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Comparacion de dos
métodos para el
analisis multiresiduo de
plaguicidas en polen

Comparsion of two
multiresidue methods for
pesticide determination
in pollen

Comparacao de duas
metodologias para o
analise de residuos
muiltiplos de agrotoxicos
em polen

Resumen

Abstract

Resumo

Se realiz6 un estudio comparativo entre el
método QUEChERS convencional para la
determinacion de residuos de plaguicidas

en polen y un método modificado, con

el proposito de seleccionar el método

que funciona adecuadamente. Para ello,

se analizaron 58 plaguicidas mediante el

uso de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas; la comparacion

de los métodos se realiz¢ utilizando
diferentes parametros de validacion

como: recuperacion, precision (como
repetibilidad) y limites de deteccion, los
cuales fueron estimados mediante diferentes
aproximaciones. Sumado a esto, se realizd
un disefio experimental factorial que
permitié evaluar la eficiencia de ambos
métodos en diferentes tipos de polen.

Los resultados indicaron, que el método
desarrollado es apto para el analisis de
residuos de plaguicidas en polen. Asimismo,
se encontr6 que el método desarrollado
presenta mejores limites de deteccion, mejor
exactitud y mejor selectividad que el método
QuEChERS convencional para el analisis de
los plaguicidas en estudio en la matriz de
polen apicola. Finalmente, se encontrd que el
método modificado no es apto para el andlisis
de tres de los 58 plaguicidas estudiados.

A comparative study between the
conventional and the modified QuEChERS
method was performed in order to select
the methodology that works better for

the determination of pesticide residues in
pollen. For this study, 58 pesticides were
analyzed by liquid chromatography coupled
to mass spectrometry. Comparison was
made using different validation parameters
for each method as recovery, precision (as
repeatability), limits of detection, which
were estimate using different approaches.

In addition, a factorial design was used to
evaluate the efficiency of both methods in
different types of pollen. The results showed
that the modified method is appropriate for
the analysis of pesticide residues in pollen.

It was also found that this method has better
detection limits, better accuracy and better
selectivity than the conventional QuEChERS
method for pesticide analysis in bee pollen.
Finally, it was found that the modified
method is not suitable for the analysis of three
of the 58 pesticides studied.

Com o objetivo de validar o bom
funcionamento de uma analise modificada de
residuos de pesticidas no pélen foi realizado
um estudo comparativo com o método
QuEChERS. Por isso, 58 pesticidas foram
analisados usando espectrometria de massa
por cromatograf ia liquida; comparagao dos
meétodos foi realizada utilizando diferentes
pardmetros de validagao, como a recuperagio
de precisdo (como repetibilidade) e limites de
deteccdo que foram estimadas por diferentes
abordagens. Somado a isso, um planejamento
fatorial permitiu avaliar a eficiéncia de

ambos métodos em diferentes tipos de pdlen.
Os resultados indicaram que o método
desenvolvido é adequado para a andlise de
residuos de pesticidas no pdlen. Constatou-
se também que o método desenvolvido

tem melhores limites de detec¢ao, melhor
precisdo e maior seletividade do que o
método QUEChERS para andlise de pesticidas
no estudo da matriz de pdlen de abelha.
Finalmente, verificou-se que o método
modificado nio é adequado para a analise de
3 dos 58 pesticidas, os quais apresentaram
recuperagdes inferiores ao 70%.

Palabras claves: Plaguicidas, QuEChERS,
Polen, Validacién.

Keywords: pesticides, QUEChERS, validation,
pollen.

Palavras-chave: QuEChERS, agrotoxicos,
polen, validagéo.
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Introduccion

El uso de productos quimicos para la proteccién de las colmenas y la
presencia de contaminantes en el ambiente como metales pesados,
plaguicidas, antibidticos, entre otros, genera una amenaza inminente en
la comercializacion de productos apicolas, debida, principalmente a los
efectos adversos de estas sustancias sobre la salud de los consumidores
(1-3). Por ello, la mayoria de los paises o comunidades consumidoras
de estos productos, como Estados Unidos, Canada, Japén o la Unién
Europea, han establecido reglamentos estrictos para la comercializacién
de este tipo de alimentos, por lo que la presencia de estas sustancias
o elementos, puede llegar a convertirse en una barrera fitosanitaria al
momento de exportar productos apicolas a estos paises (4-6). Estas
legislaciones han inducido a que la comunidad cientifica produzca un
importante desarrollo analitico que permita realizar la deteccién y cu-
antificacion de este tipo de contaminantes, con el fin de controlar la ino-
cuidad y calidad de este producto (7-9). Las metodologias desarrolladas
deben contar con unos requisitos minimos, tales como tener limites
de cuantificaciéon (LC) lo suficientemente bajos para poder determi-
nar los exigentes limites maximos de residuos (LMR) impuestos para
los diferentes contaminantes. Adicionalmente, para el caso de residuos
de plaguicidas y antibiéticos se hace necesario que estas metodologias
cuenten con tecnologia lo suficientemente selectiva y sensible para evi-
tar tanto los falsos positivos como los falsos negativos (7). Es por ello,
que durante la dltima década se han incrementado el desarrollo e inves-
tigacion en todo lo relacionado con métodos de deteccion de contami-
nantes en productos de la colmena, en especial técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de masas (8, 10).

En la actualidad, es reconocido que el método QuEChERS es indud-
ablemente uno de los métodos de mayor robustez, simplicidad, repro-
ducibilidad, versatilidad, entre otras bondades (11). El método original
fue desarrollado para el anilisis de residuos de plaguicidas en frutas y
matrices vegetales, por lo cual, en los ultimos afios se han venido desar-
rollando diferentes variaciones con el propodsito de adaptar el método a
matrices o analitos especificos, tal es el caso de andlisis de plaguicidas,
antibidticos, fenoles u otro tipo de contaminantes en matrices como
leches (12), suelos (13), cereales (14), aceites (15), entre otros (16, 17).

Para el caso especifico de productos apicolas, y en especial cuando
se trabaja con miel, se encuentra que el método original, fue modifica-
do con el propésito de eliminar las interferencias (18). De esta mane-
ra, se optd por tomar una menor cantidad de muestra (de 1 a 5 veces
menor que el método original), esta modificacion implica que se cuente
con equipos de ultima tecnologia como cromatdgrafos de gases o cro-
matdgrafos liquidos acoplados a equipos de espectrometria de masas
con analizadores de tiempo de vuelo, orbitrap, triple cuddruplo, trampa
iénica lineal, entre otros, debido principalmente a la selectividad y sen-
sibilidad que se requiere (18, 19). El analisis de residuos de plaguicidas
en productos apicolas, es bien conocido por su utilidad como indicador
ambiental, sin embargo son pocos los trabajos que realizan analisis de
polen (9, 20, 21); esta situacion, posiblemente se debe a la complejidad
de esta matriz y a que la mayoria de resultados de monitoreo se han re-
alizado a través de técnicas cromatograficas acopladas a espectrémetros
de masas en tandem, los cuales no requieren modificaciones del mé-
todo QUEChERS. Las publicaciones existentes, dentro de nuestro cono-
cimiento, realizan el empleo de otro tipo de métodos (20) o modifican
la cantidad de muestra aproximadamente a una tercera parte (22), lo
cual ha permitido obtener resultados exitosos, sin embargo ninguna de
las publicaciones ha reportado més de 30 plaguicidas usando el mismo
instrumento.

En este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo comparar
una versiéon modificada de QuEChERS con el método original, con el
proposito de evaluar si las modificaciones realizadas permiten ampliar
el alcance del método. Ademds, se pretende evaluar la eficacia del mé-

todo modificado en la recuperacion de residuos de plaguicidas en dife-
rentes tipos de polen.

Materiales y métodos
Materiales, reactivos y soluciones

En este estudio se trabajé con los mismos reactivos, calidad, condiciones
de preparacién y almacenamiento de estudios previos (23, 24).

Material de partida

Se emplearon diferentes tipos de polen que provenian de apiarios de
diferentes regiones del altiplano cundiboyacense. Para los estudios de
selectividad se trabajaron con 5 diferentes muestras de polen, para los
ensayos de recuperacion se trabajo con solo un tipo de polen. Todas las
muestras fueron recolectadas por el Instituto de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia, durante 2013 y
2014. Para realizar los ensayos de recuperacion se trabajé con muestras
fortificadas, las cuales fueron analizadas previamente a la fortificacion
con el propdsito de asegurar que no tuvieran ninguno de los plaguicidas
en estudio.

Condiciones cromatograficas

El analisis cromatografico fue llevado a cabo en un cromatdgrafo liquido
ultra répido (UFLC por sus siglas en inglés Ultra Fast Liquid Chromato-
graph) Shimadzu Prominence (Maryland, CA, EUA), acoplado a un de-
tector selectivo de masas LCMS-2020.

Los andlisis fueron llevados a cabo en una columna Shim Pack (6
cm x 2 mm d.i., tamafo de particula de 2,1 um y fase estacionaria C18),
se trabajo en modo de gradiente con éacido formico al 0,1% (p/v) y ac-
etato de amonio 5 mM en agua Milli-Q (A), la fase organica empleada
fue acetonitrilo (B). El programa de elucién utilizado expresado como
porcentaje de B, inicia a 0 % (0 min) aumenta a 20 % en 0,01 min, pos-
teriormente llega hasta 25 % a los 0,30 min y luego aumenta hasta el 100
% en los siguientes 10 min, finalmente se mantiene por 0,20 min. Para
restituir la fase movil a la condicion inicial del andlisis se pasa de 100
% a 0 % de B en 2 min donde se mantiene por 5 min para equilibrar la
columna. La adquisicion de los datos se realizé durante los primeros 8
min. El volumen de inyeccién fue 5 pL, la temperatura de columna 40 °C
y el flujo de fase mévil 0,3 mL/min.

Condiciones de la Interfaz y espectrometro de masas

El equipo cuenta con una interfaz tipo DUIS (ESI, APCI), que se oper6
en modo ESI, con un flujo de gas de secado de 10 L/min y un flujo de gas
nebulizador de 1,5 L/min. Las temperaturas del bloque de calentamiento
y de la linea de eliminacion del solvente correspondieron a 190 °C y 250
°C respectivamente.

Los analisis fueron llevados de manera simultdnea en modo posi-
tivo y negativo, el voltaje aplicado en el capilar correspondié a 4500 V' y
-4500 V, respectivamente. Todos los andlisis fueron realizados en modo
de monitoreo de ion selectivo (SIM, de sus siglas en inglés). La Tabla 1
muestra los iones seleccionados para la cuantificacion y el tiempo de
retencion de cada compuesto. Estos compuestos fueron seleccionados
teniendo en cuenta la legislacion internacional (5), el nivel de afectacién
a las abejas (3), su uso en Colombia, entre otras consideraciones.
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Tabla 1. lones (m/z) de cuantificacién (T) para los compuestos estudiados y tiempos de retencién.

Compuesto (f;;:;'l")" IonT Compuesto (';;'i';‘l“)“ IonT
Acefato 2,56 201 Metamidofos 2,54 142
Monocrotofos 2,78 241 propamocarb 2,63 189
Oxamil 2,91 237 dinotefuran 2,70 203
Metomil 3,06 163 Linuron 2,70 -247
Carbendazim 3,15 192 Nitenpiram 2,79 271
Imidacloprid 3,52 -254 thiametoxan 2,99 292
Dimetoato 3,63 230 dazomet 3,03 163
Tiabendazol 3,24 202 mevinphos 3,17 225
Cimoxanil 3,86 -197 3-OH carbofuran 3,17 255
Tiodicarb 4,83 355 Acetamiprid 3,30 223
Carbofuran 4,81 222 Tiaclorprid 3,71 -297
Atrazina 5,19 216 dinotefuran 2,70 203
Metalaxyl 5,34 280 simazina 4,08 202
Pirimicarb 4,81 239 carbaryl 4,57 219
Imazalil 4,66 297 isoprocarb 5,90 235
3,4-dicloropropilanlilida 5,89 -216 ametrina 6,17 269
Pirimetanil 6,03 200 tridemoprh 6,62 298
Dimetomorf 5,93 390 epoxiconazole 6,70 330
Azosxistrobin 6,49 404 fenexhamid 7,81 -300
Tebuconazol 6,79 308 etoprofos 7,81 284
Metoxyfenozida 6,86 369 flusilazole 7,94 357
Hexaconazol 7,00 -358 penconazol 8,07 325
Espinosad a 6,33 733 piraclistrobin 9,80 388
Benalaxil 7,73 326 trifloxistribina 9,17 409
Difenoconazol 7,69 408 Lufenuron 9,41 -509
Azinfos metil 7,78 368 buprofezin 9,91 306
Espinosad d 6,49 747 Clorfenaprid 7,74 -349
Indoxacarb 8,27 528 Temefos 9,66 467

El signo negativo del nimero indica que estos compuestos se detectaron mediante modo negativo.

Método QuEChERS sin modificar

Para la extraccion de los plaguicidas mediante el método QUEChERS sin
modificar, se pesaron 10 g de muestra en un tubo de centrifuga, luego
se adicioné TPP (fosfato de trifenilo) y 200 uL de una mezcla de plagui-
cidas para obtener las concentraciones que se presentan en la Tabla 2 la
mezcla se dejo en reposo por 10 min y, transcurrido ese tiempo, se adi-
cionaron 10 mL de acetonitrilo, 4 g de MgSO, anhidro y 1 g de AcONay
se agitd la mezcla por 1 min de manera manual. Posteriormente, se cen-

trifugd a 4500 rpm por 5 min y, con ayuda de una pipeta, se tomaron 10
mL del sobrenadante, los cuales se transfirieron a un tubo de centrifuga
de 15 mL. Para el proceso de limpieza, se adicionaron 25 mg de amina
primaria/secundaria (PSA, de sus siglas en inglés) y 150 mg de MgSO,
anhidro por cada mililitro de extracto, luego se agité manualmente por
30 s y se centrifugd por 2 min a 4500 rpm. Después se tomaron 5 mL
del sobrenadante y se concentraron con nitrogeno hasta sequedad, para
luego ser reconstituidos a 1 mL con acetonitrilo. Finalmente, el sobre-
nadante se filtrd a través de una membrana de 0,22 um de PTFE y se
transfirié a un vial de cromatografia (27).
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Comparacion de dos métodos para el analisis multiresiduo de plaguicidas en polen.

Tabla 2. Concentraciones de fortificacién y resultados de prueba de Levene.

NOMBRE Fortificacion P-LEVENE NOMBRE Fortificacion | P~ LEVENE
(w/kg) Q M (ng/kg) Q M

Acefato 9,79 0,24 0,42 Metamidofos 5,75 0,50 0,52
Oxamilo 5,74 0,15 0,60 Propamocarb 7,95 0,38 0,75
Monocrotofos 12,94 0,54 0,40 Dinotefuran 17,03 0,16 0,43
Metomil 9,69 0,47 0,85 Linuron 6,44 0,20 0,40
Carbendazin 17,07 0,55 0,31 Nitenpiram 17,17 0,19 0,49
Tiabendazol 14,33 0,34 0,02 Thiametoxan 6,11 0,41 0,27
30H-carbofuran 2,65 0,41 0,21 Dazomet 14,78 0,34 0,71
Dimetoato 6,1 0,12 0,02 Mevinfos 7,08 0,50 0,01
Cymoxanyl 5,18 0,42 0,24 Imidaclorprid 12,88 0,12 0,22
Carbofuran 5,66 0,30 0,44 Acetamiprid 19,08 0,07 0,32
Tiodicarb 4,44 NC 0,40 Tiaclorpird 6,93 0,56 0,33
Pirimicarb 10,19 0,35 0,71 Simazina 11,62 0,53 0,04
Atrazina 6,44 0,15 0,07 Carbaril 9,48 0,23 0,92
Metalaxil 5,55 0,40 0,17 Isoporcarb 13,29 0,30 0,14
Imazalil 5,94 0,42 0,53 Ametrina 9,41 0,10 0,62
Dimetomorf 12,4 0,48 0,83 3,4-dicloropropinalidina 8,58 0,17 0,15
Pirimetanil 5,93 0,59 0,54 Tridemoprh 9,15 0,31 0,22
Azoxistrobina 6,84 0,47 0,25 Epoxiconazole 9,75 0,38 0,19
Espinosad 4,73 0,29 0,42 Fenexamid 9,04 0,41 0,36
Tebuconazol 4,38 NC 0,12 Etoprofos 9,99 0,55 0,21
Metoxifenozida 5,37 0,46 0,30 Flusilazole 8,03 0,35 0,50
Hexaconazol 5,97 0,44 0,48 Penconazol 7,71 0,27 0,21
Espinosad D 3,76 0,45 0,66 Piraclistrobin 8,75 0,51 0,31
Difenoconazol 5,20 NC 0,36 Trifloxystribina 9,98 0,32 0,77
Benalaxil 5,70 0,23 0,03 Lufenuron 1,19 0,55 0,31
Clorfenapryd 3,01 NC 0,22 Befuracarb 11,9 0,54 0,25
Indoxacarb 8,51 0,54 0,37 Temefos 12,43 0,57 0,15

p-LEVENE: probabilidad de aceptar la hipétesis nula. Q: QUEChERS. M: Modificado NC: No cuantificado.

Método QueChERS modificado

Para la extraccién mediante el método QuEChERS modificado, se pesa-
ron 10 g de muestra en un tubo de centrifuga, luego se adicioné TPP y
200 pL de una mezcla de plaguicidas para obtener las concentraciones
de la Tabla 2. La solucién resultante se dejé en reposo por 10 min y,
transcurrido ese tiempo, se adicionaron 10 mL de una solucién amor-
tiguadora de citratos a un pH de 6,2. Después se agit6 el tubo suave-
mente para que la solucién entrara en contacto con el polen. Posterior a
ello, se adicionaron 10 mL de acetonitrilo, se tapé el tubo y se agitd por
cerca de 10 min en un vértex, después de este tiempo el tubo se llevd
a un bafio de ultrasonido por 10 min. Paso seguido, se adicionaron 4

g de MgSO, anhidro, se agit6 vigorosamente por 1 min y se llevo a la
centrifuga por un tiempo de 3 min a 7000 rpm.

Con ayuda de una pipeta, se tomaron 8 mL del sobrenadante, los
cuales se transfirieron a un tubo de centrifuga de 15 mL. Para el proceso
de limpieza, se adicionaron 25 mg de PSA (amina primaria/secundaria),
25 mgde C,,, y 150 mg de MgSO, anhidro por cada mililitro de extracto,
se agité manualmente por 30 s y se centrifugd por 2 min a 4500 rpm.
Posteriormente, se tomaron 5 mL del sobrenadante y se concentraron
con nitrogeno hasta sequedad, para luego ser reconstituidos y aforados
a 1 mL con una mezcla de ACN:Agua 7:3 (v/v). Finalmente, la muestra
se filtr6 a través de una membrana de 0,22 p m de PTFE, y se transfirié
a un vial de cromatografia.

Rev. Colomb. Quim. 2014, 43 (3), 24-34.
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Comparacion de métodos

La comparacion de los métodos se realizo a traves de la evaluacion de
diferentes parametros de validacion, entre ellos: (i) limites de deteccidn,
los cuales fueron estimados y confirmados a partir del método de la
IUPAC y el método t,, (27); (ii) selectividad, la cual fue evaluada con
5 diferentes blancos de diferente procedencia (iii) precisién, evaluada
como desviacion estandar relativa a tres diferentes niveles de concen-
tracion en condiciones de repetibilidad. Finalmente, para realizar una
comparacion mas objetiva de los plaguicidas para los que ambos méto-
dos eran selectivos y precisos, se realiz6 un disefio experimental con es-
tructura factorial 2x3, en el cual se evalué la recuperacion de los plagui-
cidas en estudio a dos diferentes niveles de concentracién (factor 1) y en
tres diferentes tipo de polen (factor 2), los cuales se diferenciaban por el
cultivo y la regiéon de donde provenian. Para este estudio, se fortificaron
muestras de polen exentas de plaguicidas, lo cual se verifico mediante
un analisis antes de la fortificacion.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados a un nivel de confi-
anza del 95 % con el programa estadistico SPSS v22 (2013). El nimero
minimo de réplicas para los experimentos correspondi6 a cuatro. las
concentraciones de fortificacion para los ensayos se presentan en la
Tabla 2

Resultados y discusion
Selectividad de los métodos

Para el método QUEChERS se encontré que para difenoconazol, indox-
acarp, buprofezin, espinosad A, benfuracarb, lufenuron, clorfenaprid,
temefos, benalaxil y trifloxtribina presentaron senales cromatograficas
que impedian la deteccién de los compuestos (interferencias), las cuales
eran superiores a la respuesta cromatografica del analito a una concen-
tracion equivalente al limite maximo de residuos (10 pg/kg); la cual es la
concentracién que se adopta por defecto en la legislacion europea para
el caso en que no existan LMR establecidos para un compuesto (5). Por
su parte, para el caso del método QUEChERS modificado, se encontré
una adecuada selectividad para todos los compuestos y aunque se pre-
sentaron algunas interferencias en algunos blancos estas nunca super-
aron el 30 % del valor de la respuesta cromatogréfica para la concen-
tracion de referencia (28).

De acuerdo a los resultados de selectividad del método QuECh-
ERS sin modificar, se evidencia que existe un nimero relativamente
elevado de compuestos que presentan interferencias significativas; es-
tos equivalen a cerca del 21 % del total de compuestos analizados en el
presente estudio. Los compuestos que se mencionaron con anterioridad,
tienen en comun que ninguno eluye a tiempos de retencion inferiores
a 6 min (Tabla 1), lo que indica que son retenidos en la columna y por
consiguiente se presume son de naturaleza lipofilica o presentan un mo-
mento dipolar bajo. Lo anterior plantea la posibilidad de tener interfer-
entes de baja polaridad que coeluyen con los analitos de interés. En este
sentido, se entiende que el método modificado presenta, probablemente,
mejor selectividad por dos razones. En primer lugar, el empleo de ad-
sorbentes tipo octadecilsilano (C,,) en el proceso de limpieza permite
eliminar algunas de las interferencias lipofilicas que producen un au-
mento en los tiempos de retencion. Por otro lado, el uso de carbén negro
grafitizado (GCB, de sus siglas en inglés) también puede contribuir a la
eliminacion de este tipo de interferencias, pues, este tipo de adsorbente
es conocido por reducir la presencia de compuestos planares, como las
clorofilas y algunos pigmentos, los cuales se encuentran en este tipo
de material debido a su origen vegetal (29). La segunda razén por la
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que se cree mejord la selectividad del método corresponde al cambio
de solvente que se realiza para reconstituir la muestra una vez esta es
concentrada a través de un flujo de nitrégeno. Durante el desarrollo del
meétodo, se observd que al realizar la reconstitucion con una mezcla de
acetonitrilo-agua (7:3) se lograba obtener un extracto con una color-
acién menor a la que se obtiene cuando se realiza la reconstitucién con
acetonitrilo. Lo anterior sugiere que algunos compuestos de la matriz
(pues ninguno de los plaguicidas a esas concentraciones originan ese
tipo de coloracién), no estan disueltos y por consiguiente los extractos
cuentan con un menor nimero de interferentes en el proceso de detec-
cion. Por otro lado, la naturaleza de estos compuestos deberia ser li-
pofilica, de lo contrario la coloracion no dependeria de la polaridad del
disolvente en el cual se realiza la reconstitucion.

Limites de deteccion de los métodos

La Tabla 3 presenta los resultados de la confirmacion de los limites de
deteccidn estimados para algunos compuestos seleccionados. Los com-
puestos restantes no se presentan debido a que los resultados, entre los
métodos, son similares en magnitud.

Los resultados de la Tabla 3 muestran que para todos los casos los
limites de deteccion (LD) obtenidos mediante el método QuEChERS
modificado son mas bajos, es decir a través de esta metodologia se tiene
una mayor capacidad de detecciéon (menores LD). Por otro lado, para
compuestos como indoxacarb, espinosad, difenoconazol y clorfenaprid
que presentaron problemas de selectividad mediante el método QuECh-
ERS, se presentaron limites de deteccién mayores (hasta 10 veces), re-
specto al método modificado. Asimismo, para estos compuestos se
encuentra que a través del método modificado se obtienen mejores re-
laciones sefal/ruido, incluso cuando se usan concentraciones menores
de analito.

La obtencién de limites de deteccion mayores cuando se utiliza el
método QuEChERS sin modificar, se atribuye a su baja selectividad; la
cual ocasiona que se obtenga un mayor ruido, una mayor desviaciéon
estandar de los blancos y una menor relacion sefial/ruido. Por otro lado,
aunque varios compuestos como carbofuran, metalaxil y hexaconazol
no presentaron problemas de selectividad a través del método QuECh-
ERS, se puede observar que presentaron un mayor limite de deteccién y
una menor relacién sefial/ruido (Tabla 3), lo cual indica que se tiene po-
siblemente un mayor ruido de fondo, que aunque no resulta ser signifi-
cativo (menor a un 30 % de la respuesta de la concentraciéon mas baja)
es mayor que para el caso del método modificado. Ademds, se encontrd
que por el método QuEChERS modificado, ninguno de los compuestos
presentados en la tabla tiene relaciones sefial/ruido inferiores a 3, mien-
tras que para el método QuEChERS sin modificar se encuentran varios
compuestos con relaciones sefial/ruido inferiores a 3, lo cual confirma
que la capacidad de deteccion del método modificado es superior.

Repetibilidad de los métodos

Se evalu¢ la repetibilidad de los métodos a tres concentraciones dife-
rentes, la Tabla 2 muestra la concentracién mas baja de fortificacion,
la cual es la concentracién que se adopta como limite de cuantificacion
(LC), las otras fortificaciones se realizaron a dos veces el LC y a cinco
veces el LC.

Con el prop6sito de evaluar si la concentracion influenciaba la repe-
tibilidad del método, se analizé la varianza de los residuales por el mé-
todo de Levene (30). Los resultados de esta prueba son presentados en
la Tabla 2. Cabe resaltar que en esta prueba, una probabilidad inferior
a 0,05 indica que existen diferencias significativas entre los residuales a
las diferentes concentraciones de fortificacion, es decir que la precision
cambia en funcidn de la concentracidn. En este sentido, los resultados
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Tabla 3. Limites de deteccién (LD) estimados y promedio de relacion sefial ruido (S/R) en la confirmacidn de estos limites (N=4).

QuEChERS QuEChERS modificado
Compuesto
(ugf(g) S/R (u;;lzg) SIR
Acefato 2,53 10,51 2,36 12,00
Oxamilo 2,78 3,38 2,05 4,50
Monocrotofos 1,84 3,47 1,23 4,50
Metomil 3,02 3,21 2,62 3,60
Carbendazim 3,58 3,42 2,68 4,20
Tiabendazol 1,78 26,12 1,71 26,00
Dimetoato 2,22 3,46 1,69 4,50
Cimoxanil 2,15 2,84 1,52 3,40
Carbofuran 0,96 4,35 0,85 5,70
Tiodicarb 4,68 10,90 3,25 10,90
Pirimicarb 2,32 31,24 1,50 38,10
Atrazina 5,22 2,95 3,40 3,50
Metalaxilo 2,05 11,86 1,35 16,60
Imazalil 2,24 6,27 2,06 6,60
Azosxitrobina 1,07 9,49 1,04 9,40
Espinosad A 9,39 2,79 2,06 5,00
Tebuconazol 7,13 3,02 4,71 3,00
Hexaconazol 1,85 3,59 1,65 3,80
Difenoconazol 255,86 5,19 41,32 7,40
Benalaxilo 4,61 82,95 2,33 89,80
Clorfenaprid 143,35 16,41 36,40 3,70
azinfos metil 10,64 2,60 1,15 3,10
Indoxacarb 24,77 19,22 4,12 19,20
Metamidofos 3,23 6,08 2,20 8,60
propamocarb 1,74 100,66 1,46 132,10
dinotefuran 0,45 3,67 0,32 4,70
Linuron 1,07 3,40 0,69 4,30
Nitenpiram 3,34 8,98 0,24 12,60
thiametoxan 1,62 2,94 1,02 3,20
dazomet 3,80 2,98 2,92 3,30
mevinfos 2,09 2,82 1,88 3,40
Imidacloprid 39,07 2,47 32,73 3,30
Acetamiprid 4,87 37,17 4,78 43,80
Tiaclorprid 0,96 3,15 0,74 3,20
simazina 1,21 15,48 0,87 16,30
carbaril 3,19 12,98 2,78 14,80
Lufenuron 4,19 10,66 1,40 12,80
buprofezin 1,19 4,24 1,00 5,70
temefos 22,04 3,50 14,72 4,20
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que se muestran en la Tabla 2 indican que la mayoria de los compuestos
no cambian su precisién en funcidn de la concentracién, de hecho en
el método QuEChERS ninguno de los compuestos presenta diferencias
significativas (en todos los casos p>0,05). En el caso del método modi-
ficado, se encuentra que para compuestos como simazina, tiabendazol
y mevinfos se tienen cambios en la precision del método (p<0,05), sin
embargo como se observara posteriormente ninguno de estos cambios
excede los criterios de aceptacion de repetibilidad (28).

Las Figuras 1 y 2 muestran los coeficientes de variacién maximos
obtenidos para cada uno de los analitos en las diferentes concentracio-
nes de fortificacion. En estas figuras se observa que para la mayoria de
los casos se tienen coeficientes de variacion inferiores al 15 % (umbral
establecido por la unidn europea para el analisis de residuos de plaguici-
das en alimentos (28)), sin embargo, en algunos casos (p.e. monocroto-
fos, metomil, pirimicarb, indoxacarb, entre otros) los analitos presentan
coeficientes de variacion superiores a este umbral, es decir el método no
resulta ser lo suficientemente preciso para estos compuestos. Este hecho
puede ser atribuido a diferentes causas: (i) el aumento de los procesos de
adsorcion de algunos analitos a las concentraciones de fortificacion (ver
Tabla 2), (ii) heterogeneidad de la mezcla de extraccion (acetonitrilo-
polen), (iii) cambios de temperatura en el momento de la adicion del
MgSO,, (iv) estabilidad de los analitos en el polen y en la mezcla de
extraccion, (v) efecto matriz en la interfaz del espectrometro de masas,
(vi) coelucion de compuestos de la matriz, (vii) baja selectividad del mé-
todo, entre otros. Finalmente, cabe destacar que el método modificado
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resultd ser preciso pues se obtuvieron coeficientes de variacién inferi-
ores al 15 % (a excepcion de temefos y carbendazim), en condiciones
de repetibilidad.

En las Figuras 1 y 2 se aprecia que en general para la mayoria de
los compuestos se obtuvieron mejores coeficientes de variaciéon usando
el método modificado, esto se debe a una mejor homogenizacién y un
mejor control de pH (dado que se adiciona el buffer disuelto en el agua
y no en estado sélido). Adicionalmente, otra causa que contribuye a ob-
tener mejores coeficientes de variacion con este método es el uso del
vortex, el cual homogeniza la muestra mejor y de manera mas eficiente
que la mano. Ademas, el empleo de ultrasonido para asistir el proceso
de extraccion mejora la transferencia de masa que se da desde el polen
hasta la fase extractante (31).

Las Figuras 1 y 2 muestran que algunos compuestos (p.e. tiaben-
dazol e imazalil), presentaron mejores coeficientes de variaciéon con el
método QUEChERS, lo cual se atribuye a la presencia de GCB en el mé-
todo modificado, pues es bien conocido que este adsorbente afecta la
recuperacion de estos compuestos. Del mismo modo, se observa que
para algunos compuestos la precision es la misma en los dos métodos
(p-e. cimoxanil, dinotefuran, piraclostrobina, entre otros) lo cual indica
que, posiblemente, no se ven afectados de manera significativa por los
factores mencionados con anterioridad.

Se aplicé nuevamente la prueba de Levene (30) con el objetivo de
evaluar si existen diferencias significativas entre las precisiones (i.e. coe-
ficientes de variacion) de los métodos. Los resultados para los compues-
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Figura 1. Maximo coeficiente de variacion obtenido para cada uno de los compuestos empleando los dos métodos.
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Figura 2. Maximo coeficiente de variacion (%) obtenido para cada uno de los compuestos empleando los dos métodos.
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tos con precisiones significativamente diferentes (p<0,05) se consignan
en la Figura 3.

Al relacionar los resultados que se muestran en la Figura 3 con los
presentados en las Figuras 1 y 2, se encuentra que para la mayoria de
los casos, la precision obtenida con el método modificado es mejor que
la del método original. Sin embargo en algunos casos (p.e pirimetanil,
dazomet y epoxiconazol), se obtienen mejores precisiones con el mé-
todo QUEChERS; aunque es de resaltar que la precision del método
modificado se cumple con el criterio de precision (28).

Evaluacion de la recuperacion de los métodos

Se realiz6 un disefio experimental factorial que buscaba determinar
si se presentaban diferencias significativas en los porcentajes de recu-
peracion de cada uno de los métodos, para ello, se recre6 un escenario
mas real empleando tres tipos de polen. Las Figuras 4 y 5 muestran los
porcentajes de recuperacion obtenidos por cada uno de los métodos,
para un unico tipo de polen.

Las Figuras 4 y 5 muestran que los porcentajes de recuperacion de
la mayoria de los compuestos son similares entre si y se encuentra den-
tro del intervalo de aceptacion que plantea la Unién Europea (28). Sin
embargo, la recuperacién de algunos analitos mediante los dos métodos
(p.e. piraclostrobin, carbendazim y espinosad D) es muy baja, lo cual
sugiere que el polen impide su extraccion; pues a diferencia de otras
matrices (p.e. frutas) no es posible una recuperaciéon adecuada de los
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analitos utilizando el método QuUEChERS (11, 13). En este sentido, la
baja recuperacién de estos compuestos se atribuye a la matriz, pues se
posible que exista un proceso de adsorcidn irreversible o se lleve a cabo
algun tipo de reaccién que impida su determinacion, en especial con
estructuras quimicas tan complejas como la de espinosad D.

Las modificaciones que se realizaron al método QuEChERS facili-
taron la determinacion de varios compuestos como tiodicarb y el grupo
de los neonicotinoides (Figura 5), pues a través del método modificado
se logran obtener porcentajes de recuperacion aceptables (entre 70 %
y 120 %) que no pueden ser alcanzados con el método QUEChERS sin
modificar.

En las Figuras 4 y 5 se puede observar que solo siete compuestos
presentan mejores recuperaciones mediante el método QuEChERS
sin modificar, los compuestos restantes tienen una mejor recuperacién
mediante el método modificado. Lo anterior implica que posiblemente
las etapas de sonicacion, de limpieza o tal vez el mayor tiempo en el
proceso de extraccion afectan la estabilidad de estos siete compuestos.
Sin embargo, al observar las Figuras 1 y 2 se encuentra que para estos
mismos siete compuestos se tienen mejores coeficientes de variacion, lo
que indica que en esos casos el método modificado, aunque es de menor
veracidad presenta una mejor exactitud (teniendo en cuenta la actual
definicion de este término (32)).

Finalmente, la Tabla 4 muestra las probabilidades de aceptar cada
una de las hipotesis nulas que se exponen a continuacion:

H,: Existe una interaccion significativa entre los métodos y el tipo
de polen.

OQueChERS ®Método modificado
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Figura 3. Probabilidades de aceptar la hipdtesis nula en la prueba de Levene realizada para la comparacion de la precisién de los métodos.
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Figura 4. Porcentajes de recuperacién obtenidos mediante los dos métodos.
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Figura 5. Porcentajes de recuperacién obtenidos mediante los dos métodos.

Tabla 4. Probabilidades (p) obtenidas en la evaluacién de cada una de las hipdtesis nulas (H, ).

NOMBRE p-H,, p-H, p-H,, NOMBRE p-H, p-H, p-H,
Acefato 0,174 0,044 0,2881 Metamidofos 0,058 0,014 0,1584
Oxamilo 0,046 0,535 0,007 Propamocarb 0,354 0,407 0,7534

Monocrotofos 0,399 0,025 0,0043 Dinotefuran 0,465 0,205 0,0489
Metomil 0,444 0,534 0,4342 Linuron 0,057 0,465 0,0003
Carbendazin <0,0001 0,039 <0,0001 Thiametoxan 0,471 0,266 0,3408
Tiabendazol 0,399 0,024 0,0053 Dazomet 0,168 0,531 0,0078
30H-carbofuran 0,161 0,592 0,0021 Mevinphos 0,316 0,497 0,0025

Dimetoato 0,417 0,123 <0,0001 Imidaclorprid 0,056 0,043 0,8184

Cymoxanyl 0,105 0,031 0,1534 Acetamiprid 0,092 0,018 0,0017

Carbofuran 0,479 0,54 0,1832 Tiaclorpird 0,287 <0,0001 0,353
Tiodicarb 0,143 0,126 0,2649 Simazina 0,381 0,360 0,2444

Pirimicarb 0,276 0,223 0,0194 Carbaril 0,282 <0,0001 0,0056
Atrazina 0,450 <0,0001 0,0608 Isoporcarb 0,408 0,34 0,0505
Metalaxil 0,135 0,464 0,1694 Ametrina 0,147 0,039 0,0544
Imazalil 0,078 0,101 0,0032 3,4-dicloropropinalidina 0,495 0,541 0,0076

Dimetomorf 0,342 0,408 0,3429 Tridemoprh 0,119 0,367 0,0006
Pirimetanil 0,276 <0,0001 | <0,0001 Epoxiconazole 0,345 0,578 0,046
Azoxistrobin 0,185 0,022 0,0397 Fenexamid 0,347 0,359 0,1436
Espinosad D <0,0001 0,049 0,0004 Etoprofos 0,392 0,199 0,5222
Tebuconazol 0,271 0,049 0,1406 Flusilazole 0,405 0,353 0,0074
Metoxifenozida 0,322 0,408 0,0207 Penconazol 0,413 0,030 0,0913
Hexaconazol 0,336 <0,0001 0,0252 Piraclostrobin 0,332 0,162 0,0397
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H,,: Existen diferencias significativas entre los porcentajes de recu-
peracién de los métodos.

H,,: Existen diferencias significativas entre los porcentajes de recu-
peracion en los diferentes tipos de polen.

Los resultados de la Tabla 4 muestran que solo para carbendazim y
espinosad D se rechaza H, (p<0,05), lo cual indica que la recuperacién
de estos compuestos depende tanto del tipo de polen como del método
que se emplee. Por otro lado, probabilidades para H,, inferiores a 0,05,
indican que se rechaza la hipétesis nula y se concluye que la recuper-
acidn es estadisticamente diferente entre los dos métodos evaluados. Al
observar detalladamente estos resultados y compararlos con las Figuras
4y 5, se puede concluir que la recuperacion del método modificado es
mejor (p<0,05) para compuestos como acefato, tiabendazol, cimoxanil,
azoxistrobina, hexaconazol, neonicotinoides, entre otros, pues sus por-
centajes de recuperacion son mayores (ver Figuras 4 y 5) y son estadisti-
camente diferentes (p<0,05). Asimismo, se encuentra que sélo para
tebuconazol se tiene un porcentaje de recuperacion estadisticamente
mejor (p<0,05), para el caso del método sin modificar.

Las probabilidades obtenidas para H, indican que para los com-
puestos que presentaron valores inferiores a 0,05, se tienen diferencias
en la recuperacién dentro de los diferentes tipos de polen. Sin embargo,
al realizar una prueba de Tukey se encontrd que sélo para dimetoato se
tiene una recuperacion estadisticamente diferente para el método modi-
ficado; los compuestos restantes las diferencias se dieron en el método
QuEChERS. Lo anterior implica que el método modificado presenta
mejores porcentajes de recuperacion y estos no varfan de manera sig-
nificativa (1=0,05) al usar otros tipos de polen.

Conclusiones

En este estudio se encontré que el método QUEChERS modificado,
en general, tiene mejores limites de deteccion, mejores porcentajes de
recuperacion, mejor selectividad y mejores precisiones. Por otro lado,
se evidencié que para 16 de los 58 plaguicidas del presente estudio, se
presentaron porcentajes de recuperaciéon mejores usando el método
modificado y solo para tebuconazol, se presenté un porcentaje de re-
cuperacion inferior, aunque no menor al 70 %. Finalmente, se encontré
que solo para dimetoato, carbendazin y espinosad D se tiene que los
porcentajes de recuperacion dependen del tipo de polen en el método
modificado y sélo para tres compuestos se encontraron porcentajes de
recuperacion inferiores al 70 %.
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