. . Q=)
Univevsidad Mayor de San Undvés e
Ciertcias Cudricas LABSER SRL.

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS PURAS Y NATURALES
CARRERA DE CIENCIAS QUIMICAS

TRABAJO DIRIGIDO
PARA OPTAR AL GRADO DE LICENCIATURA EN CIENCIAS QUIMICAS
OPTIMIZACION EN EL RENDIMIENTO PARA LA RECUPERACION DE RESIDUOS
PESTICIDAS EN EXTRACCION QUECHERS, PARA MUESTRAS DE QUINUA
PRESENTA:
FREDDY MAMANI GUTIERREZ
TUTOR:
Dr. ROMULO GEMIO SINANI

TRIBUNAL:

Ph. D. RIGOBERTO ROGELIO CHOQUE ASPIAZU

LA PAZ - BOLIVIA

2016



RN
) &P
Universidad Mayor de San Undiés 2/
Ciencias Cuiricas LABSER SRL.
DEDICATORIA

Primeramente a Dios por haberme permitido llegar hasta este punto y haberme dado
salud, ser el manantial de vida y darme lo necesario para seguir adelante dia a dia para
lograr mis objetivos, ademas de su infinita bondad y amor.

A mi madre por haberme apoyado en todo momento, por sus consejos, sus valores, por
la motivacidén constante que me ha permitido ser una persona de bien, pero mas que
nada, por su amor. A mi padre por los ejemplos de perseverancia y constancia que lo
caracterizan y que me ha infundado siempre, por el valor mostrado para salir adelante y
por su amor. A mis hermanos y hermanas con los cuales aprendi aciertos y pase
momentos dificiles, superandonos cada dia, y a todos aquellos que ayudaron directa o
indirectamente a realizar este documento.

A mi tutor por su gran apoyo y motivacion para la culminacion de mis estudios
profesionales, por su apoyo ofrecido en este trabajo, por haberme transmitidos los
conocimientos obtenidos en el aprendizaje.



RN
&P
Univevsidad Mayer de San ndvés 2/
Ciericias Cutiriicas LABSER SRL.

AGRADECIMIENTOS

A la prestigiosa casa de estudios Universidad Mayor de San Andrés, “UMSA” por darme
la oportunidad de estudiar una carrera profesional como Ciencias Quimicas y abrirme no
solo ensefianzas nuevas en mi vida, sinos varios recuerdos y momentos que nunca
olvidare, también malos momentos, pasando por muchos momentos memorables

A quienes me guiaron y apoyaron a culminar mi trabajo Dr. Rbmulo Gemio por haberme
brindado su apoyo, amistad y confianza en la investigacion y elaboracion de este trabajo
dirigido. Gracias por todo

A todo el plantel docente de la universidad, por brindar su apoyo incondicional en
nuestra formacion profesional.

A mis comparieros de la carrera de ciencias quimicas, fueron una parte fundamental a
continuar superandome profesionalmente.

A mis compafieros del Laboratorio LABSER SRL. También a los gerentes y ejecutivos
de la prestigiosa empresa, por brindarme la oportunidad de desarrollar mi desempefio
profesional.



Universidad Mayar de San (ndvés
Clencias Cuiricas LABSER SRL.
INDICE Pag.
CAPITULO 1
L. INTRODUGCCION .t u ittt ettt et et aeeeae e e tnrararaeaeaeaeaeaeasaeaeaeaeanaeenrnrnensnensnns 8

CAPITULO 2

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL ..ttt ettt et e s e s sasasararasasarararareeaeaeenanns 10
2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS. ettt ettt eeeeeeaeeeeesesnsnsnsnsensnsnrnrnsararases 10

CAPITULO 3

3. MARCO TEORICO

3.1. GENERALIDADES SOBRE LOS PESTICIDAS. ....cuuineeeeeeeeeeeeeeeeeenen 11
3.2. CLASIFICACION DE LOS PESTICIDAS SEGUN SU GRUPO QUIMICO........ 12
3.2.1. ORGANOCLORADOS. ... ctteeeeeeeeeaeseaseseaseseseaseaseaseaseasenseaseaseaseasenns 12
3.2.2. ORGANOFOSFORADOS. . e eueeetteeteeeareareareareareereasearearearearearearearnarenns 12
3.2.3. CARB AMAT OS . e ttieeeeeeeeee e e eeeseasensesensensensesensesensensensensensensensenns 13
3.2.4. DICARBOXIIMIDAS. et teeteeeeeeeeeeaeeeaeesesesensensensensensensensensensennennen 13
3.3. CLASIFICACION DE LOS PESTICIDAS S ORDEN CRONOLOGICO...... 13
3.3.1. PESTICIDAS DE 12 GENERACION .. cuuititieieeeeeesresnsrssssasessesssnsnnsen 13
3.3.2 PESTICIDAS DE 22 GENERACION . ..ccuttutetuierensensesesesensensensensensenses 13

3.3.3. PESTICIDAS DE 32 GENERACION .. .cuituieieieinenesreserssssssessensesnnses 14
3.3.4. PESTICIDAS DE 42 GENERACION .. cuuititieieineeesesesessnsssasessessssnnsen 14
3.3.5. PESTICIDAS DE 52 GENERACION .. ceuiuuieieieeereeeeesesesrsssesseasenses 14
3.4, CIPERMETRINA it uttuttuttteuteasesssaeaeaseaeaseaeasenseasensensensensensensensensenns 14
3.5, CLORPIRIFOS . it uttuttuteutenrensenrensensensensensensensensansensensensensensnnsnnsnnsnnsnnens 18
SIS T S U =1 1 =1 =T 21

3.7. METODOS EMPLEADOS EN EL ANALISIS. . cuuiuieieeeeneeenenenennennennenns 24
3.7.1. METODOS DE EXTRACCION DE RESIDUOS DE PESTICIDAS............... 24
3.7.2. EXTRACCION CON DISOLVENTES ORGANICOS....iuieeeineeenennennenns 25
3.7.3. METODOS DE SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION.... 26
3.7.3.1. TECNICAS DE SEPARACION: CROMATOGRAFIA ...uiuiieeieeeeeeeeeneenenns 27
T 0 S @ 111N 1 30
3.7.4.2. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA QUINUA....uieuirureerrnrernrenernnes 31

CAPITULO 4

N 18 13 B =13 [ N 32



. . Q=)
Univevsidad Mayor de San Undvés e
Ciertcias Cudricas LABSER SRL.

CAPITULO 5

5.1. DATOS DE LA EMPRE S A .. .oiiiiitit ettt aeaeaseraeaeaserasaeasasasaeaeaeanenenenanenens 33
CAPITULO 6
B. 1. MET ODOLOGIA . ittt et e e e e e e araraeeraeaeae e e e e enanrnrnsnsnrnsararnrnrs 35
6.1. ETAPA DE ANALISIS PRELIMINAR .« eettet ettt teeeeeeneeensnsnsnsnsasasarasarasne 35
6.2. ETAPA DE EXPERIMENTACION . c. .ttt ettt eeeeeaeaeaeasasasasaseeaeaeaeaeaeaeaenens 35
6.3. ETAPA DE ANALISIS DE DATOS . uuiiuietettetaeaeasararararasasarasaessaessasaeaeaens 36

CAPITULO 7

7. MATERIAL Y REACTIVOS ..t s s s s sn s s s s s s nna e 37
7.1 MUESTRAS. ittt r s s s s s s s s s s s s n s nnnen 37
7.1.2 MUESTRA DE QUINUA . .. s s s s s s s s s n s 37
7.2. PATRONES DE PESTICIDAS. ..ieiiiiiit s s s s s s s s s s e e e 37
7.3, SOLVENTE . et s s s s s s s s n e e ns 38
7.4. REACTIVOS PARA LA EXTRACCION QUECHERSPARA EL METODO...... 38
7.5 REACTIVOS PARA EL LAVADOFORMULACION SEGUN METODO............ 39
7.6. OTROS REACTIVOS....iiiiiiiiiiiri s s s s s s s s s s n s 39
7.7. MATERIALES, APARATOS Y EQUIPOS....cciiiiiiiiiriiirn s e 40
CAPITULO 8
8. METODOLOGIA. ettt ieetteeeeitee e e e eae s e et e e e eea e s e e s e s e eanaeeeennneeeennanaes 40
8.1. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PATRON.....ceevtuueeeeeeneeeeennannn. 40
8.2. PREPARACION DEL SULFATO MAGNESICO ANHIDRO......cccvuueeeeennnnen. 40
8.3. PREPARACION DE LA MUESTRA ....uuiiiiteeeeeeneeeeeeneeeeenneeeeenneeeeeanas 41
8.4. EXTRACCION DE PESTICIDAS DE LA QUINUA.........ccooiiiieeeeeeceeeeees 41
8.4.1. EXTRACCION A...euiiieiieuieeeieuieeeeea e e et e e e eeaaa e s e eeannsseeeana e eeennnneeennnan 41
8.4.2. EXTRACCION B..ruuuiieiiuuieieieneeeeeeneeeeauseeeeanseesennnssseensnssesnnnnseernnnnes 41
8.4.3. EXTRACCION Coeuueeeieuieeeeeueeeeeanseeenaseeeennseeeannnseeennnnseeennnnseennnns 42
8.4.4. EXTRACCION D..ceuuieeienieeeieeeeeeea e estaeeeeeenaeseeeannseeeanaeeennnnnseeennan 42
8.5. DETERMINACION CROMATOGRAFICA......ciieieeeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeennns 43
8.5.1. PARA LAS CURVAS DE CALIBRACION...ceiiiiiiiirirsiri v eeas 43
8.5.2. PARA LAS MUESTRAS . .t s s s s s e e 43

8.5.3. ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION.....cccvvuueereeenieeeeeenn. 43



Universidad Mayer de San Andvés \».45

Clencias Cuiricas LABSER SRL.

CAPITULO 9
0. PARTE EXPERIMENT AL tuututetuteeusesnseasnsesnsensesensessnsessnssasnseasesenasessnsenns 44
9.1. PROCEDIMIENTOEXPERIMENTAL teueuteneuteensesnseseeensesensensnseasnsensenensen 44
9.1.1. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PATRON........cceeveieeeeeeaennnn, 44
9.1.2. PREPARACION DE LA MUESTRA .. ctuteteeeeteessearnseaseesnaseasaseasnsearnaens 44
9.1.3. EXTRACCION A, EXTRACCION B, EXTRACCION C y EXTRACCION D.... 45
9.1.4. DETERMINACION CROMATOGRAFICA. .. eteeeeeeeeeeeeeaearareeeaeararnananaens 47
9.1.4.1 EL SOFTWARE PARA LA INYECCION. . .eututeiteeeeeareeeaseaensearnseasnaens 48

9.1.4.2. COMATOGRAMA Y SELECCION DE LOS TIEMPOS DE RETENCION... 48

CAPITULO 10

10. RESULTADOS Y DISCUSIONES. ....uiiiiiiiiirirnsnrrrsna s s snnsnase 51
10.1 DATOS DE LAS CONDICIONES DE OPERACION DEL EQUIPO............... 51
10.2 TIEMPOS DE RETENCION PARA LOS PESTICIDAS......ceevvueeeeeeeeennnn. 51
10.3 PARA LAS CURVAS DE CALIBRACION...cccuieiueeeeneeeeeeeeeneeeeneeeenneeens 51
10.3.1. DATOS PARA LA CURVA DE CALIBRACION CLORPIRIFOS............... 51
10.3.2. CURVA DE CALIBRACION SULFOTEP.....ccittuieeeeeeeeneeeeneeenneeeannns 52
10.3.3. CURVA DE CALIBRACION CIPERMETRINA.....ccutietteerrneeeeneeernnns, 53
10.4. CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS. .. s e 53
10.4.1 AREAS INTEGRADAS POR CADA MUESTRA........cccovuuiiieeineeeenee e 54
10.5. CALCULO DEL RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION.....ccvvuueeerennneennn. 54

CAPITULO 11

11. CONCLUSIONES. ...t s s s s s s s s e e 55

CAPITULO 12

12. COMENTARIOS Y OBSERVACIONES.....cciiiiiiiiiirinnrrr s 57

CAPITULO 13

13. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...ui i s e e 58

ANEXOS. ... 60
ANEXO A

ANEXO C

ANEXO C-1

ANEXO D

ANEXO D-3

ANEXO D-4

ANEXO D-5

ANEXO D

ANEXO D-1



0N

)
Univevsidad Mayer de San ndvés 2/
Cierncias Cutirnicas LABSER SRL.

OPTIMIZACION EN EL RENDIMIENTO PARA LA RECUPERACION DE
RESIDUOS PESTICIDAS EN EXTRACCION QUECHERS, PARA MUESTRAS
DE QUINUA

CAPITULO 1
1. INTRODUCCION.-

La agricultura se beneficia de la aplicacién extensiva de pesticidas debido a que
disminuye la pérdida de cultivos y aumenta la produccién. La agricultura en la
mayor parte del pais involucra el uso de diversos pesticidas para el control de
pestes, enfermedades y todo tipo de amenaza en los cultivos.

El uso de pesticidas en Bolivia ha generado una problemética reflejada en la
economia de los productores, la exposicion de la salud de los consumidores, las
inadecuadas condiciones laborales de los agricultores, el incumplimiento de la
normativa nacional e internacional y la contaminacion del ambiente. Todo esto
tiene repercusiones en el area productiva, econémica, social, politica, de salud
publica y en definitiva de seguridad y soberania alimentaria.

Los pesticidas empleados indiscriminadamente, dependiendo de la toxicidad, el
tiempo y el tipo de exposicion, representan un riesgo potencial a los consumidores
y al ambiente, incluyendo los suelos y el agua. Por lo que la Comunidad Europea
(CE), la Organizacion de Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y algunos gobiernos han
convertido al monitoreo y control de los pesticidas en actividades prioritarias para
determinar la calidad y seguridad de los alimentos y han establecido limites
maximos residuales (LMRS).

Para sustentar los resultados de los andlisis de residuos de pesticidas realizados
en alimentos, es primordial emplear técnicas y metodologias sistematicas que
permitan la extraccion, separacion, identificacion y cuantificaciéon. Ademas, es
importante validar los métodos considerando varios parametros de calidad, entre
ellos, precision (repetibilidad y reproducibilidad), limites de deteccién (LDD) y
limites de cuantificaciéon (LDC), también puede considerarse el uso de adicidon
estandar o emplear un estandar interno (Fernandez-Moreno, J. L. et al., 2008).

Para realizar la extraccion de residuos de pesticidas de alimentos, se han
implementado técnicas, tales como: extraccion sélido—liquido o liquido-liquido,
QUEChERS (rapido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro por sus siglas en
inglés), extraccion con fluidos supercriticos, extraccion con liquidos presurizados,
extraccion asistida con microondas, extraccién en fase sélida y micro-extraccion

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 1
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en fase sodlida. Cualquier técnica de extraccion a emplear en el andlisis de
residuos de pesticidas en alimentos debe maximizar la recuperacion de analitos y
minimizar las interferencias (Lambropoulou, D. A.; Albanis, T. A., 2007).

Ademas, las metodologias analiticas empleadas para realizar la separacion,
identificacion y cuantificacion, miden residuos a niveles de concentracion de ppm,
y proveen evidencia confiable para confirmar la identidad y la magnitud de los
residuos detectados. Los métodos analiticos descritos en la literatura incluyen
generalmente cromatografia de gases (GC) (Figura 1) o cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC), acopladas a un detector selectivo o universal. Los
detectores empleados son: de conductividad térmica, de ionizacion de llama, de
captura de electrones, de fotometria de llama y de nitrégeno—fosforo, detector Hall,
detector infrarrojo de transformada de Fourier y espectrémetro de masa
(Lambropoulou, D. A.; Albanis, T. A., 2007; Rubinson, K. A.; Rubinson, J. F.,
2001).

Es esencial emplear las técnicas y metodologias que permitan obtener resultados
reproducibles, confiables y puedan emplearse en andlisis de rutina, esto implica
utilizar técnicas de extraccion adecuadas y establecer las condiciones apropiadas
de operacion de los equipos disponibles.

La técnica de extracciéon de residuos de pesticidas utilizada en este trabajo fue la
extraccion solido-liquido empleando acetonitrilo como disolvente. Esta técnica fue
usada debido a su simplicidad, intervalo de aplicacibon amplio, rapidez vy
recuperaciones altas de compuestos de polaridad diferente. La extraccién soélido-
liguido se ha empleado en alimentos liquidos, vegetales, cereales y frutas
(Araoud, M. et al., 2007; Lambropoulou, D. A. et al., 2007; Garrido-Frenich, A. et
al., 2004 y 2005).

Figura 1. Cromatografo de gases en red Agilent 5977B, fuente propia.2016

Urniv. Freddy Mamari Guticrvez Pégina 2



@
.y , &
Urniversidad Mayor de San Undyvés N
Cierecias Cuimicas LABSER SRL.

CAPITULO 2
2. OBJETIVOS:
2.2. OBJETIVO GENERAL .-

e Determinar en una matriz de quinua organica, el rendimiento relativo de la
extraccion soélido-liquido (QUEChERS) para residuos de pesticidas,
empleando una técnica de adicidbn patron (fortificado con pesticidas,
CIPERMETRINA, SULFOTEP Y CLORPIRIFOS), para  cuatro
formulaciones, mediante anadlisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masa (GC-MS).

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS.-

e Preparar curvas de calibracion de los patrones cipermetrina, clorpirifos,
sulfotep. Utilizando acetonitrilo como disolvente.

e Preparar una muestra de quinua fortificada a 0.3 pg/mL con cipermetrina,
clorpirifos, sulfotep.

e Realizar extracciones solido—liquido QUEChERS de los pesticidas, con
cuatro distintas formulaciones de reactivos de extraccion y lavado, en
muestras de quinua organica, empleando acetonitrilo como disolvente.

e Establecer las condiciones de operacion en el equipo de GC-MS. y obtener
los cromatogramas de las extracciones.

e Determinar el tiempo de retencidbn para las moléculas cipermetrina,
clorpirifos y sulfotep.

e Realizar un analisis de los cromatogramas,para cada pesticida
considerando los iones producto cuantificadores, obteniendo el area
integrada de los analitos.

e Caracterizar segun los tiempos de retencidbn posibles moléculas
interferentes.

e Obtener el rendimiento relativo de extraccion de los plaguicidas
(cipermetrina, clorpirifos, sulfotep) y determinar el mas o6ptimo para
muestras de quinua, definiendo la técnica de extracciébn a emplear en el
analisis de residuos de pesticidas en alimentos.

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 3
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CAPITULO 3

3. MARCO TEORICO.-

El uso intensivo de pesticidas en cultivos propicia su persistencia en estos, y
dependiendo de la concentracion y toxicidad del pesticida puede llegar a
perjudicar la salud de los consumidores. Por tal motivo, la Comunidad Europea
(CE) y los gobiernos de Canada, Estados Unidos de América, Japon, entre otros,
establecen limites maximos residuales (LMRs) para regular cada pesticida en un
alimento en particular.

Realizar el andlisis de pesticidas en concentraciones de ppm Oppb en alimentos es
una tarea delicada, debido a la composicion de la matriz y a la variedad de
pesticidas que existen.

Recientemente, la tendencia en el analisis de pesticidas es el desarrollo de
métodos multi-residuos que detectan un gran numero de compuestos en un solo
proceso. En general dicho andlisis incluye extraccion, separacion, identificacion y
cuantificacion.

Para efectuar la extraccion efectiva de los residuos de pesticidas se han
desarrollado varias técnicas. Una vez obtenido el extracto es necesario realizar el
analisis instrumental, que consiste en la separacion, identificacion y cuantificacion
de los pesticidas generalmente mediante cromatografia de gases (GC) acoplada a
un detector selectivo.

3.1. GENERALIDADES SOBRE LOS PESTICIDAS

Debido a las necesidades alimenticias que requiere la poblacion, los productores
necesitan asegurar una determinada produccion de alimentos y, si es posible,
aumentar los rendimientos.

El uso de pesticidas es una herramienta que permite asegurar y alcanzar los
objetivos de produccion de vegetales. Los pesticidas son definidos por la comision
del codex alimentarius en conjunto con la FAO/OMS (1997) como: toda sustancia
gue se emplea para combatir las plagas agricolas durante la produccion,
comercializacion o elaboracién de los alimentos o a toda sustancia que pueda
administrarse por aplicacion interna a los animales para destruir insectos o
aracnidos, incluyéndose herbicidas, fungicidas, reguladores del crecimiento
vegetal; no incluyéndose los abonos. Los pesticidas no son necesariamente
venenos, pero pueden ser toxicos (Alarcon-Rodriguez, R., 2004).

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 4
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Aunque los pesticidas son necesarios, los residuos de éstos en los vegetales y en
el ambiente; provocan efectos negativos en la salud que dependen de la
proporcién con la que se absorbe el pesticida. Por lo que es necesario que su
monitoreo y control se convierta en una actividad prioritaria para determinar la
calidad y seguridad de los alimentos.

3.2. CLASIFICACION DE LOS PESTICIDAS SEGUN SU GRUPO QUIMICO:

A continuacion se mencionan caracteristicas generales de los pesticidas (segun su
grupo quimico) de mayor interés en este trabajo.

3.2.1. ORGANOCLORADOS. Son de bajo costo y amplio espectro, su
persistencia va desde moderada a muy persistentes, y sus residuos se encuentran
en el ambiente y en los seres vivos. Son liposolubles, solubles en compuestos
organicos de baja polaridad. Se acumulan en el tejido graso y se metabolizan
lentamente. Son estables quimica y bioguimicamente. Se caracterizan por tener
una estructura ciclica y atomos de cloro; dependiendo de dicha estructura, los
pesticidas organoclorados se clasifican en tres grupos principales.

a) Derivados halogenados de hidrocarburos aliciclicos, como el lindano.

b) Derivados halogenados de hidrocarburos aromaticos, como el DDT.

c) Derivados halogenados de hidrocarburos ciclodiénicos, como el aldrin y el

endosulfan.

La accion toxica principal de estos pesticidas se dirige al sistema nervioso, en
donde estos compuestos inducen a un estado de sobre-excitacion en el cerebro.
(Albert, L. A., 1990).
3.2.2. ORGANOFOSFORADOS. Son generalmente ésteres de acido fosforico
sustituidos. Se descomponen con mayor facilidad y son menos persistentes en el
ambiente que los organoclorados, pero mas peligrosos debido a que tienen un
grado de toxicidad. Son biodegradables y no se acumulan en el organismo. Se
han convertido en los insecticidas de mayor uso.

Los sustituyentes tienen gran influencia en las propiedades fisicoquimicas del
compuesto y se relacionan ademas con la capacidad de penetracién, distribucion,
activacion y degradacion del pesticida, con su sitio de ataque, potencia y
selectividad.

Algunos ejemplos son: clorfenvinfos, demetion, diclorvos, diazindn, etilparation,
etion, fention, fosfolan, malation, metamidofos, metilazinfos, monocrotofos,
tricorfon.

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 5
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3.2.3. CARBAMATOS. Todos los carbamatos comparten la misma estructura
base, son ésteres N-sustituidos del &cido carbamico. Las diferencias en la
longitud de sus cadenas laterales determinan su toxicidad. Generalmente se
consideran menos toxicos que los compuestos organofosforados. Son usados
principalmente como insecticidas de amplio espectro. Los tiocarbamatos y
ditiocarbamtos son generalmente insecticidas débiles y también son usados
frecuentemente como herbicidas o fungicidas.

La mayoria de los carbamatos son facil y rdpidamente absorbidos a través de la
piel, pulmones, tracto gastrointestinal y mucosas

El carbofuran es considerado un insecticida con toxicidad alta (DL50 = 50 g/kg)
(Dart, R. C. et al., 2003).

3.2.4. DICARBOXIIMIDAS. Dentro de este grupo se agrupan las sulfonimidas y
las imidas N-ciclicas, aunque son compuestos diferentes estructuralmente se
clasifican como fungicidas dicarboxiimidas. Estos heterociclos sufren degradacion
hidrolitica y/o fotoliticaen suelos, plantas y animales.

El captan, folpet y captafol son sulfoniimidas y son usados principalmente para el
control de mohos en frutas y vegetales. El captan se absorbe por el tracto
gastrointestinal y se metaboliza rapidamente (Roberts, T.; Hutson, D., 1999).

3.3. CLASIFICACION DE LOS PESTICIDAS SEGUN ORDEN CRONOLOGICO:
Cronologicamente los pesticidas pueden ser clasificados en:

3.3.1. PESTICIDAS DE 12 GENERACION

e Inorganicos (Arsénico, etc.)
e Organicos vegetales (Nicotina, Piretrinas naturales, Rotenona)
e Organicos minerales (Aceites minerales)

3.3.2 PESTICIDAS DE 22 GENERACION
Organicos sintéticos:

e Clorados (HCH, DDT, Heptacloro, etc.)
e Fosforados (Malatién, Paration, Monocrotofds, etc.)
e Carbamatos (Carbaril, Carbofuram, etc.)

e Piretroides (Deltametrina, Permetrina, Cipermetrina, etc.)

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 6



)
.y , &
Urniversidad Mayor de San Undyvés N
Cierecias Cuimicas LABSER SRL.

3.3.3. PESTICIDAS DE 32 GENERACION

e Microbianos
e Feromonas

3.3.4. PESTICIDAS DE 42 GENERACION

e Hormonas juveniles (Diflubenzuron, Metroprene, etc.)
3.3.5. PESTICIDAS DE 52 GENERACION
Antihormonas:

e Vegetal (Precocenos)
e Microorganismos (Avermectin)

De los pesticidas citados anteriormente los mas usados en regiones
latinoamericanas son los organoclorados, fosforados, carbamatos y piretroides.
(Roberts, T.; Hutson, D., 2009).

3.4. CIPERMETRINA.-

La cipermetrina es un insecticida, no sistémico, no volatil que actia por contacto e
ingestion. Ofrece un control efectivo de insectos, sin actividad sobre acaros y baja
toxicidad para los mamiferos. Tiene muy buena efectividad en lepidopteros,
coledpteros y hemipteros. La cipermetrina también es utilizada para controlar las
moscas y demas insectos en los habitaculos de los animales domésticos y plagas
gue afectan la salud publica (mosquitos y cucarachas).

3.4.1. CARACTERISTICAS DE LA CIPERMETRINA
e Nombres quimicos: Cipermetrina; Supercypermethrin; Beta-cipermetrina
e Fo6rmula molecular: C 22 H 19 Cl 2 NO 3
e Peso molecular: 416.298 g / mol

e Estructura 2d:

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Péagina 7
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Figura 2.Estructurade la Cipermetrina a pubchem.ncbi.nim.nih.gov

e Estructura 3d:

Figura3.Cipermetrina, estructura 3D pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

e Nombre IUPAC:
(1RS)-cis,trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano  carboxilato de
(RS)-ciano-3-Fenoxibencilo

e Descripcién fisica: Amarillo viscoso liquido-pasta de olor caracteristico.

e Color: semisolidos, incoloros (isbmeros puros)

e olor: Inodoro

e Punto de fusion: 70° C

e Solubilidad: Soluble en metanol , acetona , xileno, diclorometano
En acetona , cloroformo , ciclo hexanona.

En el agua, 4X10°mg/L a 20 °C

e Densidad: 1,25g/cm*a20g °C

e Presiéon de vapor: 1.7X10°mmHga20°C

e LogP: log Kow = 6,60

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 8
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e Estabilidad: Relativamente estables en medios neutros y ligeramente
acida, con una estabilidad 6ptima a pH 4. Hidrolizada en medio alcalino.
Relativamente estable a la luz en situaciones de campo. Térmicamente
estable hasta 220 °C.

e Descomposicién: Cuando se calienta a descomposicion emite humos
toxicos de / cianuro , éxidos de nitrégeno, cloruro /.a 220 ° C

e Corrosividad:

No corrosivo para los metales.

e Propiedades espectrales:

GC-MS

Numero NIST 291.856

biblioteca biblioteca principal
Picos totales 214

m / z en Peak 163

m / z segunda mas alta 181

m / z tercera mas alta 165

Tabla 1. Propiedades cipermetriana. pubchem.ncbi.nlm.nih.go

Cypermethrin
El mass spectrum, top pealks displayed
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Figura4.Espectro de masas. 2014 by the U.S. secretary of commerce
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3.4.2. LAS EVALUACIONES DEL COMITE MIXTO FAO / OMS DE EXPERTOS
EN ADITIVOS ALIMENTARIOS

e Nombre quimico: CIPERMETRINA
e |DA: 0-0,02 mg / kg de peso corporal
Afo de evaluacion: 2004

e Comentario: Cipermetrina contiene tipicamente 20-40% a-cipermetrina,
gue son los dos isbmeros mas toxicoldgicamente activos de cipermetrina .
A medida que la proporcion de isbmeros en comerciales cipermetrina
productos es variable, la toxicidad de estos productos también varia.
JECFA concluyé que como a-cipermetrina solo y cipermetrina son
cualitativamente similares en su toxicidad y el metabolismo, y en vista del
hecho de que la cipermetrina incluye una proporcion sustancial de a-
cipermetrina, la ADI de 0 a 0,02 mg / kg de peso corporal.

e Programa de Pesticidas de datos del USDA
Niveles de tolerancia para alimentos se presentan en ANEXO A

e Mecanismo de accion: Insecticidas piretroides sintéticos son neurotoxinas
siguen el modelo de las piretrinas naturales.

3.4.3. IDENTIFICACION:
3.4.3.1. METODOS ANALITICOS DE LABORATORIO
e Método: AOAC 998.01;

Procedimiento: cromatografia de gases con detector de captura de
electrones; Analizado: cipermetrina; Matriz: trigo, naranjas y tomates; Limite
de deteccion: no proporcionado.

e Método: OSHA PV2063;
Cromatografia de gases usando un detector de captura de electrones.

Procedimiento Analizado: cipermetrina; Matriz: aire; Limite de deteccion:
0,014 mg / ma.

e Meétodo: USGS-NWQL O-2002-01

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 10
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Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas;
Procedimiento Analizado: cipermetrina; Matriz: filtra naturalizacion agua
Limite de deteccion: 0.0011 ug/ L.

e Por cromatografia liquida de gases con detector de ionizacion de llama
Residuos determinados por cromatografia liquida de gases con detector de
captura de electrones. El agua se determina por cromatografia de gases
con detector de captura de electrones; aire determinado por cromatografia
de gases capilar con detector de nitrogeno fésforo.

3.4.4. TOXICIDAD
e Informacion Toxicol6gica: CarcinGgeno
e Laclasificacion del cancer: Grupo C Posible carcinbgeno humano
Oficina de Programas de Pesticidas de la USEPA, Division Efectos de la
Salud, Ciencias de la Informacion rama Administracion.
(Guia de Bolsillo del NIOSH sobre Peligros Quimicos)

3.5. CLORPIRIFOS.-

3.5.1. CARACTERISTICAS GENERALES:
e Nombres quimicos: clorpirifos;; Dursban; Trichlorpyrphos ; Lorsban
e Formula molecular: CgoH 11 Cl 3 NO 3 PS
e Peso molecular: 350.575 g / mol

e Clorpirifos es un inhibidor de la colinesterasa de organotiofosfatosque se
utiliza como insecticida.
El clorpirifos es un insecticida que es un cristal-como un sélido blanco con
un olor fuerte. No se mezcla bien con el agua , por lo que generalmente se
mezcla con liquidos aceitosos antes de que se aplica a los cultivos o
animales. También se puede aplicar a los cultivos en una forma de
capsula. Clorpirifos ha sido ampliamente utilizado en los hogares y en las
granjas. En la granja, que se utiliza para el control de garrapatas en el
ganado y como un spray para el control de plagas de los cultivos.

e Nombre IUPAC:O, O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il fosforotioato

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 11
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e Estructura 2D:
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Figura 5.Estructuraclorpirifos pubchem.ncbi.nim.nih.gov

Estructura 3D:

Figura 6.EstructuraClorpirifos 3D, pubchem.ncbi.nim.nih.gov

3.5.2. PROPIEDADES QUIMICAS Y FISICAS:

3.5.2.1. DESCRIPCION FiSICA
o Propiedades experimentales

Las formulaciones comerciales pueden combinarse con liquidos

Univ. Freddy Mamarni Gutiewez Péagina 12
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o El clorpirifos es un sélido cristalino de color blanco o irregularmente en copos
sélido. Tiene un olor de tipo mercaptano muy deébil. No es soluble en agua.
Puede causar una ligera irritacion en los ojos y la piel.

. Color: Incoloro a blanco sélido cristalino

o Olor: a mercaptanos

o Punto de ebullicion: 320 ° F a 760 mm Hg (se descompone) (NIOSH, 2016)
o Punto de fusion: 41-42° C

o Punto de inflamabilidad: 82 °F (cerrado)

o Solubilidad: Enelagua,1,4mg/La25°C

o Solubilidad a 25 ° C: iso-octano 79% peso / peso; metanol 43% peso / peso

o Densidad: 1,44 a 20 °C

. Presion de vapor: 2.02X10° mmHga25°C

o LogP: log Kow = 4,96

o Estabilidad: Estable bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas

o Descomposicién: Temperatura de descomposicion: aprox. 160 °C

o Clase quimica: Organofosforados y carbamatos
3.5.3. PROPIEDADES ESPECTRALES:

o Intensos picos de masa espectral: 97 m/ z (100%), 197 m / z (97%), 199
m / z (94%) ,314 m/ z (64%)

o Intensos picos del espectro de masas: 286 m/z,349m/z

. Max UV: 208, 230,y 290 nm

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 13
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Figura 7.Espectro de masas.2014 by the U.S. secretary of commerce

3.5.4. LAS INTERACCIONES BIOQUIMICAS

Los insecticidas organofosforados se han conocido durante muchos afos para
causar crisis colinérgica en los seres humanos como resultado de la inhibicion de
la enzima acetilcolinesterasa critico. Las interacciones de los activados,
metabolitos de insecticidas toxicos (denominados oxones) con la
acetilcolinesterasa se han estudiado ampliamente durante décadas.

3.6. SULFOTEP.-

3.6.1. CARACTERISTICAS GENERALES:

o Nombres quimicos: sulfotep; sulfotepp; Dithiophos; Dithion; TEDP; TEDTP
o Formula molecular: CsH200 5P 2S 2

o Peso molecular: 322.311 g / mol

o Nombre IUPAC: ditiopirofosfato de O,0,0,0O-tetraetilo

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 14
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Figura 8.EstructuraSulfotep 3D, pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

) Estructura 3D:

Figura 9.EstructuraSulfotep 3D, pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

3.6.2. PROPIEDADES QUIMICAS Y FISICAS

e Descripcidn fisica: liquido de color amarillo palido con un olor parecido al
ajo. Un pesticida que puede ser absorbido en un vehiculo sélido o se
mezcla en un liguido mas inflamable

e Color: aceite liquido mévil amarillo palido

e Olor: Posee un olor a ajo

e Punto de ebullicién:136-139 ° C @ 2 mm Hg

e Punto de inflamabilidad: No combustible (EPA, 1998)

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 15
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e Solubilidad: Miscible en n-hexano , diclorometano , 2-propanol , tolueno

Sol,enagua,30mg/l @ 20°C

e Densidad:1.196 @ 25°C/4°C

e Presion de vapor :1.05X104“mmHga20°C

e LogP: log Kow = 3,99

e Estabilidad: Hidroliza muy lentamente en solucion acuosa.

e Descomposicion: Cuando se calienta hasta la descomposicion emite
humos toxicos de 6xidos de fésforo / azufre y 6xidos /.DT50 (estimado) 10,7
dias (pH 4), 8,2 7 dias (pH), 9.1 dias (pH 9) (22 ° C)

3.6.3. PROPIEDADES ESPECTRALES

e Intensos picos de masa espectral: 322 m/ z (100%), 202 m/ z (53%), 97 m
/| z (48%), 266 m / z (39%)
e Indice de refraccion: 1.4753 a 25 °C y sodio luz

GC-MS
Namero NIST 125497
biblioteca biblioteca principal
Picos totales 184
m / z en Peak 322
m / z segunda mas alta 29
m / z tercera mas alta 97

Tabla2. Propiedades sulfotep. pubchem.ncbi.nlm.nih.go

Sulfotep
El mass spectrum, top peals displayed
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Figura 10.Espectro de masas.2014 by the U.S. secretary of commerce

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 16


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/sodium
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/rest/pug_view/data/key/802904_1

0N
)
Univevsidad Mayer de San ndvés 2/
Cierncias Cutirnicas LABSER SRL.

MECANISMO DE ACCION: es aproximadamente la mitad tan toxico como
paration aguda su principal efecto toxico es la inhibicibn de la colinesterasa,
inhibidor de la colinesterasa

Estabilidad y reactividad: Las reacciones de aire y agua Insoluble en agua.
Grupo reactivo Esteres de sulfato, ésteres, fosfato ésteres, ésteres, tiofosfato y
borato Esteres anhidridos.

Toxicidad: Informacion Toxicolégica. No puede ser clasificado como un
carcinébgeno humano

3.7. METODOS EMPLEADOS EN EL ANALISIS DE RESIDUOS DE
PESTICIDAS EN ALIMENTOS El andlisis de pesticidas en alimentos esta sujeto a
la complejidad de la matriz y a las concentraciones bajas a las cuales estos
compuestos estan presentes. Por lo tanto, la extraccion de los residuos constituye
el paso mas critico. Este paso consiste en la extraccion de los analitos desde su
matriz con un disolvente apropiado, opcionalmente se puede realizar la remocion
de sustancias que podrian causar interferencias mediante varios pasos de
limpieza y finalmente, la reduccion del volumen del disolvente en el extracto antes
del analisis instrumental (Patnaik, P., 2004).

Después de la extraccion, el analisis se continua comunmente con la separacion
de los analitos empleando cromatografia de gases (GC) o cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC), acopladas a uno o varios detectores selectivos para la
determinacion, identificacion y cuantificacion de residuos de pesticidas.

3.7.1. METODOS DE EXTRACCION DE RESIDUOS DE PESTICIDAS EN
ALIMENTOS.

El reto en la extraccidon de pesticidas es maximizar la recuperacion de los analitos
y minimizar las interferencias mediante el uso de una extraccion apropiada. El
proceso de extraccion comienza con separar los analitos de la matriz y presentar
el material en una forma que pueda analizarse mas facilmente. La extraccion
selectiva de analitos se basa en sus diferentes caracteristicas y propiedades
guimicas y fisicas, como: peso molecular, carga, solubilidad, polaridad, volatilidad.

Se han propuesto muchas opciones para el pre-tratamiento y extracciéon de
residuos de pesticidas en alimentos. En la mayoria de estas, el proceso de
extraccion usualmente involucra la homogenizacién de la muestra con un
disolvente organico, solo o en mezcla, usando un homogeneizador, mezcla
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desconocida como extraccion liquido-liqguido o extraccion solido-liquido,
dependiendo de la naturaleza de la muestra.

3.7.2. EXTRACCION CON DISOLVENTES ORGANICOS.

Es la técnica mas usada, principalmente por la facilidad de uso y la amplitud de
aplicacion. El proceso de extraccion varia ligeramente dependiendo si la muestra
es liquida o sélida. Las muestras soélidas se homogenizan antes de la extraccion
mediante la molienda, mezclado, agitado, aplastado, macerado, presurizado y
pulverizado. Después, una porcion se licda o agita con un disolvente organico o
con una mezcla de diferentes disolventes organicos. Después de agitar
correctamente, puede centrifugarse y la fase organica se evapora para obtener un
volumen pequefio, 0 a la fase organica se le agrega sulfato de magnesio anhidro
(MgSO0Oa4) para eliminar el agua presente en la muestra. , el MgSO4 se separa,
mediante centrifugacion o filtracion, y el sobrenadante se concentra o inyecta
directamente en el cromatografo de gases.

Generalmente es necesario evaporar o concentrar el extracto para disminuir el
volumen del disolvente. La concentracion ayuda a reducir los limites de deteccion.

Ya que las muestras alimenticias son complejas, suelen ser necesarios pasos de
limpieza, para eliminar pigmentos, proteinas, azucares y acidos grasos que
interfieren con la deteccion de pesticidas a niveles de trazas y aunque éstos
consumen tiempo, se incluyen para evitar contaminacion del sistema de GC, de
esta manera se reduce la cantidad de interferencias que provocan pérdida de
resoluciéon, aunque aumenta el costo del analisis (Columé, A. et al., 2001).

El acetonitrilo es un disolvente polar, miscible en agua pero con suficientes
propiedades dispersivas (hidrofébicas) para extraer eficientemente tanto residuos
de pesticidas polares como no polares desde alimentos no grasos.

Se prefiere en el andlisis de rutina de laboratorios por su simplicidad, rapidez y
altas recuperaciones de compuestos que se encuentran en un amplio intervalo de
polaridad. (Garrido-Frenich, A. et al., 2004 y 2005; Martinez-Vidal, J. L. et al., 2002
y 2006).

Otras técnicas de extraccion empleadas para analisis de pesticidas en alimentos
son QUEChERS que es la abreviacién en inglés de las palabras: rapido, facil,
barato, efectivo, robusto y seguro; extraccion con fluidos supercriticos, extraccion
dispersiva en fase sdlida, extraccion en fase soélida y micro-extraccion en fase
solida, extraccion asistida con microondas, entre otras. En la Tabla 3 se muestran
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algunos de los andlisis de pesticidas en vegetales empleando diferentes técnicas
de extraccion, se observan los disolventes empleados y los pesticidas detectados

en dicho anélisis.

Técnica de

extraccion Disolvente Pasos de limpieza  Pesticidas identificados Referencia
Fernandez-Moreno, J.
Extraccion Isocarbofos L. et al, 2008
QuEChERS* Acetonitrilo dispersiva en fase . y Mezcua, M. et al., 2009
P metil isofenfos
solida Lambropoulou, D. A;
Albanis, T. A., 2007
Garrido-Frenich, A. et
De 31 a 130 pesticidas al., 2004 y 2005
multi-clase Martinez-Vidal, J. L. et
Acetato de etilo al. 2006
Extraccidn
A . . Lambropoulou, D. A;
disper siva en fase 78 pesticidas multiclase ‘Albanis, T. A, 2007
solida
561151;- Acetonitrilo dispiﬁigcéil}ase 151 pesticidas multi- Plaza-Bolafios, P. et al.,
iquido :
q sélida clase 2007
L . Lambropoulou, D. A;
72 pesticidas multi-clase ‘Albanis, T. A, 2007
. Endosulfin, Martinez-Vidal, J. L. et
Diclorometano metamidofos, metalaxil al., 2002
Pesticidas Butler, ].; Conoley, M.
clorados 2007.
. Lambropoulou, D. A.;
Acetona Clorpirifos ‘Albanis, T. A, 2007
lﬁ'qlildo_ Af:eto‘na, etery Emacc!o.n en fase 13 pesticidas multi-clase ~ Araoud, M. et al,, 2007
liquido diclorometano solida
Fluidos . . Lambropoulou, D. A;
supercriticos €0z Pesticidas multi-clase Albanis, T. A, 2007
Asistida con Micro-extraccidn Blfe;:;;;;ﬂi‘c;;l;amn' Lambropoulou, D. A;
microondas en fase sdlida . ny Albanis, T. A., 2007
A-cihalotrin

*QuEChERS: rdpido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro.

Tabla3. Técnicas de extraccion, Martinez-Vidal, 2002

3.7.3. METODOS DE SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
PESTICIDAS.

Una vez obtenido el extracto organico, la mezcla de pesticidas se separa mediante
técnicas instrumentales como cromatografia de gases (GC) o cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). La identificacidon y cuantificacion de los
pesticidas se realiza con detectores selectivos que se encuentran acoplados al
equipo de GC 6 HPLC. Las técnicas cromatograficas permiten una aproximacion
eficiente en el andlisis de pesticidas. La espectrometria de masa (MS)
generalmente se prefiere como detector y sus resultados tipicamente son
incuestionables (Rubinson, K. A.; Rubinson, J. F., 2001).

En el analisis de pesticidas es importante cubrir el aspecto cuantitativo y
cualitativo.
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Una respuesta cuantitativa no debe darse sin un grado aceptable de conocimiento
cualitativo para que el resultado de la medicidn esté relacionado solamente con el
analito y no con algo mas. Es importante entender tres conceptos en el andlisis de
pesticidas.

1. La determinacion es un resultado cuantitativo que se obtiene a partir de un
método que alcanza un desempefio aceptable para el propésito del analisis
(cromatografia de gases (GC) con detector selectivo de un elemento).

2. La identificaciébn es un resultado cualitativo de un método capaz de proveer
informacion estructural (deteccion MS) que es aceptable para el proposito del
analisis. La confirmacion es la combinacion de dos o mas andlisis que aportan el
mismo resultado (idealmente usando métodos de selectividad ortogonal, basados
en diferentes mecanismos quimicos).

3. La confirmacion requiere que un resultado confirme el otro, asi al menos se
necesitan dos analisis. (Rubinson, K. A.; Rubinson, J. F., 2001).

3.7.3.1. TECNICAS DE SEPARACION: CROMATOGRAFIA.

La cromatografia permite separar entre si los componentes de una sustancia, y su
gran aplicabilidad se debe a la variedad de condiciones que pueden utilizarse para
separar dichos componentes. Se pueden utilizar fases moviles distintas (gases,
liquidos o fluidos supercriticos) y fases estacionarias distintas (minerales,
polimeros organicos e inorganicos o solidos recubiertos de liquidos (Rubinson, K.
A.; Rubinson, J. F., 2001).

Medidor de
pompas de jabon ™ Registrador
Jeringa ~_
Detector Jj}_ Electrometro
o
Regulador de ST puente
presion a Rotametro isor (f|_~ Inyector
dos niveles de flujo
N &
sty [an]
Controlador
del flujo
Sistema para
X Botella &6l el tratamiento
de gas olumna de datos
portador

Horno termostatizado
para la columna

Figura 11.Esquema de un cromatdgrafo de gases
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La eleccion entre la GC y HPLC depende de las caracteristicas fisicoquimicas de
los pesticidas. La GC se emplea principalmente para pesticidas que se vaporizan
facilmente sin degradarse, con puntos de ebullicion por debajo de los 250°C y
polaridades bajas o intermedias en el analisis. En cambio, HPLC se utiliza para
pesticidas muy polares que no son facilmente vaporizables, con puntos de
ebullicion por encima de los 200°C y que son labiles.

Actualmente el andlisis de pesticidas mediante GC, involucra el uso de columnas
capilares, las cuales poseen diametros internos (d.i.) menores a 1 mm, paredes
generalmente recubiertas de una pelicula de fase estacionaria.

Las columnas capilares empleadas en la GC para el analisis de pesticidas en
alimentos habitualmente poseen una fase estacionaria generalmente de polimeros
de polisiloxano o polietilenglicoles. Ademas, debido a que los pesticidas en la
muestra son de polaridad baja, las columnas capilares son de polaridad baja y se
prefieren aquellas con menor sangrado (ms) y superficies inertes. Las columnas
capilares Factor Four de Varian Inc. y las de Agilent Technologies son las mas
utilizadas en los andlisis de residuos de pesticidas.

e Cromatografia gas-liquida
Detectores:

ECD (Detector de captura de electrones). Tiene alta sensibilidad para compuestos
halogenados como plaguicidas organoclorados y menor para algunos piretroides
sintéticos.

TSD (Detector termoidnico especifico para nitrégeno y fosforo). Tiene alta
sensibilidad para compuestos organofosforados y algunos N-metilcarbamatos con
menor sensibilidad.

MASA. Este detector nos da una oOptima confirmacién de resultados debido a la
informacion sobre tiempo de retencidn y espectro de masa. Trabajando en modo
SCAN monitoreamos todo el espectro m/e y podemos identificar comparando con
tatos de biblioteca (Nist, Wiley, Fleger, Tox y particulares) pero llegamos para
algunos compuestos a 0,1 ppm. La sensibilidad aumenta en modo SIM donde se
eligen iones especificos y caracteristicos del plaguicida que se quiere confirmar.
Para tener sentido confirmatorio se deben considerar por lo menos tres
fragmentos de distinta relacibn m/e. Se alcanzan para algunos plaguicida 0,01

ppm.
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Tipo

Caracteristicas

Referencia

Conductividad
térmica

lonizacidn de
llama (flama)

Captura de
electrones

Fotométrico de
llamay
nitrégeno-
fasforo

Detector universal
Mide cambios en la conduccion del calor. Se emplea para
identificar hidrocarburos, medir hidrégeno o aire en COz

Detector universal
Mide corrientes idnicas de pirdlisis. S6lo para hidrocarburos pues
permite detectar los iones de C que se forman durante la
combustién a temperatura alta. La mayor desventaja es que no
puede emplearse para detectar Hz20, N2 y CO2

Detector selectivo para compuestos que contiene dtomos con
afinidad electrénica elevada
Se emplea para identificar pesticidas organoclorados. Empleado
en andlisis de frutas, vegetales, jugos. cereales, especias, nueces,
carne, pescado, queso, entre otros. Proveen resultados ambiguos.
Esta sujeto a interferencias por la matriz

Detector selectivo para compuestos que contienen S6 Py NG P,
respectivamente
Detectan pesticidas organofosforados. Proveen resultados
ambiguos. Estdn sujetos a interferencias por la matriz

Rubinson, K A
Rubinsen, . F. 2001

Rubinson, K A
Rubinsen, . F. 2001

Pang, G.-F. et al,
2006

Kotretsouw, 8. L et al.,
2006

Uresti-Martin, R. M.
etal, 2008
Rubinson, K A
Rubinsen, . F. 2001

Kotretsouw, 8. L et al.,
2006

Tipo

Caracteristicas

Referencia

Detector Hall

Detector
infrarrojo de
transformada
de Fourier

Espectrometria
de masa (MS)

Detector especifico para compuestos que contienen un halégeno, S
N

Moléculas polares
En andlisis de composicién quimica y propiedades fisicas, puede
proporcionar informacién en tiempo real. Puede realizar andlisis
cuantitativo de compuestos orgdnicos, inorgdnicos y sales

Detector universal

- Un analizador de masa: Altamente sensible para la elucidacién
estructural de compuestos quimicos. Herramienta 1itil debido a la
disponibilidad de bibliotecas con espectros de pesticidas. Popular
en el andlisis de contaminantes en alimentos

- Captura de iones o trampa de iones: Adecuada cuando se emplea
la extraccion con fluidos supercriticos. Ahorra tiempo, esfuerzo y
dinero debido a su habilidad para cuantificar ¥ confirmar una
variedad de analitos a concentraciones de trazas en una matriz
compleja con una simple inyeccién. Permite realizar masa en
cascada multi-etapa

- Triple cuadrupole (QgQ): Permite realizar masa/masa o en
cascada (MS/MS). Selectividad y sensibilidad en ppm y ppt de
pesticidas en muestras complejas como frutas y vegetales. Permite
detallar la informacién estructural de un idn fragmento o la
identificacion de compuestos encontrados en estas mezclas
complejas. El incremento de selectividad de esta técnica reduce la
influencia de la matriz y también de los limites de deteccidn bajos

Rubinson, K. A.;
Rubinson, J. F. 2001

Rubinson, K. A.;
Rubinson, J. F. 2001

Lehotay. S. ]. ef al..
1997

Rubinson, K. A.;
Rubinson, ]. F. 2001.

Martinez-Vidal, J. L.
etal., 2002

Kotretsou, 8. L et al.,
2006

Tabla 4. Propiedades de los detectores para GC.

Principio de funcionamiento del cromatégrafo de gases:

La separacion se efectda porque los diferentes componentes de la
gases interactian con la fase fija. Los que mas sean afines a la fase fija, tardan
mas en salir del tubo y los otros tardan menos. Con este principio, la separacion

de los componentes.

mezcla de

Luego, a la salida pones un detector que analiza los gases y te informa que
componente sale primero y cual después, a medida que sale se van quemando y
por la cantidad de calor sabemos la cantidad y por el tiempo en que salen la
sustancia que es y la concentracién de cada componente.
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3.7.4. QUINUA:

UN PROCESO GC

Muestra

-MS

[T
/|
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\l
.|

Lead g
|

Figura 12.Esquema de un cromatdgrafo de gases/masas

La quinua o quinoa, (Chenopodiumquinoa), es un pseudocereal de la familia
Chenopodiaceae que se produce en los Andes de Argentina, Bolivia, Chile,
Colombia, Ecuador y el Pert ademas de los Estados Unidos, siendo Bolivia el
primer productor mundial seguido de Pera y los Estados Unidos.
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Fue cultivada en los Andes bolivianos principalmente y también en los
ecuatorianos y peruanos desde hace unos 5.000 afos. Este cultivo, al igual que la
papa fue uno de los principales alimentos en muchos pueblos andinos de la
antigliedad preincaica.

3.7.4.1. VALOR NUTRITIVO

Un alimento es valorado por su naturaleza quimica, por las transformaciones que
sufre al ser ingerido y por los defectos que produce en el consumidor.

La quinua constituye uno de los principales componentes de la dieta alimentaria
de la familia de los Andes, fue base nutricional en las principales culturas
americanas.

La Quinua como proteina vegetal ayuda al desarrollo y crecimiento del organismo,
conserva el calor del organismo, conserva el calor y energia del cuerpo, es facil de
digerir, forma una dieta completa y balanceada.

3.7.4.2. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA QUINUA

Componentes || Contenido de 100 g Valores diarios
de parte recomendados(basado
comestible en una dieta de 2000
calorias)
Calorias 351
Humedad 9.40-13 %
| Carbohidratos || 53.50-74.30g || 300 g |
Fibra 2.10-490¢g 259
| GrasaTotal || 5.30-6.40g || 66 g |
Lisina 6.80-8.50 g
| Proteinas || 11.00-21.30g || |
| Metionina I 2.1 mg I |
| Treonina I 4.5 mg I |
| Triptofano I 1.3 mg I |

Tabla 5.Fuente: U. Bracco, Nestlé Research Centre
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CAPITULO 4

4.1. JUSTIFICACION.-

El uso de plaguicidas en Bolivia se remonta a la década de los afios 50. Luego de
la revolucién del afiol952 en la cual la propiedad de la tierra pas6é a manos del
campesino, junto con la implementacién de la denominada “marcha hacia el
oriente”, se produjo como consecuencia una importante migracion a la amazonia
boliviana y el comienzo del uso de plaguicidas.

La importacion de plaguicidas fue incrementdndose de manera importante desde
el afio 1994 cuando el registro de ese afio alcanzé las 2000 toneladas de las
cuales el 65% eran herbicidas, 23% insecticidas, 7%fungicidas y un 5% destinado
para otros usos, con un crecimiento anual del 12%. Para marzo de 1997
ingresaron legalmente a Bolivia 426 insumos agricolas comerciales y en el afio
1999 se importaron 10.000 toneladas de plaguicidas. El registro de agroquimicos
para el 31 de diciembre de 2000 mostr61084 agroquimicos de los cuales 857 eran
plaguicidas. Cabe mencionar también el incremento elevado del uso de
fertilizantes estimado en 364.924 Kg para el afio 1997 y de 35.420.130 para el
afio 2006

Importacion de Plaguicidas en
Kgs/ano. Bolivia 1997-2008
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Figura 13. Datos de importaciones en Bolivia, PLAGBOL
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Problematica del uso de plaguicidas en Bolivia:
En general son muchos los factores que afectan la ocurrencia de las
intoxicaciones por plaguicidas en el pais, pese a los esfuerzos realizados en los
ultimos afios. Entre aquellos podemos destacar los siguientes:
e Uso indiscriminado de plaguicidas.
e Escasa o inadecuada informacion.
e Falta de medidas de inspeccion, vigilancia y control por parte de las
autoridades sanitarias.
e Debilidad del Sistema de Vigilancia en Salud Publica de los plaguicidas
e Poca cobertura de programas de capacitacion, falta de continuidad y
seguimiento a los procesos y desintegracion por parte de las entidades
ejecutoras de los mismos.
Es importante contar en el pais con laboratorios que brinden servicios de analisis
de alimentos, y méas aun sobre analisis de trazas de pesticidas.
El con el presente trabajo se pretende tener un método optimo, a la hora de
analizar (CIPERMETRINA, CLORPIRIFOS, SULFOTEP.) en muestras de quinua.
Ya que a partir de los resultados se daran inicio a varios trabajos posteriores como
el analisis de trazas, la validacion del analisis, y la acreditacion del Laboratorio
LABSER.
Para sustentar los resultados de los analisis de residuos de pesticidas
(cipermetrina, clorpirifos, sulfotep.) realizados en alimentos, es primordial emplear
técnicas y metodologias sistematicas que permitan la extraccion, separacion,
identificacion y cuantificacion, Conocer los rendimientos mas factibles a la hora de
analizar quinua.
Para posteriormente realizar la validacion los métodos considerando varios
parametros de calidad, entre ellos, precision (repetitividad y reproducibilidad),
limites de deteccion (LDD) y limites de cuantificacion (LDC).
Con los resultados del presente trabajo también se puede sugerir el uso de un
estandar interno adecuado, que tenga casi las mismas caracteristicas del analito a
cuantificar.

CAPITULO 5
5. DATOS DE LA EMPRESA.-

LABSER S.R.L.

Laboratorio que presta servicios de analisis de alimentos y aguas, con una amplia
gama de ensayos fisicoquimicos, toxicoldgicos, nutricionales y microbiolGgicos,
atendiendo las necesidades de los clientes, autoridades reguladoras y otros
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actores de la cadena alimentaria, en el marco del control de la inocuidad y calidad
de los alimentos.

LABSER SRL, que consiste en un moderno laboratorio que presta servicios de
analisis de alimentos y aguas, con una amplia gama de ensayos fisicoquimicos,
toxicoldgicos, nutricionales y microbioldgicos.
El emprendimiento es una iniciativa de profesionales bolivianos que apostaron por
la innovacion tecnoldgica y de andlisis quimicos del agua y los alimentos, ademas
tuvo apoyo de la Cooperacion Europea y del Programa de Apoyo al Sector Privado
El uso de estos componentes debe ser regulado y ademas deben estar
enmarcados dentro los limites aceptables y de acuerdo a norma. Por ello, el
laboratorio prestara su servicio al publico en general, para la identificaciéon de
quimicos nocivos.
El laboratorio presta servicios a autoridades reguladoras y a otros actores de la
cadena alimentaria, en el marco del control de la inocuidad y calidad de los
alimentos, entre otros. Ademas, LABSER SRL prevé dar respuesta a las
necesidades también de los productores agricolas, industria alimenticia, sociedad
en conjunto, asi como de organismos de control privado y estatal, debido a que en
la actualidad no existe un laboratorio de esta gama de servicios que permita
realizar analisis. En los siguientes dias, en el marco de la norma 17025 de
acreditacion y cumpliendo las normas nacionales e internacionales. El moderno
laboratorio se encuentra en la ciudad de El Alto, ubicado en la zona Senkata
Urbanizacion virgen del Carmen, avenida 12 de Diciembre numero 2824. Para
mayor informacion, los interesados pueden contactarse a través de la pagina,
www.labser.com.bo - info@labser.com.bo, o llamar al teléfono + 591- 280 8257.

(Fuente: www.labser.com.bo)

Figura 15. Moderno laboratorio LABSER SRL.
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CAPITULO 6

6. METODOLOGIA.-

La extraccion solido—liquido QUEChERS y la GC-MS permiten la separacion,
identificacion y cuantificacién inequivoca de los pesticidas, CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS, SULFOTEP, (entre algunos de la gran variedad) en ppm
presentes en la quinua.

El método presenta un rendimiento, el cual obtiene un valor tras en el estudio y
aplicacion de los componentes de matriz del analito. Entonces para obtener un
rendimiento alto se deben optimizar las condiciones del método se pretende
realizar un estudio adicionando un patron a una muestra organica (que no
presente pesticidas) y obtener el rendimiento de la extraccion y lavado.

Para el desarrollo del proyecto se propuso la realizacion de etapas, las cuales
contienen tareas y actividades que permitian secuencialmente ir cumpliendo los
objetivos especificos y finalmente la culminacién del trabajo de investigacion.

Las etapas en las que se divide el proyecto son:
6.1. ETAPA DE ANALISIS PRELIMINAR

Caracterizar los reactivos de extraccion y ademas de caracterizar las moléculas de
los pesticidas cipermetrina, clorpirifos y sulfotep. Teniendo en cuenta sus
propiedades fisicoquimicas dentro de la matriz y posibles resultados a la hora de
la extraccion y lavado.

Familiarizarse con el funcionamiento y manejo de programas en el equipo.
Cromatografo GC/MS

6.2. ETAPA DE EXPERIMENTACION.-
Para la fase de experimentacion se pretenden realizar las siguientes actividades:

1) Se preparan las curvas de calibracion a partir de patrones CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS, SULFOTEP previamente una solucién madre de 10 ug/mL y
posteriormente preparar soluciones para los puntos 0,5; 0,3; 0,2; 0,1; 0,08;
0,05; 0,03 pg/mL
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2) Extraccion solido—liquido de los pesticidas en quinua, chia y sésamo
empleando acetonitrilo como disolvente. Utilizando sobres de sales
QUEChERS Aguilent, sobres de sales QUEChERS, Supelco, sales del
método QUEChERS como reactivos sigma por pesaje.

3) Para el lavado, se analizan las variables de las sales de lavado: Aguilent,
supelcoZsep+, Supelco Z sep/C18, y por pesaje de las sales como reactivos
sigma.

4)  Verificar el cumplimiento las condiciones de operacion en el equipo de GC-
MS, establecido por método QUEChERS segun norma EN para pesticidas
empleado en laboratorio LABSSER SRL.

5) Realizar barridos cromatograficos (GC/MS) de las extracciones salen segun
el tiempo de retencién, en SCAN que muestra todos los picos que tenga la
matriz y en SIM que muestra solo los picos de interés para posteriormente
obtener el area del pico a una concentracion y asi la comparacion de los
resultados con la de la curva de calibracion.

6) Caracterizar segun los tiempos de retencion de los cromatogramas los
pesticidas y posibles moléculas interferentes.

7) Realizar variables en la extraccion con diferentes sales de extraccion y
lavado.

8) Realizar un andlisis de los cromatogramas, para cada pesticida
considerando los iones producto cuantificadores y la relacién de areas entre
éste y el estandar interno.

9) Obtener el rendimiento de extraccion de los plaguicidas (CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS, SULFOTEP) y determinar el mas 6ptimo para muestras de
quinua.

6.3. ETAPA DE ANALISIS DE DATOS
e Procesamiento de datos.

e Presentacion e interpretacion de los resultados.
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CAPITULO 7

7. MATERIAL Y REACTIVOS:

El presente trabajo de investigacion se realizé en los predios de Laboratorios
LABSER SRL; Los materiales y reactivos fueron dotados por el Laboratorio, donde
las caracteristicas de los materiales y reactivos utilizados son:

7.1. MUESTRAS:

Las muestras fueron dotadas en los mismos laboratorios, de procedencia de la
empresa SINDAN ORGANIC. Siendo materia de exportacién a Europa

7.1.2 MUESTRA DE QUINUA:

Figura 16. muestras de quinua , fuente propia.2016

7.2. PATRONES DE PESTICIDAS:

PESTICIDA PUREZA MARCA CONCENTRACION | SOLVENTE

CIPERMETRINA 96.7% accuStandar 10000pg/mi Acetonitrilo

CLORPIRIFOS 98% accuStandar 1000 pg/mi Acetonitrilo
SULFOTEP 99.4% accuStandar 1000 pg/mi Hexano

TABLA 6. Datos de los certificados accuStandar
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7.3. SOLVENTE:
Solvente Pureza grado Marca Simbolo
ACETONITRILO 99.98% HPLC SIGMA ACN
TABLA 7. Datos de los certificados Sigma
7.4. REACTIVOS PARA LA EXTRACCION, METODO QUECHERS:
Reactivo Descripcion Pureza Marca Foto
%
Sobre QUEChERS Cloruro de sodio
1g. AgilentTecnologies
Sulfato de
Magnesio 4 g NO
Citrato de sodio | DISPONE
1g
Citrato acido de
sodio
sesquihidratado
0.5g.
Supel Que: Cloruro de sodio 99.5
citrate/sodiumbicarbonate 1g.
55237-U Sulfato de 98.5
Magnesio 4 g
Bicarbonato de 99.9
Sodio 59 SUPELCO
Citrato de sodio 99.2
19 98.5
Citrato acido de
sodio
sesquihidratado
0.5¢.
Citrato acido de sodio 0.5g¢. 99.5 SIGMA
sesquihidratado
Sulfato de Magnesio 49 97.2 SIGMA
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Citrato de sodio

1g

98.5

SIGMA

Cloruro de sodio

1g.

99.8

SIGMA

TABLA 8. Datos reactvos

7.5 REACTIVOS PARA EL LAVADOFORMULACION SEGUN METODO:

Reactivo Descripcion Pureza % Marca Foto
DISPERSIVE PSA 25 mg. N/D* Agilent
2MI, Fatty C18EC 25mg N/D* Tecnologies
Samples en w/ch sulfato de 98.5
magnesio 150
mg.
SupelQuE zZ- 20 mg Z-sep N/D* SUPELCO
Sep/MgSOgtube | 150 mg MgSOg4
55417-U
SupelQuE Z- 20 mg Z-sep N/D* SUPELCO
Sep/C18 50 mg C18
tube55284-U
PSA 25 g. 99.5 SIGMA
Sulfato de 150 mg. 97.2 SIGMA
Magnesio
C18 10mg 98.5 Agilent
Tecnologies
carboén grafito 8mg. 99.8 SIGMA

TABLA 9. Datos reactvos *N/D no dispone

7.6. OTROS REACTIVOS:

e Sulfato magnésico anhidro >98% (MgSOQa)

e PSA (referencia 12213024)

e Acetonitrilo (MeCN)
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¢ Citrato sodico tribasico

e Citrato sodico dibasico sexquihidrato

e Cloruro sédico (CINa)

e Disoluciones de patrones de plaguicidas.
e Hidréxido de sodio

e Acido formico al 5%

7.7. MATERIALES, APARATOS Y EQUIPQOS:

e Tubo centrifuga Falcon de 50 ml.

e Matraz de fondo redondo de 50ml.

e Mortero de porcelana de 150 ml

e Balanza analitica.

e Dispensador de disolvente de 15 ml y botella de 2.5 L
e Centrifuga para tubos Falcén de 50 mi

e Mini centrifuga para tubos Falcon de 15 ml.

e Agitador Vortex.

e Espatulas.

e Pipetas automaticas.

e Pipetas Pasteur.

e Embudos.

e Viales de 2 ml con tapdn de rosca y septum para inyector automatico.
e Insertos para viales de 450 pl.

e Papel pH

e Tubos de centrifuga de 2 ml

e Equipo GC/MSD 5977B de inyeccion automatica.

CAPITULO 8
8. METODOLOGIA
8.1. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PATRON.-

e Preparar una solucion madre de 10 pg/mL de CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS y SULFOTEP, a partir de patrones.
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e Preparar diluciones en viales de 2 ml, para concentraciones de: 0,5;
0,3; 0,2; 0,1; 0,08; 0,05; 0,03 pg/mL en CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS Y SULFOTEP, utilizando ACETONITRILO como
disolvente

e Realizar las curvas por triplicado

8.2. PREPARACION DEL SULFATO MAGNESICO ANHIDRO.-

e Calentar el Sulfato magnésico anhidro a 500 °C durante 5 horas en la mufla
previa a su uso para eliminar los ftalatos.

8.3. PREPARACION DE LA MUESTRA .-

e Cuartear una muestra de 100g de QUINUA ORGANICA, de la cual se debe
realizar la molienda con molino para material seco de muestra y
homogeneizarla, guardandola en cajas Petri boca ancha.

e Pesar 5.000 g. de quinua molida y Fortificar la quinua con una solucién mix
de los patrones pesticidas para obtener una concentracion de 0.3 pg/ml de
pesticida.

8.4. EXTRACCION DE PESTICIDAS EN LA QUINUA .-

8.4.1. EXTRACCION A:

e Pesar en tubo Falcon de 50 ml 5 g de muestra.

e Afadir 10 ml de agua tipo 1 a 4°C

e Afiadir 10 ml Acetonitrilo

e Afadir patron de Mix (CIPERMETRINA, CLORPIRIFOS,SULFOTEP)
concentracion final de 0.3 pg/mL

e Afadir, 4 g de MgSO4 activado, 1 g de CINa, 1 g de Citrato sodico
tribasico y 1,5 g de Citrato sédico dibasico sesquihidratado

e Tapar el tubo y agitar en vortex durante 120 s. Introducirlos en la
centrifuga y centrifugar durante 5 min a 5000 rpm.

e Separar la fase organica en un tubo falcon de 15 mL.

e Refrigerar durante 2 h. a -20°C

e Se toma 1ml de la fase organica sobre un tubo centrifuga en el que
previamente se han pesado 0,150 g de MgSO4 y 0,025 g de PSA,
0.010 g de carbon grafito y 0.010 g de C18, centrifugando en la mini
centrifuga durante 5 min a 5000 rpm.

e Se toma una alicuota de 400 pl del sobrenadante en un tubo de
inserto vial y se le adiciona 6 pl de acido formico al 5% en
Acetonitrilo.

Unite. Freddy Mamari Guticvrez Pé4gina 34



o
Universidad Mayer de San Andvés =
Clencias Cuinmicas LABSER SRL.

e Realizar la prueba por triplicado.

8.4.2. EXTRACCION B:

e Pesar en tubo Falcon de 50 ml 5 g de muestra.

e Afadir 10 ml de agua tipo 1 a 4°C

e Afadir 10 ml Acetonitrilo

e Afadir patron de Mix (CIPERMETRINA, CLORPIRIFOS,SULFOTEP)
concentracion final de 0.3 pg/mL

e Afadir, un Sobre QUEChERS (Agilent Tecnologies)

e Tapar el tubo y agitar en vortex durante 120 s. Introducirlos en la
centrifuga y centrifugar durante 5 min a 5000 rpm.

e Separar la fase organica en un tubo falcén de 15 mL.

e Refrigerar durante 2 h. a -20°C

e Setoma 1ml de la fase organica sobre un tubo centrifuga Dispersive
2ml, Fatty Samples en w/ch, centrifugando en la mini centrifuga
durante 5 min a 5000 rpm.

e Se toma una alicuota de 400 ul del sobrenadante en un tubo de
inserto vial y se le adiciona 6 pl de &cido formico al 5% en
acetonitrilo.

e Realizar la prueba por triplicado.

8.4.3. EXTRACCION C:

e Pesar en tubo Falcon de 50 ml 5 g de muestra.

e Afadir 10 ml de agua tipo 1 a 4°C

e Afadir 10 ml Acetonitrilo

e Afadir patron de Mix (CIPERMETRINA, CLORPIRIFOS,SULFOTEP)
concentracion final de 0.3 pg/mL

e Afadir, sales de SupelQuE: citrate/sodiumbicarbonate 55237-U,
tapar el tubo y agitar vortex durante 120 s. Introducirlos en la
centrifuga y centrifugar durante 5 min a 5000 rpm.

e Separar la fase organica en un tubo falcon de 15 mL.

e Refrigerar durante 2 Horas a -20°C

e Se toma 1ml de la fase organica sobre un tubo centrifuga SupelQuUE
Z-Sep/MgSOs tubeb55417-U mas 0.010g de carbdn grafito,
centrifugando en la mini centrifuga durante 5 min a 5000 rpm.

e Se toma una alicuota de 400 pl del sobrenadante en un tubo de
inserto vial y se le adiciona 6 ul de &acido férmico al 5% en
Acetonitrilo.

e Realizar la prueba por triplicado.
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8.4.4. EXTRACCION D:

e Pesar en tubo Falcon de 50 ml 5 g de muestra.

e Afadir 10 ml de agua tipo 1 a 4°C

e Afadir 10 ml Acetonitrilo

e Afadir patron de mix (CIPERMETRINA, CLORPIRIFOS,SULFOTEP)
concentracion final de 0.3 pg/mL

e Afadir, sales de SupelQuE: citrate/sodiumbicarbonate 55237-U
Tapar el tubo y agitar vortex durante 120 s.

e Introducirlos en la centrifuga y centrifugar durante 5 min a 5000 rpm.

e Separar la fase organica en un tubo Falcén de 15 mL.

e Refrigerar durante 2 Hrs a -20°C

e Se toma 1ml de la fase organica sobre un tubo centrifuga SupelQUE
Z-Sep/C18 tube55284-U mas 0.010g de carbon grafito, centrifugando
en la mini centrifuga durante 5 min a 5000 rpm.

e Se toma una alicuota de 400 pl del sobrenadante en un tubo de
inserto vial y se le adiciona 6 pl de &cido férmico al 5% en
acetonitrilo

e Realizar la prueba por triplicado.

8.5. DETERMINACION CROMATOGRAFICA .-
8.5.1. PARA LAS CURVAS DE CALIBRACION:

e Se toman los viales de las soluciones patron y con la ayuda del
software se realiza el barrido cromatografico en SCAN en el equipo
GC/MSD 5977B de inyeccion automatica.

e Se determinan los tiempos de retencion de los pesticidas

e En el equipo con el detector de masas se reconoce las moléculas
observando su abundancia de los iones.

e Se determina el area del pico en SIM y se realiza la curva con las
diferentes concentraciones

8.5.2. PARA LAS MUESTRAS

e Se toman los viales de las muestras, mas el blanco de acetonitrilo y
con la ayuda del software se realiza el barrido cromatografico en
SCAN en el equipo GC/MSD 5977B de inyeccién automatica.

e Se determinan los tiempos de retencion de los pesticidas
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e En el equipo con el detector de masas se reconoce las moléculas
observando su abundancia de los iones.

e Se determina el area del pico en SIM

8.5.3. ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION:

e Se grafica la curva érea vs. Concentracion.

e Se ajusta por regresion lineal.

e Se obtiene la ecuacién de la recta y el factor de correlacion.
e Se calcula la concentracion del plaguicida en la muestra

e Se calcula el valor del coeficiente de rendimiento del método.

CAPITULO 9
9. PARTE EXPERIMENTAL
9.1. PROCEDIMIENTOEXPERIMENTAL

9.1.1. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PATRON:

e Se prepara una solucion madre MIX de 10 pg/mL de CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS Y SULFOTEP a partir de patrones. Del cual se realizé las
diluciones en viales de 2 ml, para concentraciones de: 0,5; 0,3; 0,2; 0,1;
0,08; 0,05; 0,03 pg/mL en CIPERMETRINA, CLORPIRIFOS y SULFOTEP,
utilizando acetonitrilo como disolvente, las curvas son por triplicado.

Figura 17 preparacion de soluciones en viales, fuente propia.2016
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SERVICIOS ESPECIALIZADOS

9.1.2. PREPARACION DE LA MUESTRA

e Se realizo el respectivo cuarteo de una muestra de 100 g. de quinua de los
cuales se debe realizar la molienda con mortero, 6 g. de muestra
homogenizada, guardandola en cajas Petri.

[}

Figura 18 preparacion de la muestra y molienda, fuente propia.2016

9.1.3. EXTRACCION A, EXTRACCION B, EXTRACCION C y EXTRACCION D:

e Se pes6 5,0000 g de muestra molida y fortificada (de pesticidas)en tubo
Falcon de 50 ml , y se afiadié 10 ml de agua tipo 1 fria, después de afadir
0.03ml de la solucion madre de mix 10 pg/mL (CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS,SULFOTEP) y completar a 10 ml con Acetonitrilo,

e Se afadi6 para cada prueba, las sales de extraccion: Extraccion A:
Extraccion B: Extraccién C: Extraccion D: segiun metodologia a distintas
muestras, se tapo el tubo y agito en vortex durante 120 s. e introducirlos en
la centrifuga y centrifugar durante 5 min a 5000 rpm.
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SERVICIOS ESPECIALIZADOS

Figura 19 Separacion de fases, fuente propia.2016

e Se separala fase organica en un tubo Falcén de 15 mL. Y se deja refrigerar
durante 2 horas. a -20°C

Figura 20.Extracto de la fase organica, fuente propia.2016

e Se toma 1ml de la fase organica, sobre un tubo centrifuga de las sales de
lavado segun el caso Extraccion A, Extraccion B, Extraccién C, Extraccion D
y se adiciona 0.010 g de Carbon grafito, se centrifuga durante 5 min a 5000
rpm.
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Figura 21segudo lavado, fuente propia.2016

e Se toma una alicuota de 400 pul del sobrenadante en un tubo de inserto
vial y se le adiciona 6 pl de acido férmico al 5% en Acetonitrilo.

Figura 2,muestra en viales, fuente propia.2016

9.1.4. DETERMINACION CROMATOGRAFICA

Se utilizé el cromatografo GC/MSD agilent 5977B
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Figura 23GC/MSD agilent 5977B, fuente propia.2016

9.1.4.1 EL SOFTWARE PARA LA INYECCION:

e El equipo cuenta con diversos programas, el que se
utilizoGCMS059778/ENHANCED MASS HUNTER el cual ayuda a
colocar la SECUENCIA muestras con inyeccion automatica de 3 pl de
muestra por barrido, ademas permite realizar lavados con el solvente.

=

.............

&&ﬁ%ﬁ@@w@uél @‘@b@

Figura 24,GC/MSD agilent 5977B programa para la inyeccion, fuente LABSER .2016

9.1.4.2. COMATOGRAMA Y SELECCION DE LOS TIEMPOS DE RETENCION

e En el equipo con el detector de masas se reconoce las moléculas
observando su abundancia de los iones con la ayuda del programa
Enhanced data analisis, tras un barrido de SCAN.

e Se determina el area de los picos fragmentos de iones.
Seleccionando los rangos de interés en SIM.
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Figura 25, GC/MSD agilent 5977B programa para el analisis(Enhanced data andlisis) ,2016

e Se toman los viales de las muestras mas el blanco de acetonitrilo y con la
ayuda del software se realiza el barrido cromatografico en SCAN en el
equipo GC/MSD 5977B de inyeccién automatica.

e Se determinan los tiempos de retencion de los pesticidas

e Para el reconocimiento de las moléculas se utiliza el programa del detector
de masas comparando con la bibliografia del equipo.

Pesticida: CIPERMETRINA

Figura 26, programa para el analisis (Enhanced data analisis) ,2016

Pesticida: CLORPIRIFOS
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Figura 27. programa para el analisis (Enhanced data analisis) ,2016

Pesticida: SULFOTEP
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Figura 28. programa para el analisis(Enhanced data anélisis) ,2016

e Después se agrupan los datos para la curva de calibracion, obteniendo
areas de un ion el molecular.

e Se selecciona las areas integradas para cada concentracién de la curva
patron y también para las muestras obteniendo unas tablas muy extensas
las cuales dan informacion de las areas para distintos iones. Como ejemplo
tenemos las areas de los diferentes picos de iones para el SULFOTEP, de
este modo se armo la curva de calibracion con el ion molecular.

Urniv. Freddy Mamari Guticrvez Pégina 43



Urniversidad Mayor de San Undyvés

Cerscias uddinnic

EJEMPLO DE DATOS DEL AREA PARA EL SULFOTEP:

Areas para los iones 322.00; 96.7;202 ; 65 ; 238 para las concentraciones de
0.15, 0.13, 0.1 pg/ml

lon 322.00 (321.70 to
322.70):
Mixpre015.D\data.ms
Mixpre0.15

Peak #

lon 97.00 (96.70 to
97.70):
Mixpre015.D\data.ms
Mixpre0.15

Peak #

lon 202.00 (201.70 to
202.70):
Mixpre015.D\data.ms
Mixpre0.15

Peak #

lon 65.00 (64.70 to
65.70):
Mixpre015.D\data.ms
Mixpre0.15

Peak #

lon 238.00 (237.70 to
238.70):
Mixpre015.D\data.ms
Mixpre0.15

Peak #

Ret
Time
8,264

Ret
Time
8,262

Ret
Time
8,263

Ret
Time
8,262

Ret
Time
8,263

Type
BV

Type
BV

Type
BB

Type

Type
BB

Width
0,014

Width
0,022

Width
0,02

Width
0,02

Width
0,014

Area
179364

Area
98018

Area
97819

Area
56766

Area
58461

Start
Time
8,24

Start
Time
8,231

Start
Time
8,24

Start
Time
8,24

Start
Time
8,24

End
Time
8,329

End
Time
8,314

End
Time
8,31

End
Time
8,313

End
Time
8,306

lon 322.00 (321.70 to
322.70):
Mixpre013.D\data.ms
Mixpre0.13

Peak #

lon 97.00 (96.70 to
97.70):
Mixpre013.D\data.ms
Mixpre0.13

Peak #

lon 202.00 (201.70 to
202.70):
Mixpre013.D\data.ms
Mixpre0.13

Peak #

lon 65.00 (64.70 to
65.70):
Mixpre013.D\data.ms
Mixpre0.13

Peak #

lon 238.00 (237.70 to
238.70):
Mixpre013.D\data.ms
Mixpre0.13

Peak #
1

Ret
Time
8,263

Ret
Time
8,261

Ret
Time
8,263

Ret
Time
8,261

Ret
Time
8,263

Type
BB

Type
BB

Type

Type

Type
BB

Width
0,013

Width
0,025

Width
0,02

Width
0,014

Width

Area
149762

Area
90315

Area
84533

Area
50512

Area
47863

Start
Time
8,24

Start
Time
8,235

Start
Time
8,24

Start
Time
8,24

Start
Time
8,24

End
Time
8,329

End
Time
8,32

End
Time
8,315

End
Time
8,3

End
Time
8,282

TABLA 10 Areas a las diferentes concentraciones con el tiempo de retencion del pesticida

Univ. Freddy Mamarni Gutiewez

lon 322.00 (321.70
t0 322.70):
Mixpre01.D\data.ms
Mixpre0.1

Peak #

lon 97.00 (96.70 to
97.70):
Mixpre01.D\data.ms
Mixpre0.1

Peak #

lon 202.00 (201.70
t0 202.70):
Mixpre01.D\data.ms
Mixpre0.1

Peak #

lon 65.00 (64.70 to
65.70):
Mixpre01.D\data.ms
Mixpre0.1

Peak #

lon 238.00 (237.70
t0 238.70):
Mixpre01.D\data.ms
Mixpre0.1

Peak #
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CAPITULO 10
10. RESULTADOS Y DISCUSIONES

La muestra de quinua fortificada a 0.3 pg/mL con MIX (CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS, SULFOTEP.) para el célculo se prepar6 tomando 3ug (300 de pL
del patron de 10 pg/mL) pesticida, se tomd en cuenta que el volumen del solvente
es 10 ml.

10.1 DATOS DE LAS CONDICIONES DE OPERACION DEL EQUIPO:

Por motivos del laboratorio LABSER no se podran mostrar las condiciones del
equipo ya que es un método comprado y de caracter confidencial a ajenos a la
empresa.

Solo se muestran los espectros del barrido comatografico ANEXO C del solvente y
las areas una vez conocidos los tiempos de retencion de cada pesticida.

10.2 TIEMPOS DE RETENCION PARA LOS PESTICIDAS:

Tras el analisis en el espectro de masas, se determiné el tiempo de retencién en
la columna:

Pesticida Tiempo de retencion Probabilidad
(Min) %
CLORPIRIFOS 9.816 93.1
CIPERMETRINA 17.65 85.4
SULFOTEP 8.254 98.5

TABLA 11. Datos de los tiempos de retencion calculados

10.3 PARA LAS CURVAS DE CALIBRACION
10.3.1. DATOS PARA LA CURVA DE CALIBRACION CLORPIRIFOS:

Se obtuvieron las siguientes areas integradas relativas para cada concentracion.

Eje x Ejey
Concentracién = Areal @ Area2 Area3 @ Promedio
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ug/mL Area
0,5 1676843 | 1676843 | 1676843 1676843
0,3 822343 | 812343 @ 752343  795676,333
0,2 299078 | 499078 | 469078 | 422411,333
0,1 63332 73332 68332 68332
0,05 23777 23777 23777 23777

TABLA 11. Datos de areas para cada concentracion

CLORPIRIFOS, - 4£+06x - 370318

R*=0.997
2000000

1500000
1000000
500000

O T T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Area

Concentracion pg/mL

Figura 28. Grafico de la curva de calibracio para el cloropirifos

e FEcuacion de la recta: y = 4*10%x - 370318
o Coeficiente de correlacion: Rz = 0,997

10.3.2. CURVA DE CALIBRACION SULFOTEP:

Se obtuvieron las siguientes areas integradas relativas para cada concentracion.

Eje X EjeY
Concentracion = Areal @ Area2 Area3  Promedio
ug/mL Area
0,5 2800291 | 2800257 | 2800013 2800187
0,3 1475006 | 1475006 | 1475016 | 1475009,3
0,2 882178 | 892180 | 842178 @ 872178,7
0,1 345243 | 345260 | 345243 | 345248,7
0,08 162724 | 172725 | 172724 169391
0,05 96467 96470 96467 96468
0,03 43684 43674 43674 43677,3

TABLA 12. Datos de areas para cada concentracion
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SULFOTE Py = 6E+06x - 239522
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Figura 29. Grafico de la curva de calibracio para el sulfotep

e Ecuacion de larecta:y = 6E+06x - 239522
e Coeficiente de correlacion: R2 = 0,9947

10.3.3. CURVA DE CALIBRACION CIPERMETRINA:

Se obtuvieron las siguientes areas integradas relativas para cada concentracion.

Eje X Eje Y
Concentracion | Areal | Area2 | Area3 | Promedio

ug/mL Area
0,5 573343 | 573343 | 573343 573343
0,3 255129 | 255129 | 255129 255129
0,2 146888 | 146530 | 146570 | 146662,667
0,1 47732 | 45732 | 47732 | 47065,3333
0,08 26879 | 26879 | 26879 26879

TABLA 13. Datos de areas para cada concentracion

800000
600000
©
2 400000
<
200000
0

CIPERMETRINA = 16+06x-94024
R2=0.9864
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentracion pg/mL

Figura 30. Grafico de la curva de calibracio para la cipermetrina.
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e Ecuacion de la recta:1E+06x - 94024
e Coeficiente de correlaciéon: R2 = 0,9864

10.4. CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS
Los comatogramas de las muestras se muestran en el ANEXO D
10.4.1 AREAS INTEGRADAS POR CADA MUESTRA:

Como se realizaron tres pruebas para cada extracto se obtuvieron las siguientes
areas promedio para cada pesticida.

Concentracion Area Area Area
Muestra preparada MIX | Cipermetrina | Clorpirifos Sulfotep
Extracto A 0.3 pg/mL 125129 412338 875006
Extracto B 0.3 pg/mL 225111 702343 1275333
Extracto C 0.3 pg/mL 205132 722351 1516310
Extracto D 0.3 pg/mL 5127 732343 1175010

Acetonitrilo - - - -
TABLA 14. Datos de areas para cada concentracion despues de la extracion en la muestra

10.5. CALCULO DEL RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION

En vista de que las curvas tienen una tendencia lineal, entonces la forma del
célculo para el calculo del rendimiento de la extraccion serd la siguiente:
Se utilizara la siguiente ecuacion para un punto en las concentraciones (0.3

A

Donde:
e %R= el rendimiento de la extraccion
e A =el éreaintegrada del pesticida en la muestra después de la extraccion
e A°=el areaintegrada del pesticida en la curva de calibracion.

Realizando el calculo, los resultados se presentan en las tablas 15, 16 y 17:
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Concentracion | Area Area %R
Muestra preparada A A°
Extracto A 0.3 pg/mL 125129 | 255129 | 49.04
Extracto B 0.3 pg/mL 225111 | 255129 88.23
Extracto C 0.3 pg/mL 205132 255129 80.40
Extracto D 0.3 pg/mL 5127 255129 2.01

TABLA 15. Datos del rendimiento de la extraccion Cipermetrina en la muestra

PARA EL CLOROPIRIFOS:

Concentracion | Area Area %R
Muestra preparada A Y
Extracto A 0.3 pg/mL 412338 795676 51.82
Extracto B 0.3 pg/mL 702343 795676 88.27
Extracto C 0.3 pg/mL 722351 795676 90.78
Extracto D 0.3 pg/mL 732343 795676 92.04

TABLA 16. Datos del rendimiento de la extraccion Clorpirifos en la muestra

PARA EL SULFOTEP:

Concentracion | Area Area %R

Muestra preparada A A°
Extracto A 0.3 pg/mL 875006 | 1475009 | 59.32
Extracto B 0.3 pg/mL 1275333 | 1475009 | 86.46
Extracto C 0.3 pg/mL 1516310 | 1475009 102.8
Extracto D 0.3 pg/mL 1175010 | 1475009 | 79.66

TABLA 17. Datos del rendimiento de la extraccion Sulfotep en la muestra
Las extracciones sélido-liquido QUEChERS de los pesticidas, con cuatro distintas
formulaciones de reactivos de extraccion y lavado mostraron los siguientes

resultados para una matriz de quinua

Concentracion | cipermetrina | clorpirifos | sulfotep
Muestra preparada MIX %R %R %R
Extracto A 0.3 pg/mL 49.04 51.82 59.32
Extracto B 0.3 pg/mL 88.23 88.27 86.46
Extracto C 0.3 pg/mL 80.40 90.78 102.8
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Extracto D | 0.3 pg/mL 2.01 92.04 79.66
TABLA 18. Resultados, comparacion del rendimiento de la extraccion
CAPITULO 11

11. CONCLUSIONES.-

e lLas curvas de calibracibn de los patrones CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS, SULFOTEP. Preparados con la relacion de volumenes,
son lineales y obedecen a una funcién de recta. Con un coeficiente de
correlacionR? = 0,9864; 0,997; 0,9947 respectivamente.

e Entonces segun la TABLA 18 podemos concluir que.

e Por medio de la EXTRACCION B (sobres QUEChERS Agilent
Tecnologies) 'y EXTRACCION C (sales de  SupelQuE:
citrate/sodiumbicarbonate 55237-U) Se puede obtener un rendimiento del
88.23 % favorable para la CIPERMETRINA. También se observa que con
la sal de lavado Z-Sep/C18 la cipermetrina no puede recuperarse.

e Por medio de la EXTRACCION D (sales de SupelQuE:
citrate/sodiumbicarbonate 55237-U) con el lavado Z-Sep/Cl18se puede
obtener un rendimiento102.8 % favorable para la CLORPIRIFOS. Este
valor se debe a que existe un leve acoplamiento en el area de integracion
con una molécula de la matriz. Ademas que el clorpirifos es muy inmiscible
con el agua.

e Por medio de la EXTRACCION C (sales de SupelQuE:
citrate/sodiumbicarbonate 55237-U) lavado con Z-Sep se puede obtener un
rendimiento 92.04 % favorable para la SULFOTEP.

e Los tiempos de retencion para las MOLECULAS CIPERMETRINA,
CLORPIRIFOS Y SULFOTEP. Segun la columna capilar de silice fundida y
la entrada del gas acarreador (Helio) fueron CLORPIRIFOS 9.816 (Min),
CIPERMETRINA 17.65 (Min), SULFOTEP 8.254(Min).
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CAPITULO 12

12. COMENTARIOS Y OBSERVACIONES.-

En estos afos el uso de QUEChERS para la limpieza de muestras se ha aplicado
con éxito a otros alimentos. Asi el rango de compuestos analizados por esta
técnica se ha ampliado a otros tipos de compuestos desde pesticidas a otros
contaminantes (Ej. Drogas veterinarias). Todos estos analisis se llevan a cabo por
métodos en equipos LC-MS.

Las fases de SPE que se han usado hasta ahora como sales de lavado en el
meétodo QUEChERS son: amina primaria-secundaria (PSA) para la eliminacion de
acidos, pigmentos polares y azlcares; Carbdn grafito para la eliminacién de
pigmentos de color como la clorofila; yC18 para la eliminacion de lipidos y
componentes no polares.

SupelQuUE Z-Sep/C18 y Z-Sep+ combinan la quimica del C18 y la silica recubierta
de Zirconio para la eliminacion de interferencias hidrofobicas en muestras.

SupelQUE Z-Sep/C18 Z-Sep+ eliminan de forma efectiva mas grasa y color de las
muestras que las tradicionales fases tipo QUEChERS para métodos LC-MS, y
pueden reemplazar a las fases C18 y PSA

Al momento de analizar trazas se debe tener en cuenta todos las condiciones de
operacion desde almacenamiento de la muestra, limpieza, ambientes y material,
equipos calibrados, ya que segun las condiciones de analisis se presentaran los
resultados de una forma repetible.

Es necesario seguir protocolos establecidos y sujetarse a tales,
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ANEXO A

Niveles de tolerancia de cipermetrina en alimentos
Pesticida cipermetrina
Duraznos EPA nivel de tolerancia: 1 ppm
Jugo de uva EPA nivel de tolerancia: 2 ppm
Las habas verdes, EPA nivel de tolerancia: 0,5 ppm
congelado
nectarinas EPA nivel de tolerancia: 1 ppm
Avena EPA nivel de tolerancia: 3,0 ppm
arroz EPA nivel de tolerancia: 1.50 ppm
Calabaza de verano EPA nivel de tolerancia: 0,2 ppm
Fresas EPA nivel de tolerancia: 0,8 ppm
Tomates EPA nivel de tolerancia: 0,2 ppm
Sandia EPA nivel de tolerancia: 0,2 ppm
Judias verdes EPA nivel de tolerancia: 0,5 ppm
Los preparados para EPA nivel de tolerancia: 0,05 ppm

lactantes, a base de soja

Brécoli EPA nivel de tolerancia: 2,0 ppm

Las habas verdes, en lata | EPA nivel de tolerancia: 0,5 ppm

Platanos EPA nivel de tolerancia: 0,05 ppm (alimentos
/ piensos Tolerancia a menos COV)

Los arandanos, Helado EPA nivel de tolerancia: 0,8 ppm

Maiz dulce, fresco EPA nivel de tolerancia: 0,05 ppm

Apio EPA nivel de tolerancia: 10,00 ppm

Manzanas EPA nivel de tolerancia: 2 ppm

Zanahorias EPA nivel de tolerancia: 0,1 ppm

El maiz dulce, congelada EPA nivel de tolerancia: 0,05 ppm

Cerezas, Helado EPA nivel de tolerancia: 1 ppm

Férmula infantil, productos | EPA nivel de tolerancia: 0,10 ppm
lacteos
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Cerezas EPA nivel de tolerancia: 1 ppm

Los ardndanos, Cultivado | EPA nivel de tolerancia: 0,8 ppm

. Fuente: U. Bracco, Nestlé Research Centre

ANEXO C
CROMATOGRAMA PARA EL SOLVENTE ACETONITRILO

1© en SCAN
240 en SIM
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uired : 17 Oct 2016 13:12 using AcgMethod quechers 4 min.M
ple Name: acetonitrilol710
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ndance TIC: acetonitrilo1710.D\data.ms
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ANEXO C-1

CROMATOGRAMA PARA LAS CURVAS DE CALIBRACION 0.05 pg/ml MIX DE
PESTICIDAS.

1 en SCAN
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290 en SIM

3RO CIPERMETRINA ESPECTRO DE MASAS
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ANEXO D

CROMATOGRAMA MUESTRA DE QUINUA LAVADO CON SALES AGILENT
QUECHERS.

1 en SCAN
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do
2% en SIM
BLANK RUN
File :D:\MassHunter\GCMS\1\data\CURVA DE CALIBRACION\M291016\acton
‘e itrilo 2.D
Operator : Roxana
Acquired : 30 Oct 2016 17:05 using AcqMethod quechers 4 min SIMMM.M
Sample Name: actonitrilo 2
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ANEXO D-2
CROMATOGRAMA PARA LA MUESTRA

1 en SCAN sales pesadas
292 en SCAN del kit supelco Zsep/C18
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Abundance TIC: acetonitrilo 2.D\data.ms
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ANEXO D-3

CROMATOGRAMA PARA EL SOLVENTE ACETONITRILO
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1°SCAN BARRIDO EXTRACCION A
2d° SCAN BARRIDO EXTRACCION B
3 SCAN BARRIDO EXTRACCION C
4> SCAN BARRIDO EXTRACCION D
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ANEXO D-4

CROMATOGRAMA PARA LA MUESTRA
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ANEXO D-4

CROMATOGRAMA PARA LA MUESTRA
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Datos de las sales de lavado SUPELCO
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SERVICIOS ESPECIALIZADOS

¢ Que son Supel™ QuE Z-Sep/C18 y Z-Sep+?
Repaso del metodo: Lo que conocemos...

Supel QuUE ( Dispersive SPE, dSPE, QUEChERS)

= +Usamos sorbentes SPE en bulk

—— |
— PR Desarrollado para analisis de
Na— pesticidas, en multirresiduos (100)

-Disefiado para eliminar
interferencias en muestras de
alimentos

-Analitos quedan sin retener

Diferentes metodos dSPE:

+EU Standard Method EN — 15662
-AOAC Method 2007.01

*Metodo original(extraccion sin tampon)

DATOS DE LAS SALES DE EXTRACION QUECHERS KIT AGILEN

QuEChERS Extraction Kits

Packets Only
Method Buffered Contents HMEB pr'::::p rs With Tubes 50,/ pk 200/ pk
ADAC 2007.01 Yes 6 g MgS0,; 1.5 g Nalcetate Yes 50B2-5T55CH
No 50B2-5755 5OB2-6755 50B2-7755

Original No 4gMgS0,; 1gNall Yes 508 2-5550CH
110 0 samples) No 59B2-5550 5982-6550 59627550
Original No 6 g MgS0,; 1.5 g NaCl Yes 5862-5565CH
(15 g samples) No 5082-5555 5082-6555 5982-7555
EN 15662 Yes 4g MgSD,; 1gNall; 1 g NaCitrate; Yes 5082-5650CH

0.5 g disodium citrate sesquihydrate No F082-5550 FOB2-6650 50827650
Acrylamides™ No 4 g MgS0,; 0.5 g NaCl No 5862-5850

"Katenina Mastovaka and Steven ). Lehotay have done work to extend the scope of DuEChERS beyond fruits and vegetables(1), using it to extract acrdamides in potato chips and other
fried foods.

1: "Rapid Sample Preparation Method for LC-MS/MS or GC-MS Anahysis of Aoylamides in Various Food Marrices”, .. Agric. Food Chem, 20086, 54, 7001-7008.

For more information on QuEChERS, view the video

at www.agilent.com/chem/QuEChERSvid eo

ANEXO D-1

La forma como actuan las resinas de las sales:
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¢ Que son Supel QUE Z-Sep/C18 and Z-Sep+?

¢ Que ocurre cuando?

Se encuentra

Supel QuE Z-Sep/C18

» 50 mg de Discovery DSC-18 y 20 mg de
Z-Sep (HybridSPE , Silica recubierta de

zirconio)

= Envases de 2 mL en tubos de centrifuga;

100 tubos/pack (catalog # 55284-U)

Zr |

. cie
7r a—c1e
2r -
—Ir L3 cis
ez + E\_:CIB
- a2 cie
/&m /ﬁcm
r “—Cc1e

HybridSPE®-Phospholipid

S 5 5 5 S S

« El atomo de Zirconio actua como un acido
de Lewis

+ Los grupo fosfato en los fosfolipidos actua
como una base fuerte de Lewis y se une
fuertemente con los atomos de Zirconio.

+ Los analitos se eluyen libres de fosfolipidos
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(now known as Z-Sep)

Proprietary HybridSPE _—
zirconia-coated silica Ehosepdinae
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| Si-0

Tha Zr atom acts as a
“ Lewis acidl (electron
AZr-Dpy acceptod because it
Q has empty d-oratals

Supel QuUE Z-Sep+

« Doble enlace C-18y Z-Sep
+ Envase de 2 mL tubo de centrifuga, 500
mg:
= 50 tubos/pack (catalog # 55296-U)
* Muestras 5 tubos/pack (catalog #
55297-U)
+ Bulk, 20 g (catalog # 55299-U)
Zr
cie
|
—cig
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(conocido como Z-Sep)
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zirconia-coated silica Phospholipids
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