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RESUMEN

Adaptando un método de extraccion para matriz compleja, se obtuvieron extractos de un
Candidato a Material de Referencia de plaguicidas en aguacate liofilizado, el cual contiene
acefato y metamidofos.

Para la obtencién de estos extractos se probaron varios métodos, encontrando que al hacer
una extraccién con acetonitrilo acidificado al 1% y agua desionizada, seguida de una
segunda extraccion solo con acetonitrilo obtenemos una recuperacion cercana al 100%, y
al emplear una mezcla de sorbentes para la etapa de limpieza se minimiza la coelucion de
interferencias grasas en el extracto obteniendo una buena recuperacion de los analitos. En
la parte del andlisis de los extractos se utiliz6 un cromatégrafo de gases con detector
fotométrico de flama (GC-FPD), esto por su selectividad con los compuestos
organofosforados, obteniendo una buena separacion y definicion de los compuestos, lo que
nos permitié hacer un calculo preliminar de la concentracién de plaguicidas presentes en la
muestra.

ABSTRACT

Adapting an extraction method for complex matrix, extracts of a Candidate Reference
Material pesticide lyophilized avocado, which contains acephate and methamidophos were
obtained.

For obtaining these extracts were tested several methods and found that by making an
acidified extraction with 1% acetonitrile and deionized water, followed by a second extraction
with acetonitrile only obtain a recovery of nearly 100%, and to employ a mixture of sorbents
in cleaning stage the fat coelution interference is minimized in the extract to obtain a good
recovery of the analytes. In the analysis of the extracts a gas chromatograph was used with
a flame photometric detector (GC-FPD), this by they selectivity with organophosphorus
compounds, obtaining a good separation and definition of the compounds, which allowed us
to make a preliminary estimate of the concentration of pesticides in the sample.
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Area: Frutas y Hortalizas.
INTRODUCCION

México es el principal productor de aguacate a nivel mundial (SIAP, 2013) como

todo fruto, es susceptible a plagas y enfermedades que pueden llegar a mermar los

niveles de produccion, para combatir y/o evitar esto, los productores hacen uso de

diversos plaguicidas, sin embargo existen normatividades que especifican los

limites maximos residuales (LMR) que pueden presentar, aspecto que se debe tener
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presente al comercializar con otros paises. Un ejemplo de esto es el caso de Japon,
el segundo pais importador de aguacate mexicano, el cual en 2011 reporto 23 casos
de violaciones a los limites de residuos de plaguicidas en aguacate, siendo la causa
la presencia de acefato y metamidofos, los cuales son compuestos
organofosforados que exhiben una alta toxicidad para el ser humano. Una de las
acciones empleadas para solucionar y evitar estos rechazos consiste en el
establecimiento de referencias confiables, para fortalecer asi a todos los miembros
del sector. Para establecer estas referencias se emplean métodos validados de
extraccion y cuantificacion.

Para la extraccion de los plaguicidas presentes en alimentos lo primero es hacer
una extraccion solido-liquido, para esto los distintos métodos propuestos utilizan
mezclas muy variadas de disolventes, dependiendo por ejemplo del contenido
graso de la matriz (Sampedro, 1998), sin embargo, esta extraccion pudiera arrastrar
algunos compuestos indeseados, por lo que es necesaria una etapa de limpieza o
purificacion del extracto. Anastassiades y col en 2003 desarrollan un método de
extraccion simple para muestras de alimentos conocido como QUEChERS, por sus
siglas en inglés, el cual se basa en una extraccion del analito usando MeCN y una
sal, seguida de una etapa de limpieza dispersiva en fase solida para remover las
interferencias para su posterior andlisis por cromatografia, este método ha probado
ser exitoso para la deteccion de diversos plaguicidas en muestras con alto contenido
graso usando LC-MS/MS y GC-MS/MS para su analisis (Chamkasem et al, 2013);
en este trabajo se planted una modificacion del método reportado con la finalidad
de aprovechar la capacidad de eliminacion de interferencias de la muestra para asi
asegurar la correcta medicion de los plaguicidas; el analisis de los extractos se hizo
con un cromatégrafo de gases equipado con un detector fotométrico de llama (FPD),
el cual es especifico para compuestos que contienen fosforo y azufre en su molécula
(Balasubramanian, 1999; Bicchi, 1997). El objetivo de este trabajo es desarrollar
una metodologia sencilla de extraccién que minimice las interferencias de matriz a
la hora del andlisis y que dé como resultado una buena recuperacion de los
plaguicidas, también se busca optimizar el método de cuantificacion del GC-FPD
para obtener la mejor definicion de los picos caracteristicos de los compuestos y asi
poder cuantificar con certeza la concentracion de acefato y metamidofos presente
en el Candidato a Material de Referencia de plaguicidas en aguacate.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Se utilizaron estandares analiticos de acefato, metamidofos y dimetoato, marca
Accu Standards, para preparar las disoluciones madre con las que se adicionaron
las muestras de aguacate libre de plaguicidas. El acetonitrilo grado HPLC, el acido
acético, el hexano y el cloruro de sodio usado en la extraccion fueron marca J.T.
Baker, Para la etapa de limpieza del extracto se emplearon tubos de limpieza
dispersiva QUEChERS marca Agilent, que contienen sulfato de magnesio (MgSQOa),
amina primaria-secundaria (PSA) y C18. Las muestras se tomaron de un Candidato
a Material de Referencia de plaguicidas en aguacate liofilizado y la muestra utilizada
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como blanco de matriz de un Candidato a Material de Referencia de aguacate libre
de plaguicidas liofilizado.

Equipos

Para el proceso de extraccion se usd un homogeneizador de tejidos marca OMNI
International modelo GLH, una centrifuga marca eppendorf modelo 5804 R, un
evaporador de nitrégeno marca Organomation Associates, Inc y para el analisis de
los extractos se us6 un Cromatografo de Gases marca Agilent, modelo GC System
78902 con Detector Fotométrico de Flama (GC-FPD).

Procedimiento de extracciéon

Se tomaron muestras de un candidato a material de referencia de aguacate
liofilizado libre de plaguicidas para obtener el perfil de la matriz y para las pruebas
de adicion de patron en matriz se prepararon dos curvas de calibracidon, una de
acefato con tres niveles, 800, 1500 y 2500 ng/g, y otra con tres niveles de
metamidofos, 5500, 6500 y 7500 ng/g, como la cuantificacién de los plaguicidas se
basé en el método de Estandar Interno se adiciond una concentracion unica de
dimetoato (1000 ng/g) a todos los niveles. Para la obtencién del extracto se pesaron
1g de muestra en un tubo de centrifuga de 50 mL, se le adicionaron 15 mL de
acetonitrilo acidificado al 1% y 5 mL de agua desionizada, se deja reposar 30 min.
Se lleva al homogeneizador de tejidos por 1 min, se pasa al sonicador por 10 min
para después centrifugar a 5000 rpm por 15 min a 4°C, se decanta el sobrenadante
en otro tubo de centrifuga, para asegurar la completa extraccion de los analitos de
la matriz se hace una re-extraccion adicionando 10 mL de acetonitrilo al sedimento,
homogeneizando de nuevo por 1 min y se centrifuga para mezclar el sobrenadante
con el de la primera extraccion y a esto se le agrega 1g de NaCl, se agita en vortex
por 1min y se deja reposar hasta que se separen las dos fases. Se toma la fase
organica y se le agrega el tubo de limpieza dispersiva, se agita en vortex por 1min
y se centrifuga a 5000 rpm por 15min a 4°C, el liquido sobrenadante se evapora a
sequedad para después reconstituir el extracto en una mezcla de hexano-acetona
(1:1), esto se transfiere a un vial &mbar y se inyecta en el GC-FPD.

Condiciones de medicion

Se emple6 un Cromatégrafo de gases Marca Agilent, modelo GC System 7890A
con detector fotométrico de flama (FPD) y una columna HP-5 (30 m x 320 um X
0.25 um) Agilent. Las condiciones del equipo: inyector 250°C, Temperatura horno
60°C, Rampa de temperaturas: 60 °C (1 min), 20 °C/min hasta 228 °C (0.5 min), 5
°C/min hasta 280 °C (2 min), volumen de inyeccion 2uL en modo splitless, Helio
como gas acarreador a un flujo de 5mL/min, para el detector un flujo de H2 de
70mL/min y de Aire 100mL/min.

RESULTADOS Y DISCUSION
Optimizacion de la extraccion
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Para la etapa de limpieza se utilizd6 cartuchos amino (-NH2), los cuales son
empleados como adsorbente polar, sin embargo se podian observar las gotas de
grasa en las paredes del tubo en donde se concentrd el extracto; en otra de las
pruebas se emplearon cartuchos ciano (CN), los cuales son utilizados en la
extraccion de compuestos polares, en este método el extracto tiene menos color
gue el obtenido con los cartuchos amino, pero sigue presentando un gran contenido
de grasa, debido a estas observaciones se decidid probar con un tubo de limpieza
dispersiva de QUEChERS, ya que su contenido de MgSO4 ayuda a eliminar los
remanentes de agua del extracto, la PSA sirve para la eliminacién de pigmentos
polares y azucares, y el C18 para la eliminacion de grasas, lipidos y componentes
no polares, como se muestra en la Fig. 1 los sorbentes retienen estas interferencias
y se obtiene un extracto mas claro; se prob6 que con el uso de acetonitrilo
acidificado mas agua desionizada en la primera extraccion y solo acetonitrilo en la
re-extraccién, con esto se recupera casi la totalidad de los analitos, esto se
corrobor6 haciendo tres extracciones a una misma muestra como se observa en la
tabla 1.

(@) (b)

Figura 1. a) Etapa de limpieza del extracto, b) extracto final.

Tabla I. Porcentajes de recuperacion.

Blanco adicionado

area %
1a extraccion 457.4] 92.16199879
2a extraccion 38.9| 7.838001209
3a extraccion 0 0
496.3 100

Para la identificacién inicial de los compuestos se inyectaron las disoluciones madre
de acefato, metamidofos y dimetoato, en la Fig. 2 se muestran los cromatogramas
obtenidos.
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Figura 2. Cromatogramas de las disoluciones madre de acefato, metamidofos y
dimetoato; perfil de matriz de aguacate libre de plaguicidas; blanco adicionado con
acefato (2500 ng/g), metamidofos (7500 ng/g) y dimetoato (1000 ng/g).

En la Fig. 2 se muestra el cromatograma del perfil de matriz obtenido de la inyeccion
de la muestra blanco de aguacate, el cual muestra muy pocas interferencias, lo que
nos permitird identificar y cuantificar los plaguicidas de interés en la muestra,
también se ve un ejemplo de los cromatogramas obtenidos de los blancos
adicionados, se puede apreciar que en el minuto 7.157 aparece el pico de
metamidofos, en 8.501 aparece acefato y en 10.352 el dimetoato. Las muestras del
Candidato a Material de Referencia de plaguicidas en aguacate se adicionaron con
dimetoato como Estandar Interno (Fig. 3).
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Figura 3. Cromatograma de una muestra del Candidato a Material de Referencia de
plaguicidas en aguacate liofilizado.

Se encontr6 que la muestra tiene una concentracion promedio de acefato de 1600
ng/g y de metamidofos de 7600 ng/g, en la Fig. 4 las lineas punteadas muestran la
desviacion estandar de la dispersion en las mediciones de tres muestras, cada una
analizadas por triplicado.
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Figura 4. Desviacion estandar de la dispersion de las concentraciones de acefato y
metamidofos de las muestras.

Aunque el aguacate es una matriz compleja de analizar, debido principalmente a su
alto contenido de grasas, con los resultados obtenidos podemos concluir que el
meétodo de extraccion es eficiente, pues con el uso de los sorbentes se retienen la
mayor parte de las interferencias grasas mientras nos permite tener una buena
recuperacion de los analitos. EI método de analisis por GC-FPD mostr6é ser el
adecuado, pues tenemos una buena separacién de los compuestos, asi como una
buena definicion de los mismos, a diferencia de los obtenidos con los primeros
métodos probados, en donde los picos salian deformados o enmascarados por
interferencias del extracto, el tener ya establecidos estos métodos nos permitira
hacer la cuantificacioén del contenido de acefato y metamidofos en el Candidato a
Material de Referencia de plaguicidas en aguacate.
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