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Resumen

Se desarrollé un método multirresiduo para el andlisis de plaguicidas en leche mediante el
empleo de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. Se estudiaron diferentes
variaciones al método de extraccion QUEChERS utilizando siete diferentes fases extractantes, dos
sales amortiguadoras, tres concentraciones de acido formico en la fase extractante y cuatro tiempos
de ultrasonido. De los 58 plaguicidas analizados solo tiociclam y tiodicarb presentaron porcentajes
de recuperacion inferiores al 70%. Los mejores porcentajes de recuperacion y menores coeficientes
de variacion se obtuvieron empleando el buffer de citrato y acetonitrilo con acido férmico al 0,5%
como extractante. Por otro lado, no se observaron diferencias estadisticas (P > 0,05) a los tiempos

de ultrasonido evaluados. Finalmente, se encontré que el método aplicado es preciso y exacto para
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el andlisis de residuos de plaguicidas de diferentes grupos quimicos como: azoles,

organofosforados, bencimidazoles, carbamatos, entre otros.
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Abstract

It was developed a multi-residue method for determining pesticides of different
physicochemical characteristics presents on milk. The extraction process is based on the QUEChERS
method and determination of the compounds was performed using ultra performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry. Also, were evaluated seven different phases of
extraction, the effect of different times of ultrasound and three concentrations of formic acid on the
extraction process. The repeatability of the method results indicated that for most of the compounds
showed coefficients of variation below 10%. Furthermore, it was found that there were no statistical
differences (P> 0.05) at different times of ultrasound evaluation. Finally, it was found that the
developed method is precise and accurate for the analysis of pesticide residues from different

chemical groups such as azoles, organophosphorus, benzimidazoles, carbamates, among others.

Keywords: food, milk, pesticides, QUEChERS.
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Introduccion

La apertura del comercio mundial y las crecientes exigencias de los consumidores respecto a
la calidad de los alimentos, ha inducido una serie de beneficios dentro de los que se destacan un
mayor empleo de buenas practicas agricolas y veterinarias, superior conocimiento de temas
relacionados con la seguridad alimentaria, mejor control de las entidades gubernamentales en
cuanto a la inocuidad de los alimentos y en general, una conciencia por la produccion y consumo de
alimentos més sanos (Hefnawy, 2011; Ingram, 2011). De manera paralela a estos beneficios, en la
ultima década en los paises desarrollados se ha incrementado el nimero de politicas respecto al
contenido de contaminantes en alimentos, lo cual conduce a un menor riesgo para la salud del
consumidor, pero trae consigo un mayor numero de restricciones para los productores y
comercializadores de paises exportadores, como es el caso de Colombia (Engler, Nahuelhual, Cofré
y Barrena, 2012; Zweigenbaum, 2011).

Debido a su composicion, la leche es uno de los alimentos de més importancia para la
nutricion humana, pues se sabe que es una fuente de aminoacidos, sacéridos, acidos grasos, entre
otros; la calidad de la leche es determinada por sus caracteristicas bacterioldgicas, fisicoquimicas y
en esencia, ademas de sus cualidades composicionales (proteina, grasa, minerales, vitaminas, etc.)
esta no debe contener una cantidad excesiva de microorganismos y residuos quimicos (Clemens,
Hernell y Michaelsen, 2011). Dentro de los contaminantes quimicos relevantes que puede contener
una leche, se encuentran los antibidticos y plaguicidas, los primeros son usados para la proteccion
del ganado y los segundos pueden provenir de diferentes fuentes como: (i) pastos, forrajes o
alimentacion de origen vegetal, que han sido tratados con estos agroquimicos; (ii) empleo de estas
moléculas para el control de parasitos en el ganado; (iii) control de plagas en establos o fincas
lecheras, y (iv) contaminacion de fuentes de agua, suelos y aire con plaguicidas provenientes de
practicas agricolas (Decker, 1959).

Desde este panorama, la comunidad cientifica ha encaminado sus esfuerzos al desarrollo de
metodologias analiticas que permitan la deteccion de este tipo de contaminantes (De Brabander et
al., 2009). Las metodologias analiticas existentes, incluyen desde la utilizacién de inmunoensayos
(Jin et al., 2012) y biosensores (Mishra, Dominguez, Bhand, Mufioz y Marty, 2011) hasta el manejo

de técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas (Mezcua et al., 2007; Rouviére,
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Buleté, Cren-Olivé y Arnaudguilnem, 2012), siendo estas ultimas las de mayor relevancia en el
control de dichos residuos en alimentos. Los analisis de residuos de plaguicidas en leches se dan
desde hace varias décadas, sin embargo, se han centrado sobre todo en la deteccion de moléculas
organocloradas y organofosforadas (Jeong, Kwak, Ahn y Jeong, 2012; Kampire, Kiremire, Nyanzi y
Kishimba, 2011). Por su parte, las diferentes entidades encargadas de fijar los limites maximos de
residuos (LMR), en los Ultimos afios ha aumentado en més de 4 veces el nimero de plaguicidas con
restricciones en este alimento, lo cual se traduce en la necesidad de desplegar métodos analiticos
que permitan realizar la deteccién de plaguicidas de diferentes grupos quimicos (Joint, 2011).

El estudio de residuos de plaguicidas en leches, a través de técnicas cromatograficas, se
divide en cuatro etapas fundamentales: (i) extraccion, (i) limpieza, (iii) cuantificacion y (iv)
confirmacion. Segun el tipo de plaguicida que se desee determinar, se reportan diferentes técnicas
de extraccién, como la extraccion liquido-liquido (ELL), extraccion en fase sodlida (EFS),
microextraccion en fase solida (MEFS), extraccion acelerada con solventes (EAS), entre otras. La
ELL es la técnica mas empleada, sobre todo por su sencillez y eficiencia en la extraccion de
moléculas de diferentes caracteristicas fisicoquimicas respecto a otras técnicas (Martinez, Plaza-
Bolafos, Romero-Gonzélez y Garrido, 2009).

Ninguna de las técnicas de extraccion reportadas son lo suficientemente selectivas para la
extraccion de residuos de plaguicidas, por lo tanto, es necesario una etapa adicional en el proceso
analitico, la cual corresponde a la limpieza, que tiene como objetivo eliminar todos aquellos
componentes que puedan afectar el proceso de deteccion. Para el caso especifico de leches, los
principales interferentes corresponden a lipidos, vitaminas y, de manera comun, compuestos
liposolubles que se encuentran presentes en la leche. Como solucién a este inconveniente, se
aprovechan diferentes técnicas como la cromatografia de permeacién en gel, la EFS, la ELL y mas
recientemente el uso de adsorbentes como la amina primaria secundaria (APS) o octadecilsilano
(C18) (Chung y Chen, 2011; Gilbert-Lopez, Garcia-Reyes y Molina-Diaz, 2009; LeDoux, 2011).

En el ultimo lustro, el manejo de metodologias analiticas basadas en el método QUEChERS
son la mejor opcidn para el analisis de, no solo residuos de plaguicidas, sino de otros contaminantes
como antibidticos y colorantes (Filigenzi, Ehrke, Aston y Poppenga, 2011). El método QUEChERS

ofrece como principales ventajas resultados exactos, precisos y rapidos, ademas de permitir el uso
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de bajas cantidades de solventes, reactivos y, en general, material de laboratorio (Anastassiades,
Lehotay, Tajnbaher y Schenck, 2003).

Teniendo en cuenta dicho contexto, en este articulo se presentan los resultados del desarrollo
de una metodologia basada en el método QUEChERS, para la determinacion de residuos de
plaguicidas en leches. Para ello se estudiaron diferentes variables que afectan el proceso de
extraccion. La cuantificacion y confirmacion de las moléculas se realiza mediante cromatografia

liquida ultrarrapida acoplada a espectrometria de masas.

Materiales y métodos

Materiales de referencia, reactivos y soluciones

El desarrollo del método se realiz6 para el andlisis de 58 principios activos, dentro de los que
se encuentran moléculas organofosforadas, organonitrogenadas, azoles, triazinas, carbamatos,
benzimidazoles, entre otros. Todos los estandares de plaguicidas presentaban una pureza mayor al
95% y fueron adquiridos de las casas comerciales Dr. Ehrenstorfer y Chemservice. Los reactivos
restantes, la calidad, las condiciones de preparacion y almacenamiento se encuentran reportados en

trabajos previos (Ahumada y Zamudio, 2011).

Instrumentos y equipos

El analisis cromatografico se hizo en un cromatégrafo liquido ultrarrapido (UFLC por su sigla
en inglés: Ultra Fast Liquid Chromatograph) Shimadzu Prominence (Maryland, CA, Estados Unidos),
acoplado a un detector selectivo de masas LCMS-2020 (Ahumada y Zamudio, 2011).

Los andlisis fueron realizados en una columna Shim Pack (6 cm x 2 mm d.i., tamafio de
particula de 2,1 ym y fase estacionaria C18), se trabajé en modo de gradiente con acido férmico al
0,1% (P/V) y acetato de amonio 5 mM en agua Milli-Q, la fase organica empleada fue acetonitrilo. El
volumen de inyeccion fue 5 pL, la temperatura de columna 40°C y el flujo de fase movil 0,3 mL/min.

El equipo cuenta con una interfaz tipo DUIS (ESI, APCI), que se operé 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
blogue de calentamiento y de la linea de eliminacién del solvente correspondieron a 200°C y 250°C

respectivamente.
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Los analisis fueron llevados de manera simultanea en modo positivo y negativo, el voltaje
aplicado en el capilar correspondié a 4500 V y —4500 V respectivamente. Todos los anélisis fueron
realizados en modo SIM (por su sigla en inglés, Single lon Monitoring).

En todos los ensayos se empleé tributilfosfato como esténdar interno y el andlisis de los 58
principios activos se hizo a través de dos inyecciones en el cromatografo. En la mayoria de los
casos, las concentraciones a las cuales se realizaron cada uno de los ensayos son iguales o
inferiores al LMR del codex alimentarius, no obstante, algunos plaguicidas incluidos en el presente

estudio no presentan ain LMR.

Material de estudio

Se utilizd como material de estudio leche en polvo, adquirida en un mercado local. Esta fue
reconstituida atendiendo a las instrucciones presentadas por el fabricante en la etiqueta del
producto, que corresponden a disolver 25 g de leche en polvo en 200 mL de agua. Se seleccioné la
leche en polvo como material de estudio, con el propdsito de mantener durante el desarrollo del
mismo, unidades experimentales homogéneas y asi evitar introducir otra variable que afecte los

resultados. El contenido total de grasa de esta leche corresponde al 7%.

Método de extraccion

Para la extraccién se pesaron 10 g de leche reconstituida, se adicion6 10 mL del solvente de
extraccion, se agité por 1 min de manera manual, luego se sumaron 4 g de sulfato de magnesio
anhidro y la sal o sales usadas como buffer, nuevamente se agitd por 1 min y se centrifugé por 4 min

a 5.500 rpm, con el propdsito de separar la fase organica (Ahumada y Zamudio, 2011).

Método de limpieza de los extractos

Para el proceso de limpieza, se partié de los resultados obtenidos en estudios previos y los
alcanzados en otras investigaciones para el andlisis de residuos de plaguicidas en matrices con alto
contenido lipidico (Chen et al., 2009). De esta manera, se tomaron 4 mL de la fase organica, se
agregaron 600 mg de sulfato de magnesio anhidro, 100 mg de APS y 100 mg de octadecilsilano
(C18), se agitd durante 2 min en un vortex. Después se llevaron los tubos a refrigeracion a —15°C por

un tiempo de 2 horas para finalmente centrifugar las muestras a 5.500 rpm durante 2 min a 4°C. Por
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ultimo, se filtr6 la fase organica a través de una membrana de PTFE de 0,20um, se transfirié una
alicuota de 1000 uL a un vial de cromatografia y se afiadieron 20 uL de una solucién de 15 pg/mL

de estandar interno.

Resultados y discusion

Evaluacion de las condiciones de extraccion (solvente — pH)

El método QUEChERS emplea en su fase de extraccion acetonitrilo como solvente organico y
sales que permiten mantener el control del pH (buffer de acetato de sodio o de citrato), esta adicién
de sales se realiza con el proposito de minimizar la degradacién de compuestos susceptibles a
procesos de hidrolisis y favorecer la extraccion de plaguicidas que puedan ionizarse a valores de pH
superiores a 7. En el presente estudio, se seleccionaron siete fases extractantes: acetonitrilo (ACN),
acetonitrilo con 1% &cido acético (ACN-ACETICO), acetonitrilo con 1% acido férmico (ACN-
FORMICO), acetato de etilo (ACOET) y mezclas de acetato de etilo: acetonitrilo (1:1) (ACN-ACOET),
metanol: acetonitrilo (1:1), metanol: acetato de etilo (1:1). Asi mismo, la extraccion realizada
utilizando cada fase extractante se hizo con dos sistemas de amortiguacion de pH: acetato y citrato,
de acuerdo con las dos variaciones mas relevantes del método (Lehotay et al., 2010). Este estudio
se realiz6 mediante un disefio factorial con cuatro réplicas por tratamiento.

Los resultados obtenidos en esta evaluacion, mostraron que las mezclas con metanol no
resultan apropiadas para la extraccion de plaguicidas en ninguno de los dos ensayos de regulacion
de pH (acetato y citrato), estos resultados se atribuyen a la dificultad que se encontré en la
separacion de la fase organica con la fase acuosa, lo cual se atribuye a la alta miscibilidad que tiene
el metanol con el agua; y aunque se llevé a cabo la adicion de NaCl y MgSOs para efectuar el salting
out 0 separacion de las fases, estas no brindaron las condiciones suficientes de fuerza ionica para
obtener una adecuada separacion. Con base en estos resultados, se descarto el uso de las mezclas
con metanol como solvente de extraccion.

Las figuras que se presentan a continuacion se construyeron con intervalos arbitrarios que
posibilitaran ver las diferencias entre las diversas alternativas de extraccion evaluadas; ya que de

haberse escogido el intervalo planteado por la Unién Europea (70% a 120%) (Sanco, 2011), la
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mayoria de compuestos se hallarian en este intervalo, impidiendo tener un criterio de seleccion del
método.

La figura 1 muestra la distribucién del numero de plaguicidas recuperados para cada
extractante usando el sistema citratos como amortiguador. Alli se observa que para todas las fases
extractantes evaluadas, se obtiene una recuperacion en un intervalo entre 80% y 110% que supera
el 70% de los compuestos analizados. Sin embargo, se puede advertir que a medida que disminuye
la constante dieléctrica del solvente de extraccion, se encuentra un descenso en el nimero de
compuestos que presentan porcentajes de recuperacion en este rango. En esta figura se observa
que la mejor alternativa corresponde a la extraccién con acetonitrilo, no obstante, es de resaltar que
dentro de los 11 compuestos que tiene el acetonitrilo en el rango inferior al 80%, presenta siete
compuestos para los que el método no es exacto, es decir, que tienen recuperaciones inferiores al
70%. Por otro lado, la segunda mejor alternativa corresponde a la extracciéon de acetonitrilo con
férmico, en cuyo caso solo presenta cinco compuestos con porcentajes de recuperacion inferiores al
70%.

mm Plag. < 80% recuperacion wm Plag. 80-110% recuperacion  wem Plag. > 110% recuperacion

Método QuEChERS citrato
No. plaguicidas recuperados
8 3 8 8 &

ACN ACN-ACETICO ACN-FORMICO ACN-ACOET ACOET

Figura 1. Plaguicidas recuperados para cada una de las fases extractantes evaluadas
empleando el método QUEChERS citrato;
clasificados segun el porcentaje de recuperacion.

La figura 2, muestra la distribucion de los porcentajes de recuperacion para cada extractante
evaluado, usando el método QUEChERS con acetato. En este caso, el niumero de plaguicidas
recuperados supera solo el 55% del total evaluado, lo que implica que al usar este sistema de

amortiguacion se presentan recuperaciones mas alejadas del 100%.
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Al comparar los resultados de las figuras 1y 2, se evidencia que mediante la utilizacién de

sales de citrato se obtienen mejores porcentajes de recuperacion, lo cual se adjudica a que

posiblemente el pH que se obtiene con este sistema favorece la estabilidad de los plaguicidas

examinados y por lo tanto aumenta su porcentaje de recuperacion en la matriz de estudio (Pizzutti,

De Kok, Hiemstra, Wickert y Prestes, 2009). Con base en estos resultados, se determind que las

condiciones apropiadas de pH proporcionadas por la adicion de sales del método QUEChERS se

alcanzan con el buffer de citrato obteniendo la recuperacion de la mayoria de los plaguicidas en

estudio.

Método QUEChERS acetato

No. plaguicidas recuperados

wes Plag. < 80% recuperacion wm Plag. 80-110% recuperacion ~ wem Plag. > 110% recuperacion

ACN ACN-ACETICO  ACN-FORMICO  ACN-ACOET ACOET

Figura 2. Plaguicidas recuperados para cada una de las fases extractantes evaluadas
empleando el método QUEChERS acetato;
clasificados segun el porcentaje de recuperacion.

La seleccion de la fase extractante que ofrece las mejores condiciones quimicas de afinidad

para extraccion de plaguicidas en leches, se realizé con fundamento en los plaguicidas recuperados,

considerando como intervalo de recuperacion el establecido en la legislacion europea (Sanco, 2011).

De esta manera, en la tabla 1, se muestran los plaguicidas que estan fuera de este criterio de

aceptacion.

ACN ACN -ACETICO | ACN-FORMICO | ACN-AcOEt AcOEt
Tiociclam tiociclam tiociclam tiociclam tiociclam
metomilo tiodicarb metomilo acefato acefato
tiodicarb propamocarb tiodicarb clorfenapir clorfenapir
propamocarb dazomet ometoato metamidofos metamidofos
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dazomet tridemorf dazomet tiodicarb tiodicarb

metilmetsulfuron propamocarb propamocarb
tridemorf dazomet dinotefuran
nitempiram nitempiram

metilmetsulfuron | ometoato
tridemorf dazomet

ometoato

Tabla 1. Plaguicidas con porcentajes de recuperacién menores a 70% o mayores a 120%,
obtenidos mediante el método QUEChERS citrato.

La tabla 1 muestra que el empleo del buffer de citrato y la adicion de &cidos organicos permite
obtener la recuperacion de la mayoria de los plaguicidas evaluados, ya que solo cinco compuestos
no cumplen con las condiciones establecidas por la legislacion europea (Sanco, 2011). Esto implica
que con las condiciones de pH alcanzadas por las mezclas citrato-acido férmico y citrato-acido
acetico se obtienen las mejores condiciones para la extraccion de los plaguicidas evaluados. La
figura 3, indica algunos de los coeficientes de variacion conseguidos por medio del empleo de cada
uno de los acidos organicos. En esta figura se puede observar que para utilizar acido férmico, en
general se presentan valores de coeficientes de variacion inferiores que al usar acido acético, lo cual

se traduce en un método mas preciso.

mm ACN-ACETICO s ACN-FORMICO

14,0
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Figura 3. Coeficientes de variacion obtenidos para algunos plaguicidas
con el sistema citratos con acido acético y acido formico.
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Para el caso de las tres primeras alternativas de extraccion (acetonitrilo, acetonitrilo con écido
aceético y acetonitrilo con &cido férmico), se encontré que después de realizar la limpieza de los
extractos, estos presentaron una leve coloracién amarilla, sin embargo, no se observaron mayores
diferencias entre dichas alternativas. Por su parte, para el caso de las fases extractantes en las que
se incluyo el acetato de etilo, se hallé que esta coloracidon era un poco mas intensa, lo cual podria
sefialar una mayor presencia de compuestos de la matriz, pues ninguno de los plaguicidas presenta
una coloracién a las concentraciones a las que se trabaja. De acuerdo con la composicion de la
leche, la intensidad de esta coloracién podria relacionarse directamente con la concentracion de
triglicéridos, vitaminas y fosfolipidos presentes en los extractos, lo que se explicaria por la menor
constante dieléctrica del acetato de etilo que favoreceria una mayor extraccion de compuestos de
naturaleza lipofilica y por lo tanto, una coloraciéon mas intensa en el extracto.

Ahora bien, para realizar el analisis cromatografico de los extractos que contenian acetato de
etilo, era necesario realizar un cambio de solvente a 100% acetonitrilo. En este cambio de solvente,
se evidencid que al eliminar este mediante un flujo de nitrégeno, se formaba un precipitado que no
se disolvia al adicionar el solvente para reconstituir (acetonitrilo); no obstante, después de filtrar
previo a la inyeccion cromatografica, se encontro que el extracto resultante no presentaba ninguna
coloracion, esto hace pensar que los interferentes mencionados con anterioridad precipitaron dando
como resultado un extracto mas limpio. En consonancia con estos resultados, se decidio hacer un
estudio de efecto matriz para demostrar si esta precipitacion lleva a una disminucion de los
interferentes.

Para estudiar el efecto matriz, se aplico el proceso de extraccion de manera normal a
muestras de leche libres de plaguicidas, mediante cada una de las fases extractantes que se desean
comparar, posteriormente previo al analisis cromatografico, en el vial se fortificaron las muestras con
los plaguicidas en estudio, con el propésito de comparar las respuestas cromatograficas obtenidas
(con coextractantes) y las respuestas cromatograficas en solvente (sin coextractantes) a la misma
concentracion. La figura 4, revela los resultados de este experimento, en esta figura se presenta el
promedio de porcentaje de efecto matriz de todos los compuestos; este porcentaje de efecto matriz,
corresponde a la relacion entre las areas en extractos (con interferentes) con las areas en solvente

(sin interferentes).

Revista MuTis, Volumen 2, Nimero 2, pp. 107-125 (2012). UNIVERSIDAD JORGE TADEO Lozano 117



Acetonitrilo (ACN)
100,0

900 |

800 |

AcOEt . ACN-ACETICO

ACN-ACOEt ACN-FORMICO

Figura 4. Porcentaje de efecto matriz obtenido a través de cada una de las fases extractantes.

El porcentaje de efecto matriz, indica tanto el tipo de efecto matriz que existe como el grado
de este. Asi, si este valor es mayor al 100%, el efecto matriz es de aumento de la sefal
cromatogréfica, mientras que si es menor al 100% este efecto es supresion de la sefal
cromatogréfica. Como se puede observar en esta figura, para las tres primeras fases extractantes
(ACN, ACN-ACETICO y ACN-FORMICO) se presentan porcentajes de efecto matriz inferiores al
80%, esto indica que se da un fendmeno de supresion de la sefial cromatografica y que es bastante
notorio, pues esta supresion es mayor del 20%. Este fenémeno de supresion de la sefal
cromatogréfica, se lleva a cabo en el proceso de ionizacién de los plaguicidas en la interfaz y se cree
ocurre principalmente por la presencia de compuestos de la matriz que compiten con los plaguicidas
por los protones disponibles en el medio, lo cual se traduce en una menor cantidad de plaguicidas
que adquieren carga en la interfaz y por lo tanto una menor respuesta cromatografica (Ahumada,
Zamudio y Espafia, 2012).

Por otro lado, para las fases extractantes que contienen acetato de etilo se encuentra que el
efecto matriz es practicamente nulo, pues se tiene que el porcentaje de efecto matriz es
practicamente 100%. Estos resultados corroboran lo planteado acerca de la eliminacion de
interferentes mediante el cambio de solvente. Empero, este menor efecto matriz no solo es atribuido

a la precipitacion de algunos de los interferentes, sino también al tipo de interferentes que se pueden
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extraer con el acetato de etilo, pues a diferencia del acetonitrilo este solvente no extrae los
compuestos de alto momento dipolar, los cuales tienen una mayor probabilidad de generar
fendmenos de supresion de la sefial cromatogréfica (Ahumada et al., 2012).

Finalmente, a pesar de que los resultados de precision y exactitud revelaron que el empleo de
acetato de etilo no es la mejor alternativa (figuras 1y 2), los resultados de efecto matriz indican que
en el proceso de deteccion es mas conveniente el manejo de extractos obtenidos con acetato de

etilo, lo que se traduce en una mayor capacidad de deteccion de residuos a bajas concentraciones.

Evaluacion de la concentracion de acido férmico

Como ya se discutid, la adicién de acido formico mejora la exactitud y la precisién en la
extraccion de algunos plaguicidas; ademas se ha reportado que esta adicion aumenta la estabilidad
de los plaguicidas en los extractos finales (Geis-Asteggiante, Lehotay y Heinzen, 2012). Los
experimentos anteriores se realizaron a una concentracion de &cido formico del 1% (VIV),
seleccionada con fundamento en algunos reportes en la literatura (Walorczyk y Gnusowski, 2009).
Sin embargo fue necesario establecer si esta concentracion es la mas adecuada para el presente
estudio con base en la influencia de la concentracion de &cido formico sobre la precision y exactitud
del método.

La tabla 1, muestra los resultados obtenidos de esta evaluacién, donde se observa que al
comparar los porcentajes de recuperacion y los coeficientes de variacion sin y con la adicién de
acido formico (0,5%), se tiene que con la adicién, para la mayoria de los casos, existe un aumento
en la exactitud y la precision de la metodologia. Por ejemplo, para casos como metomilo, spinosad,
tridemorf, diclorvos se tienen porcentajes de recuperacion mas cercanos a 100% con la suma del
acido férmico, de igual manera para el caso de oxamilo, hexaconazol, ometoato y epoxiconazol se
presenta una mejora en la precisioén del método. Por otro lado, al comparar los resultados de 0,5%
con los de 1%, se evidencia un leve descenso en los porcentajes de recuperacion para algunos
casos, al igual que una precision mas baja con el aumento de la concentracion de &cido férmico. Es
de resaltar que para moléculas como metomilo y ometoato se consiguen porcentajes de
recuperacion adecuados (> 70%) al emplear la concentracion mas baja de &cido formico.

Al aumentar la concentracion del acido formico a 1,5% se encuentra que la recuperacion de

algunos compuestos desciende, al igual que su precisién. Inclusive en casos como metoxifenocida,
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son bastante sensibles a la variacion del pH.

Compuesto | 0% CHz02 | 0,5% CH20z | 1,0% CH20z | 1,5% CH20;
Tiociclam 56,8(25) | 514(363) |5686(20.1) |561(39)
Monocrotofos | 95,6 (5,8) | 1169(65) | 97.6(7.6) | 101,6(85)
Oxamilo 979(61) | 937(46) |1035(109) | 113.1(88)
Metomilo 670(176) | 761(149) |532(81) | 100.7(10.8)
Dimetoato 863(75) |920(d3) |938(94) |7218.7)
Cimoxanilo 920057 | 1053(65) |111.3(7.9) | 177.6(155)
Tiodicarb 463(54) | 419(41) [404(129) [890(7.1)
Carbofuran 982(52) | 104.1(40) |1032(6,8) | 1043(9,3)
Melalaxyl 953(62) | 1083(59) |1055(6,9) | 923(9.8)
Pirimicarb 910(53) | 103,1(58) | 1048(6,2) | 9%,9(8)
Imazali 872(53) | 1023(57) | 101,3(88) |827(73)
Pirimetani 875(95) | 1000(99) |989(1156) | 929(121)
Dimetomorf 980(58) | 1008(6,1) |1035(8,1) | 9,1 (55)
Azoxistrobina | 97,0(3,7) | 1028(3.2) | 104,3(8,5) | 86,8(6,3)
Tebuconazole | 85,3(3,2) | 104,3(5,6) | 110,1(8,6) | 114,6(5.1)
Mefoxifenocida | 91,7 (4,4) | 106,5(5,9) | 106,2(6,6) | No Detectado
Hexaconazol | 90,9(86) | 105,6(6,3) | 103,7(11) | No Detectado
Spinosad 759(74) [ 1020(70) [1043(7.1) | 81,1(89)
Benalaxi %,9(5) 106,2(5,6) | 105,7(69) | 920(5,2)
Melilazinfos 939(48) | 1023(53) |734(62) |585(172)
Propamocarb | 434 (7.9) | 9%6.2(39) | 90,0(6) | 88,0(55)
Ometoato 845(89) | 1021(56) |699(7.6) |88.7(8,1)
Dinotefuran 900(23) | 97922 |820(7) | 101.7(81)
Nitenpiram 902 (3) 828(14.3) [935(115) | 101.8(9.7)
Tiametoxam 1050(5) | 81,6(11,6) | 785(221) | 127,7(8)
Dazomet 413(338) | 117,0(65) |488(55) | 129.2(119)
Diclorvos No Defectado | 88,2 (19,6) | 67.6 (18,9) | No Defectado
Mevinphos 928064 | 111949 |943(63) | 107.0(130)
Tiacloprid 878(123) | 1026(2) |87.9(59) | 104.7(89)
Metsulfuron-metil | 62,0 (19,1) | 103,7(24) | 87,3(7) | 984 (7.9)
Simazina 1031 (6,8) | 110,1(3,6) | 946(64) | 1171 (89)
soprocarb 974(68) | 1082(48) |95(76) | 109,3(10,7)
Ametrina 925(40) | 1067(33) |89.8(69) | 1095(838)
Tridemorph B2(77) | 103447 (956 |9.7(3)
Epoxiconazole [ 983(9,3) | 96,0d,2) | 835(6,7) | 1201 (9,1)
Etoprofos 976 (4) 1055 (4,3) |924(55) | 107.4(87)
Flusilazol 873(61) | 1007(36) |86(66) | 1042(59)
Pyraclostrobin | 95,2(4,2) | 107.8(5,0) | 94.3(58) | 107.1(9,3)
Trifloxistrobina | 94,8 (5,8) | 1055(3,3) | 907 (5,7) | 110,2(10,3)
Lufenuron 815(113) | 983(23) |865(5) | 1044 (125)

Tabla 2. Porcentajes de recuperacion y coeficientes de variacion
a diferentes concentraciones de acido férmico (CH20z)
para algunos de los plaguicidas.
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Los resultados de estos experimentos, muestran que, en efecto, al agregar acido férmico
mejora la precision y exactitud del método, no obstante, al emplear concentraciones superiores al
0,5% se presenta un descenso en las recuperaciones de algunos compuestos. De esta manera, se
establece que al utilizar una concentracion de 0,5% de acido formico se obtienen los mejores
resultados, pues de la totalidad de los compuestos solo tiociclam y tiodicarb no cumplen con los

criterios de aceptacion de la Unién Europea (Sanco, 2011).

Efecto del ultrasonido

Respecto a tiociclam vy tiodicarb, para las cuales no se logré obtener una recuperacion
adecuada, se tiene que estos resultados coinciden con trabajos previos que aplican QUEChERS
para el analisis de estas moléculas en material vegetal (Ahumada y Zamudio, 2011). Por lo tanto,
para alcanzar mejores porcentajes de recuperacion, se procedid a asistir la extraccion con
ultrasonido, pues algunas investigaciones han reportado la mejora en la exactitud de estos
compuestos (Ferrer et al., 2010). De esta manera, posterior a la agitacion que se realiza después de
la adicion de las sales (citrato y sulfato de magnesio), se sometié la mezcla de extraccion a cuatro

diferentes tiempos de ultrasonido, los cuales correspondieron a 5 min, 10 min, 15 min 'y 20 min.

= Tiociclam ws Tiodicarb A s Promedio de recuperacion B
de todos los plaguicidas

100,0 100,0

90,0 00,0 J.......

80,0 P e o 80,0 ...............

70,0 70,0 .

60,0 - ..

50,0 .......

Recuperacion (%)
Recuperacion (%)

40,0 - By

30,0 o ...

00min 05mn 10mn 15mn 20min

Figura 5. Efecto del ultrasonido sobre los porcentajes de recuperacion.
A: recuperacion de tiociclam y tiodicarb. B: promedio de recuperacion de todos los plaguicidas.
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La figura 5 A, revela que al aplicar los diferentes tiempos de ultrasonido no se mejora la
recuperacion de tiociclam y tiodicarb, lo cual se encuentra en desacuerdo con lo encontrado en otras
investigaciones (Ferrer et al., 2010). En estas investigaciones, al aplicar ondas ultrasonicas se da
basicamente una mejora en la transferencia de masa desde la fase solida de la matriz hasta la fase
extractante, para el caso especifico de la leche, no existe una fase sélida significativa (respecto a
frutas u otro tipo de alimentos), pues se trata de una emulsién y por consiguiente, la extraccién de
estos plaguicidas no aumenta de manera considerable, pues este efecto de transferencia de masa
no existe. Lo anterior implica que la extraccion es unicamente funcién de la constante de particion
(matriz-fase extractante) y las ondas de ultrasonido no afectan el valor de esta constante.

Finalmente, la figura 5 B muestra que se tiene un leve aumento en los porcentajes de
recuperacion de los compuestos restantes al someter las muestras a 5 min 'y 10 min de ultrasonido,
posteriormente al aplicar tiempos mayores se alcanzan menores porcentajes de recuperacion, sin
embargo, al realizar una analisis de varianza no se encontraron diferencias significativas (a = 0,05)

para ninguno de los plaguicidas.

Conclusiones

En el estudio de las diferentes variables que afectan la extraccién de residuos de plaguicidas
en leche, se halldé que al trabajar con el sistema de citratos para amortiguar el pH se consiguen
mejores porcentajes de recuperacion respecto al sistema acetato. Por otro lado, de los diferentes
solventes 0 mezclas de solventes evaluados se determin6é que la mejor opcion es el empleo de
acetonitrilo con &cido férmico al 0,5%. Respecto al efecto de asistir el proceso de extraccion con
ultrasonido se tuvo que para ninguno de los plaguicidas se encontré alguna diferencia en la precision
y exactitud.

Finalmente, se desarroll6 una metodologia multirresiduo para el analisis de residuos de 56
plaguicidas en leche, con porcentajes de recuperacion entre el 70,4% y 117% y coeficientes de
variacion entre el 2,0% y el 19,5%, lo cual sefiala que cumple con los criterios de aceptacién de la

Unién Europea para este tipo de analisis.
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