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Resume y Abstract Xl

Resumen

Dentro de las politicas de desarrollo que se gestan actualmente ehtadudo existe una esfera creciente

gue apoya y promueve el establecimiento de garantias de trazabilidad en los alimentos, su calidad e inocuidad
y el respeto por el medio ambiente. La presencia de compuestos téxicos en los alimentos es una preocupacion
gue crece en todo el mundo. La inocuidad alimentaria ha venido cobrando mayor importancia en afios
recientes, debido principalmente a la apertura de mercados que obligan al cumplimiento de normas de
proteccion al consumidor local en la importacién y dedasos comerciales para la exportacién. Sin embargo,

la perspectiva de crecimiento del mercado nacional se ve seriamente limitada si no se cuenta con una
inspeccidn efectiva de estos productos, pues el control empleando andlisis de laboratorio haedgsarte d
crecientes enfoques estratégicos de las politicas gubernamentales que actiGan como una barrera con
consecuencias trascendentales como la detencién y el rechazo de los cargamentos. Por esta razdn, las
metodologias desarrolladas en este estudio se ldms@omo una herramienta valiosa para apoyar las
politicas de comercio y el control bajo la exigente normativa actual.

Para desarrollar las metodologias se escogieron las frutas tropicales de exportacion y los cereales de consumo
interno pues suponen gides oportunidades comerciales para el pais como productos claves en la politica
nacional. Las técnicas desarrolladas fueron orientadas hacia la determinacién de plaguicidas al limite
regulatorio ya que evaluar estos niveles es un requisito para la aipacdn de dichos productos. Se
aproveché al maximo la capacidad y versatilidad de las técnicas instrumentales de inyeccion, separaciéon y
deteccién para alcanzar una sensibilidad acorde con el propésito del marco normativo. Adicionalmente se
evalué unaiinpieza mejorada con adsorbentes y se implementdé una herramienta novedosa para lograr
mantener el desempefio instrumental empleando una configuracion de inversion de flujo. Como valor
agregado se empled la adicién de compuestos que aumentan la sefiahdét@xsmas sensibles al llamado

efecto matriz, con lo cual se logré mejorar apreciablemente la calidad de las sefiales obtenidas en los extractos.
A través de la validacién de las metodologias se logré reunir suficiente evidencia para demostrar gue con un
preparacion, procesamiento y almacenamiento adecuado de los items de ensayo los procedimientos de analisis
tienen un buen desempefio en términos de eficiencia, especificidad/selectividad, respuesta lineal, robustez y
determinacion de la concentracion @xactitud y precision. Asimismo se verificd la metodologia empleando
muestras reales con lo cual se puede decir que si un analista entrenado ejecuta el procedimiento operacional
estandar que se deriva de este trabajo, es posible demostrar la competehaizbsis de residuos de los
plaguicidas dentro del alcance de la metodologia en cualquiera de las matrices involucradas en el estudio.

Palabras clave:Cromatografia de gases, espectrometria das)@UEChERS, frutas, cereales.
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Abstract

Among the pdtical agenda on international development, some initiatives taking ptabe heart of the

states include a growing consumer protection policy that is engaged with the current issues agriculture and
food security faces. Nowadays, this perspective ihemise and affects the stock market by demanding rules

and cooperation between trading countries. This frame is of critical importance, since supports and promotes
the establishment of guarantees on traceability in food quality and safety and for ket @S the
environment. The presence of toxic compounds in food is a growing concern worldwide. Food safety has been
gaining significance in recent years, mainly due to the opening of new markets that require checking
compliance for local consumer protiect in the import of foodstuff as well as for trading partners in its
exportation. However, the prospect of domestic market growth is severely limited if there is no effective
inspection of these products. The control of pesticide levels by using lalyorests is part of a growing
strategy to comply the government regulations where the detection of infringements leads to ban the producer
from marketing the products with consequences such as detention and refusal of shipments. Therefore, the
methodologiesdeveloped in this study were found as a valuable tool to support studies related to the
assessment of pesticides levels and so could help control bodies applying the current trade regulations.
Before agricultures can start trading, they must first enssigroduce is free of contaminants to the extent
regulations call for. To develop methodologies useful to demonstrate no harm to consumers according the law,
some tropical fruits for exportation and grains for domestic consumption were chosen as tisicgs silace

they represent great opportunities for the country as key products in national politics. The techniques
developed were oriented towards determining the regulatory limit of pesticides since evaluating these levels
is a requirement here and teeRegarding the power and versatility of instrumental techniques such as large
volume injection, chromatographic separation and detection, full advantage was taken to achieve the level of
sensitivity consistent with the purpose of the regulatory framewdmkimproved cleaning was evaluated
making use of different adsorbents and a novel tool was implemented in order to procure good instrumental
performance using a reverse flow configuration. The addition of compounds that increase the signal of the
most sesitive analytes on the principles of the-called matrix effect brought a remarkable benefit on
performance, since the quality of the signals obtained in extracts was substantially improved.

Through the validation of the methods, enough evidence wasrgdtlo show that with proper preparation,
processing and storage of the test items, procedures of analysis perform well in terms of efficiency,
specificity/selectivity, linear response, robustness and the concentration can be accurately and precisely
detemined. The methodologies also were verified using real samples, which let thus certainly show that if a
trained analyst runs the standard operating procedure derived from this work, it is possible to demonstrate
competence in the analysis of pesticidadess within the scope of the methodology in any of the matrices
involved in the study.

Keywords: Gas chromatography, mass spectrometry, QUEChERS, fruits, cereals, analyte protectants
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2 Analisis de residos de plaguicidas en frutas colombianas de exportacién y cel

1.1. Introduccidn

La vigilancia de los residuos de plaguicitlas frutas y hortalizas ha sido un tema de suma
importancia para las entidades gubernamentales y de control. Por ejemplo, los esfuerzos
adelantados por el Laboratorio de Analisis de Residuos de Plaguicidas (LARP) de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota se han reflejado en la acreditacion de
calidad para sus metodologias debido al gran impacto de sus resultados sobre laysociedad
el comercio. Es asi como a través de una investigacion dedicada durante la ultima década,
el LARP ha concentrado sus recursos en la estructuracién de un portafolio completo para la
determinaciéon de plaguicidas en diversas frutas y hortalizas. Con edglasempo la
tendencia en este tipo de laboratorios se ha centrado en la implementacién de métodos
multiresiduo (MMRS) con el objetivo de poder identificar y cuantificar tantos analitos como
sea posible en el mismo analisis con el fin de asegurar laid@st quimica en vez
desarrollar métodos particulares que solo son Utiles para determinar un analito. De hecho, al
rededor del afio 2005 el compromiso del laboratorio se focalizé en el adelanto de estudios
para adaptar los métodos de vanguardia hacia @gxieconémicas para paises en via de
desarrollo que cuentan con recursos limitados. Dichos estudios contaron con el apoyo y la
colaboracion constante del Organismo Internacional de Energia Atomica (OIEA),
concretados en la publicacion de documentos [diig por supuesto en la disponibilidad
deequipos especializados. De esta manera el equipo del LARP, con el apoyo de esta agencia
internacional, logro realizar estos adelantos con metodologias basadas en la extraccion con
acetato de etilo (AcOEt) para el analisis de productos con alto valomereddo como la

miel, la gulupa, la granadilla y el maracuya, impulsando asi su comercializacion fuera del
pais.

En términos generales, las frutas y hortalizas pertenecen al grupo de productos con mejores
oportunidades de exportacién en el marco del Teadiad_ibre Comercio (TLJR] suscrito

en el 2005 por los ex gsidentes de Colombia y Estados Unidos. A pesar de los esfuerzos

de ambas partes, este tratado sélo pudo ser aprobado después de 6 afios debido a problemas
sociales internos que tuvieron lugar en Colombia. Finalmente, solo hasta el 12 de octubre
de 2011 etongreso estadounidense aprobo el TLC, edificando asi el camino hacia el libre
intercambio con el mercado mas grande del mundo, lo cual supone un reto para Colombia.
Teniendo en cuenta que las frutas tropicales aun tienen un mercado muy limitado en el
exteior, para los agricultores es motivante poder vender sus productos y de ese modo

1 Sustancias presentes en alimentos y piensos que son resultasio agricola de loglaguicida, incluyendo derivados
conimportancia toxicolégica que provengan de fuentes conocidas o descofi@t#jas
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contribuir con el desarrollo agricola del pais. Del mismo modo se ha evidenciado un
crecimiento de la participaciéon de Colombia en el mercado de la Unién Europea (UE),
puestoque el comercio de bienes y servicios y la inversion directa en los socios corporativos
de Latinoamérica y el Caribe (LAC) es cada vez mayor. Por ejemplo, las estadisticas del
2000 acerca de las importaciones de la UE revelaron que el segundo producto de
importacion para la UE desde la Comunidad AndinaNTABolivia, Colombia, Ecuador,

Peru y Venezueldueron las frutas y hortalizas (12,4% del total) superado solamente por el
petroled3]. Tiempo después el papel de nuestro paidestaco a tal punto que en el 2007

la UE import6 de Colombia cerca del 5,3% del total de frutas y hortalizas (Fifdjrarigy

cerca de las cantidades importadas de productores bien conocidos como Suréfrica (5,7%) y
Brasil (6,2%).

Figural. Socios de la UE para las importaciones de productos agrici2@9en
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1.1.1 Frutas tropicales

En los ultimos afos, el mercado internacional de frutas ha significado un buen cambio para
el sector econémico y social. Dichas transformaciones tienen que ver con cambios en la
dindmica de los consumidores y sus tendenaiasyal ha llevado a la diversificacion de

este mercado. Estas modificaciones han promovido la aparicion de grandes oportunidades
para los productores. El aumento en el consumo de frutas y sobretodo de la participacion de
las frutas tropicales y exéticas ehmercado del mundo obedece a la apreciacion social y
cientifica creciente de sus propiedades nutricionales. Este es un hecho de suma conveniencia
para nuestra region pues nos representa una circunstancia econémicamente favorable pues
contamos con un altpotencial productivo. La Tabla 1 presenta como las exportaciones
mundiales de frutas frescas y procesadas han aumentado a través del tiempo.

Tabla 1. Exportaciones de frutas frescas y procesadas (millones de[BISD)

Categoria 1961 1971 1981 1991 2001
Frutas frescas 1401 2464 8166 16881 21622
Jugo de fruta 64 224 1041 2720 4508
Conservas 318 606 2026 3756 4476
Nueces y deshidratados 232 332 1482 1889 2146
Total 2015 3626 12715 25246 32752

El enorme consumo de frutas frescas observado ha provocado una demanda cada vez mayor
de dichos alimentos, en especial de parte de clientes estratégicos. Por ejemplo, el mercado
de frutas se mostro en el 2005 como sigue: Estados Unidos cof b@lithes de USD,

Europa con 15.400 millones de USD y Japon con 11.100 millones de USD. En la Figura 2
se muestran los paises a los que se destinan frutas colombianas de exportacion, es posible
observar que los paises europeos cuentan con mayor paiticigae los americanos. Las
Ultimas politicas gubernamentales como las que se incluyen en el marco del Consejo
Nacional de Politica Econdmica y Social (CONPES 3%&]j,promueven fuertemente la
capacidad eampetitiva del sector agricola hacia un progreso sostenible e incluye productos
alimenticios (p.e. las frutas tropicales o exdéticas) dentro de las estrategias para la apertura
de mercados y el aseguramiento de su permanencia. La calidad del productocetieine

una importancia altisima ya que son la base para la produccion de fruta procesada y otros
productos. En un campo con oportunidades, con competencia y tratados comerciales
estratégicos, Colombia ha aprovechado esta creciente demanda para élusictiar en
mercados muy atractivos y exigentes como el eurpfjedigunos paises como Costa Rica

con la pifia, Brasil con el jugo de naranja y Chile con varias frutas han sido capaces de
incorporar sus productos exitosamente en el mergagor consiguiente ganar entradas
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importantes para cada nacion. La participacion de estos paises con sus productos en las
finanzas internacionales se muestra en la Tabla 2.

Figura2. Destino de las frutas colombianas. (a) Expmotzes en 2005 incluyendo platano y banano.
(b) Exportaciones en 2007 unicamente de frutas exaticas.
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Tabla2. Casos latinoamericanos exitosos en la exportacion de frut

Pais Producto  Participacion en 2000 (%)
Mangos frescos 28,4
México
Aguacate 22,2
Argentina Limones y limas 13,0
Manzanas 7,8
Chile
Uvas 19,9
Brasil Jugo de Naranje 75,1
Peru Mangos frescos 59
Costa Rica Pifa 29,3

Todos estos modelos de produccion comparten algwarasteristicas que aseguran una
demanda estable y en aumento. Por ejemplo, la inversion publica para reforzar el motor
productivo o la diversificacion al nivel de parcelas son factores que podrian ayudar en
condiciones propias de un mercado volatil. Otpasibilidades importantes son: los
contratos para mantener control sobre el riesgo a futuro, el control con entidades que deseen
financiar proyectos relacionados y la promocion de politicas de cero aranceles o de
estabilidad macroecondmica. Finalmentegdasolidacion de una marca pais puede ser util

para poder ofrecer productos con sell o de
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alguna, éste es un punto clave que han situado exitosamente a paises latinoamericanos como
por ejemplo, las manzanas yrae chilenas o el café colombiano. Afortunadamente
Colombia es un pais privilegiado con una gran biodiversidad ademas de ser poseedor de una
rica oferta de recursos naturales y diversidad de frutas y hortalizas entre otros. En el caso de
Colombia se est&jos de ser Unicamente representado por la exportacién de café, puesto
gue el clima de altura es el responsable de que nuestro pais posea diferentes productos
disponibles durante todo el afio. La Figura 3 muestra la dinamica de exportaciones de
Colombia y émo en su mayoria son las frutas exoticas las que tienen la mas alta
participacion.

Figura3. Evolucién de las exportaciones de frutas frescas (USD).
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1.1.2 Cereales

En cuanto a la produccion mundial de cereales, la Figura 4 muestiaroyeccion de la
dinamica de produccién, demanda y reservas de cereales a nivel mundial a partir de datos
historicos [8]. Sin embargo, existen factores como las alteraciones en las practicas
productivas y la inclemencia del clima que se han consolidado como duros retos para esta
industria. Un ejemplo de ellson las condiciones climaticas que cerca al afio 2010
impusieron una marcada disminucion en la produccion del grano, sobre todo en paises como
Rusia, uno de los principales exportadores. Sin embargo, no todos los cereales se han
afectado negativamente ptas condiciones adversas. El caso del arroz (Figura 5), por
ejemplo, es un producto que gracias a la apertura de mercados mundiales alcanzé picos de
precio y produccion que lo destacan frente a los granos mas tranzados a nivel mundial.
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Figura4. Proyeccion mundial de la dindmica mercantil de cereales.
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El arrozpaddy se destaca entre otrofticas tropicales de importancia mundial como las
frutas y hortalizas, las pasturas y los cultivos destinados a la produccién de fibras (algodén,
yute, etc.]9]. Segun la Figura 5, el arroz se posiciona como un granengogran dinamica
comercial y productiva que a futuro podria entregar mayores dividendos para los arroceros
colombianos y que de acuerdo con la Politica Nacional de Seguridad Alimentaria y
Nutricional (CONPES 113), se constituye como uno de los cereatebampe parte de la
canasta bésica alimentaria en Colombia junto al trigo, la cebada y la avena.
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Los registros mas recientes de la @ encuentran en la Tabla 3 y demuestran que la
tendencia en la produccién mundial posiciona al maiz como la coseclrapoésnte con

cerca del 35% del total de los cereaeguido por el arrogaddy yel trigo con el 28% y

27%, respectivamente. Por el contrario, se observa otra tendencia en Colombia, donde el
maiz ocupa el segundo lugar con un 38% de la producciénagamientras que el arroz
paddy tiene un porcentaje mayoritario del 59% y sin duda supone un papel principal en el
sector manteniendo una produccion que va en aumento de acuerdo con el comercio mundial.

Tabla3. Comparacion dehercado de produccion de cereales del afio 2010 [I0h)

Cereales Mundial Colombia
Cebaa 123477192 12980

Maiz 844405181 1536290
Avena 19600935 4000

Arroz paddy 672015587 2412220
Sorgo 55654523 98964
Trigo 650881002 15780

Adicionalmente, teniendo en cuenta el fuerte crecimiento agricola que el pais ha presentado
durante la ultima décadaostrado en la Figura @1], se proyecta un gran crecimiento
positivo en el sector arrocero para los proximos afos ya que con los resultados obtenidos el
pais ha logrado concretar politicas agropecuarias encaminadas a la selecciéon de tierras
designadas para el cultivopegializado, como lo son las grandes extensiones de diferentes
regiones del pais destinadas a la produccion de arroz. Por ejemplo la region central
(departamentos del Huila y el Tolima) se ha consolidado como el mayor productor de grano
con un 44% del totalel pais[12].

Figura6. Comportamiento de la produccion agricola nacional. Fuente CONPES
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Asi pues, si se quiere aprovechar de lleno las oportunidades en el mercado de unos de los
principales productode interés para el pais como lo son las frutas tropicales y los cereales,
no es suficiente gozar de una enorme variedad de recursos naturales, estar localizados en
una esquina geografica estratégica o que exista una gran demanda. También es necesario
promover el desarrollo del sector agricola por medio de la identificacion de productos
exportables, aumentar y mejorar los mercados, asegurar una explotacion sustentable y de
alta calidad, tener capacidad de asociaciéon regional, trabajar en gancho connéa cade
productiva como también apostar por la innovacion y el valor agregado. Por fortuna, las
Gltimas politicas del gobierno son agudas, estratégicas y bien fundamentadas hacia la
busqueda del éxito financiero del pais. Ejemplos de ello son el Plan FriNacitznal

(PFN), una herramienta tactica que el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR)

ha adoptado con el objeto de alcanzar dichos resultados, ademés de los esfuerzos del gremio
(Asohdfrucol) que le apuestan a estimular la produccién frutieohzarias regiones del pais

[13] junto con el fuerte apoyo que actualmente reciben los agricultores majagualefios por
parte de la Corporaciéon Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica) en alianza
conelMADRylaati dad estat al ACol ombi a Humanitar
cultivo de arroz mediante entrega de cerca de 84 toneladas de semillas de altflddlidad
Estos estimulos no son nuevos y se remontan al afio 2006 cuando el MADR establecié
politicas macroecondémicas que pueden ser resumidas en los siguientes puntos: vinculos con
pequefios productores, pnocion de la inversion privada, la apertura de mercados y la
investigacion tecnoldgica con el objetivo de desarrollar practicas de control para reducir la
presencia de residuos de plaguicidas. En dicho documento se considera explicitamente la
necesidad deooperacion entre institutos de investigacion, universidades y el gofsérno

El mercadeo estratégico seguramente permitira el posicionamiento de las frutas colombianas
en mercados externos como alimentos sarmgjables con el ambiente, conformes con los
estandares de calidad y las regulaciones. La consolidacion de una oferta estable, constante
y de alta calidad que responda a las necesidades del consumidor final es un estimulo para
esta cadena de producciono Wbstante, debido a que la presencia de plaguicidas en los
alimentos podria representar riesgos para los consumidores, para Colombia es importante
vigilar los niveles de residuos de plaguicidas en los productos alimenticios lo cual todavia
supone un retpara el pais.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Este estudio tiene como fin desarrollar y validar una metodologia para la determinacion de
residuos de plaguicidas en cereaglemn frutas tropicales colombianas de mayor atractivo
para el mercado mundial.

1.2.2 Objetivos especificos

A Establecer una metodologia para analizar residuos de plaguicidas en cereales y frutas
tropicales empleando el método QUEChERS y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas con el fin de proveer una herramienta parandetkers
niveles de concentracion de plaguicidas seleccionados en dichos productos de alto

valor agregado en el mercado internacional.

A Evaluar la viabilidad de la implementacién de la adicion compuestos quimicos antes
del analisis instrumental de los rados seleccionados con el fin de aumentar la
sensibilidad del equipo a los plaguicidas mas dificiles de determinar a baja

concentracion.

A Desarrollar y validar estas técnicas de acuerdo a una metodologia cuantitativa de
analisis que permita evaluar confadad en los productos con respecto al limite

maximo de residuos.
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1.2.3 Productos de investigacion

A Un Procedimiento Operativo Estandar para la determinacion de residuos de
plaguicidas en frutas tropicales usando el método QUEChERS y cromatografia de
gases amplada a espectrometria de masas con cuadrupolo sencillo.

A Un Procedimiento Operativo Estandar para la determinacion de residuos de
plaguicidas en cereales usando el método QUEChERS y cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas con cuadrsgotillo.

A Al menos un articulo cientifico en una revista de reconocimiento internacional que

refleje los resultados obtenidos.
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2.1 Justificacién de la Investigacion

Las frutas colombianos de exportatige definen como las que tienen una demanda por
debajo de la que tiene el banano (fruta de exportacion principal), pero que presentan una alta
dinamicaen elmercado. Los productos de reciente introduccién en el mercado ofrecen
fuertes y atractivas oporidades de negocio por el alto potencial de demanda internacional
[15]. La Figura 7 destaca a la uchuva, el bananito o banano bocadillo, la granadilla, la pitaya
y el tomate de arbol como frutasqeiisitas vendidas fuera del pais.

Desde luego estas frutas parecen promisorias como productos representativos de las frutas
tropicales exoticas, las cuales seran a futuro reconocidas internacionalmente como
productos colombianos tales como el café caglamo. La diversificacion del negocio, que
estaba limitado al comercio de algunos productos manufacturados en el ambito regional y
de Estados Unidos, recae en los diferentes destinos a los que llegan nuestras frutas tropicales.
De acuerdo a las cifras rapadas por Legiscomex.cofh6], en el 2008 Colomé fue el

primer productor de uchuva seguido de lejos por Suréfrica el cual produce una variedad
menos dulce y colorida, lo cual la hace menos atractiva que la variedad colombiana. La
Tabla 4 muestra las entradas para Colombia en el afio pasado por cdaeqgortaciones

de frutas exoticad 7].

Figura?7. Mercados que mostraron preferencia por frutas tropicales colombianas en el 2!
a) uchuva, b) tomate de arbol, c) bananito d) pitaya y e) granadilla.
b)

Sui
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Tabla4.Exportacion de frutas exoéticas colombianas en el 2010.

;gi)i?tgiigi Descripcion USD FOB?

0810.90.50.00 Uchuva 22.161.513,1€

0803.00.13.00 Bananito 5.193.048,02

0810.90.40.00 Pitaya 1.613.713,57
La 0810.90.30.00 | Tomate de arbol| 1.208.625,29
de la

priorizacion
capacidad

productiva del pais esiuy importante dentro de las metas propuestas por el PFN. Esta

priorizacion tiene que ver con la especializacion de microrregiones para la produccion de la
oferta de frutas. La Figura 8 muestra como el MADR prioriz6 algunas regiones en las cuales
se brinéira soporte para su explotacién en el futuro. Como resultado de este estudio, la
uchuva, el bananito, el tomate de arbol, la pitaya y la granadilla fueron clasificadas para
vocacion exportadora.

Figura8. Departamentos priorizadpsa r a
l os municipios

Exportadorao vy
bananito, d) pitaya y granadil|a8].

cul tivos de

exporta
con

mayor

D

Departamentos prioritarios

I Cultivos

3Precio en puerto dearga conveniddcronimo inglés ffree On Boprd
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Tomando en cuenta el crecimiento de la poblacion, los productores de todo el mundo han
tenido que abastecer la demanda cada vez mas exigente del sector agropecuario en general.
Deacuerdo con esto, durante las tltimas décadas en Colombia se ha incrementado el uso de
agroquimicos para controlar diversos tipos de plagas, y, como lo muestra la Figura 9 los
ultimosregistrosdel ICA* ponen de manifiesto el aumento consistente en lartanpon de
formulaciones comercialete plaguicidapara suplir las necesidades de un sector agricola

en desarrollo que incrementa continuamente su demblodabstante estas practicas ya no

son recomendables pues su presencia produce efectos negalevaaled y el ambiente

[19] y desde hace décadas conocen las consanicias de suan indiscriminado En

general, la contaminacién quimica es menos evidente que los riesgos microbioldgicos pero
puede ser responsable de enfermedades a largo [@Rzgoor tanto se hace necesario
establecer politicas de calidad e inocuidad para alimentos frescos y procesados como medida
de prevencin; lamentablemente muy pocos paises siguen estas recomendaciones. Por
ejemplo, sélo los paises pertenecientes a la GEH@D registrado un menor consumo de

este tipo de agroquimicos al seguir lineamientos de sostenibilidad am#éaht&or esta

razén, los entes de control nacionales e internacionales permanecen alerta ante al mal uso
de los plaguicidas, puesto que los hallazgos frecuentes de residuos de estos compuestos en
productos de consumo ponen a prueba la verdadera impéidende las BP2en cultivos

de diferentes regiones.

Figura9. Evolucién consolidada de importaciones de plaguicidas (20@8). Tomado dg22]
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4 Instituto Nacional Agropecuario
5 Organisation for Economic Goperation and Development.
6 Buenas Practicas Agricolas.
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Desde 1991 se ha venido estudiando una tecnologia de produccién en cultivog da arro
china[23] llamada tecnologia de alta productividad o H¥High Yield Technologypor sus

siglas en inglés), la cual estd relacionada con la incorporacién de biofertilizantes y
bicestimulantes en el cultivo. Esta novedosa tecnologia se ha implementado recientemente
en el campo colombiano obteniéndose excelentes resultados. La apuesta de los agricultores
arroceros por un mayor rendimiento en la cosecha ha traido beneficios quedse pue
resumir en un aumento desde el 15% al 40% en la prody@eipn

Actualmente los productores de arroz son conscientes de diversos factores con un riesgo
potencial sbre el desarrollo de su actividad de produccion agricola. Entre ellos se puede
considerar que uno de los mas importantes es el estado del clima, ya que puede afectar
drasticamente a este cultivo si se presentan tanto inundaciones como sequias. Par ejemplo
desde el 2010, el pais se ha visto seriamente afectado por inundaciones que han sido
resultado del fenomeno de la Mi#a)], [26] y quehan ocasionado alertas fitosanitarias que
afectan directamente la produccién de los agricultores y dejan pérdidas multimillonarias
para los inversionistas. Asimismo, la frecuencia de ocurrencia de las sequias se han venido
incrementando a tal punto que Bupacto muchas veces limita significativamente la
produccién[27], principalmente en los modos de cultivo que emplean terrenos inundables
para obteneuna lamina de agua durante temporadas prolongadas.

A pesar de esto, uno de los mecanismos mas efectivo para proteger el cultivo de arroz y
hacer de éste un negocio rentable consiste en el uso de semillas certificadas para asegurar la
resistencia a pestey enfermedade$28]. Su comercio y distribuciébn son politicas
establecidas por parte de las agremiaciones de productores arroceros, sin embargo estas
actividades estan sujetas a la regulacion constante por parte de organismos de control, como
el ICA, que es el responsable de la incautacion de semillas sin los documentos que
demuestren su calidad. Por ejemplo, en el mes de Julio de 2009 se presentd un caso
oportunamente controlado en el que traficantes pretendian enviar a la region LAC un
cargamento comalrededor de dos mil toneladas de semillas de arroz paddy ilegales. Este
caso demuestra la importancia que tiene para el pais que este sector cuente con materiales
de la mas alta calidad con el fin de reducir al maximo la aplicacién de agroquimicos y la
aparicion de emergencias fitosanitarias.

Dentro de los riesgos bioldgicos mas importantes que afectan al arroz, los parasitos y las
enfermedades reducen significativamente la productividad. Adicionalmente, las malezas
compiten por luz, agua y nutrientesralte el cultivo lo que conlleva frecuentemente a
grandes pérdidas econdmicas. Se estima que estas patdateen valores entre el 18% y

el 22% del costo de produccifi2f]. Por lo tanto, se requieren estrategias fundamentalmente
biolégicas en el manejo integrado del cultivo pariigar el riesgo de contaminacion
guimica. Respecto a estas practicas mas amigables con el ambiente, algunos agricultores
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emplean hongos comietarrhizium anisopliaey Trichoderma sppy, especificamente,
para controlar los insectos parasitasno son elbarrenador Diatraea saccharallisy la
sogata Tagosodes orizicolyslos agricultores hacen uso deichogramma exiguuny
Haplogonatopus hernandezaespectivament30].

Asi mismo, segun la federacion Nacional de Arroceros (Fede4rsazha registrado un
crecimiento significativo en el portafolio de agroquimicos para el control de plagas en el
cultivo de arroz. De acuerdo a un reporte de la CAmararmderCio, hasta la fecha hay cerca

de 30 registros de productos que son producidos a nivel local entre insecticidas, fungicidas
y herbicidas, su distribucién se muestra en la Figura 10.

Figural0. Control quimico de plagas ofrecido €olombia por Fedearro:

m Herbicidas mInsecticidas mFungicidas

El portafolio de agroquimicos les ha permitido a los agricultores poder obtener un producido
de alta calidad a precios altamente competitivos lo cual ha llevado a una reduccion
importante en los costos de produccion a tradgstiempo. Asi pues, los principales
plaguicidasempleados en el cultivo de arroz pueden alcanzar dosis de productos técnicos
gue van desde 0,3 hasta 8 L, y 15 g a 25 kg para productos liquidos y solidos
respectivamente. Adicionalmente, los Udltimos datles produccién y comercio de
plaguicidas publicados por el ICB1] han mostrado que son principalmente dos las
compaiiias que producen plaguicidas destinados a este cultivo, lo cual suma casi el 6% de la
produccién total de plaguicidas en el territorio Colombiano y ademas que esto constituye un
8,6% de las ventas totalde estos agroquimicos en el pais.

7 Organizacion mas importante del pais que agremia a los productores de arroz
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Figurall Porcentaje del total del registro nacional del mercado de plaguicidas para t
cultivos de arroz (1972005).
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La Figura 11 muestra un registro de las ventas de plaguicidasadestal uso en el cultivo

de arroz. Entre los productos méas destacados, el glifosato;[2Iy2ed propanil tienen una
participacion mayoritaria en los registros de ventas. Los beneficios otorgados por el uso de
este tipo de plaguicidas relacionados @ioteccion del cultivo son diversos a pesar de la
tendencia en la reduccion del control quimico en la agricultura. Estos productos han
demostrado ser altamente efectivos y consistentes durante el tiempo y son ejemplo del
continuo aumento en el consumopdaguicidas por parte de este sector productivo a pesar
de saber que esto implica una fuente potencial de contaminacion y riesgo para la salud del
consumidor.

En los ultimos afios se ha implementado el desarrollo de analisis multiresiduo capaces de
deterninar desde 100 hasta 300 plaguicidas simultaneamenteMRI8%) [32]. El
incremento en el nimero de contaminantes que se puedan determinar en un mismo analisis
aun es un desafio para las técnicas contemporaneas debido a quéisaesetp deteccion

8 Large Scale Multiresidue Mgplaodsis siglas en inglés
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para estos métodos son bastante exigentes. Es asi como la Decisién de la Comisidén europea
1999/50/EC [33] estipulé que el limite maximo de residuos (LMRi Concentr aci
m8xi ma permitida en un alimento pof34)enti dac
debe ser en su mayoria del orden de lokglg. Lamentablemente, sélo por medio de
instrumentos altamente especializados es posible realizar estas determinaciones sin
comprometer la calidad de los resultados. Erélasitas actuales para el andlisis de residuos

de plaguicidas se requiere el uso de espectrometria de masa@%Etgdo su alto grado

de especificidad y selectividad permitit asi la determinacion a concentraciones cada vez

mas bajas.

2.2 A lavanguardia en métodos multiresiduo

El primero de los MMRs que estuvo disponible para el analisis e identificacion de
plaguicidas estuvo basado en Cromatografia de Pape[36JPaunque luego se lograron

aislar y determinar diferentes tipos de plaguicidas en alimentos empleando separaciones mas
rapidas y eficientes empleandoo@atografia en Capa Fina (C(BY], a tal punto que la
entonceComision para la Quimica de Plaguicidds la IUPAC? lleg6 a consideraal en

esa época como la técnica para la determinacién y cuantificacion de los tipos de plaguicidas
mas importante§38]. Tiempo después, algunos investigadores desarrollartodosede
extraccion y limpieza para la determinacion en matrices de diferentes orfig@i3 al

contar con instrumentacion mas eficiente y automatizada (p.e CG y CL), pluralizando los
meétodos @ extraccion, limpieza y determinacion selectiva de compuestos. Con ello, los
MMRs se diversificaron generando un conjunto de técnicas modulares basadas en
caracteristicas particulares del ensayo como la matriz y los analitos que fueron unificados
en prot@olos y guias de ensayo que fueron adoptadas por entes estatales y laboratorios de
investigacion como @ esticide Analytical ManugPAM) [43] y el método S19 del DFG

[44]. En 1987, Roos et. g¥5] publico un método basado en la extraccién con AcOEt y el
secado con N&Qu. Este método fue adaptado posteriormente por la autoridad sie
alimentos NAFAS$? empleando un paso de limpieza por Cromatografia de Permeacion con
Gel (CPG), que lo convirtié6 en uno de los métodos mas ampliamente usados al mantener
buenos resultados, un bajo costo de operacidén y emplear solventes menosAdrigos.

® European Commission.

0 International Union of Pure and Applied Chemistry
11 Deutsche Forschungsgemeinschaft

2 National Food Administration of Sweden
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Su uso se popularizé bastante, en realidad este método no es muy eficiente y los analisis
toman mucho tiempo en realizarse. Con base en esto, algunos investifégloopsaron

por emplear mejores alternativas, espeaifieate usando la Extraccion en Fase Solida
(EFS), sin embargo sus esfuerzos resultaron en una reduccion marcada del alcance de los
MMRs al poderse analizar solamente pequeiias familias de compuestos.

Los avances tecnoldgicos impulsaron asi la idea de mdgianpieza de los extractos
empleando la gran diversidad de adsorbentes disponibles en el mercado, asi fue como Barker
et.al.[47] reunio las caracteristicas de los métodos clasicos en un Unico pastoéd ise

llamo Dispersion de Matriz en Fase SélidRMFS) [48i 50] y consistid en un mecanismo
simultdneo que incluia homogenizacion, extraccion exhaustiva, fraccionamiento y
purificacion de la muestra lo que posibilitd obtener extractos listos para el analisis
instrumental. En 1992, KadencZz&1] demostro su aplicabilidad en una gran variedad de
frutas y hortalizas empleando un método rapido y econdémico en términastittad de
solventes y de muestrain embargo la porcion analitica requerida se redujo a cantidades tan
pequefias que no permitian asegurar el tratamiento de una muestra represEntaddéiva
actualidad existen diferentes metodologias aun en desamelimguyen52]: Extraccion

con Fluidos SupercriticofEFSC) la cual es méas selectiva al ajustar cuidadosamente sus
parametros pero permanece como una de las mas codios@s;cion con Liquidos
Presurizadoso Extraccion Acelerada con Solvent@SLP/EAS donde la cinética de la
extraccion se mejora con la variacion de estos temperatura y la preskxtrdacion
Asistida por Microonda$MAE) y ademas IaMicroextraccion en Fase SOlidMFS) para
analitos volatiles. Adicionalmente, los ultimos adelantoma el uso dePolimeros de
Impresion Molecula(PIM) brindan ventajas no s6lo como método de limp[&3% [54]

sino como plantillas para monitoreo ambiental o sensores bioivas 5] debido a su
altisimo grado de selectividad. Sin embargo, a pesar de las ventajas de cada uno los métodos
aneriormente mencionados, estas técnicas comparten dificultades como la optimizacion
rigurosa y el enfoque altamente especializado producto de ella, lo cual disminuye sus
probabilidades de uso como MMRs en laboratorios de rutina.

Por otro lado, en 2003 Andassiades y Lehotd$6] continuando con la busqueda de una

alternativa sencilla y eficiente publicartos primeros avances relativosia método que

empleaba una extraccién simple con acetonitrilo (ACN) y una particion simultanea con sales

anhidras seguida por una limpieza empleando adsorbem@smentaisados en EF&

trav®s de una Vv eEFS) El métdia desmpstor seri ndm dacil,( d

econdémico, robusto y seguro, asi quederominadan®t odo A QUEChERSO QUECHE
A través de la ultima década este método ha tenido algunas modificiE®66% para

13 Quick, Easy, Cheap, Effective, RugggmbaadsSsifjlas en inglés.
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asegurar un buen desempefio en diferentes aplicacianegque continla siendo
sustancialmente el mismo desde su publicacion.

Vale la pena notar que la tendencia actual de los MMRs esta dirigida hacia procedimientos

de extraccion y limpieza cada vez mas genéricos y menos selggfijvos
Independientemente del grado de selectividad que se tenga en la extracd#deaieccion,

el uso de o sélo analisis no puedanplearsg a rcao niif i r mar 0.Parlotamtog sul t a
es de suma importancia la confirmacion de la presencia de un plaguicida en una muestra que

en primera instancia resulta positicon relacion a lo anterioa, lo largo del timpo se han
desarrollado diferentes estrategias para ejedithaconfirmacion dentro de las cuales una

muy popular fue | a confirmaci-n con Acol umn
analisis pero empleando una columna con selectividad dissintembargo el valor de dicha
confirmacion es limitad{68] ya quetieneun grado de selectividad bajo.

Como se muestra en la Figura 12, este tipo de confirmacion no es independiente, ya que
ambas técnicas se basan en los mismos mecanismos fisicagujnes necesario emplear
técnicas ortogonales (independientes) para la confirmacién. Por ejemplo, Bakain y
colaboradoref69] demostraron que al cambiar la selectividad en sistemas de cromatografia
liquida (CL) empleando buffers, el coeficiente de correlacién puede usarse para evaluar el
grac de ortogonalidad de los sistemas cromatograficos. En conclusion, se hace necesario
el uso de un criterio verdaderamente independiente como el cromatografico y el
espectrométrico que si puede permitir una identificacion y confirmacion fiables como
requisto en el desarrollo de técnicas contemporaneas.

Figural2. Comparacién del tiempo de retencidn relativo (vs. paration) para el andlisis de plaguicidas por C(
Columnas y programas de temperatura diferentes. A) Comparacion desi@mésnarias DB and DB5 con 263
plaguicidas; y, B) Comparacién de fases estacionarias Bisd DB1701 con 315 plaguicidas. Fuerii@s].
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La identificacién es un prerrequisito antes de reportar cualquier resultado cuantitativo, sin
embargosi no se emplea deteccidn altamente selectisiese usa instrumentacion incapaz
deseparar las interferencias isobarisagpodrigpromover la aparicion de falsos negativos

qgue podrianconllevar a la omisién de riesgos potencialmengdigmpsos para los
conuimidores. Adicionalmenteshs tendencias modernasssenan a la necesidad de que
lassoluciones analiticas dab ser cada vez mas integrales, lo émglulsaactualmentda
posibilidad de identificar y confirmar mas compuestos en menos tidingese seitdo, se

podria lograr una adecuada identificacion de los analitos siempre que las técnicas de analisis
sean capaces de brindar informacion estructural que cumplaiedos criterios de
aceptacionEntre dichos criterios se cuenta por ejemplo, contelnsésde puntuacitre la

decision de la Comision de la UE 2002/657/E@mo también con varios parametros
alternativos muy importantes que han sido propuestos en varias ocasiones por algunos
investigadores(p.e.: presencia del ibn molecular, uso de altalueion, masa exacta y
analisis de abundancia isot6pica entre otf@8), [70]. Sin embargo, si sene en cuenta

esta tendencia emelacion conla evolucion de los MMRsl estar a la vanguardia hacia
métodos aurmas sencillos y rapidos requiedefinitivamenteuna gran inversion en
instrumentacion. En Colombia esto podria lograrse con la implementicinliticas para
promover la investigacion en instituciones educativas y en centros de investigacion y
desarrollo tecnoldgico, a través del apoyo finandiétd para la adquisicion de equipos de
investigacion robustd$ que permitan alcanzar y mantener una selectivatietuada al
innovar en estos métodos al mismo tiempo que se mantiene el nivel de confianza del analisis.
Poder asegurar la inocuidad quimica de los alimentos es una d@figauna prioridad a

nivel mundial la inocuidad ofood safetyesta incluida en la definicion de Seguridad
Alimentaria de la FAOFood security exists when all people, at all times, have physical and
economic access to sufficient, safe and nutritious food to meet their dietary needs and food
preferences for an active and healthy {ifpor lo tanto las actividbes de los investigadores
vienen encaminadas a optar por metodologias que exigen el mas alto desempefio en el
analisis instrumental. Estas estrategias implican principalmente el usaletedaion con

EM como su herramienta fundamental para implementar nuevos métodos obteniendo
certeza y resultados de calidad.

4 LLos equipos robustos son aquellos cuyo costo supera los USD$ 100.000 de inves@igiacion
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2.3 Validacién de métodos cuantitativos

La validacion de metodologias analiticas es un requisito ante las instituciones dedgegulaci

en el marco de guias oficiales como las BBlos estandares de calidad f8@7025. La

norma ISO 17025 es el estandar de calidad mas importante en laboratorios de quimica
analitica[73]. El propdésito de esta normatividad es construir un campo armonizado que
fadlite el intercambio de informacion y refuerce la confiabilidad de los resultados por medio

de la validacion, verificando asi si el desempefio es adecuado para la nhecesidad en particular.
La validacion fija los rangos o los parametros entre los cualesesie ponsiderar que el
método se desempefia como se espera, ademas, su seguimiento ayuda a verificar dichos
valores a través del Control de Calidad analitico de rutina [2J.) Seguin la Eurachérh

los métodos y los equipos deben probarse para asegurar que s@muad@ara el propdsito

para el que fueron desarrollad@$]. Los esfuerzos para el cumplimiento de los requisitos
juegan un papel muy importante en los laboratorios acreditados bajo la norma ISO 17025.
Uno de los beneficios makestacables de la validacidon es que ésta permite que el analista
pueda entregar evidencia justificada y demostrable de que los resultados son confiables y
reproducibles a cierto nivel de confianza. La extension de la validacion depende, en gran
medida, detontexto en el que se encuentre inscrito el método pues por ejemplo [dPAHO
considera unas u otras caracteristicas de despefio a validar en la industria farmacéutica
dependiendo de distintos objetivos como: (a) la determinacion de identidad de la materia
prima o producto terminado, (b) la determinaciéon de sus impurezas, (c) cuantificacién de
activos o (d) la evaluacion de otras caracteristicas de las formas farmacéuticas acabadas.
Especialmente la determinacion de componentes minoritarios (niveles waztjuye un

caso particular de la aplicacion de la quimica analitica lo cual se evidencia plenamente en el
analisis de residuos. Asi pues, la extension de la validacion puede variar siempre y cuando
se garantice una caracterizacion completa del deserspgiin los lineamientos propios del
campo de aplicacion (inocuidad alimentaria).

El procedimiento de validacion que se llevard a cabo esta basado en las recomendaciones de
la méxima autoridad sanitaria en Eurbp®ichas recomendaciones estan consignadas e

el documento vigente del comité DG SAN®Qeferente al andlisis de residuos de
plaguicidas en alimentos y piensos (SANCO/12495/2(78)]) y la aplicacion en este

trabajo de investigacion se describira brevemente a continuacion. Se asume que antes del

5 Buenas Préacticas de Laboratorio.

*® |nternational Organization for Standardization

17 Antigua WELAC Western European Laboratory Accreditation Coopiera

18 pan American Health Organization.

19 No confundir con la autoridagliropea encargadauropean Food Safety AuthoriigFSA).

2 Direccion General de Sanidad y de los Consumidores de la Comunidad Europea.
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procedimiento de validacion, el método se ha optimizado y las condiciones de trabajo se
controlan adecuadamente. Después de la seleccion de los analitos y las matrices
representativas, los aspectos a evaluar seran: Especificidad/selectividad, linealidad,
exactitud, precision, limites de cuantificaciorO@) y efecto matriZEfM). En este punto

vale la pena precisar algunos de estos términos. Por ejemplo, la selectividéidrseal

Agrado en que un m®t odo puede ser usado par a

mezcla sin interferencia de coifidfpyesasadlaecs con
frecuentemente para caracterizar la separacion cromatografica, ésta diderda
especificidad en que solo evalla el desempefio en la detE&®jdsin embargo aqui ambas

se usan idistintamente pues los detectores de EM dan respuestas tanto selectivas como
especificas a diferencia del detector ECD que a pesar de ser selectivo no es egfcifico

Por otro lado, la precision se puede caracterizar por medio de la repetibilidad y la
reproducibilidad intralaboratorio dando una idea de la consistencia entre los resultados con
el tiempo. La exactitud se estima por medio del porcentaje de recuperaigntras que la
determinacién del sesgo no aplica puesto que en este tipo de estudios no se cuenta con
materiales de referencia certificados en la matriz de analisis. La comision SANCO sugiere
en su documento guia que al llevar a cabo la validacion tedasaracteristicas de
desempefio deben estar en los rangos establecidos en la Tabla 5.

Tabla5. Parametros de validacién y criterios.

Precision (RSR) ¢20%

Parametro Via de evaluacion Criterio
Residuats
Linealidad A través de la curva de calibracion
< +/-20%

. Comparacion de la curva de calibracion en solvente y la cun
Efecto matriz . L, . -
calibracién en matriz

Nivel mas bajo al cual se pude demostrar que
LOQ ¢LMR
se alcanzan criterios de exactitud y precision QL

Selectivdad Respuestareblanco de reactivos y muestras control <30% del LOQ
Exactitud Determinar la recuperacién promedio de niveles fortificadc 70-120%
Precision (RSDr) Determinar laepetibilidadRSDr de niveles fortificados ¢20%

Determinar laeproduciblidad

(p.e. intralaboratorio)

u



Implicaciones Précticas 27

2.4 Metodologia

2.4.1 Esquema de analisis

El analisis multiresiduo se basa en métodos que permiten la determinacién de varios analitos
simultdneamente gracias principalmente a un alto grado de selectividad. Para el analisis de
residuos de plaguicidas empleando cromatografia acoplada a espectrometria de masas se
recomienda efectuar un procedimiento riguroso de extraccién y limpieza para evitar al
maximo las interferencias. Sin embargo, los métodos tradicionales no son muyesfieren

estas etapas y por esto Ultimamente se han evaluado e implementado nuevas aproximaciones
para acelerar dichos procedimientos cuando esta selectividad es proporcionada
principalmente por el método de deteccion empleando espectrometria de masas. La
sdectividad de la metodologia analitica define en gran medida tanto el marco de referencia
para el andlisis, como su alcance y aplicabilidad. En este estudio se propone el esquema de
la Figura 13 basado en uno de los MMRs para el andlisis de cerealess\trivpicales de
exportacion.

Figural3. Esquema de implementacion del MMRs. *Adicion al médulo del método
QUEChERS %e realiza en el procedimiento y su evaluaciéngsumental).

Método

Experimentacién Instrumental

k QuEChERS
4 N\

Tnyeccién LVI Criterio de selectividad

A
r ~
Condiciones del analisis - Tiempo de Retencidn

Backflushing CG_EM(Q) (Método cromatografico y - Proporcidn de iones

Modo SIM) (Q1,Q,Q3)
LN "

Y

Agentes
enmascarantes™®
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2.4.2 Herramientas tecnoldgicas en desarrollo

A Método QUEChERS/CEM (Q)

Una técnica de uso comun es la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
con cuadrupolo sencillo (GE)EM) operando en modo selectivo de iones @|ldor sus

siglas en inglés). Esta técnica se emplea para detatdtitos en diversas matrices, sin
embargo no se tiene seguridad sobre la ausencia de otros posibles contaminantes. Cuando
se trabaja en este modo de operacion, los plaguicidas que de hecho puedan estar presentes
pero que no estén incluidos en el métodedaun ser ignorados facilmente. Esta es una
desventaja inherente e ineludible en el monitoreo selectivo de iones. Asi entonces, a pesar
de la superioridad en lo concerniente a sensibilidad en el modo SIM respecto al modo scan
[79], este ultimo ofrece la posibilidad de ejecutar un examen cualitativo preliminar de las
muestras al comparar toda la informacion espectral. Vale la pena anotar que en este tipo de
aproximacionesd calidad del espectro scan debe ser el objetivo mas impd@ahizara

poder ejecutar busquedas automatizadas en las bibliotecas con toda confianza. Este método
sigue el nismo principio basado en la comparacion de probabilidad PBisarrollado

en sus inicios por McLafer{$1]. En este caso, es importante aclarar que se debe establecer
una velocidad adecuada de adquisicion para poder obtener mayor calidad y menos ruido y
asi realizar una buena busqueda inversa al comparar copdatres en modo de ionizacion

por impacto electronico de la biblioteca NP8 TOtro adelanto desarrollado posteriormente,

fue por ejemplo la macrAu Pestuna herramienta mas eficiente desarrollada hace ya dos
décadas que simula automaticamente la evaoacianual de los datos, incluyendo el
reconocimiento automatico de picos, la sustraccion de ruido y la busqueda en bibliotecas
designadas previameni@2]. Mas adelante el Sistema de Deconvolucién de Espectros de
Masas e Idenficacion (AMDIS?*) desarrollado por el NIST se popularizé ampliamente para

este tipo de analisis como un programa que extrae un espectro reconstruido del espectro
original obtenido del C&Q)EM e identifica los compuestos objetivo al comparar contra

una bibioteca de referencia. El proceso completo puede ser abreviado como sigue: primero
se hace un analisis del ruido, después la percepcion del componente, seguido de la
Adeconvoluci -ndo del espectr o vy|[88liEhohédtvoent e | a |
practico de este programa es minimizar el esfuerzo que involucra la identificacion de
compuestos por GEQ)EM y cumplir con los objetivos de un analisis cualitativo.

21 Selected lon Monitoring

22 Probability Basedtthing.

23 National Institute of Standards and Technology.

24 Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System.
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En 2010 Norli et. al[84] realiz6 una evaluacion independiente de un programa de reporte
por deconvoluciéf85] Deconvolution Reporting SoftwafBRS, por sus siglas en inglés)

gue emplea AMDIS como nucleo para el andlisis de residuos de plaguicidas puso a prueba
su capacidad para detectar plaguicidas en el rango de 20 a 100 pg/kg en frutdegsorta

Este estudio mostr6 resultados aceptables teniendo en cuenta las frecuentes dificultades al
analizar plaguicidas vol 8tiles fprobl em8tic
ejecutaron un screening automatizado empleando DRS para el analifesatdges matrices

al tomar en consideracion una lista prioritaria de plaguicidas. Conforme a los resultados
encontrados por AMDIS, los investigadores definieron un Limite de Identificacion (LI) el
cual aseguraba una relacion seif@dlo (S/N) mayor qud0. Cabe mencionar que en este
estudio se empled el método QUEChERS con el objetivo de evitar las interferencias de
matriz y mantener altos porcentajes de recuperacion (mas del 95% de los compuestos entre
80-110%). Un ensayo posterior de identificacion tnipsque algunos compuestos
probleméticos tenian puntajes de comparacion entre@%0de coincidencia, aunque sélo

el 3% del total de los puntajes para las determinaciones estuvieron por debajo del criterio
70%. Aun asi, es importante aclarar que laibditgd baja es el principal obstaculo para

este tipo de técnicas automatizadas en el analisis de residuos que emplean modo scan, puesto
gue sin importar qué tan bien se haya purificado un extracto, el perfil de la matriz siempre
tendra una influencia giificativa en las intensidades de los iones del analito, y en estas
condiciones el método de comparacion podria fallar por contaminacién del espectro del
analito con compuestos endodgenos coeluyentes en una separacion incompleta.

El método QUEChERS se destiaampliamente de los métodos tradicionales de extraccion

y limpieza en residuos de plaguicidas gracias a las ventajas que posee, sin embargo el uso
de ACN fue cuestionado recientemente por varios laboratorios debido al alto costo que
alcanzo en los ultinmanos. Un bache econdmico sumado a la clausura temporal de plantas
de produccion durante los juegos olimpicos en Be[@&j causaron una escasez mundial

de este insumo. Por esta razén, algunos investigadores optaron por la busqueda de
alternativas usando AcOEt como solvente de extraccion. Desafortunadamente, estudios
desarrollados pokehotay empleando esta modificacion al método oficial 2007.01 de la
AOAC? dio como resultado mayor cantidad de compuestesxtraidos en extractos de
manzana y arandari@7]. La investigacion concluy6 que la causa de ello no fue por que el
AcOEt removiera mas componentes sino porque el procedimiento de limpieza es menos
efectivo en estas coraibnes. En la actualidad, las metodologias americanas y europeas
basadas en ACN son las que se usan en la mayoria de laboratorios analiticos @rutina.
embargo, las restricciones practicas del uso de ACN en CG han llevado a que se prefiera
intercambiar el disolvente del inyectable llevando casi a sequedad <05 mL vy

%5 AOAC: Asociacion de Comunidades Analiticas (http://www.aoac.org/about/aoac.htm)
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reconstituyendo por ejemplo con tolueno (segun recomendaciones de $thainkste
procedimiento se ejecuta dos vefif).

A Inyeccion de grandes voliumenes

La introducoon de la muestranel analisis cromatografico es un paso muy importante del
andlisis por CG ya que tiene una gran influencia en el desempefio global del sistema
instrumental. Una revisién hecha en 1996 por Motohetshl.[88] mostraba que la mayoria

de los métodos oficiales para el analisis de residuos de plaguicidas en frutas, hortalizas y
suelos que empleaban columnas capilares que hacian uso de la inyeccion sin divisién de
flujo a una temperatura alrededor de 250°C que permitia como maximo la inyeccion de sélo
1u L-5u L de muestra (dependiendo del solvente uf@jm del uso de un pulso de presion
durante la inyecciofP0]) lo cual limita notablemente la sensibilidad en los sistemas CG

EM. Dadas las caracteristicas y requisitos actuales del ensayo sobre todo en términos de
sensibilidad, se pueden aprovechar algunos adelantos que permiten obtener mejores
resultados en aplicaciones tarigentes como el analisis de residuos. Por ejemplo,
investigadores como Zrostlikoed. al.[91] y Stajnbaheet. al.[92] han optado por evaluar
diferentes modos de introduccion de la muestra empleando sistemas que permiten la
inyeccion de grandes voliumenes (IGV) principalmente para la determinacion de bajas
concentraciones de plaguicidas en matrices vegetales obteniendo muy buenos resultados.
Recienterente, estos modos de inyeccion se han extendido también a otras aplicaciones
como la determinacion de compuestos estrogénicos en matrices amb[8Bjales

Existen diferentes disefios de puertos de inyeccion que hacen posible emplear la IGV dentro
de los que se destacamm-column consin division de flujo (SS9 y el Inyector de
Temperatura Programable o PTér sus siglas en inglés. Para el funcionamiento del
inyectoron-columndesarrollado en 1985 por Greh al.para IGV[94] se requiere emplear

una seccion de columna capilar sin fase estacionatien{jon gap acoplada antes de la
columna analitica para retener el liquido, ya que al momento de la inyeccidon se mantiene la
temperatura debajo del punto de ebullicion del solvente formando una capa liquida en su
interior. Después, el solvente empieza gevarse en esa zona junto con otros compuestos
volatiles que quedan atrapados de nuevo en la capa liquida, mientras que los compuestos
menos volatiles que permanecen en la superficieetiehtion gapson reenfocados por el
efecto de la fase estacionaria th precolumna y asi, cuando todo el solvente se ha
evaporado, el horno inicia el calentamiento y el proceso cromatografico comienza. Con base
en esta configuracion el maximo volumen de inyeccién depende de la longitated&bn

26 Inyector mas conocido comsplit-splitless por sus siglas en inglés.
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gap siendo necesario$5 m x 0,32 mm para la inyeccion de hasta 150 j95]. Las
aplicaciones para determinacion de bajas concentraciones en estos sistemas son bastante
limitadas debido a que no se promueve la separacion de los analitos de los compuestos
coextraidos de la matriz lo que la hace aplicable solamergenparices relativamente
limpias como el agu§6], [97]. Adelanbs en esta técnica han permitido inyectar aun
mayores volumenes (cerca de 800 pL) o empleaetantion gapmas corto. La Figura 14
muestra un esquema representativo del equipo necesario para la técnica de Evaporacion de
Solvente Parcialmente Concurre@ESPC) la cual requiere del control de la velocidad de
inyeccién durante la evaporacién del solvente por medio de una valvula para su salida, sin
embargo en esta técnica los analitos méas volétiles se pierden facilmente con el solvente por
la evaporacion awurrente y prevenir esta desventaja resulta en mayores complicaciones
gue han limitado su popularizacion.

Figural4. Configuracion esquematica para la inyeccion @»olumntipo ESPC. AC: columna analitica, RP:
precolumna de tencién, RGretention gapFM: flujometro, SVE: salida del vapor del solvente, FID: detector ¢
ionizacién de llama. Imagen tomada[€8]

Inyector automatico
Sahida del
vapor del
solvente Control i

AN .
I'llfl|II {1 | WY |'I.fl I'| \ I [ W Puerto
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Por su parte, el puertcednyeccion SSL es mucho méas usado en distintas aplicaciones.
Cuando el inyector SSL se usa para la determinacién de trazas se recomienda emplear el
modo sin division de flujo para no disminuir la cantidad de analito que pueda llegar al
detector. Sin embgo, este inyector presenta complicaciones en la determinaciéon
multianalito puesto que la inyeccion en caliente tiende a promover la descomposicion de
compuestos termolabiles y una alta discriminacion. Esta Ultima se ha evidenciado
notablemente cuando enifg/eccion se da el fendmeno gmospray[89], caracterizado

por la formacién de un cono de nebulizado en lagulet la aguja durante la inyeccion
manual debido principalmente por un tiempo de residencia prolongado en el puerto de
inyeccion. Con la automatizacion se logr6 mejorar sustancialmente la velocidad de
inyeccion y controlar la profundidad que alcanza lgagon lo que se logré reducir este
fendbmeno generando una banda que transfiere la totalidad de la muestra al inserto,
reduciendo notablemente la discriminaciéon de los compuestosnayores puntos de
ebullicion.

Teniendo en cuenta que las aplicacionevencionales del inyector SSL normalmente no
soportan la IGV, en 2003 Cavagniet al.[99] desarrollaron el concepto del vapor de
exceso empleando el mecanismo de Recondems@&oncurrente de Solvente (RCS) util en

la IGV empleando el mismo SSL comun. El mecanismo de esta técnica se ilustra en la Figura
15 y hace uso de la inyeccion por formacion de banda. El liquido se deposita sobre un
material de soporte (p.e.: lana ddna) colocado al fondo del inserto evitando que se tenga
contacto con las paredes del mismo para promover una evaporacion lenta. Los vapores de
solvente empiezan a expandirse, desplazando y comprimiendo al gas de arrastre. Como el
sistema permanece comgamente cerrado (sin suministro de gas, valvulas de divisién y de
purga) el desplazamiento produce un gran incremento de presion que resulta en la
transferencia de | os pr iretentionogapddndesspwuelvea de
condensara a unarhperatura mas baja. Esta recondensacion produce un efecto de succion
gue promueve la transferencia de la muestra a la columna. Esta técnica permite en teoria un
volumen de inyeccidn ilimitado siempre que no se sobrepase la capacidstént@n gap

Ademas como no se observa discriminacion, ni descomposicion de compuestos inestables,
Yy NO es necesaria una optimizacion complicada sino sélo una inyeccion rapida, una pequefa
insercion de la aguja y cerrar las valvulas durante el periodo sin division €xnica muy
promisoria para este tipo de aplicaciones.
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Figuralb. Diagrama representativo del mecanismo de Recondensacion Concurrente de Solvent
Imagen tomada d@9]
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El desarrollo de otras alternativas para poder ejecutar la IGV incluyen técnicas como la
inyeccionAT-column[100] o el uso de interfaces como TOTADsin embargo, el puerto

de inyeccidon que mas se destaca en las aplicaciones de la Ultima década efl6LRTV
gracias probablemente a su gran versatilidad y la posibilidad de cambiar entre diferentes
modos de inyeccién con la misma configuracién sin necesidad de aditamentos especiales.
Desde su desarrollo en 1979 por Vegtal [102], [103] el PTV se diferencio de los demas
puertos en que es el Unico que puede ser calentado o enfriado rapidamente ya que cuenta
con un sofisticado control de temperatura a diferencia de los demas que operatode mo
isotérmico. El inyector PTV soporta inyecciones en modo sin division, vapor de exceso y
venteo de solvent@/S).

El modo deVS es el mas empleado usando el PTV en [B)] y consiste en los siguientes
pasos: primero la muestra se introduce a una temperatura relativamenpobdgdjo el

27 Through Oven Transfer Adsorption Desorption
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punto de ebullicién del solvente), después se elimina el solvente por la \ddvdilgsion
mientras que los compuesto de mayor punto de ebullicibn permanecen en el inserto, luego
se hace la transferencia del material elevando rapidamente la temperatura en el modo sin
division y reenfocando los analitos en la cabeza de la columnaaener baja la
temperatura del horno y finalmente se reabre la valvula de division a alta temperatura para
remover los residuos del inserto. Existen cuatro maneras de introducir la muestra al puerto
de inyeccion PTV para la IGV: inyeccion multiple, digeotinjecciorat-once velocidad de
introduccién de muestra controlada y P@MEtolumn Las primeras cuatro se basan en el
mismo principio del modo d&S vy la Ultima es simplemente la aplicacién-column
descrita anteriormente pero con este tipo de pueripleando un inserto especialmente
disefiadg104]. La manera mas facil de introducir un mayor volumen de muestra empleando
una jeringa convencional de 10 uL es hacer inyecciones sucesivas del volungerecgie
multiplicarse. En estas condiciones, el tiempo y el flujo entre inyecciones debe asegurar la
eliminacion completa del solvente pues de lo contrario se podria perder muestra por la
valvula de division. La inyecciérat-onceconsiste en una sola inthaccion rapida de la
muestra y el volumen es limitado por la mitad del volumen nominal de la jeringa empleada.
La principal caracteristica de esta inyeccion es el uso de un material inerte de[$6pgrte

[106] dentro del inserto para aumentar la capacidad de retencion de liquido. Debe tenerse en
cuenta que el diametro del inserto debe ser tal que no se supere la capacidad con la expansién
del solvente pero que tampoco sguieran grandes cantidades de material de empaque
debido a que su reactividad podria llevar a la descomposicion de analitos term{d@6jles

[107] o pérdidas por adsorci¢h08]. Por ultimo, si se controla la velocidad de introduccion

de la muestra la inyeccién multiple puede simul§@2empleando un proceso continuo en

el que la evaporacion y la introduccion de la muestra se contrarrestan para mantener un
volumen de liquido adecuado dentro del inserto. Este tipo de inyeccion se prefiere a la
inyeccidn multiple.
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A Tecnologia de flujo capilar

Por otro lado, debe resaltarse que la migracion hacia metodologias de preparacion de
muestra mas rapidas y sencillas debe considerar necesariamente evitar al maximo la entrada
de material no volatil a la columnaailitica para evitar su deterioro, sobre todo si se inyectan
volimenes mayores a los que convencionalmente se usan en CG. Por ejemplo, en el estudio
automatizado de Mezcua y colaboradores, se recomienda enfaticamente el uso de la técnica
backflushinginversion del flujo en la column4l09] para mantener la robustez del método

entre andlisis Recientes estudios adelantados por Mastovska y colaboraddi@ls
demostraron que al usar una configuraci - -n
con CG(Q)EM como con versiones con triple cuadrupolo-EX8(QQQ)[111], [112] hay

un aumento en la robustez a largo plazo cuando la configuracion inclupgekflushing
concurrenteantes de la columna analitica y despuésetention gap Esta configuracion
conlleva a una proteccion mejorada de la columna al evitar que las interferencias no volatiles
deterioren su desempefio. Para lograr este propdsito, es imperativo lwpekfelshing
empiece tan pronto como el dltimo de losldaos eluya por completo dettention gapcon

el objetivo de evitar el riesgo de gse pierdan durante el venteo.

Figural6. Configuracion de la tecnologia de flujo capilar de inversion de Bagixflushing
concurrente. Imagenomada d¢108].

A) Elucion de analitos de la primera columna

Column 1 Column 2
5m 15m
Tiempo _— _—
0 -15.8 min 1.1 mL/min 1.2 mL/min

B) Backflushing de la primera columna para remover los componentes
menos volatiles de matriz

Column 1 Column 2
5m 15m
Tiempo N _—
15.8 — 18.6 min 2.5 mL/min 1.2 mL/min

18.6 — 20.0 min 5.0 mL/min 2.4 mL/min




36 Analisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportacionlgsc

Es importante mencionar que la Decision de la Comision Europea 2002/6E/UEC
establece requisitos de confirmacien el analisis de residuos de contaminantes por EM
Este criterio consiste en la adquisicion de al menos tres puntos de identificacion (PIs) para
contaminantes organicos y cuatro puntos si son sustancias prohibidas. En la Tabla 6 se
muestra na lista del nUmero de Pls ganados por ién adquirido bajo condiciones especificas.

Tabla6. Relacion entre el tipo deagmentos masicos y los pungenados.

Técnica EM Pls ganados por ion
Espectrometria de masas de bajaluesan (EMbr) 1,0
EMbr "ion precursor 1,0
EMbr" producto de transicion 15
Espectrometria de masasal@resolucion(EMar) 2,0
EMar" ién precursor 2,0
EMar" producto de transicion 2,5

Lamentablemente al operar en modo SIM los (Q)EM rarganmreden ofrecer un alto grado

de confianza en la identificacion puesto que son instrumentos de baja resolucién y como se
observa éstos solo conceden 1 Pl por idn y se conoce la alta probabilidad de que existan
interferencias de matriz. Por esta razomnclo se usan estos instrumentos se hace necesario
emplear el tiempo de retencion y al menos 2 iones de calificacion mas el ion de
cuantificacion para asegurar una confirmacion confiable.

A Agentes enmascarantes de sitios activos

El documento SANCO/2007/313[L13] fue la primera version de las guias para la
validacion de métodos y procedimientos de control de calidad para el analisis de plaguicidas
en alimentos y piensos en donde se incluyeron radgucompuestos que actllan como
Agentes Enmascarantes de Sitiostivos (AESA) o mas ampliamente conocidos como
fianalyte protectants’® que se usaron como una alternativa para minimizaf\len CG.

La intencién @l uso de estos compuestos era produciEfl (de aumento en la sefal)
equivalente en la cuantificacion al emplear soluciones de calibracion en solvente o en matriz.
Ademas aqui también se menciona que la herramienta mas eficaz para eliFikaela
preparacion de soluciones de calibracion empleando el método de adicion estandar. La

28 Se evita usar este nombre para evitar confusion en la tradgcéidPot ect or es de anal it oso)
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realidad es que este efecto es comun a varias técnicas analiticas y sus causas y consecuencias
son diferentes en cada una, por ejemplo, en la interfaENlIse genera unfecto de
supresion ionicfl14] aun cuando se tiene una buena separacion cromatografica. Por esta
razén, se han venido usando esigamente diferentes alternativas para sobrellevar este
fenémeno, ya sea minimizandolo o compensanfddl6] por varios medios: (i) cambio de

las condiciones en la interfaz (p.e. Nanosgdah6]), (i) mejoramiento de la separacion
cromatograficgd117], (iii) limpieza intensiva del extracto durante el procesamiento de la
muestrg118], (iv) cuantificacion por el método de adicién de estandar o (v) con el uso de
estandar marcado isotépicamefit&9]. Este ultimo es sin dia el método mas costoso,
sobretodo tratande de un método multiresidugin embargo éste ha demostrado ser el mas
efectivo de todos cuando se emplea EM en la deteccion. Su uso es altamente recomendado,
tanto asi, que versiones posteriores coma fRuias SANCO/10684/2009 vy
SANCO/12495/2011 recomiendan su adicion en cualquier etapa del procedimiento antes de
la determinacion.

La historia del desarrollo de los S se remonta a 1997 cuando Erney, quien describid por
primera vez el aumento de la sefial enfdGefecto de la matriz, sugirio la posibilidad de
simular la presencia de la matriz al emplear aditivos a las solucione de estandares de
calibracion[120]. A principios de la década pasada dio al. [121] concibié la idea de
adicionar polietilenglicolesREG) y extractos de matriz a las soluciones de 13 plaguicidas
con el fin de aumentar la intensidad de sus sefiales mientras evaluatdd qle se
presentaba en su determinacion en sedimentos. Posteriormente en 2003 Anastassiades,
Mastovska y Lehotajl22] realizaron una investigacion extensa de los efectos que tienen

un gran numero de compuestos con diferentes propiedades fisicoquir@icasffiestos)

sobre las sefiales de 30 plaguicidas empleando la metodologia QUEChEHRJEDG La
evaluacion se baso en la comparacion de alturas de pico de los compuestos mas susceptibles
en soluciones con el compuesto prueba en ACN contra las respusstadas solamente

en ACN. El efecto de aumento reflejaba principalmente dos cosas: (1) un mejoramiento de
la transferencia de los analitos debido a la reduccién de la degradacion o de la retencién
irreversible en el inserto y la columna, y (2) disminuai@h coleo y ensanchamiento de

picos debido a la reduccion en las interacciones con sitios activos en la columna. El mismo
afo, Zrostikovét. al.[123] resalt6 la necesidad de la evaluacion de su efecto en el sistema
CG a largo plazo. En un estudio postefidt4], se evaluaron varias combinaciones de los
compuestos previamente identificados por tener un efectaadecpion en analitos de
elucion temprana, media y tardia. La combinacién mas adecuada que se encontré en este
estudio fue: etilglicerol (10 mg.mi, proteccion inicial),g-gulonolactona (1 mg.mt,
proteccion media) y sorbitol (1 mg.mLproteccion fingly sus efectos se muestran en la
Figura 17. En general un rasgo distintivo de estos compuestos es su alto momento dipolar y
su habilidad de formar puentes de hidrégeno.
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Figural7. Comparacion de la forma y la intensidad de laslssfie plaguicidas a 100 ng.m
L en matriz (mezcla de frutas) y solvente ACN. Izq: sin la adicién d&@AFder: empleando
la combinacién propuestbmagen tomada déd 24].

a) Lindane f - 112 i
o ' o | Inyeccion emn

' Matriz i

o . 1V iv ] = Solvente i

a” c i
_____ Y !

b) Phosalone [
e i 3.98x
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"""""" h i

c¢) o-Phenylphenol

2.16x

Desde sus inicios, la adicion de BE de sitios activos llamo la atencion de la comunidad
cientifica al bindar mayor confianza en la exactitud con que se determinaban diferentes
analitos, de modo que por el afio 2005 sus aplicaciones empezaron a extenderse mas alla del
campo de los residuos de plaguicidas hacia otros compuestos toxicos determinados por CG
cono los analogos bromados de mutagénicos en matrices ambi¢h2&alpg$126]
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En estudios posteriores presentados onera vez en el EPR¥®/2006 en Grecia, los
investigadores reconfirmaron la correlacion entre la volatilidad I&3ANElos plaguicidas
ademas de la influencia de la cantidad aplicada sugiriendo el empleo de ciertas
combinaciones en cantidades especif[@23]. Adicionalmente, este estudio extendio el
alcance de proteccion de compuestos sensibles a hidrdlisis basica (p.e. captan, folpet y
clorotalonil) empleando acido shikimico a 0,5 mg:inEl esquema explicativo de la Figura

18 muestra que de acuerdo con Lehetagl.[128] el principio operativo y las aplicaciones

de los AESA van mas alla de suprimir la necesidad del calibradmatniz, otorgando al
sistema insumental mejoreformas de los picostepetibilidad robustez y posibilidades de
disminuir el valor de los QQs.

Figural8. Principio practico del uso de los agentes enmascamatesyte proteants

Imagen tomada dé.27].

Principio de los Analyte Protectants (AP) r\

Extracto limpio + AP

Estandar
+AP

Extracto crudo

Adicion Los APs reducen las
Limpieza i de AP interacciones de los
con PSA analitos con lossitios
activos y por lo tanto los
Extracto - .
limpi erroresrelacionados
impio

fenomeno de aumento de
picos por efecto matriz

Grado de proteccion

Estindar en solvente puro

El uso de mezclas de AR ha ganado una gran popularidad en la determinacion de residuos
de plaguicidas por CG y a pesar de que se ha reportado que pareeesufizientemente
efectivos para la proteccion de compuestos altamente inestables como los cafd@®jatos

o presentar problemas en la deteccién por [BF], su uso ha venido siendo ampliamente
documatado reportando excelentes resultados en diversas aplicadid@ies41].

2 European Pesticide Residue Workshop.
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2.4.3 Hipotesis generalde la investigacion

Con el desarrollo de este estudio se hace posaimddizarresiduos deplaguicidaspara
evaluarconformidad con la legislacion aplicaly@sicontribuir d control de calidad post
cosechanproductosagricolas dentro del alcance propuesto en las validaciones.
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3.1 Matrices

El documento SANCO/10882009 define que para los MMRs es posible realizar la

validacion inicial del método usando una matriz representativa para cada grupo descrito en

su Anexo |. Asi mismo, segun esta guia se sabe que el alcance del método puede extenderse

posteriormente a s matrices por medio de validacién de rutina empleando los datos de

control de calidad si se demuestra su aplicabilidad a otros productos de |acatisguaia
[76]. Con base en este documento, todas las frutas tropicales de este estudio Figura 19 son

productos representativos del grupo con alto contenido de agua (mas del 95%) con

excepcién de la uchuva que pertenece al grupo de bayas y pequefas frutas acidas con alto

contenido de agua. En contraste, segun la clasificacion reportada en los principios de
validacion de métoddd.42] todas las frutas consideradas en este estudio pertenecen a un

uni co

grupo

realizar una Unica validacion para tomate de arbol, pitaya, granadilla y banano bocadillo
tomando la uchuva como matriz representativa. Con respecto al analisis en cereales se

denomi nado

nfrutas con

al

t o

c

presenta un caso similar, en el que puede emplearse el arroz como matriz representativa para
el desarrollo y validacion del método.

Figural9. Prodctos a emplear durante el estudio.

Uchuva
(Physalis peruviana)
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(Solanum betaceum)
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(Passiflora ligularis)
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3.1.1 Uchuva

La uchuva Physalis peruvianppertenece a la famili&olanaceages nativa de la region de

los Andes suramericanos. Existen varios sinbnimos que hacen referencia a la misma fruta,
entre ellos se encuentrphysalis baya dorada y baya peruana. Este es un arbusto tropical

de 1,5 m de altura encontrado en climas frios a templados, su fruta es una bolita carnosa con
un didmetro entre 1,2 y 2,5 mm y un peso alrededor de 4 a 10 g. Es amarilla y dulce y su
aparienciaes muy similar a la de un tomate. La uchuva es rica en vitaminas [A43C

Esta baya esta cubierta por un caliz formado por cinco sépalos que la cubren y protegen
contra insectos, aves, patdogenos y climas extremos. Su aroma es delicado y frutal y su sabor
es acidd144]. En su mayoria se cultiva en el dgamento de Cundinamarca, especialmente

en los municipios de Granada y Silvania, pero también se encuentra en los departamentos
de Antioquia, Boyaca, Cauca, Huila, Magdalena, Narifio y Tolima bajo éptimas condiciones
para cultivg[143], [145] Las condiciones se resumen a continuacion:

Al t i 2808 m.s.2nd 0 O
Temp&A7a°€Cur a:
Humedad -80%I| ati va: 70
PrecipitatlDOoomes: 600 mm

Suel o rico en materia orgs8nica.

o To o Do Do P>

Niveles de | uz solar altos (Tropical).

3.1.2 Banano bocadillo

El bananito o banano bocadillmgsa acuminajaes nativo de los paises localizados en el

area tropical como la India, Filipinas, Malasia, Kenia, Venezuela, Costa Rica, México,
Ecuador y Colombia. Esta es una fruta muy dulce de 10 a 12 cm de largo y pesa cerca de 20
a 40 g, muy similar al banano pero mucha méas pequefia y con una piel mas delgeda. C

se esperaria, el bananito es atacado por las mismas plagas del banano comun. A pesar de la
falta de informacion estadistica, es posible identificar las principales areas donde se cosecha
el banano bocadillo como el departamento de Cundinamarca, \éall@adca, Risaralda,
Antioquia y la zona cafetera.
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3.1.3 Pitaya

La pitaya Hylocereus megalanthus fruta del dragon amarilla como se le conoce en Asia

es una variedad de frutas que se dan en varias especies de cactus. Las mas conocidas son las
especies con fpa roja (Asia y Centro América) mas bien amargas, en vez de la pulpa de la
pitaya exportada por Israel, Ecuador y Colompal¢w pitayg que tiene una pulpa blanca,

suave y con un aroma muy delicado. Esta pulpa esta llena de semillas comestibles y puede
ser usada en la produccién de jugo, yogurt y mermeladas. Este cultivo es afectado
considerablemente por temperaturas extremas (altas o bajas).

Las condiciones optimas del cultivo 4446]:

Temperl&tCur a: 14
Precipi tl@3®mmnes: 1500

Al t i #170d m.s.nnd 0 O

o o o Do

Suel o rico en materia o6598nica y pH liger

3.1.4 Tomate de arbol

El tomate de arbol o tamarillo son los nombres que se le dan a la €3placiem betaceum

(syn. Cyphomandra betacded&s nativo de varias regiones tropicalesubtropicales. La
planta es un arbusto que bajo condiciones favorables llega alcanzar los 5 m de altura. Los
frutos inmaduros son verdes y luego se tornan rojo intenso con una piel lisa y brillante. Esta
fruta en forma de huevo (10x5 cm) es muy coragior su aroma herbal, frutal y amaderado
[144]. Se cultiva en Kenia, Nueva Zelanda, Australia, Ecuador y Colombia. Colombia
produce dos variedades de tomate de arbol, el comun que produce un fruto amarillo y el
tamarillo que produce frutos rojo intenso. Este Ultimo es el mas atractivo y el que sa export
actualmente.

3.1.5 Granadilla

El género Passiflora incluye una gran cantidad de especies conocidas mundialmente como
frutos de la pasion. La granadillBgssiflora ligulari§ es nativa de las montafias de los
Andes entre Bolivia, Venezuela y Colombia. Estéaesegunda Passiflora en importancia
por debajo del maracuy®4ssiflora eduliz Las plantas de granadilla son arbustos y
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trepadoras. Su fruto es una cascara redonda de color amarillo y en su interior esta llena de
una multitud de semillas comestibles hedas. Su sabor es dulce y acuoso. El jugo es rico

en vitaminas A, C, B12, fibra, minerales y carbohidratos. En Colombia se han reportado
cerca de 167 especies de pasiflgias], la Figura 20 muestra su distribucion geogréafica

en el continente. Estas se encuentran por lo general egida andina entre los 1000 y los

2000 m.s.n.m., pero solo la granadilla es la variedad que estéa siendo exportada actualmente.

Figura20. Distribucion del numero de especiesRisssifloraceaen el continente Mericano

(El territorio colombiano posee la mayor diversidad). Imagen tomadibddé
L

Tropic of Capricorn

300 0°S
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3.1.6 Arroz

El arroz es una planta que crece por naturaleza en pantanos, y en su gran mayoria se mantiene
durante casi todo el ciclo de cultivo en terrenos inundfi#f3] aunque existen algunas
variedades de arroz seco que crecen en grandes pendientes o tierras altas. Las dos variedades
de arroz de cultivo mas importantes son el arroz afric@ngeé glaberrima L) y el arroz

asiatco (Oryza Sativa L), aunque el primero no se cultiva fuera de este contifibf®¢y

ademas viene siendo reemplazado gradualmente en los paises de Africa oquidéntal

sativa L. La posicidén taxondmica de este producto lo clasifica en el g&mwmade la

familia botanica d lasGramineaso Poaceaq150] y aunque existen cerca de 20 especies
distribuidas en las regiones tropicales de Africa, sur y sudeste de Asia, sur y centro América

y Australia, laO. sativa Les la especie mas importante para el con§dbid. Las cosechas

son llamadas arroz paddy (con cascara, pues el arroz que se consume es el arroz blanco sin
tamo y polichado) antes del procesamiento y una vez listo este producto constituye la mayor
fuente calorica para una gran porci@ld poblacidon mundial. Esta cascarilla que se retira

sirve como primera barrera para proteger el interior blanco o endosperma contra infecciones,
insectos, hongos o deterioro durante su cultivo y almacenamiento.

Especificamente, el progreso del sectoo@ro en Colombia se fundamenta en que se
cuenta con regiones que poseen las condiciones mas apropiadas para este tipo de cultivos
como lo son las poblaciones del certreente del pais entre las que encontramos a Ibagué,
Venadillo, El Espinal y Saldafiael Tolima, Neiva y Campoalegre en el Huila, y ademés
Villavicencio, Acacias, Granada, Yopal y Aguazul en los llanos orientales. Por otro lado
también se destacan las zonas cenagozas de los municipios de Fundacion, Valledupar entre
los departamentos de €& y Magdalena, Magangué en la Mojana sucrefia, ademas de
Monteria, Caucasia, Aguachica, San Alberto y Cucuta pertenecientes a la region norte del
pais. La Figura 21 muestra las principales regiones donde se cultiva arroz paddy.
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Figura2l. Principales regiones del pais para el cultivo de amaagen tomada d§l52]

. —— — —
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3.2 Técnicas de analisis

3.2.1 Descripcion general

Los pracedimientos que se desarrollarmel marco del proyecto se resumen en la siguiente
seccion. Estas metodologiigeron desarrtladas para consolidar una estrategia para el
monitoreo deplaguicidas a nivel del LMR o a concentraciones inferiores como requisito
para la comercializaciéde estos productos. La principal contribucfae la evaluacion
experimental para la implementacidel método QUEChERS en el analisis instrumental por
CG-(Q) EM operando en modo SIM. Este enfoquiened la posibilidad de analizar
eficientemente diferentes tipos de compuestos en un naedlsis. Para ello se escodpd
combinacién de adsorbentes @asantzaronlos mejores resultados (extractos méas limpios
y porcentajes de recuperacion mas altos), no obstzmt® se sabia de antemano que una
selectividad limitada en la deteccion incide en gran medida sobreOQs He algunos
plaguicidas, seéuvo quea reducir el alcance del método a los compuestos GipsLque
presentarorvalores superiores alivel de acciorde la metodologia (Né. El NAc es la
expresion del LMR (mg.k§ para un plaguicida en unidades de concentracion en fig.mL
[153] y su célculo involucra los pasos e metodologia analitica, quearael caso del
método QUEChERSstefactor vale la unidad. Asi pues, los compuestos quehagraron
determinarcon exactitud y precisiéal LMR de la legislaciormas exigent® debieron ser
propuestos para wanalisisalternativopor una metodologia mas selectiva.

De acuerdo a lo anterior se tuvo la necesida@melear una estrategia que permitiéaa
deteccion de trazas empleando la instrumentacion disponible. Es aqui donde cobra
importancia Is tres aspectos fundameleis relacionade Unicamente con el desempefio
instrumentalque fueron evaluadastravés del proceso experimental: la optimizacion de la
IGV y la implementacion ddbackflushingy de los AESA. Se evalud keempleo de ABA

en la mejora déa sensibilidad desistema instrumental hacia los compuestos mas dificiles
de determinar en CG a baja concentracion, protegiéndolos de los factores que promueven el
deterioro de las sefales cromatogréficas. En efecto, para llevar a cabo el estudio el
procedimiento global sdividié en dos etapas: inicialmente se es@og manea preliminar

los compuestos analizablgr el método QUEChERS/C@®)EM bajo las mejores
condiciones instrumentales (IGVbackflushing con el fin de escoger la metodologia de
extraccion y limpieza ge demuestrarbbs mejoresresultados. Posteriormente se paso

30 El menor valor del LMR entre el Codex Alimentarjlia US EPA (United Stat&nvironmental Protection Agengcy

la UE. Si hay combinaciones plaguicida/matriz que no se encuentren reportados se toma el valor por defecto de 10 mg.kg
1 Lareferencia usada para cereales es el LMR adoptado por el GobieimaaNéResolucion 2906/200Z03])del Codex
Alimentarius y en su defecto aplica el correspondiente con base en la extrapolacidlooh BAO/WHO Meeting on

Pesticide ResiduddMPR) hacia otros productos con BPAs compardl3iék
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prueba la efectividad de los S seleccionados para el mejoramiento de las sefiales de
todos compuestos dentro del alcance de la metodologisey demostraba uaumento
significativo en la ensibilidad se considéla modificacion de la metodologia QUEChERS
con la adicién de los ARA. Finalmente y de acuerdo a la estrategia analitica elegida para
los analitos seleccionados se procedi@alizarla validacion de las metodologias para una
matiiz representativa en el caso de las frutas y para arroz en el caso de los cereales

fin de que pudieran emitiesultados de calidad en el analisis de rutina.

3.2.2 Herramientas estadisticas

El objetivo primario de los experimentos realizados se basopasilailidad de obtener del

sistema de estudio |l a fAmejoro informaci - -n

relacion mediada hacia la calidad de los resultados. Asimismo, fue posible distinguir
diferentes tipos de experimentos segun su proposito.rHada, se tratdé con experimentos
centrados en la investigacién de la influencia de los factores de prueba sobre alguna
propiedad, los cuales fueron muy utiles para la caracterizacién del sistema y por otro lado
se realizaron experimentos enfocados a measinel provecho de los resultados, agilizar

los procesos y disminuir el tiempo de trabajo. A pesar de que ambas perspectivas permitieron
aproximarse a la obtencidon de mejores resultados, el primer enfoque claramente ubicé su
interés en lognedios con locual se pudo evaluar relaciones y tomar decisiones con base en
el impacto de los factores en el desempefio, mientras que el segundo enfoque se centrd en el
fin, con lo que se presté todo el conjunto de factores a disposicion para proponer condiciones
gue pemitieran alcanzar una mejora significativa.

Cuando se experimenta sobre sistemas complejos los factores de prueba producen a menudo
efectos que no son independientes. Por esta razdn, éstos se debieron identificar e integrar en
conjunto para poder sustramnclusiones que si reflejaran su comportamiento verdadero.
Como se sabe, el disefio experimental tiene en cuenta interacciones que permiten hallar
respuestas concluyentd$4], por ejemplo, a través de los disefios factoriales que van mas
alla de los efectos evidentes como los que se extraen al interpretar una superficie de
respuesta multifactorial (SRMF)155]. Dichas interacciones permitieron evaluar
efedivamente la independencia de los factores en la realizacion de los experimentos, lo cual
constituy6 un grado de relevancia de hecho superior y mas provechosa que los descriptores
basicos del disefio (factores y sus niveles de prueba). De esta maneranéudaco
comparacion de las versiones oficiales de la metodologia QUEChERS se contempld bajo un
esquema evaluativo empleando disefios completamente al azar con estructura factorial, un
disefio experimental util para discriminar entre diferentes opciones y poaegrtar las
condiciones experimentales para las aplicaciones de este estudio. Debido a que estos factores
podian estar interrelacionados, las herramientas de comparacion global (robustas a dichas
interacciones) jugaron un papel preponderante. Asi mismopuede decir que esta
evaluacion sistematica permitid inferir caracteristicas del método de eleccion que podian

p o
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influenciar significativamente el desempefio con lo que se pudo explicar comportamientos
e implementar mejoras al sistema.

Sin embargo, tambnéexisten sistemas que exhiben mejoras sélo después de una extenuante
experimentacion ya que su desempefio general depende de una gran variedad de factores.
Debido a lo anterior algunos autores suelen reproducir los sistemas que muestran resultados
aceptal#s sin saber si sus condiciones @ptimasen otro entorno de estudio. Aun asi, estos
sistemas pueden ser susceptibles a mejorar sustancialmente pudiéndose alcanzar un
desempefio superior. Entre los motivos para que ocurra esto se puede mencionar dos
ejempos. En primer lugar esta situacién puede obedecer bien sea a que la combinacion de
niveles de prueba fue relativamente buena pero insuficiente para alcafivzaleskado o
simplemente de manera inadvertida se omitieron variables clave, relacionasas@sgplo
simplemente se evalué una variable a la vez sin reconocer la potencial complejidad del
sistema.

El proceso deoptimizacion permite mejorar el desempefio de un sistema bajo unas
condiciones determinadas (Optimas). Este es un proadstoc y esta basado en
instrucciones (algoritmos matematicos) que permiten maximizar, minifizé}o llevar

una propiedad del sistema hacia un punto deseado. Esta propiedad es la caracteristica que se
optimiza y que bajo circunstancias especificas produce la mejor respuesta posible. El uso
eficiente de una estegia de disefio experimental permite optimizar un numero de factores
relativamente grande empleando un numero razonable de experifiéifokl método de
Aoptimizaci-n autodirigidao o Si etpl[¥8 fue p
y refinado posteriormente por Deming y colaborad@¥&8] como una herramienta muy
eficiente que permite observar secuencial y simultaneamegitproceso de optimizacion

se lleva a cabo de manera adecuada limitando asi el proceso experimental hacia la menor
cantidad de experimentos que,diferencia de la SRMF, no se lleva a cabo bajo una
aproximaciona posteriori EI método Simplex se basa emtes en medir los efectos que
producen cambios simultdneos y deliberados en las variables y asi deducir las direcciones
en que deben realizarse cambios secuenciales para obtener una mejora en la respuesta. En
este estudio se consolidé el sistema en uspuesta Unica pero podrian usarse varias
magnitudes que lo represen{@60]. La Tabla7 contrasta los aspectos diferenciables entre

los métodos de optimizacion simplex y SRMF.
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Tabla7. Comparacién de métodos Utiles para optimizacion.

Método Simplex SRMF
1 Rapido y facil
1 Ecommico il C)ptimo para modelamientd
Ventajas 1 Secuencial 1 Perspectiva evaluativa
9 Sin supuestos (modelo) limitant 1 Lotes de trabajo
M Muchas variables
. i Tiempo/Lote de trabajo
. i Secuencial ! )
Desventajas . 1 Costoso (mas experimento
9 Datos particulares :
1 Pocas variables

Es claro quepara mejorar el sistema existen varias opciones, tanto mejor si el método
presenta mayores ventajas, asi que para explicar las caracteristicas del método que se
seleccioné se relacionan sus fundamentos a continuacion. La representacion del método
simplexse suele hacer empleando una figura geométrica de k+1 vértices, dénde k es el
numero de variables a optimizar. Para el Simplex inicial (So), las variables y sus valores
asociados se escogen a criterio del experimentador o basado en estudios previos que
derruestren su importancia. El primer paso para implementar el método autodirigido fue
elegir una respuesta del sistema a optimizar o en este caso a maximizar, ya que se
relaciona con la necesidad de aumentar la sensibilidad del sistema. Una vez definida se
procedio a construir el So, de suma importancia para el desarrollo de la optimizacion
[161]. Asi pues, la primera fila representa las condiciones de partida (basadas en estudios
anteriores) y las filas restantes meg@ntan coordenadas correspondientes a los demas
valores a ensayar.

T[T[T[~T[
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So es entonces el simplex inicial, en déigecorresponde al valor de cada variablg, o
representa el valor de partida de cada varigdlg,qg; son constantes determdas por el
namero de vértices§; es el médulo de paso (MP) establecido a criterio propio, con el cual

se realiza el desplazamiento de cada variable dentro del sifhpRIxSe intento utilizar un

MP tal que la modificacion del valor resultado de cada veértice generara cambios relevantes
[163]. Una vez se ha ejecutado el So, se procede a identificar el vértice con la peor respuesta
(W) y se calcula un nuevo vértice (R) simétrico a W respecto al hiperplano formado por los
demas vértices. De este modo cada veabsevo un simplex nuevo Si formado por Ry
todos los vértices de So excepto W. El proceso continda iterativamente a voluntad dentro de
los limites experimentales del sistema fisico, que en este caso se reduce a las
especificaciones del equipo. Una variacimas eficiente del método que fue empleada en
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este estudio consistio en la variacion simultdne& dgue permitié expandir la siguiente
proyeccidén hacia condiciones deseadas o contraerse si se dirigia a condiemoss
favorables. Esto supuso un d#ie a la eficiencia del proceso, aunque se sabe que
usualmente se logra alcanzar el 6ptimo con menos proyecdb®4ks La Figura 22
presenta una representacion del simplex modificaddgexo 1 el algoritmo asociado.

Figura22. Posibles proyecciones de la resgtia a rechazar (W).

e —=— T T T

R: Reflexon, E: Expansion, C+: Contraccion positiva ¥ Contraccion negativa

3.2.3 Procedimiento del método QUEChERS

Desde su aparicion en el 2003, el métqde fueoriginalmente publicado ha tenido algunas
modificaciones para aser la extraccion eficiente de los compuestos dependientes del pH

y minimizar la perdida de analitos susceptibles a la degradexpandiend@| espectro de
matrices aplicablegl65]. EI método QUEChERS consiste basicamente en tres pasos. La
primera parte es una extraccion liguléquido con ACN ge incluye simultAaneamente un
proceso desalting outde la muestra en medio acuoso. En segundo lugar, se realiza un
procedimiento €EFS equivalente a una extraccion sdliuido haciendo uso de diversos
adsorbentes para remover la mayoria de componeogdraidos con los analitos y por
ultimo se realiza el andlisis instrumental empleando EM en la deteccaamtifiuacion se

da una descripcidon general del procedimieBtola Tabla 8se resumen las dos variaciones
oficiales del método amortiguado de ¢aee,por conveniencigse escogera solo una de ellas
paracompletarel estudio En el procedimiento originalmente formuladse toma una
porcién representativa de 15 g de muestra previamente homogenizada y se pesa en un tubo
de centrifuga de PTFE de 20@nkntonces se adicionan 15 mL de ACN, y se agita el tubo
vigorosamente por 1 min. Después de esto, se adicighga™NaCl y 4 g MgSQ y se repite

el proceso de agitacion por 1 min. El extracto se centrifuga (3700 rpm) por 1 min. Una
alicuota de 5 mL dedobrenadante (fase de acetonitrilo) se transfiere a un tubo graduado de
centrifuga de 15 mL conteniendo 250 mg P'SA750 mg MgSQ@(de lo contraridomar las
cantidades por cada mL en la Tablp 8 agitar enérgicamente por 20 s, este es el
procedimiento bBse de limpieza pero segun los resultados puede incluirse otros adsorbentes

31 Primary Secondary AmBundes#PSA® Varian, Inc.
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como C18?0 GCB*®en menor proporcién. Seguidamente, el extracto se centrifuga de nuevo
(3700 rpm) por 1 min. Finalmente, se obtiene un extracto con el equivalent&§&#ny_
L en cerca de 100% ACNILG66]. El AESA debe adiionarseen el vial de ingccion antes de

inyectarse en el C(3.67].

Tabla8. Método de QUEChERS amortiguado

Diferencias caracteristicas Método oficial AOAC 2007.01 Método (L(J:EEIEIZI%N-E’GGZ
15 g 915 mL 1%AcOH en ACN 10 9 S/10 ngAl\?al\éIAf g MgSOr 1
Extraccion de las muestras . ! 11
+1,5¢ NaA© + 69 MgSQ 1g NaC 2H20|_J|r28,5 g NaHC*1%%
P 150 mg MgS@+ 50mg PSA 150 mg MgSQ@+ 25 mg PSA
Limpieza de la mestra por mL (Matrices pigmentadas:50 mg GCB)  (Matrices pigmentadas:2,5 mg GCB

32 Octadecilsilano.

33 Graphitised CarbortlBRupelco Supelclean En@larb® SPE B Packing
34 European Committe for Standaaion.

35 Muestra analitica.
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4.1.1 Método de separacion cromatografica

La seleccion de las condiciones del programa de tempeglteorno para obtener una
separacion adecuada de los 55 plaguicidas se llevo a cabo empleando variaciones en los
periodos isotérmicos y las rampas de temperatura y tuvo como base los resultados obtenidos
en la identificacion de los compuestos emplearadeb de datos de EM. Las bases de datos
usadas fueron las bibliotecas ILAU.L y NISTO5.L disponibles en el software Enhanced
MSD Chemstation del instrumento. Como primera opcion de busqueda se hizo uso de la
base de datos ILAU.L, una biblioteca especidiiZzen plaguicidas y analisis de residuos

que relne los analitos determinados en el instituto aleman3LAdr otro lado, como
segundo frente de busqueda se empled la biblioteca general del 2005 del NIST, util para
verificar la informacion en caso de alguoonfusionu omision de identidad. Un ejemplo

claro de su uso simultaneo fue la identificacion del compuesto endosulfan equivalente al
tiodan en ILAU.L. Asi pues, posteriormente se realizo la identificacion de los componentes
del cromatograma empleando sftware de deconvolucion AMDIS con dos objetivos
principales: (i) agilizar la busqueda individual de cada pico del Tia( ion current)

cuando se emplea la busqueda convencional con el algoritmo PMB y (ii) agudizar la
exactitud del algoritmo contrastando el ruido del cromatograma o los problemas de
identificacion por coelucion. Por consiguiente se ejecut6 la deconvolucion empleando este
software automatizado y se logr6 identificar efectivamente las sefiales encontradas como
una combinacién con los Bpuestos de la mezcla inyectaBbAnexo3 muestraun ejemplo

de los reportes generados aunque también se puede observar una gran cantidad de falsos
positivos ya que el criterio espectrométrico se uso sin rasties adicionalé$ La Figura

23 muestra la interface de AMDIS en la que se distinguen tres zonas. En la primera se
observa el TIC en color blanco y los iones principales en rojo y azul. En la segunda se
observa la extraccion del espectro y en la terae@mparacion por biblioteca.

% |nstitit fiir Lebensmitte] Arneimittefund UmwekAnalityk GmbH

37 Por esta razon se decidiéo emplear AMDIS pues es un software automatieguermite realizar la identificacion manual a diferencia
del DRS que genera directamente el reporte de resultados limitando la verifd@tadnformacion
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Figura23. Deconvolucién AMDIS. Coelucién del azoxistrobin (344) y un isémero del dimetomorf (-

Abundance [20.5%)] 068 targets (7), 4128 components (v)

‘eﬂg?p‘g

55#3#5

Con ayuda de esta valiosa herramienta de identificacion de compuestos coeluyentes se
realizaon variaciones en las cuatro fases distinguibles que estructuran el proceso de
separacion: (i) el ascenso hasta ~200°C que afecta en su mayoria a los compuestos mas
volatiles, (ii) separacion isotérmica o muy lenta (iii) ascenso hasta ~280°C que proiueve e
transito de los compuestos menos volatiles y (iv) evacuacion isotérmica de los compuestos
de mas alto peso molecular. En la practica las variaciones estuvieron limitadas dentro del
rango de ~60 °C hasta 280 °C, ya que sélo a partir de esta temperaageys& una
transferencia del solvente desde las columnas capilares al exterior y sélo bajo 300°C se
garantiza que la columna analitica conserva sus propiedades y su fase estftt®jaria
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Tabla9. Programas de temperatura para identificacion de compuestos y evaluacion inicial de la

separacion.
Puesto |[Matodo Programas de temperatura
|
1 2 e .
200 |
M1
200 |
M5
3 M= 200 /‘
200 |
M3
4 M3 200 "/M’/"‘W
200 |
M4
5 M4 200 /'/’/"
G e 1w az ic 1
300 ‘/—0
200
100 =
v
o - p

M Tzt

45

45

45

45

47

47

83

81

83

83

84

Match |t {min)

Lh
=]

76

LA

G4

LA
LA

33

La Tabla 9 muestra las variaciones de un programa de temperatura existente eroel equip
tomado como punto inicial para realizar 5 ensayos posterioresVif1Los ensayos se
calificaron teniendo en cuenta varios parametros importantes como nimero de compuestos
identificados ( Tgt), el puntaje promedio de identificacitatch y la duraciordel andlisis.

De los métodos M4 y M5 se pudo observar que a los 40 min sélo se alcanzan ~200°C, tiempo
insuficiente para evacuar todos los compuestos, asi que se prefirié tener una rampa rapida
al inicio para asegurar que todos los compuestos salietantempo razonable. Asimismo,
comparando las rampas M3 y M2, una velocidad pronunciada en M2 (100 °C en 10 min) no



60 Andlisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportacion y ¢

fue contraproducente pues se mantuvo una buena separacion y buenos puntajes de
identificacion. Es claro que a pesar de que el promediolifiea@én en todos los ensayos

es superior al umbral (L) (Figura 24), en algunos métodos se observaron mas falsos
negativos ya que algunos compuestos obtuvieron una calificacion inferior a 60gnatos

se lograron identificar. Por ejemplo, a pesarukelmatchpromedio del método M5 supera

al método M1, el M5 sélo logré identificar 46 de los 49 compuestos identificados en el
primer método. Sumado a esto, la duracion de cada analisis supuso una seleccion del método
M2 puesto que este ofrecidé buenasuteados siendo uno de los métodos mas cortos y con
mayor nimero de compuestos identificados.

Figura24. Comparacion de puntajes de identificacion de los métodos de separacion.

metamid ...

Una vez se identificaron las 58 sefiales y coe leados anteriores resultados, se realizaron
variaciones al ensayo M2 manteniendo un tiempo de analisis de 58,75min con el objetivo
de refinar la separacion cromatogréafica, mejorar la forma de los picos y seguir disminuyendo
el tiempo de analisis. E&l Anexo4 se muestraios TICs de los métodos M2 (A, B, C, D)

con variaciones estratégicas a M2 en las fases de separagjoan(io que respecta a los
periodos isotérmicos y las pendientes de los programas derauoma. En los recuadros

rojos se observa que con un periodo isotérmico al inicio del método se retrasa todos los
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compuestos y adicionalmente se obtiene un frente de solvente que puede ser eliminado con
un aumento en la temperatura (> 60°C) una vez iricémnalisis para una mayor facilidad

en la evacuacion del solvente, esto sin afectar apreciablemente los compuestos de eluciéon
temprana. Por otro lado la disminuciéon de la pendiente inicial (20 a 12%Cmivo un

efecto positivo en el perfil del TIC cqricos més agudos y separados ya que los picos se
redistribuian de manera pareja en el tiempo, lo cual mostré una marcada dependencia del
perfil cromatografico con las condiciones del inicio del andlisis. Como consecuencia, se
decidio investigar mas a foadsta fase de la separacion suavizando la primera rampa para
los métodos M2C (1,2 y 3) al incluir un fraccionado por debajo de los 20 min (<200°C).
Después de analizar la mezcla de plaguicidas con los programas de temperatura de la Tabla
10, se observé @anmejoria importante en la separacién cromatografica (método M2C3) con

lo que se procedio posteriormente a agilizar la salida los ultimos compuestos con lo que se
disminuyo el tiempo de analisis a 39 min.

Tablal0. Programas deemperatura M2C

. Rampa Tiempo Tiempototal Temperatura

Método o~ . 3 . . o

(°Cmin™)  (min) (min) (°C)

0 0 60

12 11.25 11.25 195

M2C1 0 10 21.25 195

35 24.28 45.54 280

15 60.54 280

0 0 60

12 11.25 11.25 195

M2C2 0 5 16.25 195

3 28.33 44.58 280

15 59.58 280

0 0 60

20 45 45 150

5 9 13,5 195

M2C3 0 5 18.5 195

4 21.25 39.75 280

15 54.75 280

En este punto y con el precedente de la aparicién del frente de solvente evidenciado en
algunos ensayos se decidié hacer una prueba parpregtama de temperatura con la
inyeccion IGV empleando el modo de VS desarrollado para el mismo instrumento. Este
método se nombré MQ y consistié una temperatura inicial de 39jdf&de venteo de
63.8mL.min'con unapresionde 0 psi por 0.5min. Luegte cerrar la valvula, a los 0.53min

la presion aumenté 22.3 psi, la temperatura se incremerddrazon de625°C.mint a
267.3°C, valor quee maniivo por 2.8min, lueg se llevéa 290°C a razén d&00°C.mint

y un flujo de 40mL.mir por la valvula de vero entre los 3,5 y 6 min para limpiar el
inyector. Posteriormente se disminuy6 a 15mL:hdamo ahorro hasta el final del analisis.

La Figura 25 ilustra los TICs obtenidos con cada modo de inyeccién. Como se puede
observar, en el modo VS (b) el tiempoedacuacion del solvente (recuadro azul), se incluyé

en la primera parte del programa de temperatura del horno, dicha rampa (en el recuadro rojo)
solo inicié después de 3.83 min una vez los analitos son transferidos a la columna capilar.
Cabe resaltar quia separacion es muy similar pues el recuadro rojo muestra las mismas
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condicioneZ encold splitless VS, una vez se ha efectuado la transferencia de los analitos.
Sin embargo, la diferencia mas apreciable es una mejora evidente en la agudeza y forma
geneal en el modo VS (sobre todo para la primera mitad), aumentando notablemente la
eficiencia cromatografica. Se puede ademas observar que existen varios componentes que
parecen hombros o picos individuales en la inyeccidld splitlesspero que se logran
diferenciar claramente en la inyeccién en modo VS.

Figura25. Comparacion de dos modos de inyeccion SMFM 29€o#) Splitless b) Venteo de
solvente.
a) M2 C3 (39min)
Rampa(°C/min)  t (min) ttotal (min) Temp (°C)
AU f 0 0 60
%- 20 4.5 1.5 150
5 9 13.5 195
0 5 18.5 195
10 8.5 27 280
23007- 2 280
Tine 1000 1500 20 50 00 500 0o
b) MQ
Rampa(°C/min)  t (min) ttotal (min) Temp (°C)
3.67 3.7 41
" 115 0.17 3.8 60
20 1.5 8.3 150
40*05' . 5 9 17.3 195
0 5 223 195
10 8.5
12
2esl74
U_ & | I 1, K b . | e
Tine 1000 1500 20 50 00 500 0o

Como consecuencia se decidié adoptar el modo de VS, ya que las ingsagiopleando

ACN en este modo de inyeccién resultan aparentemente inalteradas produciendo resultados
comparables con los obtenidos para un sistema optimizado previamente pard1&8DEt

Cabe resaltar que el ACN no es en realidad el solvente mas apropiado para el analisis por
CG debido a su gran coeficiente de expansion, pero los dssildtenidos nos permiten
inyectar empleando este solvente pues de lo contrario seria necesario intercambiar el
solvente por otros mas adecuados como el tolueno, el hexawota&ho e incluso el acetato

de etilo lo cual implicaria un paso adicionall@metodologia.

38 separacion basada en el método MC3 pero finalizando a los 39 min.
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Con el objetivo de disminuir el tiempo de analisis se realizaron tres modificaciones en las
rampas MQ (1, 2 y 3), con lo cual se lograron mejores resultados. La Figura 26 muestra la
comparacion de los perfiles con la rampa MQ en la queitaera modificacion permite
acortar el andlisis en cerca de 35 min.

Figura26. Rampas alternativas a MQ (TIC referencia superior/azul) con inyeccidn por venteo de st

Abuandance TIC: 296 MQ 1. D\DA‘A.K_E "]
300 T — 30407 TIE: M3 CNDATAMS [
200 o >
/ .....
100 ‘/
5 1 15 5 3 EL
TIC: 296 MO 2 DADATAMS (1)
TIC: MO DADATAMS [7]
200 7
200 /‘__._____ﬂ .
100
5 1 15 20 5 2 35
TIC: 296 MO 2DADATAMS (7]
Foe07 TIC: MO.DADATAMS [}
e Ma-3
o0 . v
100
5 10 15 20 L 20 EL
..... Ton 1=lnn Znhn s=lhn snhn alhn anhn

Finalmente, una variacion del método MQ1 (A) elimund periodo de acople entre la
temperatura inicial del inyector y el valor de partida de la separacion (FiguRa&ifi)

con lo que los compuestos se desplazaron a la derecha. Este corrimiento permitié ejecutar
la adquisicién completa de los compuestos woéailes (metamidofos y diclorvos) con una
distancia prudente de posibles cantidades remanentes que pudieran permanecer del frente de
solvente. Estas condiciones suponen la separacion mas adecuada para los compuestos en
estudio y a pesar de la posibilidde incluir mas familias de compuestos, esta rampa se
consideré como el programa de separacion definitivo. La siguiente seccion incluye el estudio
de la adicién de nuevos compuestos bajo este mismo programa.

Figura27. Comparaciémlel método de separacion definitivo MQ1A con su antecesor MQ1 |
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A Estudio de compuestos termolabiles

Los N-metilcarbamatos (NMCs) son uretanosnétil sustituidos con accién plaguicida que
usualmente se analizan por CL empleando derivatizacion postwloom deteccion por
fluorescencia ya que se aprovecha su hidrdlisis a metilamina para formar un derivado
altamente fluorescente. Actualmente la deteccidon directa de estos compuestos se puede
llevar a cabo empleando EM. En cualquier caso, las propiedatesjfiimicas de dichos
compuestos restringen el analisis hacia el uso de CL pues las condiciones dréasticas de
temperatura en la transferencia de los analitos a la coftnema CG impiden la
determinacién cuantitativa de estos compuestos por su alto gratbsdomposicion en el
puerto de inyeccion. Por ejemplo, en la inyeccion de la SMFM 294 al emplear el algoritmo
PMB se pudo identificar los productos de degradacién de varios compuestos que requieren
condiciones especial¢d2], en donde los compuestos identificados que se muestran en el
Anexo 5 incluyen a los productos de degradacion del diclofuanid (DASAI folpet
(Ftalimida), y el captan (1,2,5t&trahidroftalimida). Para llevar a cabo la determinacion de
estos compuestos termolabiles en 2006 Zhang Y13 implementaron la derivatizacion
on-columrf! para generar productos de NMCs térmicamente estables evitando este tipo de
problemas.

Como una alternativa a los procesos de derivatizacion, se emple6 un inyector PTV que
gracias a la baja inercia térraicde los materiales en los que esta constilidd] se hizo

posible disminuir al maximo la temperatura para la volatiléade los analitos al realizar

la transferencia hacia la columna a valores mas bajos que en un inyector SSL; ademas que
permite establecer altas velocidades de calentamiento (hasta 760°9C Asinpues, se
inyectaron NMCs (10ug.nit) para identificards compuestos carbaril (tipo aNMC) y
carbofuran (heterociclo NMC) de los que se muestran los principales productos de
degradacion en la Figuras-28, respectivamente.

%9 Tantocon inyeccion en cante o en frio.
40N, N-dimetil-N éfenilsulfamida
“1 Derivatizacién corhidroxido de trimetilfenilamonio e hidréxido de trimetilsulfonio
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Figura28. NMCs y productos de descomposicion. a) Carlgds) 1-naftalenol. *Compuesto padre.
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Figura29. NMCs y productos de descomposicion. a) carbofuranhigr@xicarbofuran,
c) 3-cetocarbofuran, d)-fenolcarbofuran, e)-Bidroxi-7-fenolcarbofuran, f) ete7-fenolcarbduran. *Compuesto padre
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La Figura 28 muestra claramente la presenciamggtalenol como el producto de hidrolisis

del carbaril identificado en modecanpor la biblioteca NISTO5.L. A partir del TIC es
posible afirmar que la degradacion de este mumsto es muy significativa, aun a
concentraciones altas, lo cual permite inferir que la cuantificacion a concentraciones
inferiores (1061000 veces) conllevaria muy seguramente a una pérdida completa de la sefial
del analito, principalmente por el aumenttativo de los sitios activos que aumentarian su
descomposicién. Por otro lado, se hicieron inyecciones de los estandares de plaguicida de
los productos de descomposicion del carbofuran (Figura 29) con excepcion del compuesto
(e) del que se conoce su itidad sélo por comparacién PMB.

Estos compuestos son productos de oxidacion e hidrolisis mixtos que conforman el conjunto
(b-f) y a diferencia de la via metabdlica ninguno sufre oxidacion hacia el derivado N
hidroximetilado. Las sefiales mostradas corredpo a los estandares puros, sin embargo,

en varios perfiles es posible apreciar la presencia de mezclas. Esto se puede evidenciar mas
facilmente en la inyeccion del compuesto (c), en la cual se observd una sefial de magnitud
comparable del compuesto (f)jnldaso analogo ocurre con el compuesto (b) con presencia
de (e). En experimentos posteriores se evalud la transformacion de los compuestos
empleando un inserto de vidrio recién silanizado en el cual se observé el mismo fenémeno.
Los resultados se resumen k& Tabla 11 y suponen claramente procesos exclusivos de
hidrolisis que generan los derivadefenol y que a su vez descartan posibles reacciones de
oxidacion en precursores o productos. Esta degradacidon es promovida probablemente por la
presencia residd de grupos tipo silanol en la superficie del vidrio del inserto.
Adicionalmente, se descarta una degradacion significativa en el trayecto de la separacion o
en regiones extracolumnares. Lo anterior se pudo inferir ya que la interaccion con la fase
estacbnaria parece ser pequefia 0 muy rapida pues se relaciona con tiempos de retencion
tempranos que por coincidencia corresponden también con el peso molecular.

Tablall. Estudio de los compuestos relacionados del carbof

etectados(< ) 10min—--Ti empo de r et g
Inyectados c) b)
Carbofuran

3-cetocarbofuran
3-hidroxicarbofuran
7-fenolcarbofuran
3-ceto7-fenolcarbofuran
Peso molecular (u)

164 | 178 | 180

Para inorporar estos compuestos en el método de analisis instrumental y probar su posible
determinacién simultanea, se procedio a realizar una solucién mezcla constituida por NMCs,
sus productos de degradacion y los demas plaguicidas. Asi pues, se prepar@MiMde

304 (ver
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Anexo06) con un volumen aditivo de soluciorgsckcercano a 100 pL que, para integrarlos

en una misma inyeccion, se llevé a volumen empleando la solucion de plaguicidas SMFM
294. Adicionalmente, serepar6 una dilucion de 10pug.mide PCHE? 52, un compuesto a

usarse como estandar interno (E.l.) el cual es adicionado a los inyectables antes de cada
analisis. La Figura 30 muestra el perfil cromatografico completo del método MQ1A.

Figura30. Perfil del método de separacion incluyendo plaguicidas en SMFM 294 y 304 ¢

Abundance TIC: 294 C SIM dw 25.DNDATAMS
5e+07 TIC: SMFIM 304 NMC.DADATAMS

d4e+07

3e+07

2e+07

1e+07

0 LS A
[Time-> 10.00 20.00

Se procedi6 a realizar la inyeccién de la SMFM 304 en modo**SéMdiferentes
concentraciones. Los resultados que se muestran en la Tabla 12 permitieran @sa
respuesta lineal aparente con r®R99. Respecto a la sensibilidhdel sistema al ion de
cuantificacion se observan claramente dos grupos: (i) compuestos con buena sensibilidad,
cercana a la unidad y (ii) compuestos con sensibilidad limite@dL.ugh). Asimismo,

se observo que los compuestos pertenecientes al grupo (ii) no pudieron ser discriminados
del ruido (NA) a concentraciones bajas lo cual imposibilit6 su determinacién
simultdneamente con los demas plaguicidas. Un ejemplo es elilcarbarproducto de
descomposicion que no pudieron ser integrados pgiviL, hecho por el cual se decidio
abstenerse de incluirlo en el método. Respecto al carbofuran y sus compuestos relacionados,
se presentd una situacion andloga a la delNMiC, pues el producto de oxidaciés
hidroxicarbofurary su correspondiente producto de hidrélisis no se observaron a 0,05ugmL

!, De hecho, como muestra la Figura 31, la integracién del ion de cuantificacion (negro) en
los CEF®a la menor concentracion ensayastag fue posible para los compuestos del grupo

(). Sin embargo, también debe observarse que la relacién S/N fue bastante deficiente para
estas sefiales, con excepcion de la sefal del carbofuran. Vale la pena destacar que
precisamente solo para dicha seddemas de una alta sensibilidad@4mL.ug?), el pico

a bajas concentraciones se obtuvo con un ruido instrumental relativamente bajo a pesar de
apreciarse incompleto por un desplazamiento fuera de la estrecha ventana de adquisicion.

Tablal2 Cuantificacion de NMCs en modo SIM. Evaluacion preliminar de sensibilidad y respuesta lir

Respuesta del ion de ‘ Concentracion (ugmL ™) ‘ m ‘ R? ‘

42 pCB: Polychlorinated biphenylPCB52: (2,2',5,5Tetraclorobifenilo)El pico alto eincompleto es el E.I.
43 Los detales de la construccién del método de adquisicion en modo SIM se abordan emlasksaci

4 pendiente de la ecuacion de la recta (m)

45 Cromatogramaleextraccion de iones.
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cuantificacion (Relativa al E.I.) 10000 | 1,000 | 0500 | 0,00 | 0,050 | 0025 | (ML.ug™)
7-fendcarbofuran 9,5494 | 0,6147 | 0,2454 | 0,1083 | 0,0566 | 0,028L 0,963 0,9984
7-fenol3-cetacarbofuran 11,7999 | 1,0058 | 0,3892 | 0,1689 | 0,0821L | 0,0452 1,184 0,9995
7-fenol3 hidroxiarbofuran 0,1908 | 0,0242 | 0,0111 | 0,0052 NA NA 0,019 0,9997
1-naftalenol 0,3046 | 0,0951 | 0,0554 NA NA NA 0,025 0,9896
Carbofuran 10,9081 | 1,0729 | 0,4413 | 0,1125 | 0,0356 | 0,0049 1,094 0,9999
3-cetaarbofuran 9,1370 | 0,8157 | 0,3253 | 0,0997 | 0,03% | 0,0117 0,918 0,9998
3-hidroxicarbofuran 0,7138 | 0,1037 | 0,0375 | 0,0177 NA NA 0,070 0,9984
Carbaril 0,8267 | 0,0688 | 0,0254 NA NA NA 0,084 1,0000
Figura31. CEl de una inyeccion de NMCs a 0,050ugmL
7-fenolcarbofuran 3-ceto-7-fenolcarbofuran  3-hidroxi-7-fenolcarbofuran 1-naftalenol
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De esta manera y por las razones expuestas anteriormente, se optd por realizar Unicamente
la cuantificacion del carbofuran y su preotlu de hidrdlisis (fenolcarbofuran). Por
consiguiente, se realiz6 una estimacion del grado de descomposicion del carbofuran al
comparar las sefiales correspondientes a cada compuesto teniendo en cuenta que comparten
el ion 149 en el programa de monitodmiones. Para calcular el % de degradacion (%D),

la Figura 32 muestra una inyeccién en medande carbofuran, en donde las relaciones

entre el primer i6n de calificacion y el ion de cuantificacion digndlcarbofuran es 77,9

(%Exp) como se muestra knfigura el %D es bastante grande correspondiendo a un 68,4%.

Asimismo, para probar el efecto de la matriz se empled un extracto de pitaya a la misma

concentracion con el que se logré disminuir en méas de 10 veces el %D. En la Figura 33 se
muestra un picocon mayor ruido pero menor degradacion. Por esta razén fue posible llevar

a cabo la determinacion de carbofuran en matriz gracias a que se lograron demostrar las
siguientes condiciones:
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1. El carbofuran es un compuesto termolabil, sin embargo durante isisanél sufre
oxidaciones sino que su descomposicion se limita a la hidrélisis (Unico producto).

2. Es posible detectar el carbofuran y su producto de hidrélisis a baja concentracion.

3. Es posible detectarlos a las concentraciones propuestas de trabajo grése lo
evidenciar una disminucion sustancial del %D al realizar la inyeccion en matriz.

Figura32. Inyeccion de carbofuran en solvente. Estimacion del % de degradacion.
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Figura33. Inyeccion de carbofan en extracto de pitaya. Estimacion del % de degradacion.
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Es importante aclarar que no sedwen cuenta gra este analisis exploratorio la tercera
familia de NMCs, los tipo oxima (aldicarb, metomil y oxamil), ya que son moléculas mucho
mas polares y pequefias que limitan el andlisis de manera exclusiva a la CL. Estos
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compuestos son mucho mas labiles y presentéltiples productos de descomposicion
térmica hacia compuestos tipo sulféxido, sulfona, oxima y nitrilo.

A Método de limpieza instrumental

Teniendo en cuenta qe los ensayos realizades las secciones anteriorgs usGcomo

basela solucién mezcla dplaguicidas en solvente, se procedi6é a evaluar la configuracion
backflushingdurante el andlisisistrumental Esta técnica tienel objetivo de eliminar al
maximo la posibilidad déa entrada de no volatilelsaciala columna analiticague son

propios de s matrices a emplear ya que pueden contaminarla en detrimento de su
desempefioLa configuracion original de estequipo fue descrita en el numeral 7. y
mostraba que todo el efluente pasaba por un prietention gapjuego por la columna y

al final por dra seccidon deetention gaphacia el detector. Bajo estas condiciones, solo se
podia programar urbackflushingal terminar el andlisisvér Anexo 7) (postrun).
Inicialmente, este sistema fue diseflado para ewitacambio abrupto de presion en la
camara de vacio cuando, por ejempm@e quiere cambiar de columna, ya que funciona
empleando una linea auxiliar de helio que restringe la entrada de aire a la cAmara de vacio.
Ahora bien, en epostrun backflushing las inpurezas que entran a la columna deben
atravesar todo el trayecto desde el extremo final de la columna analitica hacia el inicio para
ser eliminados por la valvula de venteo del puerto de inyeccion, lo cual constituye un retorno
demasiado largo para sercinte Luego entonces, se decidio reconfigurar el ensamblaje
neumatico de modo que se asegurara la menor posibilidad de contaminacién de la columna
analitica al inyectar extractos de matriz. En ese sentido, se coheci@r® de inyeccion

PTV a5m deretention gapy éstea su vezse acopl@ la columnale 30 mJa cual termino
conectadalirectamentenla interfaz @l detectoleM. Para la conexion entre las columnas

se elimind la unién de cuarzo, la cual se usaba inicialmente, y se ezhgi@dor de fujo

con EPC para tener disponible una linea moduldéléleen este puntden aplicaciones

como el analisis de residuos de plaguicidas la selectividad de la fase estacionaria
generalmente siempre es de baja polaridad, lo cual permite trabajar con lacolismza

y cambiarlasélo hasta cuando se decide renovarla. Por esta razon se dpoaiéchael

gas auxiliare n  backfluBhingc oncur r ent e 0 mantenerccla@mdsionerla mi t e
cabeza de la columna al mismo tiempo que se invierte el dnj@ primera seccion
(retention gap obteniendo un venteo hagiaerto de inyeccioriEn la version electrénica

de este documento se muestra una descripcion ilustrativa en un vidaqalpl@ Figura

34 muestra un esquema comparativo entre las dos configuraciones.


https://docs.google.com/file/d/0B7cJfXOz_hraSnU3enRrdnAtSkE/edit?usp=sharing
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Figura34. Configuracion CE&EM. (a) Postrun backflushing (b) backflushingconcurrente(Inversion® )
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Como elbackflushingconcurrente ocurre a partir dettentiongap, a diferencia dgbostrun
backflushingfue necesario tener en cuenta ciertas precauciones para asegurar un correcto
funcionamiento del equipo. La implementacion de la técnica inspirada por los adelantos de
Mastbvksaet.al. [110] se relaciona en los siguientes experimentos y tuvo como objetivo
determinar el tiempo minimo que debe esperarse después de la inyeccidén para que pueda
apayarse la presion tdeyectory empiece la inversion del flujgin incurrir en pérdidas de
analito. Sin embargda evaluacion del tiempo en el que los compuestos son transferidos a
la columna analitica demanda del uso de una configuracion diferente dedpicé podrian
quedar residuos de solvente despuésveeieo,que dellegar a la camara de ionizacion
(~10%orr) podria fundirel filamento del EM. Estos cuidados no son exclusivos de este tipo
de detector ya que, por ejemplo, los detectores de fataman también requierean

periodo inicial de inactividad mientras se asegura la evacuacion del frente de solvente.

Asi pues, continuando con la investigac&m evalué el tiempo en el que analitos de
diferentes caracteristicas (elucién temprana, methadya)atravesaban en su totalidaldd
retention gapempleandain sistema de deteccion mas robuBtmr consiguientese conecto
directamenteel retention gapa un detector HECD®Ni y se hicieroninyecciones
individuales de los compuestqse se muestragn la Figura 35
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Figura35. Inyeccion deanalitos de diferentes caracteristicas en la configuraeténtion gap LECD
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Diclorvos, PCB 52 y azoxistrobin. tR: 0,927, 3,119 y 9,046 min respectivamente. {ifCDongitud retention gap5 m.

Como se puede observa, compuesto mas demorado superalos 10 minutos.En
principio, estos resultdos no se esperabga que el método finaliza a los 33 minutmsual
indica que la evacuacion de los compuestos en sélo Sgaste un tercio del tiempo total.
Ademas, a pesar de que los siguientes 30 m de columna amsaifticadrian una interaccion

gue implica la retencion temporal de los analiddransitode los compuestos parece ser
mas demorado en la primera parte delcpso.Esto podria relacionarse con la etapa de
transferenciade los analitos desde el puerto de inyeccion hasta los capilares y por
consiguiente el traspaso a la seccion de separpoidnia tener un rol preponderante en el
deteriorodel desemperfio cromapicgfico, por ejemplo, por la exposicion de los compuestos

a un estrés térmico prolongadsi pues,se restablecio la configuraci@e backflushing

concurrente y se vario el tiempo de inicio de los experimentos como muestra la Figura 36
dénde en los primres cromatogramas se evidencio la ausencia de varias sefiales indicando

la pérdida de una gran cantidad de analitos tardios.
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Figura36. Inyeccién de SMFM 296 y ejecucion delckflushingconcurrente. Tiempos de partidal8) min.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se realizaron experimentos adicionales aumentando el
tiempo de inicio de la inversion del flujo (>10 min), con lo que se definié un minimo de 13
min con el que se logré detectar los compuestos con elucion misdanab por ejemplo

los piretroides de la Figura 37.

Figura37. Extension del inicio dddackflushingconcurrente. Tiempos de partida definido 13min
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4.1.2 Inyeccién con temperatura programada

Como se explicé en la seccién 4.2.thigeccidon de grandes volimenes empleando el puerto

de inyeccién PTV alcanzé una gran popularidad desde su incursién en el mercado gracias a
los beneficios que otorga este sistema en cuanto a versatilidad practica y diversidad de
campos de aplicacion. Eodos los experimentos realizados hasta el momento se realizé una
inyecciénat-oncede 4 pL en los modosold splitlessy VS empleando una jeringa de 10

uL, la cual podria considerarse una aplicacién IGV ya que usualmente en la mayoria de
aplicaciones SSLesinyecta como maximo-2uL. A diferencia de otras técnicas IGV, la
evaporacion y la transferencia no ocurren simultaneamente ya que en el modo VS se cuenta
con una serie de pasos bien diferenciados. Estos pasos pueden ser resumidos en dos fases
clave sega el programa de temperatura del inyector: (i) la introduccion de la muestra y
venteo de solvente en Afrioo y (ii) la transf
una vez el inyector esta caliente después de la transferencia, como se incqnum@eia

de limpieza instrumental se realiza un procedimiento de mantenimiento durante la inversion

de flujo (con la valvula de venteo abierta) analogbaieoutque se emplea con muchos
detectores cuando resultan saturados o contaminados. Teniendentnestio es posible
esquematizar el ciclo completo de programas de temperatura en la Figura 38.

Figura38. Esquema general del programa de temperatura para la inyeccion en modo de venteo de solve

e e —_— e e o — — — — — —— —
I[\Tenteo de soluelerTransf, Inyector Transf. Ret. gap I Limpieza Térmica del inyector |
Tf | . _.1
| ' 4 |
| Programa I o —
temperatura IUTEEEEEEEREES i ________ o 1 Programa de E I
I PTV s . temperatura |
| ! | Horno |
Ti I I Inicio :
Vé!vulal l BKF F on
Split | | IOFF
Presir’ml I {ON
inyectorne————""— ———— e TOFF
Pasos del proceso delimiias con lineadiscontinua. El eje horizontaepresenta el tiempo, Tiy Tf: Temperature
inicial y final del inyector PTV respectivamente, (ON/OFF): Apertura y cierre de valvulas,Bi€kflushing
concurrente.

Como se observa en la figura anterior, cease realiza la inyeccién, el cuerpo del puerto

de inyeccion permanece a una temperatura inicial (Ti) la cual debe ser inferior al punto de
ebullicién del solvente. Durante este paso se debe mantener la valvula de venteo abierta a
una presion de 0 psi pan periodo de tiempo (tv) necesario para asegurar que el solvente,
inicialmente en estado liquido, se vaporiza por completo promovido por un flujo de venteo
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(Fv) que permita eliminar el solvente sin incurrir en pérdidas significativas de los analitos
masvolatiles. Posteriormente, en el siguiente paso se cierra la valvula de venteo y al mismo
tiempo se enciende el EPC del PTV para aumentar la presion del inyector (Pi) la cual
conduce a la transferencia de la muestra hac&esition gapgracias a un auemto subito

hasta la temperatura final (Tf). Como se evidencio anteriormente, a pesar de que se esperaria
gque no se establezcan equilibrios en el capilar sin fase estacionaria que retrasen a los
compuestos, la transferencia de los analitos es un procesoasume bastante tiempo. De
hecho, se evidencido que soOlo después de transcurridos los primeros minutos se logra
completar la transferencia desdeetkention gapa la columna analitica. Asi pues, una vez

se asegura que el ultimo plaguicida ha pasadaallanna analitica y que no se perdera al
invertir el flujo del primer capilar (13 min), se puede iniciabatkflushing Se apaga la
presion del inyector y se abre la valvula de venteo durante el transcurrir del analisis, con la
intencidon de que los compstos menos volatiles al interior seran expulsados del sistema al
retornar por los 5 m ya recorridos para salir finalmente por la valvula de venteo del inyector
caliente. Este proceso se continla ejecutando por el tiempo restante del analisis, periodo en
el cual se espera que el inserto se limpie completamente, quedando listo para la siguiente
inyeccion. En la version electronica de este documento un videag)ig (nuestra el
proceso y detalla algunos pasosmhias se ejecuta una inyeccion.

Ahora bien, se podrian tener en cuenta otros factores a partir de la experiencia de otros
autoreq168] como la Tf o la velocidad de inyeccion, sin embargo ya seaahieri que

los mejores resultados se logran empleando el maximo posible que permitgel Agui

pues, teniendo en cuenta que en realidad los parametros con mayor relevancia durante el
procedimiento de inyecciéon en modo VS son los citados anteriormente (Ti, Pi, tvy Fv) se
plante- el experimento de opt i nempgleamdounn aut
conjunto de valores iniciales sélo para las cuatro variables mencionadas con sus modulos de
pasd®. Asi pues se decidi6 iniciar el algoritmo Heimplex modificadoempleando una
inyecciénat oncede la mitad del volumen nominal de la jerirdg instrumento (5 uL) en

modo SIM, con el objetivo de obtener una mayor respuesta del equipo. Se emple6 la SMFM
294 como solucion de prueba y como variable respuesta se establecié la altura promedio de
los picos para asi obtener una idea general de Eibdetad del sistema. Ademéase
considerd que lo realmente importante era obtener sefiales mas eficientes que permitieran
obtener una relacion S/N alta. El conjunto del So para el Simplex A se muestra en la Tabla
13.

Tablal13. Smplex inicial A (So A) para optimizacion del PTV en modo VS. Inyeccién de 5

46 Condiciones de partida Simplex A= (39,4|MP: 2) °C, Fv= (63,8|MP: 5) mLmintv= (0,5|MP: 0,1) min, Pi= (22|MP:1) psi
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Simplex Ti (°C) Fv (mLmin 1) tv (min) Pi (psi)
S1 38,4 0,45 21,5
S2 40,4 0,55 215
S3 40,4 0,45 22,5
S4 38,4 0,55 22,5
S5 40,4 0,45 215

Despuésle 7 proyecciones no se observaron cambios favorables para el sistema, con lo que
se reevaluo la conveniencia de las proyecciones realizadas con base en sus efectos, lo cual
puso en evidencia que los cambios realizados en los experimentos no logracionesi
apreciables mas alla de desplazamientos y ligeras diferencias similares a la variabilidad por
repetibilidad de la inyeccién (Figura 39).
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Figura39. TICs simplex A (S4S5).Compuestos con elucién a) temprand ) min y b)tardia (2632) min.
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Se decidié entonces realizar dos cambios de suma importancia con base en los resultados
anteriores, con el objetivo de conseguir resultados que reflejaran verdaderas mejoras del
sistema a través de la optimizacion. Asi puescanstruyé un nuevo simplex inicial
denominado fASi mplex B0 ( $e@mBpyodeavideadiar efectas! s e
significativos en cada paso de la experimentacion. Igualmente, como se observo que los
cambios durante el desarrollo de las reflag®incluian un desplazamiento considerable, se

hizo necesario seleccionar compuestos que se encontraran en una ventana de adquisicion
suficientemente ancha para evitar su omfSigpor otro lado que fueran lo suficientemente
Asensi bl es 0 liaadds pasa agiliaam#finadizacion @éeda optimizacion. Por esta
razon se resolvié emplear un grupo de compuestos como indicadores del estado del sistema.
Entre estos compuestos se seleccionaron diez sefales clave distribuidas a lo largo del perfil
cromdografico. Los compuestos seleccionados (tR: min) se enumeran a continuacion:

diclorvos (9,5) 6. -BDT422,1)
diazindn (14,0) 7 . -cifliatrina (26,5)
m-paration (15,4). 8. cipermetrina (29,0)
metalaxil (15,8) 9. difenoconazol (29,3
fention (17,1) 10. deltametrina (29,8

akrwnPE

Bajo este marco se construyo y se desarrollé la optimizacion autodirigida con un nuevo
simplex que se presenta en la Tabla 14, con el cual se logro una situacion muy diferente a la
anterior (SoA) ya que las sefales de ambos erBetel perfil se lograron mejorar de
manera apreciable como se buscaba. Los cambios fueron muy superiores a la dispersion
generada por el sistema instrumental tal como se evidencia en la Figura 40. En esta serie de
experimentos se observé que el experitmé38 produjo una sefial superior a las obtenidas
durante el simplex inicial y ademas que no logré ser superada por proyecciones posteriores,
con lo cual se detuvo el experimento de optimizacion pues no valia la pena continuar con
valores incluso menores &9 (segundo mejor).

47 Condiciones de partida Simplex &= (39,4|MP: 4) °C, Fv= (63,8|MP: 1enLmin™, tv= (0,5MP: 0,2) min, Pi= (22|MP:2) psi

8 Este tipo de problemas ebservaren la parte a) de la Figura 48 Un compuesto ~ 18 min aparece recortado debido estos efectos.
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Tablal4. SoB (S1S5) y optimizacion del modo VS. Inyeccién de 5 uL. * El EPC del 7890A permite hasta 3 cifras decimale:

Simplex Ti (°C) Fv (mLmin-1) tv (min) Pi (psi)* Altura media
S1 36,9 68,8 0,4 21 472444
S2 41,9 68,8 0,6 21 365185
S3 41,9 68,8 0,4 23 215271
S4 36,9 58,8 0,6 23 380310
S5 41,9 58,8 0,6 21 478598
S6 36,9 58,8 0,6 20 308354
S7 38,15 61,3 0,55 20,75 432150
S8 35,02 55,05 0,38 21,875 537453
S9 31,59 48,18 0,26 22,313 514561
S10 39,09 63,18 0,26 19,313 292828
S11 37,45 59,89 0,52 22,078 500858
S12 37,49 59,89 0,30 22,227 512182

Figura40. TICs simplex B (S459). Compuestos con elucién
a) Temprana (45) min y b) tardia (2682) min.
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Al graficarestos resultados de manera individual (para cada sefial) fue posible observar una
tendencia general comun en la optimizacibn como se observa en la Figura 41. Este
comportamiento sugiere que se logré mejorar en los Ultimos ensayos en compuestos como
el diclarvos o la cipermetrina (sin embargo fueron inferiores al S8), no obstante, también
compuestoscomoelqma r a t i-@DA o la deltathéirina empeoraron perceptiblemente.
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Figura4l. Evolucion del simplex para las 10 sefales s@aadas
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Los resultados mostraron que se logr6 mejorar la calidad del perfil cromatografico en
términos de sensibilidad, sin embargo, se podria llegar a pensar que la mejora no se debe al
algoritmo de optimizacién (al tener en cuenta las circunstagei@xperimento), sino a una
posible concentracién del inyectable durante la optimizacion. Esta consideracion surge
principalmente de la naturaleza secuencial del simplex ya que en la practica se hace uso de
un periodo largo para cada experimento (1 h»apeatre una inyeccién y la siguiente) y
ademas que durante este lapso de tiempo (incluyendo las repeticiones), el inyectable
permanece perforado en la bandeja en espera de la siguiente inyeccion. Por esta razon, se
dispuso una verificacion empleando ekmo inyectable con el fin de eliminar cualquier

tipo de duda al respecto. En la Figura 42 se observa una comparacion entre la mejor
respuesta (S8) y la repeticion de una de las respuestas inferiores (S3). Segun los resultados
se puede decir que no cabe @uig que la mejora en el desempefio del sistema no se debe a
gue el inyectable se encontrara mas concentrado sino a la convergencia sinérgica entre los
parametros que logran aumentar contundentemente la respuesta a lo largo de todo el perfil
cromatografico.

Figura42. Verificacion de la optimizacién bajo las condiciones experimentales S8 comparand
posteriormente con S3 empleando el mismo inyectable.
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4.1.3 Evaluacioén de las condiciones de analisis

En esta seccion se discuten y se rdefi aspectos criticos respecto al alcance y la
conveniencia de algunos aspectos de la metodologia desarrollada y se toman decisiones muy
relevantes para el desarrollo posterior realizado en el estudio. Antes de continuar se debe
recordar que la razén funa@ntal del desarrollo de las metodologias es que al emplear un
meétodo sencillo y rapido de andlisis se logren determinar los residuos de plaguicidas a los
niveles requeridos por la legislacion aplicable para poder expedir un resultado con suficiente
confianza con base en este soporte documental. Asi pues, teniendo en cuenta que ambas
versiones del método QUEChERS son muy similares pero tienen distintos rasgos, tanto en
los pasos de extraccién como en los de limpieza (esquema representativo del procedimiento
en la Figura 43), se realiz6 la preparacion de los reactivos de las dos versiones oficiales de
modo que los analisis se realizaran de manera simultanea. En estos estudios se emplearon
las matrices de las frutas tropicales uchuva, tamarillo, granadifigapi banano bocadillo.

Como primer paso se realiz6 la preparacion de estas muestras, lo cual requirié limpiar las
frutas del material ajeno a estas, despuntar la corona del bananito y de la pitaya (Grupo 14
de las guias d€todex Alimentariufl71]), lavar intensamente todas las unidades y cortarlas
transversalmente para su posterior homogenizacion. Después del procesamiento en un
homogenizador industrial para la obtencion de un puré, cada matriz se rotuld debidamente
y se conservo para posterioreglisis alrededor de 10§ por empaqueiplock evitando

dejar residuos de aire para impedir su deterioro en el congelami2ft€), Para el
momento de su uso se dejo reposar la matriz fuera del congelador por tiempo suficiente y se
homogeniz6 manualmeng contenido del empaque una vez se habia descongelado para
poder tomar las porciones analiticas de puré evitando la segregacion de material o liquido.
Posteriormente se tomaron las porciones analiticas y se desarroll6 el procedimiento de
analisis por caal método.

Figura43. Representacion esquematica de las diferencias en las versiones oficiales del méto
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Una vez obtenidos los extractos de matriz se realiz6 una inyeccion enscatoara

conocer los perfiles croatograficos de los extractos blancos y asi contrastar las sefales de

lo que se puede extraer por ambos métodos en cada matriz. Asi pues, las imagenes en la
Figura 44 muestran los perfiles sobrepuestos de ambas versiones del método QUEChERS
para cada extcio de fruta.

Figura44. TICs de inyeccidn de extractos de matriz versiones oficdelesC y CEN
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Continuacion gura44.TICs de inyeccién de extractos de matriz versiones oficlSC y CEN |
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Como se puedebservar, los perfiles cromatograficos son caracteristicos para cada fruta y

la mayoria de picos se comparten en ambas versiones aunque con cambios sustanciales en
intensidad diferenciando apreciablemente un método del otro. En primer lugar se pudo
evidertiar que el rango del eje de intensidad para los TICs del tomate de arbol, de la pitaya

y hasta de la granadilla permanecié alrededor dedéntas, mientras que en el caso del
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bananito y la uchuva este fue superado en cerca de un orden de magnitudha®go .cem

esta Ultima se observd un perfil particularmente mas complejo con muchas mas sefales
distribuidas a los largo del TIC. Esta gran cantidad de sefiales podrian considerarse como el
perfil m8s fisuci od dentr o dédo,lagcomparaciomide mat r
cada version deja ver una diferencia ain mas clara y consistente para todas las matrices ya
gue se puede observar que en el método CEN se generan TICs mucho mas simples en
términos de intensidad y numero de sefiales, con excepdiéasdede la pitaya en dénde

los perfiles son casi equivalentes. Teniendo en cuenta lo anterior, se podria decir que los
extractos obtenidos por el método AOAC son menos convenientes pues sus sefiales
asociadas a compuestos enddgenos podrian actuar camererites coextraidos con los
analitos. Asimismo, se encontrd que la uchuva es la matriz que genera extractos mas sucios,
particularmente por el método AOAC. Por el contrario con la pitaya, empleando cualquiera
de las dos versiones del método QUEChER§$ragucen los extractos menos complejos.

A Método de adquisicion SIM

La herramienta de deconvolucion fue muy util para la identificacién de las sefiales obtenidas
en modoscanpues permitié adjudicar con certeza la identidad de los plaguicidas a un tR
caraceristico como se vio en la Figura 24. Se logré constatar la presencia de todos los
plaguicidas y ademas de otros compuestos como algunos productos de degrRdacion.
consiguiente, después de establecer la identidad de cada sefisgofid@on método M

con dos objetivos: (1) aislar las sefiales que permanecian sin resolver y (2) aumentar la
sensibilidad del sistema de detecci&m. este estudio se construyeron dos versiones del
meétodo SIM, el primero fue un método SIM preliminar para adelantar de artaaesitoria

varios ensayos que se abordaran a continuaciéhsegundo fue el método definitivo
empleado en la metodologia a validar. Asi pues, garohstruccion del método SIM
preliminar seconsidero principalmente el alto grado se selectividadpgogorcionan los

iones caracteristicos (p.e. plaguicidas halogenadosh yo posible, las relaciorsem/z
mayores a 100200 unidades. La Figura 45 a continuacibn muestra una representacion
esquematica de los 28 grupos que se crearon para construmétstld SIM Algunos

grupos contienen mas compuestos que otros, pero en general se procuro elegir los iones de
manera uniforme teniendo en cuenta que se contara con suficiente cantidad de tiempo para
las transiciones entre los grup&$ Anexo8 muestra una tabla con los detalles del inicio de
cada grupo, el nimero y los iones monitoreados en el transcurso de la adquisicion.
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Figura45. Representacion esquematica en AMDIS de los 28 gruposédetio SIM preliminar sobre el TIC.
En la parte inferior se nestraun recuadro aisladplos nombres de los compuestos asociados.

La construccion de estmétodo SIM permitidéestablecer los criterios que refuerdan
identificacion de los compuestempleando el tiempo de retencién y la intensidad relativa

de los iones calificadores con el ion objetivo empleado para la cuantifickagirelaciones

entre los iones que se registraron en la creacion del método son muy similares a las
proporciones queespodrian obtener de los espectros que se encuentran en la biblioteca ya
gue corresponden a la inyeccién de los compuestos en solvente. No obstante, se debe dejar
claro que en la practica la identificacién de los compuestos se realiza en extractoszgde matri

lo cual cambia totalmente la perspectiva de la confirmacion del andlisis ya que los
compuestos enddgenos de las muestras y el aumento natural del ruido influyen fuertemente
en la consistencia de dichas proporciones. Asi pues, la estrategia pracseasguad en

este estudio y que se considera la mas aconsejable, es realizar siempre la comparacion de
proporcion de iones con fines de confirmacién empleando los valores que se obtengan en el
nivel de estandar en matriz que, sin ser idénticos, tienemayar similitud en términos de
condiciones del instrumento y de la muestra. Adicionalmente, la comparacion entre sefiales
en las mismas condiciones permite tener en cuenta esos efectos de la matriz que son bastante
significativos, sobre todo al trabajar ajd concentracion. En el numeral 8 se entrega
evidencia objetiva que soporta la especificidad de las metodologias validadas, con lo que la
identificacion de los analitos por comparacion de al menos dos proporciones de la
abundancia de los iones selecciammde considera como prueba cualitativa positiva que
descarta la necesidad de analisis confirmativos adiciofialk

Ahora bien, éspes de inyectalos extractos de matriz con los compuestos de la mezcla
SMFM 294 a 20 ng.mit empleando el método SIM preliminar, se logro evidenciar que los
compuestos endogenos distinguidos previamente en los perfiles de los extractos
efectivamente si influyen en la @eminacién de algunos compuestos incluidos en la
metodologia, tanto asi, que fue necesario hacer modificaciones en algunos grupos SIM.
Estos cambios se realizaron con la intension de omitir el efecto de algunas interferencias
sobre el i6n de cuantificacigimtercambidndolo por alguno de los iones diagndstico con
selectividad admisible y suficiente sensibilidad. Asi pues, por ejemplo para el contgpuesto
HCH se decidi6é intercambiar el iébn de cuantificacion 219 por el ién calificador 217, caso


























































































































































































































































































































































































