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Abstract Resumo

ã method for the determination of pesticide
residues in honey by ultra fast liquid
chromatography coupled with mass
spectrometry was developed6 4or this purposep
different variations of the QuOõHORS
method were performedx Mi@ amount of
samplep Mii@ type of salt to control pHp Miii@
buffer pHp and Miv@ different mixtures for
cleaning0up6 In additionp to demonstrate that
the method is reliablep different validation
parameters were studiedx accuracyp limits of
detection and quantificationp linearityp and
selectivity6 The results showed that by means
of the changes introduced it was possible to
get a more selective method that improves the
accuracy of about 7) pesticides selected from
the original method6 It was found that the
method is suitable for the analysis of wE
pesticidesp out of w,6 4urthermorep with the
developed method recoveries between HE and
7hEA and relative standard deviation below
7wA were found6

Se desarrolló un método para la
determinación de residuos de plaguicidas en
miel de abejas mediante cromatografía líquida
ultra rápida acoplada a espectrometría de
masasMcuádruplo sencillo@6 Se partió del
método QuOõhORSp evaluando las siguientes
variablesx Mi@ cantidad de muestrap Mii@ tipo de
sal para el control de pHp Miii@ valor de pH del
buffer y Miv@ mezclas de limpieza6
ãdicionalmente y con el propósito de
demostrar la confiabilidad del métodop se
evaluaron diferentes parámetros como
exactitudp límites de detección y
cuantificaciónp linealidad y selectividad6 Los
resultados mostraron quep mediante las
modificaciones realizadasp se logró obtener un
método más selectivo y se mejoró la exactitud
de 7) plaguicidas respecto al método
QuOõhORS original6 Por otro ladop mediante
el proceso de validaciónp se encontró que el
método es apto para el análisis de wE
plaguicidas Mde w, que se emplearon@6 Se
obtuvieron porcentajes de recuperación entre
el HE y 7hEA y coeficientes de variación
inferiores al 7wA

4oi desenvolvido um método para a
determinação de resíduos de pesticidas no mel
por cromatografia líquida ultrarrápida
acoplada à espectrometria de massa6 Para este
efeitop foram realizadas diferentes variações
do método QuOõhORSx Mi@ quantidade de
amostrap Mii@ tipo de sal para o controle do pHp
Miii@ valor do pH do tampãop Miv@ diferentes
misturas de limpeza6 ãlém dissop a fim de
demonstrar que o método é confiávelp
diferentes parâmetros foram validados comox
precisãop limite de detecção e quantificaçãop
linearidade e seletividade6 Os resultados
mostraram quep por meio das modificações é
possível obter um método mais seletivo que
melhora a precisão de cerca de 7) pesticidas
selecionadosp respeito ao método original6
ãdicionalmentep foi determinado que a
validação do método estabeleceu que este é
adequado para a análise de wE pesticidas Mw,
foram utilizados@6 4oram obtidos percentagens
de recuperação entre HE e 7hEA e coeficientes
de variação menores ao 7wA6

Keywords: pesticidesp QuOõhORSp honeyp
validation6
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Desarrollo y validación de un método multiresiduo para el análisis de plaguicidas en miel por UFLC-MS

Introducción

Nl sector apícola está relacionado con el desarrollo natural de los
ecosistemas y con el avance económico a nivel agrícola y pecuarioA
puesto que tiene función protagónica en la polinización yA por tantoA
en la sustentabilidad de la producción agrícola0 Oel mismo modoA es
importante por el valor nutricional de sus productos0 Oada su
importancia para la agriculturaA su desarrollo es imprescindible para
alcanzar la seguridad y soberanía alimentaria que requiere el país
;producción de alimentosA cantidadA calidadA inocuidadA trazabilidad
y sostenibilidadjA pues a medida que se incrementa el desarrollo
apícolaA se aporta mayor beneficio ambientalA económico y social
para todo el sector agrícola0 Pese a su importanciaA la apicultura
enfrenta importantes retos productivos causadosA principalmenteA por
el efecto antrópico en los ecosistemas y el cambio climático ;1j0

Siguiendo con la importancia de la apiculturaA gracias a la
polinización entomófila se mantiene aproximadamente un tercio de
los cultivos y la mayor parte de la flora silvestre ;2j0 Se calcula que
en los últimos años la polinización ha representado un beneficio
económico global alrededor de los éLH mil millones de eurosA
correspondientes al precio de las cosechas que dependen de la
polinización natural4 se estima que sin esta herramienta se bajaría la
productividad agrícola hasta en un -H2 ;2j0

Qsí bienA para efectuar el proceso de polinizaciónA entre /kkkk y
éHkkk abejas obreras realizan en promedio diez viajes por díaA para
lo cual exploran aproximadamente un radio de : km en los
alrededores de su hábitat ;3,4j0 Ourante este procesoA
microorganismosA sustancias químicas y partículas en el aire entran
en contacto con ellas ;5j0 Por lo anteriorA las abejas y los productos
de la colmena sirven como bioindicadores para el monitoreo de
plagasA contaminación de origen industrial o urbano y3o prácticas
agrícolas que puedan ser perjudiciales ;6j0

Nntre dichas prácticas agrícolas se encuentra el control químico
de plagasA de mayor impacto para el ecosistemaA pues trae como
principal consecuencia un aumento en la frecuencia y dosis de
exposición a pesticidas por parte de las abejas0 Por lo anteriorA la
actual regulación para plaguicidas químicos no solo está orientada a
la protección del consumidorA sino que también busca la protección
de las abejas como principales polinizadores en la naturaleza ;2j0

Qhora bienA el análisis de residuos contaminantes orgánicos en
productos apícolas se realiza mediante dos tipos de métodosU los
presuntivos y los de confirmación0 Nn el primer grupo se encuentran
los inmunoensayos y los métodos microbiológicos0 Nn el segundo los
métodos de confirmación queA según el µodex QlimentariusA se basan
en técnicas instrumentales avanzadas como la electroforesis capilar y
la cromatografía líquida de alta eficiencia acopladas a espectrometría
de masas ;HPLµ1MSj ;7, 8j Oiferentes entes de control como la
Qdministración de medicamentos y alimentos ;FOQA por sus siglas
en inglésj y la Unión Nuropea han establecido la necesidad de contar
con métodos que permitan realizar la cuantificación y confirmación
de los residuos ;7, 8, 21, 22jA por lo cual los métodos instrumentales
tienen mayor ventaja en este caso ;9-11j0
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Materiales, reactivos y soluciones

Se trabajó con estándares de plaguicidas de pureza mayor al FH2A
provenientes de las casas comerciales Or Nhrenstorfer y
µhemservice0 Las soluciones madre fueron preparadas en
concentraciones cercanas a Hkk μg3mL en acetonitrilo o metanol y
almacenadas en frascos ámbar a 1ék ºµ0 Los solventes empleados en
este estudio fueron J0T0 Raker grado HPLµ0 Para los ensayos de
extracción se utilizaron sales de QuNµhNRS Restek Q1Sep TM y
para la limpieza de los extractos se emplearon los adsorbentes Restek
dSPN Q1Sep TM0 Los detalles de preparación mezclas y del estándar
interno se encuentran en trabajos previos ;16, 17j0

Nn el análisis de muestras de mielA debido a la complejidad de la
matriz y a que es necesario realizar exhaustivos procesos de
limpiezaA se han reportado diversos métodosA entre ellos el
QuNµhNRS modificado ;12j0 Qunque este método resulta ser una
excelente alternativa cuando se dispone de analizadores de masas en
tándemA al emplear detectores convencionales como fluorescenciaA
nitrógeno1fósforoA captura de electrones o inclusive un
espectrometrómetro de masas con un cuadrupolo sencilloA la
cantidad de interferentes limita el uso del método en un número
elevado de compuestos o impide la obtención de límites de
cuantificación acordes con la legislación ;13, 14j0

Nn este sentidoA este trabajo tuvo como objetivo desarrollar un
método para la determinación de HL plaguicidas de diferentes
familias químicas en muestras de mielA mediante el empleo de UFLµ
;cromatógrafo líquido ultra rápido por sus siglas eninglésj acoplado
a un analizador de masas de cuadrupolo simple0 Oe igual modoA se
buscó demostrar la aptitud del método mediante una validación de
nivel é ;15j0

Materiales y métodos

Mieles de partida

Se emplearon cuatro mieles obtenidas de apiarios experimentales y
mieles comerciales provenientes del altiplano cundiboyacense y del
departamento del Meta en µolombia0 Todo el material fue analizado
antes y durante todo el proceso de desarrollo del método analíticoA
con el propósito de asegurar que no se tuviera presencia de ninguno
de los plaguicidas estudiadosA así como de controlar los procesos de
contaminación cruzada0

Método de extracción de partida

Se partió del método QuNµhNRS para mieles ;18j0 Nn un tubo de
centrífuga se pesaron H g de muestraA se adicionó TPP ;fosfato de
trifeniloj y la mezcla de plaguicidas ;concentraciones entre kA/ y H
µg3mLj0 Se dejó en reposo por /H min yA transcurrido ese tiempoA se
adicionaron /k mL de agua y /k mL de acetonitrilo4 se agitó de
manera manual por / min yA posteriormenteA se adicionaron C g de
MgSOC anhidro y / g de QcONa4 nuevamente se agitó manualmente
por / min0 OespuésA se centrifugó a Lkkk rpm por H min y se
tomaron /k mL del sobrenadanteA que se transfirió a un tubo de
centrífuga de /H mL
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Para el proceso de limpiezaq por cada mililitro de extracto se
adicionaron 7b mg de amina primariaIsecundaria fPSRq por sus
siglas en inglésL y NbC mg de MgSOF anhidroq se agitó manualmente
por :C s y se centrifugó por 7 min a TCCC rpmE Se tomaron b mL de
extracto y se concentraron con un flujo de nitrogéno hasta llevar a
casi sequedadq posteriormente se adicionaron 7C µL del QV y se
reconstituyó con N mL de una mezcla RguaµR×N fíá:LE Binalmenteq
el sobrenadante se filtró a través de una membrana de Cq77 μm de
PTBQ y se transfirió a un vial de cromatografía f19LE ñurante el
desarrollo del métodoq en todos los experimentos se realizó un
mínimo de cinco réplicasE

Estudio de los adsorbentes

Una vez establecidas las mejores condiciones en la etapa de
extracción de los compuestosq con el propósito de mejorar la
selectividad del métodoq se procedió a estudiar el empleo de
diferentes adsorbentes para la limpieza de los extractosE ñe acuerdo
a la composición química de las mielesq se considera que los
principales compuestos que interfieren en el proceso de detección de
los plaguicidas pueden ser vitaminasq fenolesq pigmentosq
aminoácidosq ácidos orgánicos e inclusive azúcares f28LE La
reducción de la presencia de ácidosq aminoácidos y azúcaresq como
se mencionó en la sección experimentalq se realizó a través del
empleo de PSR y sulfato de magnesioE ñe esta maneraq para mejorar
el proceso de limpieza se adicionaron otros adsorbentesá
octadecilsilano f×NDú 7C mg por cada mL de extractoL y carbón
negro grafitizado f×N°ú 7C mg por cada mLLE

Calibración analítica y análisis de datos

Se realizó un proceso de evaluación de efecto matriz previo a la
cuantificación de cada analitoE Se encontraron porcentajes de efecto
matriz entre TUO y N:COq resultados que concuerdan con estudios
previos f17, 20LE Por lo anterior se realizaron también diferentes
niveles de calibración en blancos de matrizE Para el caso de los
ensayos de recuperaciónq se cuantificó con un solo punto de
calibraciónq de acuerdo a las recomendaciones del documento
SRNTQ f20LE Para la evaluación de la linealidad del sistemaq se
preparon las curvas de calibración que estaban compuestas por seis
puntos de calibración en blanco de matrizq cada uno de ellos se
inyectó cuatro veces en el sistema analíticoú los puntos se
distribuyeron equidistantementeE Todos los análisis estadísticos se
realizaron a través del paquete estadístico R ×ommander a un nivel
de confianza del UbO f22LE

Validación del sistema de medición.

×on el fin de demostrar que el sistema de medición funcionaba
adecuadamenteq se realizó una validación de nivel 7q consistente en
evaluará selectividadq exactitudq linealidadq límites de detección y
límites de cuantificaciónE

Instrumentos y equipos

Condiciones cromatográficas
Ql análisis cromatográfico fue llevado a cabo en un UBL× Shimadzu
Prominence fMarylandq ×Rq QURLq acoplado a un detector selectivo
de masas L×MSµ7C7CE Los análisis fueron llevados a cabo en una
columna Shim Pack fT cm × 7 mm dEiEq tamaño de partícula de 7qN
μm y fase estacionaria ×NDLú se trabajó en modo de gradiente con
ácido fórmico al CqNO fp/vL y acetato de amonio b mM en agua
MilliµQ fRLú la fase orgánica empleada fue acetonitrilo fkLE Ql
programa de elución utilizadoq expresado como porcentaje de kq
inicia a CO fC minL aumenta a 7CO en CqCN minq se mantiene por Cq:
minq posteriormente llega hasta bbO en Dqb min y luego aumenta
hasta el NCCO en los siguientes Nqb minE Binalmenteq se mantiene por
Nqb min f17LE Ql volumen de inyección fue b µLq la temperatura de
columna FC °× y el flujo de fase móvil Cq: mLIminE

Condiciones de la interfaz y espectrómetro de masas
×on el propósito de obtener una mejor sensibilidad para la
identificación y cuantificación de los bT plaguicidas en estudioq se
trabajó con dos métodos de adquisición independientesá un estándar
interno fTkPL y un estándar subrogado fTPPL Runque las
condiciones cromatográficas fueron las mismasq las condiciones de
la interfaz y del espectrómetro variaronE Qn este sentidoq el equipo
operó en modo electrosprayq con un flujo de gas de secado de NC LI
min y un flujo de gas nebulizador de Nqb LIminú las temperaturas del
bloque de calentamiento y de la línea de eliminación del solvente
correspondieron a 7CC º× y 7bC º× y a 7NC º× y 7bC º× para el
primer f°rupo N de compuestosL y segundo método de adquisición
f°rupo 7 de compuestosLq respectivamente f16, 17LE

Los análisis fueron llevados de manera simultánea en modo
positivo y negativoq el voltaje aplicado en el capilar correspondió a
FbCC V y µFbCC V respectivamenteE Todos los análisis fueron
realizados en modo SVME La Tabla N muestra los iones seleccionados
para la cuantificación y el tiempo de retención de cada compuestoá
las tres primeras columnas muestran las condiciones para el método
de adquisición Nq mientras que las tres últimas columnas son para el
método de adquisición 7E Qstos compuestos fueron seleccionados
acorde con la legislación nacional e internacional f23Lq el nivel de
afectación a las abejasq su uso en ×olombiaq sensibilidad en el
instrumento y la disponibilidad del material de referencia para la
calibración del instrumentoE

Por otro ladoq para la evaluación de la exactitud del métodoq
como recuperación y precisión en condiciones de repetibilidad y de
precisión intermediaq se fortificaron muestras de miel a tres niveles
de concentraciónE Ql primer nivel fL×L correspondía al límite
máximo de residuosq una concentración inferior a este o en su
defecto concentraciones cercanas a NC µgIkgE Ql segundo y tercer
nivel de fortificación correspondieron a 7 y b veces el primer nivel
fL×LE
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MÉTODO M MÉTODO É

Compuesto
tretención
5minS

Compuesto
tretención
5minS

Ion 5mIzST

Acefato É/78 ÉTM Metamidofos É/7D MDÉ

Monocrotofos É/9N ÉDM propamocarb É/8O MNH

Oxamil É/HM ÉO9 Tiociclam É/8N MNÉ

Metomil O/T8 M8O Linuron É/9T EÉD9

Carbendazim O/M7 MHÉ Nitenpiram É/9H É9M

Imidacloprid O/7É EÉ7D thiametoxan É/HH ÉHÉ

Dimetoato O/8O ÉOT dazomet O/TO M8O

Tiabendazol O/ÉD ÉTÉ mevinphos O/M9 ÉÉ7

Cimoxanil O/N8 EMH9 OEOH carbofuran O/M9 É77

Tiodicarb D/NO O77 Acetamiprid O/OT ÉÉO

Carbofuran D/NM ÉÉÉ Tiaclorprid O/9M EÉH9

Atrazina 7/MH ÉM8 Dinotefuran É/9T ÉTO

Metalaxyl 7/OD ÉNT Simazina D/TN ÉTÉ

Pirimicarb D/NM ÉOH Carbaryl D/79 ÉMH

Imazalil D/88 ÉH9 Isoprocarb 7/HT ÉO7

O/DEdicloropropilanlilida 7/NH EÉM8 Ametrina 8/M9 É8H

Pirimetanil 8/TO ÉTT Tridemoprh 8/8É ÉHN

Dimetomorf 7/HO OHT Epoxiconazole 8/9T OOT

Azosxistrobin 8/DH DTD Fenexhamid 9/NM EOTT

Tebuconazol 8/9H OTN Etoprofos 9/NM ÉND

Metoxyfenozida 8/N8 O8H Flusilazole 9/HD O79

Hexaconazol 9/TT EO7N Penconazol N/T9 OÉ7

Espinosad A 8/OO 9OO Piraclistrobin H/NT ONN

Benalaxil 9/9O OÉ8 Trifloxistribina H/M9 DTH

Difenoconazol 9/8H DTN Lufenuron H/DM E7TH

Azinfos Metil 9/9N O8N Buprofezin H/HM OT8

Espinosad D 8/DH 9D9 Clorfenaprid 9/9D EODH

Indoxacarb N/É9 7ÉN Temefos H/88 D89

Tabla 1. Iones de cuantificación (T) para los compuestos estudiados y tiempos de retención para los dos métodos de adquisición empleados

NOTA: los signos negativos en los iones representan que se realizó la detección en modo negativo

Estudio de la relación cantidad de muestra/solvente
de extracción

Con el propósito de obtener límites de cuantificación acordes con la
legislación existente para mieles 523S/ se partió del método europeo
5citratosS y se realizaron ensayos en los que se incrementó la
cantidad de muestra desde O g hasta MT g y otros en los que se
disminuyó la cantidad de solvente de MT mL a 7 mLá

Resultados y discusión Se encontró que los porcentajes de recuperación de varios
compuestos como el metalaxil/ acefato/ oxamilo/ entre otros/
disminuyeron notablementeá Asimismo/ la cantidad de interferencias
que se obtuvieron al incrementar la relación muestraIsolvente de
extracción impidió la detección adecuada de varios compuestosá En
este sentido/ como parte del desarrollo del método y en vista de los
resultados obtenidos en esta primera etapa se decidió trabajar con 7 g
de muestra y MT mL de solvente orgánico e incluir una etapa de
concentración de la muestraá

IonT 5mIzS
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Selección del sistema de amortiguación de pH

Debido a que el método QuEChERS presenta dos versiones1
reconocidas como métodos oficiales para el análisis de residuos de
plaguicidas1 se evaluaron las dos con el propósito de determinar cuál
es la más adecuadaz La primera corresponde al método AOAC
Nxxjzxy A19O AMétodo AO1 en la que se usa acetato de sodio para
realizar el control de pH en el proceso de extracciónz La segunda
versión del método considera el uso de sales de citrato y corresponde
a la versión europea del método EN yñ;;N A26O1 Amétodo BOz

Los resultados mostraron que1 mediante el método A1 yB
compuestos presentaron interferencias que impidieron realizar la
integración de las señales cromatográficas= para el método B se
presentaron y5 interferenciasz Lo anterior supone que1 debido a una
baja selectividad de los métodos1 no es posible la cuantificación de
cerca del NBg de los compuestos bajo estudioz La Figura y muestra
los compuestos que presentaron interferencias y una recuperación
inferior al jxg en al menos uno de los métodosz Por otro lado1 los
compuestos restantes presentaron recuperaciones entre el jxg y el
yNxg1 recuperación que se considera aceptable para este tipo de
determinaciones A21Oz

Se realizó un análisis de varianza con el propósito de evaluar si
existen diferencias significativas Aα U x1xñO entre las medias de los
porcentajes de recuperaciónz Los resultados no fueron del todo
concluyentes1 pues para la mayoría de los casos no se presentaron
diferencias significativas entre los sistemas evaluadosz Sin embargo1
al comparar con los criterios de la Unión Europea1 se encuentra que
sí se observan diferencias1 por ejemplo1 para dinotefuran se encontró
una probabilidad de aceptar Hx mayor a x1xñz No hay diferencias
significativas1 pero en la Figura y se encuentra que1 con el método B1
este compuesto cumple con lo establecido por la Unión Europeaz Por
este motivo1 los análisis estadísticos se omitieron en este estudio y
todos los resultados y discusión se centran en lo establecido en los
criterios de la Unión Europea para este tipo de métodos analíticosz

Como se observa en la Figura y1 existen casos críticos en los
que la recuperación se encuentra por debajo del ñxg1 por ejemplo
espinosad AA y DO y carbendazim= los demás compuestos presentan
valores de recuperación muy cercanos al jx gz Por otro lado1 en la
evaluación de las precisiones de cada uno de los métodos1 se
encontró que mediante el método A1 se presentaron coeficientes de
variación superiores al yñg en yy casos1 mientras que para el método
B se encontraron % casosz

Figura 1. Comparación de los porcentajes de recuperación al emplear acetato o citrato como sal de control de pH
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Adición de las sales

El método original indica que las sales de citrato1 el NaCl y el
MgSOR1 se adicionan una vez se agrega el agua a la miel y se
homogeniza esta mezclaL Durante este proceso1 se observó que las
sales se aglomeraban y su dispersión a través de la mezcla de
extracción xmiel0agua0acetonitriloA no era sencilla de realizarL
Adicionalmente1 hubo un calentamiento significativo1 debido a la
hidratación del MgSOR1 por lo cual se decidió disolver las sales de
citrato y NaCl para realizar su adición junto con el aguaL Entonces1
en lugar de adicionar sólo agua para el proceso de homogenización
de la sal1 se adicionaron 8= mL de una solución amortiguadora de
citratos xpH : ;1BA1 la cual tenía la cantidad de sales equivalente al
método QuEChERS1 a excepción del MgSORL

Posterior a esta adición1 se realizó una homogenización de la
mezcla1 se adicionó el acetonitrilo y se realizó la extracción con
agitación por 8= min en un vórtex1 luego se destapó el tubo y se
realizó la adición del MgSOR7 se agitó manualmenteL Algunos de los
resultados obtenidos a través de estas modificaciones se presentan en
la Figura íL Se encontró que las modificaciones realizadas al método
mejoran los resultados en la exactitud del método de manera notableL

El método B mostró una mejor exactitud1 reflejada en mejor
selectividad1 mayor número de compuestos con recuperación
aceptable y menor dispersión en los resultadosL

Los resultados indicaron que1 para el caso de los plaguicidas
estudiados y la matriz de interés1 resulta más conveniente realizar la
extracción con las sales de citrato1 es decir empleando el método BL
Sin embargo1 es de resaltar que la versión europea del método1
además de las sales de citrato1 incluye NaCl1 lo cual incrementa la
fuerza iónica y1 por consiguiente1 mejora la transferencia de los
analitos a la fase orgánicaL Por lo anterior1 se decidió trabajar con
este sistema amortiguador de pHL

=1=

8=1=

í=1=

Q=1=

R=1=

P=1=

;=1=

F=1=

B=1=

ú=1=

8==1=
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ió
n
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)

Citrato sólido Citrato en disolución

La Figura í muestra que1 para B de los 8í compuestos que no se
recuperaron con el método tradicional1 se obtuvieron porcentajes
superiores al F=p1 lo cual indica que el sesgo del método disminuyóL
Sin embargo1 de acuerdo a estos resultados1 carbendazim1 tiodicarb1
dazomet y espinosad xA y DA siguen presentando porcentajes de
recuperación bajosL

La mejora en la recuperación se atribuye a varios factoresá por
un lado1 el proceso de extracción se realizó sin la presencia del
MgSOR en la mezcla de la miel1 puesto que este se adiciona hasta el
final de este proceso7 adicionalmente1 al realizar la extracción con
solo la disolución amortiguadora y el acetonitrilo1 se obtiene un
sistema más homogéneo xno hay aglomeracionesA y no se dan
procesos de calentamiento por la adición del MgSOR en el momento
de la extracciónL Por otro lado1 posiblemente se tenga un mejor
control del pH al adicionar la disolución amortiguadora1 de lo
contrario1 solo hasta que se disolviera la totalidad de las sales de
citrato en la mezcla1 se lograría el control del pH debido a la
viscosidad de la mielL

Sumado a lo anterior1 cuando se realiza la adición del MgSOR a
la mezcla xal final de la extracciónA1 el calor liberado parece disiparse
más rápidamente pues1 si bien se forma la aglomeración del método
original1 esta es más fácil y rápida de disolver a través de la agitación
manualL Se cree que el uso del vórtex también contribuye al aumento
de los porcentajes de recuperación pues facilita la transferencia de
masa del analito hacia la fase orgánica y se aplica durante un mayor
tiempo1 lo que garantiza que exista un equilibrio mayorL Finalmente1
las modificaciones realizadas al método no redujeron la cantidad de
compuestos con interferencias1 es decir1 con este método se obtuvo el
mismo número de compuestos que no se pudieron determinar debido
a problemas de selectividadL Incluso1 en los perfiles cromatográficos
obtenidos para los blancos con el uso de este método1 se observó una
mayor cantidad de ruido en comparación con el método originalL Lo
anterior es atribuido a las modificaciones realizadas1 pues junto con
los analitos existe una mayor cantidad de compuestos de la matriz
que se coextraenL

Figura 2. Comparación del modo de adición de las sales de citrato para el control del pH en la extracción de plaguicidas en miel



Zamudio, A. M.; Vanoy, N.; Díaz-Moreno,C.; Ahumada, D. A.

30 Rev. Colomb. Quim. 20177 46 FCA7 C“0V8%

pH de disolución amortiguadora

En diferentes trabajos se encuentran estudios relacionados con la
influencia del pH sobre la recuperación de algunos compuestos F267
27A% Sin embargo7 en todos los estudios se menciona el término pH
aparente7 pues esta magnitud es medida en acetonitrilo y no en una
solución acuosa% En este sentido y acorde con la instrumentación y
materiales de referencia con los que se cuenta para la calibración de
los instrumentos de pH7 se optó por evaluar la influencia del pH de la
disolución de amortiguación sobre la exactitud de los analitos% Para
ello se ajustaron las disoluciones con ácido fórmico a “ diferentes
valores de pHD la Figura V muestra un resumen de los resultados
obtenidos% Nllí se presenta el promedio de recuperación de todos los
compuestos7 el número de compuestos que tienen porcentajes de
recuperación inferiores a z5P y el número de compuestos para los
que el método no es preciso7 es decir7 porcentajes de coeficiente de
variación superiores al L”P%

La Figura V muestra que al comparar los tres valores más altos
de pH7 se encuentra que estos no varían de manera considerable7
igual que el número de compuestos con recuperaciones bajas o
dispersiones altas% Sin embargo7 para los dos valores de pH más
bajos se observa que7 tanto la recuperación como la precisión del
método7 es incrementada7 pues tienen solo 8 y C compuestos con P
>V mayores al L”PD para el valor de pH más bajo se tienen solo V
compuestos con recuperaciones inferiores al z5P%

El incremento de la precisión y de la recuperación de los
compuestos a pH bajos7 se atribuye a una mayor estabilidad de los
compuestos a estos valores de pH F25A% En diferentes reportes se
encuentra que el valor de “pH aparente” Fen acetonitriloA7 donde la
extracción de los plaguicidas fue más eficiente7 se encuentra entre
”7” y ”7+% Esto indica que7 posiblemente7 el resultado de la mezcla de
la miel con las disoluciones amortiguadoras de valores de pH más
bajos F” y ”7”A proporcionan valores de pH en el sistema de
extracción Fmiel ú disoluciónA similar a este valor de pH aparente7
reportado en otros estudios F19A%

La estabilidad de los compuestos no solo puede originar errores
sistemáticos Fcomo menores porcentajes de recuperaciónA7 sino
también puede originar errores aleatoriosñ pequeños cambios en otras
magnitudes de influencia como la temperatura o el tiempo de
extracción suponen un aumento de estos errores% En este sentido7 el
mejor promedio en los porcentajes de recuperación de los
compuestos se logra con el pH más bajo7 valor al que la mayoría de
los compuestos presentan los menores errores sistemáticos%

Sin embargo7 en este valor de pH7 cualquier mínimo cambio en
otra variable de influencia genera un aumento en los errores
aleatorios7 por lo cual se presentan mayores coeficientes de variación
que para el valor de pH de ”7”% De esta manera7 al realizar la
extracción a un pH de ”7” se tiene un punto de equilibrio entre el
control del error sistemático y el error aleatorio7 pues7 como se puede
observar en la Figura V7 es donde se tiene una mejor exactitud% Por lo
tanto7 a partir de este ensayo se concluye que7 dentro de los valores
de pH evaluados7 la mejor condición corresponde a ”7”%

Finalmente7 los compuestos que presentaron porcentajes de
recuperación menores al z5P a pH ” correspondieron a los isómeros
del espinosad y carbendazim% Para el caso de los primeros no fue
posible encontrar los valores de pKa7 por lo cual se cree que estos
compuestos sufren algún tipo de hidrólisis o descomposición que
impide una adecuada extracción% Para el caso del carbendazim7 el
pKa es “7“+7 por tanto7 es posible que al encontrarse la molécula
ionizada la extracción por parte de un solvente orgánico no sea
eficiente F19A%

:L7+P +z78P +C7zP +C7”P +C7+P

V V

”

“ “

8

C

+

z

+

pH ” pH ”7” pH 8 pH 87” pH 87+

Promedio PR Número de compuestos con PR K z5P Número de compuestos con P>VT L”P

Figura 3. Porcentajes de recuperación promedio (%R), número de compuestos con %R inferiores a 70% y con coeficientes de variación (%CV) mayores al 15% para los diferentes valores de pH
evaluados

Adsorbentes de limpieza

La Tabla C muestra un resumen de los resultados obtenidos a través
del uso de diferentes sistemas de limpieza% Es de aclarar que para
este estudio se partió de blancos de miel7 se obtuvieron extractos
libres de plaguicidas7 se mezclaron y fueron fortificados antes del
proceso de limpieza7 lo cual buscaba reducir la variación producida
por el proceso de extracción F29A%
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Validación del sistema de medición

La Tabla M evidencia que el empleo de otro tipo de adsorbentes
mejora la selectividad de los compuestos; pues se observa un
descenso en el número de compuestos con interferentes; respecto a la
limpieza únicamente con PSA para cualquiera de los sistemas
evaluadosá También se observa que la mejor alternativa para la
limpieza de los extractos es el CE/; pues mejoró la selectividad para
casi la totalidad de los compuestos en los dos conjuntos de ensayos
en los que se usóá

Para el caso de tiociclam y de metil azinfos; no se pudo mejorar
la selectividad del método; a pesar de que se realizaron algunos
experimentos adicionales en los que se aumentó la cantidad de
adsorbentes usados7 en su lugar se obtuvieron porcentajes de
recuperación menores para algunos compuestosá

Para el caso específico del Tiociclam; debido a su naturaleza
polar 8ver tiempos de retención en la Tabla Eó; se cree que es
necesario realizar otro tipo de limpieza como cromatografía de
intercambio iónico; de columna en fase normal o la adición de otro
adsorbente más polar como la sílica; pues el interferente debe ser de
la misma naturalezaá Para el caso del metil azinfos se considera que
la interferencia de origen tiene una estructura muy similar a este
compuestoá

Por otra parte; se encuentra que el uso de CNG no contribuye
de manera significativa a la mejora de la selectividad del método;
pues los resultados indican que permite la reducción de interferentes
para sólo tres compuestosá Asimismo; al observar el último sistema
que incluye CE/ y PSA; se encuentra que el carbón no aporta de
manera significativa; al contrario; para algunos compuestos los
porcentajes de recuperación son inferiores; lo cual se debe
posiblemente a la adsorción de los analitos generada por la mayor
área superficial que se tieneá
El acetonitrilo es un solvente conocido por no extraer demasiados

compuestos de naturaleza lipídica así como compuestos de elevada
polaridad como el caso de los azúcaresá

Sin embargo; el aumento de la fuerza iónica en el sistema de
extracción a través del MgSOh y del NaCl; inducen a que se
extraigan este tipo de compuestos junto con los analitosá En este
sentido; se considera que el empleo de CE/ reduce notablemente la
cantidad de interferentes; debido a la adsorción de este tipo de
compuestos que tienen baja solubilidad en acetonitriloá
Adicionalmente; es posible queexista un efecto sinérgico al hacer uso
de PSA y CE/; pues las señales producidas por los interferentes
químicos se redujeron a lo largo de todo el cromatogramaá
Finalmente; la Figura h describe el esquema general del método
desarrolladoá

Tabla 2. Porcentajes de recuperación obtenidos en la evaluación de diferentes sistemas de
limpieza

Nombre del compuesto

Promedio x de recuperación

PSA
PSA g
CNG

PSA g
CE/

PSA g CE/
g CNG

Metamidofos I I /+;F /G;M

Propamocarb I I %O;ñ %G;M

Linuron I I EGG;% %F;/

Nitempiram I I EGG;O %ñ;O

O;hídicloropropinalidina I I %+;O %%;M

Etoprofos I I %/;M %G;M

Piraclistrobin I %h;h %+;h %M;O

Trifloxtribina I I EGG;O %/;O

Lufenuron I %h;G EGO;h %M;+

Tiociclam I I I I

Atrazina I I EGG;E %E;M

Clorfenapryd I I %F;/ %M;%

Azinfos metil I I I I

I: Compuesto con interferencia que no permitió determinar el porcentaje de recuperación

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

La selectividad del método se evaluó a través del uso de cuatro
diferentes tipos de miel; los cuales se diferenciaban por su origená
Los resultados obtenidos en esta evaluación mostraron resultados
idénticos a los reportados en la Tabla M 8sistema PSA g CE/ó; es
decir; el método es selectivo para todos los analitos de interés
excepto para metil azinfos y tiociclamá

En las Tablas O y h se presentan las concentraciones de
fortificación; los resultados de exactitud y los límites de detección
del métodoá Los límites de detección reportados; fueron estimados a
partir de diferentes aproximaciones 830ó y para todos los casos en el
proceso de confirmación se encontró que la relación señalNruido era
superior a Oá
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la validación del método desarrollado. Grupo de compuestos 1- Método de adquisición 1

*Estimado a partir de los resultados de precisión intermedia. Para los casos en los que se presentó heterocedasticidad entre las diferentes concentraciones
evaluadas se presenta el intervalo de porcentajes de recuperación.
ND: No determinado para este compuesto.
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L
D
*µ
g9
kg
V

Acefato 0z10P IT10 IP1z IH1M 0T1TM N1Ez

Oxamilo E1EH E01H II1O IO70Oz1IDD 0O1N0 N1MN

Monocrotofos E1PI 0Oz1M EO1T IO1N7000 001TI N10M

Metomil 0O1OP IP1M PI1H IM1E H1NI M1I0

Carbendazim I1M0 NE1I NP10 0I1I7PO10 0P1TT ND

Tiabendazol 0M1TT EN1T IN1M PM1z7EP1E 0M1MI H10M

zOH7carbofuran 001zN EI1P II1O IT70OT1M P1zH z10E

Dimetoato 0O1PO EP10 Iz1M EO1M I1OE 01zH

Cimoxanil PE1PT EM1T II1N EO1N 001ME Mz1TI

Carbofuran I1EM EP1z ET1E EH1H E1HM M1T0

Tiodicarb I1zM IH1T Iz1M IN1E 0H10I M1Mz

Pirimicarb T1IP Ez1M Iz1O PM1I7EN1E 0N1OM M1OT

Atrazina T1ET Ez1E E01O EM1T 001IN 010E

Metalaxilo T1EN EE1O EH1E EI 0O10H 010T

Imazalil I1M0 EN1O Iz1P Pz1I70OO1P H1ET M10E

Dimetomorf 0z10z 0OO1E 0OM1z 0O01H 001HO T1HH

Pirimetanil I1PO E01O PI1T IN1I 001Nz z1Iz

Azosxitrobina H1O0 0OM10 0ON1T 0Oz1z 0O1OI 01Hz

Espinosad A 0N1HE T01P NE1H zM1N7TI1T H1TM ND

Tebuconazol 0T1ET Ez1T Ez1P I01E70OM1T 0M1IO 01EI

Metoxifenozida 0z1MN 0OO1H 0OO10 Ez1M70ON1T I1TN M1T0

Hexaconazol 0O1Ez ET1O EE1z IP1070OI1N 0z1Oz M1IT

Espinosad D 0N1HE zP10 zE1P zI1N H1E0 ND

Difenoconazol II1zH EO1T II1H PT1N70OM1N P1IO 0N1Hz

Benalaxilo H1NP EP10 EP1z EP1M 0O1IH 01zP

Clorfenapir 0EI1EN ET1O IP1T PM1I7EI 0z1HM H01MO

azinfos metil H1EE MI010 N001E IO1E70Ozz1N I01EE ND

Indoxacarb MI1PT E01E ET1P IM107EE I1zH H10T
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la validación del método desarrollado. Grupo de compuestos 2- Método de adquisición 2

*Estimado a partir de los resultados de precisión intermedia. Para los casos en los que se presentó heterocedasticidad entre las diferentes
concentraciones evaluadas se presenta el intervalo de porcentajes de recuperación.
ND: No determinado para este compuesto.
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kg
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Metamidofos vT0SN yy0E EA0I Eh0S Tz0yI A0TI

Propamocarb Th0vy Eh0v TNz0z ES0E TI0Iz v0hN

Dinotefuran TN0EE yE0I yy0S yN8TNA0A TI0NE z0TS

Linuron Ty0EA ET0y yI0T Sz0A8EE0I TI0Th S0hN

Nitenpiram Tz0vA yI0A TNh0E Ev0z Th0Ev h0EI

Thiametoxan TA0AS ES0z ES0z ES0z v0vz v0SI

Dazomet Ih0Nz yv0v yz0E SN0T8TTT Tv0yI Ty0Nh

Mevinphos TA0ES Eh0I yS0y Sz0I8TTT TT0Av S0SS

Imidacloprid TAE0EI Ez0y TNI0y EE0y TA0Iv IS0Nz

Acetamiprid AA0vI TNh0E EI0E yy0S8TNI0y Th0Th TT0Tz

Tiaclorprid TA0ST TTT0N TTN0v TTN0S E0TI h0AI

Simazina I0yS Ey0I ES0z ES0E Th0Nh N0yI

Carbaryl zy0EI EA0h TNz0E yS0A8TTh0E E0zh S0Tz

Isoprocarb vv0TT Ez0S yA0h EN Tv0EI E0Iz

Ametrina Tz0hA ET0A Ey0T Ev0E E0zI T0zA

z0v8dicloranilida E0Nz Eh0A TNv0S SS0I8TTI0y TN0zI N0EI

Tridemoprh Sv0ET EE0S SE0E Sv0I8TNT0h TE0vA TS0TS

Epoxiconazole yI0hh ES0v TNI0y yT0T8TTE0T Tv0zN hv0hA

Fenexhamid vT0vy Sy0v Ev0E yA0S Tz0hN E0zh

Etoprofos zN0Ny yA0y ET0z yE0T Th0hy y0SN

Flusilazole Tv0yy EE0S TTT0T EA0y8TTI0z S0Ih v0Eh

Penconazol Th0vh Ev0A TTN0I TNh0A TT0NE h0vT

Piraclistrobin TT0zT zy0A hT0E Th0E8Ay0A hT0Tv ND

Trifloxystribina y0vA yE0z TNh0y yT0z8TTz0I TN0hS T0vA

Lufenuron y0IS zT0I zh0S zh0T zv0IE ND

Benfuracarb S0SA TNN0E TNh0h yv0T8TTT0E Tz0SS h0hy

Temefos AI0vA yy0y Ev0S SI0h8TTh0y TA0Ey hE0NN

Buprofezin TT0vv SE0h Ev0N yA0A Tv0zN v0ST

5
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Las Tablas v y : muestran que para la mayoría de los compuestos
se presentaron porcentajes de recuperación entre el hUá y ESUáC por
lo cual se puede concluir que el método presenta un error sistemático
aceptableC a excepción de carbendazimC espinosad AA y DDC lufenuron
y piraclostrobinaC cuyos porcentajes de recuperación fueron
inferiores al hUág

Por otro ladoC se encontró que el máximo áCV para cada uno de
los analitosC en generalC es inferior al ENáC lo cual cumple con el
criterio de la Unión Europea A21Dg Sin embargoC para algunos
compuestos se observa que este áCV supera el ENáC pero debe
tenerse en cuenta que el criterio de la Unión Europea se establece
para compuestos en condiciones de repetibilidadC y que el áCV
presentado en las Tablas v y : se obtiene para condiciones de
precisión intermedia AinteranalistasDg Por lo tantoC se considera que
para todos los casos el método es precisoC a excepción de los casos
en los que el método no es selectivo Atiociclam y metil azinfosD o
presenta una recuperación inadecuada Amenor al hUáDg

La evaluación de la linealidad del sistema de medición se realizó
a través de diferentes pruebas como/ ANOVAC falta de ajusteC
significancia de la pendiente y del interceptoC entre otras AEODg Todos
los resultados indicaron que el sistema es lineal en el intervalo de
concentraciones presentadas en la Tabla Ng

Tabla 5. Intervalo lineal del método analítico

Compuesto
Intervalo lineal
Ang5mLD

Compuesto
Intervalo lineal
Ang5mLD

Acefato EHCHVEHHCS Metamidofos NICOVNINCh

Oxamil E:CSVE:SCv Propamocarb EhCHVEhHCS

Monocrotofos E:VEvICh Dinotefuran ENChVENh

Metomil E:C:VE:vCI Linuron ShCEVShUCH

Carbendazin EEChVEEhCS Nitenpiram EICSVEISCS

Tiabendazol EhCIVEhICv Thiametoxan SvCHVSvHCE

vOHVcarbofuran EOCSVEOECI Dazomet h:CvVh:vCS

Dimetoato ENCvVENSCI Mevinphos S:CSVS:SC:

Cymoxanyl EEvCIVEEvICv Imidaclorprid S:SCHVS:ShCH

Carbofuran ESChVEShC: Acetamiprid I:CIVI:ICv

Thiodicarb EECIVEEHCH Tiaclorpird SvCIVSvHCH

Pirimicarb HC:VHvCI Simazina HC:VHvCH

Atrazina HCNVH:CI Carbaril NNCOVNNOC:

Metalaxil HCNVH:CI Isoporcarb OvVOvUCE

Imazalil EEChVEEhCS Ametrina EHCIVEHICN

Dimetomorf EHCHVEHhCO vC:Vdicloropropinalidina ESCIVESI

Pirimetanil ESC:VES:Cv Tridemoprh EUhVEUhUCE

Azoxistrobin HCOVHNCH Epoxiconazole ESEChVESEhCN

Spinosad SEVSUICH Fenexamid NICvVNISCO

Tebuconazol SSCHVSShCH Etoprofos :vV:SICh

Metoxifenozida EHCIVEHICS Flusilazole SECvVSESCO

Hexaconazol ENCOVENOCE Penconazol EhChVEhhC:

Spinosad SEVSUICH Piraclistrobin EOCSVEOECN

Difenoconazol ESOCSVESOSCS Trifloxystribina ESCEVESUCH

Benalaxil ICSVISC: Lufenuron ESCSVESSC:

Clorfenapryd SH:CSVSH:ECI Befuracarb EECEVEEUCI

Azinfos metil EUVIICH Temefos IvCNVIvNCE

Indoxacarb :ECEV:EUCh Buprofezin EOCvVEOvC:

Conclusiones

Se logró desarrollar y validar un método para el análisis de residuos
de plaguicidas en mielesC basado en una extracción líquidoVlíquido
con acetonitrilo y posterior limpieza a través de extracción en fase
sólida dispersivag En el proceso de desarrollo del métodoC se
encontró que la homogenización de la miel con una solución
amortiguadora a un pH de NCN incrementa la exactitud del métodog
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ªor otro ladoF la selectividad del método mejoró notablemente
al realizar uso de una mezcla de octadecilsilano x]U;5 y sílica
funcionalizada con aminas xªYG5B ªor su parteF el proceso de
validación indicó que el método es selectivoF precisoF lineal y exacto
para LI de los L9 plaguicidas empleadosB winalmenteF se encontró
que el método no es selectivo para á de los compuestos estudiados y
no es exacto para TB
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