nombre Caracteristicas de la fase estacionaria

Consiste en una pelicula de material recubriendo la superficie interior de la columna (columna

weort abierta de pared recubierta)
Posee particulas de soporte en su pared, son las que se recubren con la fase liquida. Aumentan la
SCOT . . .
capacidad de la columna (columna abierta de soporte recubierto)
PLOT Tiene una fina capa de un polimero poroso depositado en su superficie interna (columna abierta

de capa porosa)

* Rubinson, K. A.; Rubinson, J.F. 2001.

Tanto las columnas WCOT como las SCOT son columnas para la cromatografia de gas-
liquido. Las columnas SCOT se emplean mas extensamente que las WCOT por su mayor

capacidad. Las columnas PLOT se utilizan en cromatografia de gas-soélido.

Tabla II. Comparacidén entre caracteristicas de columnas empacadas y de columnas

capilares*
Caracteristica Columna empacadas Columnas WCOTy SCOT Columnas PLOT

d. i. de columna (mm) 3-6 0.10-0.53 0.32-0.53
Longitud de columna (m) 1-3 30-50 30-50
Espesor de recubrimiento (pm) -— 0.1-0.5 12-25
Capacidad total (pg/componente) 100 0.05-5 0.05-5

Superficie de la fase estacionaria (m2) 0.2 10-6-107 10-6-107

Caudal (mL/min) 20-100 0.5-5 5-10

Flujo lineal (cm/s) 10-50 20-50 50-100

* Rubinson, K. A; Rubinson, J. F. 2001.
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