Amanda L. Chaparro'’, Diana P. Gamboa !, Yaneth Cardona’, John J. Bustamante !, Carlos H. Garcia!

! Departamento de Biologia—-Quimica, Facultad de Ciencias Basicas, Universidad de Pamplona, km. 1 Via Bucaramanga, Pamplona, Norte de Santander, Colombia.

*Autor para correspondencia: achaparro@unipamplona.edu.co.

Recibido: 20 octubre 2013. Aceptado: 15 diciembre 2013

Desarrollo y validacion

de un método verde

para la extracciony
cuantificacion de residuos
de cipermetrina en tejido
animal

Development and
validation of a green
method for the extraction
and quantification of
cypermethrin residues in
animal tissue

Desenvolvimento e
validacao do método
verde para a extra¢ao e
quantificacao dos residuos
da cipermetrina no tecido
animal

Resumen

Abstract

Resumo

En este trabajo se desarrolld y validé un
método simple, amigable ambientalmente y
efectivo, para la extraccion y cuantificacion
de cipermetrina en muestras de bovino
(higado, grasa perirrenal y musculo) utilizando
dispersion de matriz en fase solida (MSPD)
y cromatografia de gases con detector de
ionizacién de llama (GC-FID). Se evaluaron
diferentes pardmetros del método, tales
como el agente dispersante, el disolvente

de extraccion y el volumen de disolvente.
Los mejores resultados para la extraccion

de cipermetrina por MSPD fueron: 0,20 g

de muestra macerados con 0,80 g de silica
gel y extraidos con 5,00 mL de acetona.

El procedimiento propuesto fue validado
mostrando comportamiento lineal en el
intervalo de 10,20-400,40 pg/L (R?=0,9988).
Los limites de deteccién y cuantificacion
fueron 2,00 y 5,70 pg/L respectivamente, con
una desviacién estandar relativa de 0,0875
(n=5). Este método permite determinar
cipermetrina hasta niveles traza en muestras de

tejido animal, con una recuperacion de 98,96%.

In the present study a simple, effective

and environmentally friendly method was
developed and validated for the extraction
and quantification of cypermethrin in
animal tissue (meat, fat and liver) using
matrix solid-phase dispersion (MSPD) and
gas chromatography with flame ionization
detector (GC-FID). Different parameters
of the method were evaluated, such as
dispersant, extractive solvent and solvent
volume. The best results for the extraction
of cypermethrin by MSPD were 0.20 g of
sample with 0.80 g of silica gel and 5.00
mL of acetone as eluting solvent. The
proposed procedure was validated showing
linear behavior in the interval of 10.20 to
400.40 pg/L (R?= 0.9988). Detection and
quantification limits ranged from 2.00 and
5.70 ug/L respectively, with a standard
deviation of 0.0875 (n=5). This method
enables to determine cypermethrin at trace
level in animal tissue samples, with a recovery
0f 98.96%.

Neste trabalho foi desenvolvido e validado
um método verde para extracdo e
quantificacio de cipermetrina em amostras
de figado, gordura perirrenal e musculo

em gado bovino, por meio da técnica de
dispersao de matriz em fase solida (MSPD)
e cromatografia de gases com detecgdo

de ionizag¢do de chama (GC-FID). Foram
avaliados diferentes parametros do método,
como dispersante, extragdo com solvente e
volume de solvente. Os melhores resultados
para a extrac¢do da cipermetrina por MSPD
foram 0.20 g da amostra macerada com
0.80 g de gel de silica e extraiu-se com

5.00 mL de acetona. O método proposto foi
validada mostrando um comportamento
linear na gama testada (10.20-400.40 pg/L)
com R? de 0.9988. Os limites de detec¢do

e de quantificagdo foram 2.00 e 5.70 ng/L,
respectivamente, com um desvio padrdo de
0.0875 (n = 5). O método proposto neste
trabalho permitiu determinar niveis traga da
cipermetrina em amostras de tecidos animai,
com uma recuperagao de 98.96%.

Palabras Claves: Dispersion de matriz en
fase solida (MSPD), cipermetrina, extraccion,
cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-FID), tejido animal.

Keywords: Matrix solid-phase dispersion
(MSPD), cypermethrin, extraction method,
gas chromatography with flame ionization
detector (GC-FID), animal tissue.
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Palavras chave: Dispersdo da matriz em

fase solida (MSPD), cipermetrina, extragao,
cromatografia de gases com detec¢do de
ionizaciao de chama (GC-FID), tecido animal.

©
o=
o=
©
=
=T
>
<
s
s
=
=
<
c
=
=
S
(=4

25



Chaparro, A.L.; Gamboa, D.P.; Cardona, Y.; Bustamente, J.J.; Garcia, C.H.

Introduccion

Los pesticidas piretroides son compuestos quimicos que presentan
propiedades que disminuyen, alteran o inhiben diferentes procesos
biolégicos. Estan disefiados para combatir diversas plagas y malezas
que atacan los cultivos agricolas y se usan para controlar la vegetacion
no deseada en sistemas acudticos (1). Son los mas utilizados en la ag-
ricultura, la silvicultura, la horticultura e industria textil, ademas son
ampliamente usados en cultivos de arroz, maiz, soja y pastos que son
fuente de alimento para el ganado (2) que consume mas del 10% de su
peso en pasturas, esto representa un riesgo potencial en la medida en la
que estas sustancias pueden pasar a través de la cadena alimenticia del
pasto al animal y de este al humano (3, 4). Algunos piretroides como
la cipermetrina estan registrados en una gran variedad de formulacio-
nes para el control de pulgas y garrapatas en animales, y para el trata-
miento de instalaciones donde se crian con la finalidad de controlar las
moscas (5), su uso excesivo puede ocasionar que el pesticida se logre
bioacumular en los tejidos de los bovinos que posteriormente son con-
sumidos por los humanos, situaciéon que podria ser la causa de muchas
enfermedades (3).

La principal fuente proteica en la dieta humana es de origen ani-
mal, especialmente la carne de bovino, este tejido debe estar libre de
cualquier tipo de sustancias xenobidticas, razon por la cual resulta
importante establecer técnicas analiticas que por un lado permitan su
deteccién y cuantificacion en carne, y por el otro favorezcan la imple-
mentaciéon de medidas que garanticen la calidad e inocuidad de este
producto. De esta manera es posible impactar positivamente la salud
humana y la produccién animal, logrando mejorar la competitividad y
aumentando las posibilidades para acceder a los mercados internacio-
nales con mejores precios.

En los ultimos anos se han llevado a cabo estudios de piretroi-
des en diferentes muestras utilizando técnicas de extraccién como
ultrasonido, extraccion asistida por microondas, extraccion soxhlet
cldsica o automatizada, extraccion en fase solida (SPE), microex-
traccion en fase solida (SPME) y dispersion de matriz en fase solida
(MSPD) (6, 7). Aunque en un principio MSPD parece muy similar a
la SPE, existen claras diferencias entre ambas. En MSPD se consigue
una completa disrupcion y dispersion de la muestra en particulas de
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Figura 1. Comparacion de la eficiencia de la extraccion por MSPD al utilizar diferentes
fases estacionarias.

Los resultados estan expresados como el contenido de Cipermetrina relativo al maximo valor

encontrado

pequeiio tamarfio, proporcionando una superficie mejorada para la
posterior extraccion de la muestra, mientras que en SPE la disrup-
cion de la muestra debe llevarse a cabo en un paso previo, ya que la
muestra debe ser liquida para que se pueda aplicar la extraccion en
fase solida. La muestra suele quedar retenida en la parte superior de
la columna cuando se realiza la SPE; por el contrario, en MSPD la
muestra se dispersa por toda la columna. Finalmente, las interaccio-
nes fisicas y quimicas de los componentes del sistema son mayores en
MSPD (6, 8).

Debido al contenido de grasa de las muestras objeto y a la can-
tidad disponible de las mismas, en este trabajo se decidi6 utilizar la
técnica MSPD ya que disminuye el tiempo de andlisis, el tamaio de la
muestra y el consumo de disolventes, ademds es idonea para muestras
bioldgicas que son particularmente complejas (9, 10). Por lo anterior,
el presente articulo tiene como finalidad establecer un método verde
estandarizado para determinar la cantidad de cipermetrina presente
en diferentes tejidos de ganado bovino; este método puede ser uti-
lizado en posteriores estudios y en el control de calidad de este pro-
ducto alimenticio. Segun la comision europea los limites maximos
de residuos de cipermetrina son 20 pg/kg para higado y musculo y
200 pg/kg para grasa, y estos han sido adoptados por la legislacion
colombiana (11).

Materiales y métodos

Instrumentos, materiales y reactivos

Para el presente estudio se empled el estandar analitico cipermetrina
(mezcla de isémeros) 95,10% (Fluka®), acetona y acetonitrilo grado
HPLC (Merck®), Sulfato de sodio anhidro (Merck®), Carbon Activado
(Sigma®), Silica Gel (Merck®) y Alumina (Sigma®).

Para la cuantificacion de cipermetrina se empled un cromatdgrafo
de gases Agilent 6890 con puerto de inyeccion split-splitless y detec-
tor de ionizacién de llama (FID), una columna capilar HP-5 de 60 m x
0,25 mm de didmetro interno x 0,25 pm de espesor. El gas portador fue
helio (99,995%, Aga-fano®) a un flujo de 2,00 mL/min; la temperatura
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Figura 2. Comparacién de la eficiencia de la extraccion por MSPD al utilizar diferentes
disolventes.

Los resultados estan expresados como el contenido de Cipermetrina relativo al maximo valor

encontrado
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del inyector fue de 270 °C y la inyeccién se realizé en modo splitless.
Se utiliz6 la programacion utilizada por Cardona y colaboradores para
muestras de tejido vegetal (12), en esta metodologia se inicia a 200 °C
y se mantiene esta temperatura por dos min; luego se aumenta a 20 °C/
min hasta 270 °C y de ahi se aumenta a 3 °C/min hasta alcanzar los
273 °C, en donde se mantiene constante por un min; luego se lleva has-
ta 278 °C a 0,5 °C/min y por dltimo a 10 °C/min hasta alcanzar una
temperatura final de 290 °C, en la cual se deja por 4 min.

Desarrollo del método de extraccion

La evaluacion de los parametros para el proceso de extraccion (Tipo de
fase estacionaria, tipo de disolvente y cantidad del mismo) se llevaron a
cabo utilizando 0,20 g de muestra de tejido (musculo, higado o grasa perir-
renal), adquirido en un mercado de la ciudad. El tejido se dopd hasta una
concentracién en muestra de 40,00 ug/kg de cipermetrina, esta muestra
se dejo en reposo y refrigeracion durante 24 h, posteriormente fue mac-
erada y homogenizada con 0,80 g de la fase estacionaria (Silica, alimina
o carbdn activado). Esta mezcla se transfiri6 a una jeringa desechable de
5,00 mL, la cual contenia en su interior una capa de lana de vidrio, una de
sulfato de sodio, una de la mezcla de la muestra con la fase estacionaria y
finalmente una nueva capa de lana de vidrio; a continuacion se compacto.
Posteriormente se eluy6 con 5,00 mL del disolvente (Acetona, acetonitrilo
o mezcla de los dos) en un equipo de SPE (Méx 20”Hg) y se concentré a
1 mL. Una vez definido el disolvente, se evaluaron diferentes voliumenes
(3, 5,7y 10 mL) del mismo. Los ensayos llevados a cabo se realizaron por
triplicado. Enseguida se procedié a inyectar 1 pL de esta solucion en el
cromatografo para la determinacion y cuantificacion del analito.

Resultados y discusion

disolvente y el volumen del eluyente también influyen en la eficiencia del
proceso de extraccién mediante esta técnica (13).

Seleccion del tipo de fase estacionaria

La distribucion de los analitos entre la muestra dispersada y el disolvente
de elucidn, depende de la fase estacionaria. La ruptura brusca de la mues-
tra y la dispersion de sus componentes, solo se produciran en la medida
que los componentes interactiien con las caracteristicas quimicas de la
fase estacionaria; por estas razones y teniendo en cuenta que la muestra es
solida se decidi trabajar con una fase estacionaria en su mismo estado.

En la Figura 1, se observa que la fase estacionaria que dio mejores
resultados de extraccion fue la silica gel, seguida de la alimina y por
ultimo el carbon activado que present6 menor eficiencia de extraccion.

La silica (SiO,) y la alimina (ALO,) son adsorbentes denominados
de fase normal utilizados para la extraccién de pesticidas, herbicidas y
contaminantes prioritarios en matrices biolégicas mediante MSPD. La
silica y la alimina son polares, por tanto la cipermetrina, que es de mod-
erada polaridad, eluye en mayor cantidad y a mayor velocidad en estas
fases. Los materiales derivados de la silica son los mas empleados en
la disrupcion de la matriz en MSPD, debido a que presentan la ventaja
de poseer grupos silanoles no enlazados, tanto en la superficie de las
particulas como en los poros, que interaccionan con el agua de la mues-
tra, actuando a su vez como agente desecante (13).

Cheng y colaboradores usaron un método por MSPD para la extrac-
cion de cipermetrina en tejido de porcinos, para ello utilizaron acetoni-
trilo como disolvente y alimina como fase estacionaria, obteniendo una
recuperacion de 83,50%, que es menor a la obtenida usando acetona
como disolvente de elucion (14).

Seleccion de tipo de disolvente

Existen varios factores que influyen en la extracciéon mediante MSPD.
Asi, un tamafio de particulas muy pequeno alarga el proceso de elu-
cién y hace necesario aplicar un vacio excesivo para conseguir un flujo
adecuado. El tipo y cantidad de adsorbente en relacién a la cantidad de
muestra es otro pardmetro que hay que tener en cuenta. Igualmente el

Al igual que en cromatografia o en SPE, la polaridad del disolvente es de
gran importancia para determinar la velocidad y el orden de elucion de
los analitos del cartucho de MSPD. La correcta eleccion del disolvente y
el disefo del perfil de elucion permiten obtener extractos libres de im-
purezas por la retencion de las mismas en la fase estacionaria (8).
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Figura 3. Comparacion de la eficiencia de la extraccién por MSPD al utilizar diferentes
cantidades de disolventes.
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Figura 4. (romatograma de cipermetrina.
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Como se observa en la Figura 2, la acetona fue la que presentd la
mejor recuperacion, seguida de la mezcla acetonitrilo:acetona (1:1) y del
acetonitrilo. Dada la moderada polaridad de la cipermetrina y teniendo
en cuenta la polaridad de la acetona, se entiende que esta se disuelva y
eluya mas rapidamente usando la acetona como disolvente de arrastre,
seguido de la mezcla acetona-acetonitrilo y por altimo del acetonitrilo.

Volumen de disolvente

tinuacion se compacta. Posteriormente se eluye con 5,00 mL de acetona,
en un equipo de SPE (Max 20”Hg) y se concentra hasta 1,00 mL. Ense-
guida se procede a inyectar 1,00 pL de esta solucién en el cromatdgrafo
para la determinacion y cuantificacion de la cipermetrina. Un cromato-
grama obtenido en la determinacion de cipermetrina es presentado en
la Figura 4. Los pardmetros de validacién son presentados en la Tabla 1.

Linealidad, limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

Este factor debe evaluarse, pues varia la cantidad necesaria para la elu-
cién dependiendo de la aplicacion, ademads debe ser examinado con cui-
dado para reducir el uso de disolventes y la coelucién no intencional de
las posibles interferencias que pueden hacer dificil la integracion de la
molécula de interés en el cromatograma.

Como se puede observar en la Figura 3, utilizando 3,00 mL de ace-
tona, la cantidad eluida de cipermetrina es menor que la cuantificada
utilizando 5,00 mL y las cantidades mayores a este volumen (7,00 y 10,00
mL) extraen una cantidad muy similar a la obtenida con 5,00 mL, pero
con estos volumenes disminuye notablemente la resolucién de los cro-
matogramas obtenidos; ademads con estos volimenes el gasto de disol-
ventes es mayor.

Cheng y colaboradores, usaron 20,00 ml de una mezcla acetonitrilo-
agua (85:15) en la determinacion de piretroides en tejido de porcino,
este volumen es mayor que el que presentd la mejor recuperacion en este
trabajo, el cual fue de 5,00 ml (14).

Validacion del método analitico

Las condiciones recomendables para la extraccién y determinacién de
cipermetrina en higado, musculo y grasa perirrenal por MSPD-GC/FID
son 0,20 g de muestra de tejido (musculo, higado o grasa perirrenal), se
maceran y homogenizan con 0,80 g de silica. Esta mezcla se transfiere a
una jeringa desechable de 5,00 mL, la cual contiene en su interior una
capa de lana de vidrio, una de sulfato de sodio, una de la mezcla de la
muestra con la fase y finalmente una nueva capa de lana de vidrio; a con-

Tabla 1. Datos de validacién para el método MSPD-CG/FID

La linealidad se evalu6 utilizando 7 concentraciones diferentes en el
rango 10,20 - 400,40 pg/L obteniendo un coeficiente de correlacion (R?)
de 0,9988 que exhibe una buena linealidad en el rango de concentracio-
nes examinadas (Tabla 1). Los andlisis se llevaron a cabo por triplicado.

Los valores calculados de LOD (proporcion sefial a ruido de 3; S/N
=3) y LOQ (Proporcién senal a ruido de 10; S/N = 10) fueron 2,00 pg/L
y 5,70 pg/L respectivamente.

Exactitud, precision y reproducibilidad

Se evalu6 la recuperacion de cantidades conocidas de cipermetrina en
muestras con tres concentraciones diferentes (221,10; 301,50 y400,4 ug/L)
en cada una de las muestras de higado, musculo y grasa perirrenal. Todos
los anélisis se llevaron a cabo por triplicado. La precision del método fue
evaluada durante un dia y los valores de repetibilidad se calcularon anali-
zando muestras (n = 5) a una concentracion de 5,00 pg/kg.

En la Tabla 1 se puede observar una buena recuperacién de 98,98%,
97,53% y 97,46% para grasa, higado y musculo respectivamente.

Comparacion de la técnica de extraccion validada con métodos
tradicionales

Se compararon los resultados obtenidos para la extraccion de fracciones
de una misma muestra con MSPD frente a Soxhlet, como método de
referencia, y ultrasonido. Los resultados obtenidos para ultrasonido y
Soxhlet, expresados como recuperaciones frente a la concentracién ob-
tenida usando MSPD, se presentan en la Tabla 2. MSPD proporciond
valores analogos a Soxhlet y superiores a ultrasonido, siendo la primera
técnica mas sencilla y menos costosa. Con ultrasonido y MSPD se pu-

PARAMETRO VALOR eden extraer varias muestras simultdneamente, contrario a Soxhlet, en el
= cual solo se puede tratar una muestra por extraccion.
Ecuacién ¥ =0,0042 X +0,2865 En Soxhlet y MSPD se han integrado las etapas de limpieza en el
Rango Lineal (ug/L) 10.20 — 400.40 proceso de extraccion, minimizando la manipulacién de los extractos
y evitando asi la pérdida de analito. Frente a MSPD, Soxhlet requiere
n 7 un mayor consumo de disolvente (250 ml) por lo cual no es una técnica
Pendiente (m) 0.0042 viable a pesar de ser una técnica convencional, la gran cantidad de dis-
’ olvente usado proporciona una alta contaminacion al ambiente. La can-
Intercepto con el eje y (b) 0,2865 tidad de muestra (10 g) para Soxhlet es mucho mayor que para las otras
dos técnicas estudiadas y el proceso de extracciéon dura 8 h compara-
R? 0,9988 . .
do con 15 min por MSPD. Por lo anterior, MSPD ha demostrado que
LOD (ug/L) 2,00
LOQ (ug/L) 5,70 Tabla 2. Comparacién de la recuperacién de cipermetrina por los tres métodos
Recuperacion (Grasa) (n=>5) 98,98%
Muestra Soxhlet (%) | Ultrasonido (%) MSPD (%)
Recuperacion (Higado) (n=5) 97,53%
Recuperacion (Misculo) (n=>5) 97,46% Grasa 91,06 45,63 97,02
Desviacion estandar 0,0875 Higado 94,40 69,02 95,33
LOD: Limite de deteccion. Musculo 89,75 66,86 97,46

LOQ: Limite de cuantificacion.
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genera resultados equivalentes o mejores que Soxhlet y Ultrasonido y
presenta grandes ventajas, puesto que reduce el consumo de disolventes
organicos, que son toxicos para la salud y el medio ambiente ademas de
ser un método rapido, barato y que requiere poca cantidad de muestra.

Conclusiones

El método propuesto es sencillo, requiere menor tiempo de analisis, dis-
minuye el consumo de disolvente y genera menos residuos toxicos, lo
que lo hace una técnica ambientalmente amigable y mas econémica. La
metodologia desarrollada en este trabajo para la extraccion y cuantifi-
cacién de cipermetrina en higado, musculo y grasa perirrenal, cubre el
rango legislado. El método expuesto es recomendado para extraccion
y cuantificacion de cipermetrina en muestras de tejido animal, ya que
la recuperacion para grasa, higado y musculo fue de 97,02%, 95,33% y
97,46%, respectivamente.
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