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Resumen

Se optimizé y validé el método de dispersién de matriz en fase sélida
(DMFS) para la extraccién de plaguicidas organofosforados en hortalizas. Los
analisis de plaguicidas se realizaron por cromatografia de gases con un detec-
tor fotométrico de flama (FPD) y columna capilar DB-5 la eficiencia de la
extraccio. En las hortalizas (chile verde, tomate bola, tomate saladette, cebolla,
calabacita y brocoli) se evalué calculando los porcentajes de recuperacion. Para
ello se adicion6 una mezcla de los plaguicidas (diazinén, di-systén, metilparation,
malatién, paratién y etién) Se optimizaron las fases de extraccién y purifica-
ci6n, donde 0,5 g de silice como fase de extraccién y 2 g de mezcla de carbon-
6xido de magnesio-celite (1:2:4) como fase de purificacién, produjeron los mayo-
res porcentajes de recuperacion de los plaguicidas (61-108%) eluidos con 40 mL
de diclorometano, volumen 95% menor al utilizado en el Método Oficial. Los
coeficientes de regresion de las curvas de calibraciéon fueron de 0,99 excepto
para etién (r = 0,98), los cuales se evaluaron en un intervalo de concentraciones
de 50, 100 y 200% de los limites maximos de residuos (LMR). Esta técnica fue
aplicada en el analisis de 32 muestras de hortalizas obtenidas de dos centros
comerciales locales. Unicamente una muestra de tomate bola presenté niveles
de malatién (0,08 pg/g) y paratién (0,06 ug/g), valores por debajo de los LMR. El
método de DMFS optimizado y validado en el presente trabajo resulté ser re-
producible, exacto y econémico-ecolégico por su consumo minimo de disolventes,
y pudiera ser utilizado en andlisis rutinarios de plaguicidas organofosforados
en hortalizas.
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Introduccién

La estabilidad ambiental a ni-
vel mundial esta en constante peligro
por los efectos naturales y a los pro-
vocados por el hombre en su basque-
da de satisfactores alimentarios. Lo
anterior ha conllevado a un incremen-
to en la produccién agricola y a la apli-
cacién de agroquimicos sintéticos
como los plaguicidas organofosforados
utilizados en hortalizas (10). Los
plaguicidas han propiciado en parte
el desequilibrio ambiental, asi como
su residualidad en alimentos que pue-
de ocasionar problemas a la salud
(19); ademas, el mercado internacio-
nal limita a los paises exportadores
de productos agricolas por los contro-
les solicitados por los importadores
(4). Lo que ha propiciado el desarro-
llo de métodos analiticos rapidos, efi-

cientes, econémicos y con menor efec-
to ambiental por el bajo consumo de
disolventes organicos, que permitan
el constante monitoreo de residuos de
plaguicidas en alimentos (10). E1 mé-
todo de extraccién por Dispersion de
Matriz en Fase Solida (DMFS) cuen-
ta con estas caracteristicas y puede
ser aplicado a una gran diversidad de
matrices: tejido animal (9), tejido ve-
getal (18), leche (8), agua (7), por lo
que es un método recomendable para
hortalizas. El objetivo del presente
trabajo fue optimizar y validar el mé-
todo de extraccién de plaguicidas
organofosforados por dispersiéon de
matriz en fase sélida en hortalizas de
alto consumo en la region Noroeste de
México, una de las principales zonas
exportadoras a nivel nacional.

Materiales y métodos

Soluciones de trabajo de
plaguicidas

Los plaguicidas estudiados fue-
ron diazinén, di-syston, metilparation,
malatién, paratiéon y etién
(Polyscience, IL., USA) seleccionados
por su uso en el cultivo de frutas y hor-
talizas (2). Se prepararon las solucio-
nes patrén de cada plaguicida, y a par-
tir de éstas, las soluciones de trabajo a
tres niveles de concentracion de 50, 100
y 200% del limite maximo de residuos
(LMR) para tomate, establecidos por
USDA, 1991 (16) para etién, paration
y diazinén; por el Codex Alimentarius,
2005 (3) para di-systén y malation, y
por CICOPLAFEST, 1997 (2) para
metilparatién. Se citaron diversas
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fuentes para cubrir los plaguicidas
analizados, ya que para algunos de
ellos, dependiendo de la fuente no esta
aprobado su uso. Estos valores fueron
modificados en el Laboratorio de Resi-
duos Toéxicos (LRT), aprobado por
SAGARPA (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién) y acreditado por EMA
(Entidad Mexicana de Acreditacién),
tomando en cuenta la resolucion de la
columna para un tamano de muestra
de 0,5 g utilizados por el micro-méto-
do de extraccion DMFS, en compara-
cién a 25 g de muestra que establece
el método oficial (cuadro 1).

Cromatografo de gases

Se utilizé un cromatoégrafo de
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Cuadro 1. Composiciéon y concentraciéon de la solucion de trabajo
empleada en el analisis de plaguicidas organofosforados,
limites maximos de residuos (LMR) y limites minimos de

deteccion (LMD).

Plaguicidas Solucién Volumen® Soluciéon de LMRc LMD? LMDe
Organofosforados  patrén mL trabajoP pg/g  pg/mL  ug/mL
mg/mL negl/g
Diazinén 169 1,479 2,0* 0,5! 0.005 0.005
Disystén 458 0,546 2,0* 0,52 0.006 0.006
Metilparatién 980 0,128 1,0 1,08 0.003 0.003
Malatién 990 0,253 2,0* 3,02 0.008 0.008
Paratién 980 0,128 1,0 1,0! 0.002 0.008
Etién 950 0,263 2,0 2,0423  0.003 0.002

2l aforo se realizé con diclorometano grado plaguicida a un volumen de 25 mL

*Solucién de trabajo con LMR ajustados (¥)
‘LMR = Limite Maximo de Residuos
'USDA, 1991

2Codex Alimentarius, 2005

S3CICOPLAFEST, 1997 (Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de
Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Téxicas)

LMD = Limites minimos de deteccién establecidos en el Laboratorio de Residuos Téxicos
del CIAD (Centro de Investigaciéon en Alimentacién y Desarrollo) acreditado por SAGARPA
LMD = Limites minimos de deteccién con el método de la NOM-028-Z0O0-1994

gases Varian Modelo 3300 con un de-
tector fotométrico de flama (FPD) y
una columna megaboro J&W
Scientific DB-5 (30m x 0,53 mm DI,
1,5 um). Las condiciones de separa-
cién de los plaguicidas fueron: Tem-
peratura inicial de 190°C por 1 minu-
to, a una velocidad de calentamiento
de 3°C/min hasta alcanzar 275°C, la
cual se mantuvo por 10 min; el flujo
del gas acarreador (nitrégeno) fue de
30 mL/min. Las temperaturas del in-
yector y del detector fueron de 220°C,
con un flujo de hidrégeno de 140 mL/
min y flujos de aire de 80 y 170 mL/
min; condiciones cromatogréaficas es-
tablecidas en el LRT del CIAD. Los
limites minimos de deteccion estable-
cidos en el LRT del CIAD se mues-
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tran en el cuadro 1, para lo cual se
hicieron diluciones a partir de las so-
luciones del 50% del LMR de cada
plaguicida, determinando asi la sen-
sibilidad del equipo.

Seleccion y preparacion de
la muestra

Se seleccionaron cinco hortalizas
de alto consumo en el Estado de So-
nora (17): tomate bola (Lycopersicon
esculentum), tomate saladette
(Lycopersicon esculentum), calabaza
italiana (Cucurbita pepo), chile verde
(Capsicum annum) y cebolla blanca
(Allium cepa), ademas se incluyé al
brécoli (Brassica oleracea) por su alto
contenido de selenio y su actividad
anticancerigena (5). Se muestrearon
al azar 10 kg de cada hortaliza en dos
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centros comerciales de la localidad,
obteniéndose un total de 32 muestras.
Las hortalizas se lavaron, se
homogeneizaron en una licuadora
Molinex tipo 648, se empacaron en
bolsas de plastico en porciones de 200
g, se etiquetaron y se almacenaron a
—20°C hasta su analisis. No fue nece-
sario secar las muestras ya que en
base a la metodologia de la Norma
Oficial Mexicana NOM-004-ZOO-
1994, todo el proceso se realiza en base
humeda incluyendo los controles (11).

Aseguramiento de la calidad
de los datos

En todos los anélisis realizados
durante la optimizacion y validacién
del método, se incluyé una muestra
blanco o control negativo (tejido libre
de plaguicidas), una muestra adicio-
nada o control positivo (tejido blanco
adicionado con la solucién de trabajo
al 100% de los LMR), un blanco
reactivo y la solucion de trabajo al
100% de los LMR.

Optimizaciéon

Método de extraccion y de
purificacion

Se utilizaron diferentes fases soli-
das de extraccién y purificacién como
silice, (60 U tamarfio de poro, Baxter,
USA), alimina, octadecilsilano (C-18) y
una mezcla de adsorbentes, la cual con-
tiene carbén activado, 6xido de magnesio
y celite en proporciones 1:2:4 respecti-
vamente, preparada de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-028-
700, (12). Se homogeneizaron en un
mortero 0,5 g de la fase de extraccién
con 0,5 g de cada hortaliza adicionada
con 100 iL de la solucién de trabajo de
plaguicidas, correspondiente al 100% de
los LMR (mezcla homogénea). La mez-
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cla homogénea se empacé en jeringas de
vidrio 6 plastico de 5 y 10 mL respecti-
vamente, previamente empacadas con
la fase de purificacién. La elucién se pro-
b6 con diferentes volimenes (15, 20, 40,
60 mL) de hexano o diclorometano gra-
do plaguicida, para determinar el volu-
men y el disolvente de elucién con los
que se obtuvieran mayores porcentajes
de recuperacion. El eluente se recolectd
en un tubo de ensayo de 50 mL y se eva-
pord hasta sequedad en un evaporador
de aire (Organomation Associates, Inc.
Berlin, MA. 01503, USA) a 40°C.
Analisis cromatografico de

plaguicidas
El extracto evaporado se
reconstituyé con 100 pL de

diclorometano y se inyectaron 2 uL. en
el cromatdgrafo de gases. Los porcen-
tajes de recuperacién se obtuvieron
mediante el método de estandar ex-
terno propuesto por Hammarstrand,
1976 (7), en el que se comparan los
tiempos de retencién y las areas obte-
nidas del cromatograma resultante de
la solucién de trabajo, con los tiem-
pos de retencion y las areas de cada
plaguicida obtenidos en la muestra
adicionada con las concentraciones
conocidas de los analitos de interés.
El andlisis de las muestras problema
se hizo por triplicado de extraccién y
una inyeccion de cada extraccién.

Validacion del método de
extraccion

Calibracién del equipo. Se esta-
blecieron las condiciones
cromatograficas del equipo y los tiem-
pos de retenciéon de los analitos, asi
como los limites de deteccién para
cada plaguicida estandar (figura 1).
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Voltio

5

Figura 1.

15 Tiempo (min)

Cromatograma tipico de la solucién de trabajo al 100% de los

Limites maximos de residuos de los plaguicidas
organofosforados. (1) Diazin6n tiempo de retencion, tr =5.321
min, (2) Disyston tr = 6.110 min, (3) Metilparatiéon tr = 9.219
min, (4) Malatién tr = 9.525 min, (5) Paration tr = 10.632 min,
(6) Etion tr = 14.991 min.

Fasel. Linealidad del sistema.

En esta fase se evalud la
linealidad del método, la cual esta
demostrada a través de curvas de ca-
libracién, en base al patrén de refe-
rencia.

Preparacion de soluciones de
trabajo de plaguicidas. Se prepararon
soluciones de trabajo de cada analito
en tres niveles de concentraciéon 50,
100 y 200% del LMR. Esto se realiz6
durante tres dias y cada triplicado de
determinacién, se inyect6 por tripli-
cado en el cromatégrafo. De los
cromatogramas se obtuvieron los gra-
ficos de concentracién, area y el coefi-
ciente de correlacién.

Fase II. Precision del méto-
do (Repetibilidad)

a. Considerando que el método
de extraccién fue similar para las seis
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hortalizas de estudio, se selecciond
una muestra de tomate como tejido
blanco. Esta muestra fue analizada
previamente y se encontr6 libre de
plaguicidas, por lo que se utiliz6 para
determinar la precisién del método.

b. El tejido blanco se adicioné con
las soluciones de trabajo de los
plaguicidas con niveles de 50, 100 y
200% del LMR. Los analisis se realiza-
ron durante tres dias y cada determina-
cién se realizd por triplicado de extrac-
ci6n con una inyeccién en el
cromatoégrafo de cada extraccion. Con los
resultados de los analisis se calcularon
los porcentajes de recuperacién y los co-
eficientes de variacién para cada analito
y se compararon con los parametros es-
tablecidos por USDA, 1991 (15).

Fase IIL.- Exactitud del método

En esta etapa se evalué la exac-
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titud del método mediante el analisis
de muestras de verificacion. El Coor-
dinador de aseguramiento de la cali-
dad del LRT preparé dichas muestras,
estableciendo los niveles de adicién de
los analitos. Se obtuvieron las concen-
traciones y los porcentajes de recupe-
racién, para posteriormente comparar
las concentraciones obtenidas con las
concentraciones tedricas establecidas.
Analisis estadistico

Los datos obtenidos durante la
optimizacién y validaciéon del método
fueron analizados con estadistica des-
criptiva considerando la media, des-
viacién estandar, coeficiente de varia-
cibén, coeficiente de correlacién de las
curvas de calibracién de cada
plaguicida y se realiz6 un analisis de
varianza con la prueba Z (P<0,05) en
la linealidad del sistema y en la pre-
cision (repetibilidad) del método.

Resultados y discusion

Optimizaciéon

Durante la optimizacién del mé-
todo de DMFS, se trabajaron los si-
guientes parametros analiticos: fase de
extraccion, fase de purificacion, tipo de
columna cromatografica, volimenes y
disolventes de elucién (cuadro 2). En
este cuadro se observan los resultados
mas relevantes de las modificaciones
de los parametros de extraccion reali-
zados, en donde las mayores recupe-
raciones se obtuvieron con los siguien-
tes parametros: 0,5 g de silice para la
extraccion, 0,5 g de la mezcla de
adsorbentes (carbén activado, 6xido de
magnesio y celite 1:2:4) para la purifi-
cacién, jeringa de vidrio de 5 mL como
columna cromatografica y 40 mL de
diclorometano como eluyente. Estas
condiciones de extraccion fueron selec-
cionadas considerando que el extracto
obtenido mostré menor interferencia
y color. La optimizacion se realizé con
tomate y posteriormente se probd con
el resto de las hortalizas (cuadro 3),
en las cuales se obtuvieron también
altos porcentajes de recuperacién.

El método de DMFS propuesto
en el presente estudio, promovié una
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disminucién considerable en el consu-
mo de disolventes, obteniéndose una
reduccion del 95% en el consumo de
diclorometano con respecto al méto-
do oficial (13), mientras que otros
métodos solo disminuyeron del 31%
(10) al 81% (12), a excepcion del mé-
todo propuesto por Anastassiades y
col. (1), que logré una disminucién del
98%. Sin embargo, este método tiene
un incremento en el costo de opera-
cién que repercute en el costo de ana-
lisis, ya que hace uso de equipos como
centrifugas refrigeradas, agitadores,
evaporadores, entre otros, lo que no
se requiere en el método de DMFS
propuesto. Los porcentajes de recupe-
racién obtenidos estuvieron en el ran-
go del 61 al 108%, con coeficientes de
variaciéon menores al 8,7%, los cuales
estan dentro de los parametros esta-
blecidos por USDA, 1991 (15), asegu-
rando que el método de DMF'S es ade-
cuado para su aplicacion (cuadro 3).

Validacion del método

Fase .- Linealidad del sistema

Los coeficientes de correlacién
obtenidos fueron de 0,99 para todos
los plaguicidas excepto para el etién
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Cuadro 2. Optimizacion de los parametros del método de extracciéon y
purificaciéon de residuos de plaguicidas en hortalizas por
dispersiéon de matriz en fase sélida.

Fase de Fase de  Disolvente Muestra Columna Porcentaje de
extraccién purificacién de elucién g cromatografica recuperacién
g g mL DI/ L mm %
Hexano
0,2 MA 0,5 A 15 0,1 5/110 40-82
0,2 MA 0,5 A 30 0,5 5/110 55-93
0,1A 0,1S 40 0,1 5/110 45-79
Diclorometano
0,5 C-18 0,568 30 0,5 15/75 51-86
0,5 MA 0,5 C-18 30 0,5 15/75 45-90
0,5 MA 0,5 MA 40 0,5 20/95 53- 93
0,55 0,5 MA 20 0,5 15/75 49-89
0,55 0,5 MA 30 0,5 15/75 58-101
0,55 0,5 MA 40 0,5 15/75 65-110

MA = Mezcla de adsorbentes (carbon activado-6xido de manganeso-celite 1:2:4)
C-18 = octadecilsilano

S = silice

A = alimina

Cuadro 3. Porcentajes de recuperacion y coeficientes de variacion de
plaguicidas organofosforados en hortalizas mediante el
método optimizado de DMFS.

Plaguicidas Tomate Tomate Cebolla Bréocoli Calabaza Chile
bola saladette verde

% CV. % CV % CV % CV % CV % CV

Diazinén 94 3.8 98 7.5 99 3.1 98 8.7 96 6.9 95 4.6
Disystéon 64 59 61 2.8 61 1.6 61 1.9 62 4.3 62 2.5
Metil

paratién 97 2.1 100 4.4 92 3.8 98 4.1 94 4.3 105 0.6
Malatiéon 102 4.4 104 7.8 108 2.5 105 3.6 104 3.1 103 1.5
Paration 101 7.0 97 26 101 5.6 98 3.3 100 3.1 103 1.5
Etién 94 0.6 98 6.0 99 7.6 92 3.6 94 2.1 102 8.0

Los valores de los porcentajes de recuperacién y coeficiente de variacion, corresponden a
un promedio del triplicado de extraccién y una determinaciéon por extraccién.
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que fue de 0,98, lo que indica que el
sistema conserva la linealidad espe-
rada. De igual forma, los coeficientes
de variacién estuvieron dentro del
valor establecido en las especificacio-
nes. El andlisis de varianza mostro
que no se presentaron diferencias sig-
nificativas (P<0,05) entre las repeti-
ciones realizadas cada dia, durante los
tres dias, para cada concentracion y
en cada plaguicida, lo que indica que
se mantuvo la linealidad en el siste-
ma de andlisis.

Fase II.- Precision del méto-
do (Repetibilidad)

El parametro de precisién se
evalué obteniendo los porcentajes de
recuperacion y coeficientes de varia-
cion. Los porcentajes de recuperacion
obtenidos en los tres niveles de con-
centraciones de los plaguicidas anali-
zados, estuvieron en un rango de 65
al 102% con coeficientes de variacion

menores al 12,4% (cuadro 4), lo que
muestra que el método propuesto
cumple con las especificaciones y pue-
de ser aplicado con alta seguridad y
eficiencia. El anélisis de varianza in-
dicé que no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas
(P<0,05) con lo que se mantuvo la pre-
cisién del método.

Fase IIL.- Exactitud del método

Los resultados de exactitud se
muestran en el cuadro 5. En esta eta-
pa se analizaron cuatro muestras por
duplicado, adicionadas con concentra-
ciones conocidas de los patrones de
plaguicidas. Las concentraciones ob-
tenidas para cada analito fueron ade-
cuadas y estuvieron en un rango del
89 al 111%. Estos valores se encuen-
tran dentro de los parametros esta-
blecidos por USDA, 1991 (15) por lo
que el método propuesto muestra la
exactitud necesaria para considerar-

Cuadro 4. Porcentajes de recuperacion de plaguicidas
organofosforados en muestras de tomate fortificadas al
50, 100 y 200% del Limite Maximo Permitido (Fase II.
Repetibilidad del método).
Plaguicidas Recuperacién Cva Especificacién®
% %

50 100 200 50 100 200 Recuperacién CV?

% %
Diazinén 92 89 89 10,7 12,4 12,1 60-100 <20
Di-syston 65 68 65 7,3 7,4 7,1 60-110 <20
Metilparatién 96 99 92 8,6 56 10,1 70-110 <20
Malatién 97 98 93 9,5 6,7 8,0 70-110 <20
Paratién 101 102 95 7,9 5,2 7,6 65-110 <20
Etién 92 98 100 8,1 7,9 6,6 65-110 <20

2Coeficientes de Variacién

"USDA, 1991
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lo como un método adecuado para su
aplicacidn.

Analisis de hortalizas

Una vez validado el método se
procedié al analisis de las muestras
de hortalizas adquiridas en el comer-
cio local. Del total de las muestras

analizadas solo una de tomate bola
presentd 0,06 pg/g de malatiéon y 0,08
ug/g de paration, valores menores a
los LMR (cuadro 1) y similares a los
encontrados por Pérez et al., 2002 (14)
por lo que su consumo no represen-
tan un riesgo para la salud.

Conclusiones

El método de Dispersion de Ma-
triz en Fase Sélida propuesto en este
estudio, que utiliza silice como fase de
extraccion y una mezcla de carbon ac-
tivado, 6xido de magnesio y celite
como fase de purificaciéon, fue
optimizado y validado cumpliendo con
los parametros de calidad especifica-
dos por y USDA, 1991 (15). Este mé-

todo, al promover una disminucién en
el consumo de disolventes, provoca
una menor contaminacién ambiental,
y por ser sencillo y econémico, puede
ser aplicado como una técnica de anéa-
lisis de rutina en el monitoreo de hor-
talizas de consumo nacional y de ex-
portacion.
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