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Resumen

El sistema Bond Elut QUEChERS con extraccion mejorada en matriz de lipidos
(EMR—Lipid) de Agilent es la nueva generacion en productos de preparacion de
muestras y se utiliza en una practica extraccion en fase sdlida dispersiva (dSPE)
destinada a una eliminacion de la matriz muy selectiva sin afectar la recuperacion
de los analitos, especialmente para muestras grasas. Este estudio muestra la
aplicacion de este nuevo producto en el analisis de 44 pesticidas diferentes en
aguacate mediante LC/MS/MS. El procedimiento implica una extraccion QuEChERS
AOAC seguida del uso de extraccion en fase sélida dispersiva (dSPE) EMR—Lipid y
sales de pulido EMR—Lipid y proporciona una limpieza rapida y eficaz de la
muestra. La limpieza de la matriz se evalué determinando la cantidad de sustancias
no volatiles extraidas simultaneamente de un extracto de aguacate tras realizar
diferentes limpiezas dSPE, asi como mediante la evaluacion de los efectos de la
matriz cromatografica en los analitos objetivo. En comparacion con otros productos
para limpiar la matriz, la dSPE EMR—Lipid proporciona una limpieza de la matriz
mucho mas eficaz sin afectar las recuperaciones de los analitos. El método
optimizado proporciona una exactitud y precision excelentes para los 44 pesticidas
que se pueden analizar en el aguacate mediante cromatografia de liquidos utilizando
la técnica de LC/MS/MS. La dSPE EMR—Lipid encaja comodamente en un
protocolo QUEChERS, proporcionando una preparacion de muestras rapida, robusta

y eficaz para analizar residuos de pesticidas en muestras de aguacate muy grasas.
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Introduccion Tabla 1. Pesticidas que se pueden analizar mediante LC

usados en este estudio y sus clases quimicas asociadas

El analisis de residuos de pesticidas en productos alimenticios es un

A A ; o Pesticida Grupo de
procedimiento rutinario en muchos laboratorios que utilizan el representativo Clase quimica pesticidas
meto.do Quick, Easy, C.heap, Effectlve, Rugged, and Safe” [rapido, Metamidofos Organofosfato Insecticida
sencillo, economico, eficaz, sélido y seguro] (QuEChERS) [1,2]. Este Acefato Organofosfato Insecticida
procedimiento permite el analisis de cientos de pesticidas a bajas Ometoato Organofosfato Insecticida
concentraciones con una Gnica extraccion. Aunque el método es Dimetoato Organofosfato Insecticida

. . . . . Malation Organofosfato Insecticida
satisfactorio para diversas frutas y hortalizas, los alimentos con un o
X X EPN Organofosfato Insecticida
al'fo contgnldo de grasa tal como aguacate, nueces, y alimentos de Tepp-A Organofosfato Insecticida
origen animal suponen nuevos desafios [3,4]. Superarlos es muy Monocrotofos Organofosfato Insecticida
importante para los laboratorios encargados de alcanzar los Mexacarbato Carbamato Insecticida
estrictos criterios de validacion que requieren las agencias Carbarilo Carbamato Insacticida
ubernamentales para garantizar que el alimento es seguro para el Propoxur Carbamato Insecticida
9 p 9 q g p Carbofurano Carbamato Insecticida
consumo. Metiocarb Carbamato Insecticida
. » L Clorprofam Carbamato Insecticida
El analisis puede utilizar una combinacion de LC y GC para detectar Profam Carbamato Insecticida
pesticidas volatiles, semivolatiles y no volatiles asociados con Aminocarb Carbamato Insecticida
muchos métodos multiclase y multirresiduo [4]. Aunque muchos Oxamilo Carbamato Insecticida
pesticidas se pueden analizar tanto mediante LC como GC, otros o~ Metomilo Carbamato Insecticida

. L. Ve K K Aldicarb Carbamato Insecticida
lo permiten. Flada técnica cr9m§tograf|ca tiene sus )/entajas y Terbutilazina Triazina Algicida
desventajas inherentes en términos de cuantificacion de analito y Simacina Triazina Herbicida
efectos adversos derivados de la matriz extraida simultdneamente. Sebutilazina Triazina Herbicida
La eliminacion de estas sustancias extraidas simultaneamente es Monurén Urea Herbicida

. . ip L. . . Clorotoluron Urea Herbicida
esencial para conseguir una cuantificacion precisa en marices Diuron Urea Herbicida
allmentarlgs compleja.s, lo que requiere tratamiento con adsorbentes i ometuron Urea Herbicida
de extraccion de matriz tales como C18, PSA, y GCB [5]. Se Isoproturon Urea Herbicida
comercializan otros materiales que contienen circonio y, por lo Metobromurén Urea Herbicida
general, mejoran la extraccion de lipidos en comparacion con los Sidurén Urea Herbicida

- ., . . Linuron Urea Herbicida
absorbentes tipicos para extraccion de la matriz. Sin embargo, no ) -

. . Neburén Urea Herbicida
son adecuados para todas las clases de lipidos diana y pueden Fenuron Urea Herbicida
retener analitos de interés [6,7]. Las muestras que tienen un elevado ~ Metoxuron Urea Herbicida
contenido en lipidos también pueden requerir limpieza usando Carbendacima Benzimidazol Fungicida
cartuchos de extraccion en fase solida (SPE) [7.8,9] o cromatografia ~ 1abendazol Benzimidazol Fungicida
d ., | (GPC) 1101, anadiendo ti t | Metiltiofanato Benzimidazol Fungicida

e permeacion en gel ( v )_[ 1 anadiendo iempo y coste alo que i, ginilo Anilinopirimidina Fungicida
es, por otra parte, un analisis de rutina. Imazalilo Imidazol Fungicida
. . . Penconazol Triazol Fungicida

Bond Elut EMR—Lipid de Agilent es un nuevo material absorbente Imidacloprida Neonicotinoide Insecticida
que elimina selectivamente la mayoria de tipos de lipidos de la Metazaclor Cloracetanilida Herbicida
matriz de la muestra sin una pérdida indeseada del analito de E\F'Ido 24-D 2“!30 C:Oroie“‘)x! :er:!C!ga
interés. La eliminacion de interferencias lipidicas en matrices cloropropeno cido clorotenoxi erbicica
Bentazona Sin clasificar Herbicida

complicadas es especialmente importante en técnicas tales como
QuEChERS vy precipitacion de proteinas, ya que estos métodos
extraen simultaneamente grandes cantidades de la matriz junto con
los analitos objetivo. Este estudio investiga la preparacion de muestras
para el analisis de 44 pesticidas representativos en aguacate que se pueden
analizar mediante LC usando una extraccion QuEChERS AOAC seguida
de limpieza con dSPE EMR—Lipid. Los pesticidas representan

12 clases quimicas diferentes, con el fin de establecer la prueba
conceptual para los analitos no incluidos en esta nota de aplicacion.
La Tabla 1 relaciona los pesticidas que se pueden analizar mediante
LC y sus clases. Esta nota de aplicacion demuestra la excepcional
limpieza que proporciona EMR—Lipid para muestras grasas
complejas tales como aguacate, y la elevada recuperacion y
precision de los 44 residuos de pesticidas multiclase en tres niveles.



Experimento

Todos los reactivos y disolventes fueron de calidad HPLC o
calidad analitica. El acetonitrilo (ACN) y el metanol eran de
Honeywell (Muskegon, MI, EE.UU.). El acido acético (AA) de
calidad reactivo era de Sigma-Aldrich, Corp. (St Louis, MO,
EE.UU.). Los patrones de pesticidas y los patrones internos
eran de Sigma-Aldrich, Corp. y AccuStandard (New Haven,
CT, EE.UU.).

Disoluciones y patrones

Se preparo acetonitrilo que contenia AA al 1 % por adicion de
10 ml de acido acético a 990 ml de ACN. Se prepararon disoluciones
madre de patrones y patrones internos (Pl) de algunos pesticidas,
bien en ACN o bien en metanol a una concentracion de

2,0 mg/ml. El resto de patrones de pesticidas procedia de
disoluciones madre de patron comerciales, que se utilizaron
directamente para preparar la disolucion de trabajo
normalizada. Se prepar6 una disolucion de trabajo combinada en
ACN a 25 pg/ml. Se preparo una alicuota de 25 pg/ml de PI
TPP en ACN.

Equipo

El equipo y el material utilizados en la preparacion de
muestras incluyo:

*  Geno/Grinder (SPEX, Metuchen, NJ, EE.UU.)
+  Centrifuga Centra CL3R (Thermo IEC, MA, EE.UU.)

*  Microcentrifuga Eppendorf (Brinkmann Instruments,
Westbury, NY, EE.UU.)

+  Vortizador y vortizador multitubo (VWR, Radnor, PA,
EE.UU.)

« Dispensador vertical para viales, (VWR, So. Plainfield,
NJ, EE.UU.)

*  Pipetas y repetidor Eppendorf

*  Tubos Bond Elut EMR—Lipid de Agilent (ref. 5982-1010) y
tubos para pulido final Bond Elut para extraccion
mejorada en matriz de lipidos (ref. 5982-0101)

Instrumentacion

El analisis se llevo a cabo en un cromatografo de liquidos
Agilent 1290 Infinity que incluia:

+  Bomba cuaternaria Agilent 1290 Infinity (G4204A)

+  Muestreador automatico de alto rendimiento Agilent 1290
Infinity (G4226A) provisto de un termostato Agilent 1290
Infinity (G1330B), y un compartimento termostatizado de
columna Agilent 1290 Infinity (G1316C)

El sistema UHPLC se acoplé a un sistema de LC/MS de triple
cuadrupolo Agilent 6490 provisto de una fuente de ionizacion
por electrospray Agilent Jet Stream y tecnologia iFunnel. Se
utilizé el software de estacion de trabajo MassHunter de
Agilent para adquisicion y analisis de datos.

Condiciones del instrumento
Condiciones de HPLC

Columna:

Fase movil:

Velocidad de flujo:
Temp. columna:

Temp. del
muestreador
automatico:

Vol. iny.:
Lavado de la aguja:
Gradiente:

Tiempo de parada:
Tiempo posterior:

Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18,

2,1 x 150 mm, 1,8 pm (ref. 959759-902),

precolumna Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18
UHPLC, 5 x 2,1 mm, 1.8 um (ref. 821725-902)

A) FA al 0,1 % en agua
B) FA al 0,1 % en acetonitrilo

0,3 ml/min
35°C

4°C

3l

ACN:MeOH:IPA:H,0 1:1:1:1 con FA al 0.2 %
Tiempo (min) %B

0 10
15 95
15,01 100
16 min
3 min

Condiciones de MS:
Modo positivo/negativo

Temp. gas:
Flujo de gas:
Nebulizador:

Calentador del gas
de impulsion

Flujo de gas de
impulsion:

Capilar:
Parametros de
iFunnel:

RF de alta presion:
RF de baja presion:

120 °C
14 1/min
40 psi

400 °C

12 1/min
3.000V

Positivo Negativo
100V 90V
70V 60 V



Las condiciones de monitorizacion de reaccién multiple
(MRM) por MS relativas a los analitos se relacionan en la
Tabla 2. En la Figura 1 se muestra un cromatograma tipico.

Tabla 2. Parametros MRM de LC con MRM de triple cuadrupolo y tiempos de retencion de los pesticidas
utilizados en este estudio.

Analito TR (min)  Delta TR (min) Polaridad lon precursor (m/z) lon producto (m/z) CE (v)
Metamidofos 1,83 2 Positivo 142 94,1 9
Aminocarb 2,03 2 Positivo 2091 137,2 24
Acefato 2,13 2 Positivo 184 143 9
Ometoato 2,54 2 Positivo 214 1249 17
Carbendazim 3,40 2 Positivo 1921 132 33
Tiabendazol 3,89 2 Positivo 202 131.1 41
Mexacarbato 3,99 2 Positivo 2231 1511 20
Oxamilo 4,24 2 Positivo 2371 72 12
Monocrotofos 4,46 2 Positivo 2241 127 10
Metomilol 4,64 2 Positivo 163,1 106 4
Fenuron 6,17 2 Positivo 165,1 72 20
Imidacloprid 6.43 2 Positivo 256,1 2091 13
Dimetoato 6.63 2 Positivo 230 199 5
TEPP-A 7,69 2 Positivo 2911 179 20
Aldicarb 7.87 2 Positivo 2131 89,1 15
Metoxuron 7,89 2 Positivo 229 46,1 12
Imazalilo 7,99 2 Positivo 2971 158.9 25
Simazina 8,31 2 Positivo 2021 132 22
Monuroén 8,37 2 Positivo 1991 46,1 16
Metiltiofanato 8,95 2 Positivo 343,1 151,2 4
Propoxur 9,15 2 Positivo 210,1 111 9
Carbofurano 9,30 2 Positivo 2221 1231 30
Clorotoluron 9,54 2 Positivo 2131 72 20
Diuron 9,65 2 Positivo 233 721 20
Carbarilo 9,73 2 Positivo 2021 1451 9
Bentazona 9,73 2 Negative 239 132 15
Isoproturén 9,96 2 Positivo 2071 46,1 20
Acido 2,3-D 10,06 2 Negative 219 161 15
Fluometuron 10,10 2 Positivo 2331 72 16
Metobromuron 10,48 2 Positivo 259 148 10
Ciprodinilo 10,53 2 Positivo 226,1 93.1 4
Metazaclor 10,71 2 Positivo 2781 134,2 15
Profam 10,80 2 Positivo 180.1 138.1 4
Terbutilazina 10,98 2 Positivo 2301 1741 15
Diclorprop 10,99 2 Negative 233 161 10
Siduron 11,26 2 Positivo 233,2 1371 12
Sebutilazina 11,47 2 Positivo 2301 1741 16
Metiocarb 11,47 2 Positivo 226,1 169 4
Linurén 11,69 2 Positivo 249 160,1 20
Clorprofam 12,53 2 Positivo 2141 172 5
Penconazol 12,76 2 Positivo 2841 70 17
Malation 12,85 2 Positivo 331 126,9 5
Neburon 13,29 2 Positivo 275,1 57,1 20
TPP (PI) 13,99 2 Positivo 3271 51,1 80
EPN 14,96 2 Positivo 3241 296,1 8
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Figura 1. Cromatograma LC/MS/MS (MRM) tipico de una muestra de aguacate reforzada con 50 ng/g de
pesticidas y extraida mediante QUEChERS seguido por limpieza con Bond Elut EMR—Lipid de Agilent.

Preparacion de muestras
El procedimiento final de preparacion de muestras se optimizo6

mediante un flujo de trabajo QUEChERS con las siguientes etapas:

1. Pese 15 g (x0,1 g) de aguacate homogéneo en tubos de
centrifuga de 50 ml.

2. Anada 15 ml de acetonitrilo (AA al 1 %) y mezcle en vortex
durante 10 s.

Afada un envase de sal de extraccion AOAC.

Mezcle en un agitador mecanico durante 2 min.

Centrifugue a 5.000 rpm durante 5 min.

Afiada 5 ml de agua a un tubo de dSPE EMR—Lipid de 15 ml.

Transfiera 5 ml de sobrenadante a un tubo de dSPE EMR—
Lipid.

N o a &~ w

8. Mezcle en vortex inmediatamente para dispersar la mezcla, y
posteriormente durante 60 s mas en un vortizador multitubo.

9. Centrifugue a 5.000 rpm durante 3 min.

10. Transfiera 5 ml de sobrenadante a un tubo EMR—Lipid pulido

de 15 ml que contenga 2 g de sales (NaCl:MgS0, 1:4), y
mezcle en vortex durante 1 min.

11.
12.

Centrifugue a 5.000 rpm durante 3 min.

Combine 200 pl de la capa sobrenadante de ACN con 800 pl
de agua en un vial de muestras de 2 ml y mezcle en vortex.

La muestra ya estara lista para el analisis de LC/MS/MS. El flujo
de trabajo completo para preparacion de muestras se muestra en
la Figura 2.

‘ Pese con precision 15 g de aguacate triturado en un tubo de centrifuga de 50 ml. ‘

v

Aiada Ply STD a las muestras de QC y Pl a todas las muestras
excepto al blanco de matriz; mezcle en vortex.

v

‘Aﬁada 15 ml de acido acético al 1 % en acetonitrilo y kit de extraccion QUEChERS AOAC. ‘

v

‘ Tape y agite enérgicamente en un agitador mecanico durante 2 min. ‘

v

‘ Centrifugue a 5.000 rpm durante 5 min. ‘

v

Aiada 5 ml de agua y después 5 ml del sobrenadante del extracto de acetonitrilo
a un tubo dSPE EMR—Lipid de 15 ml.

v

‘ Mezcle en vortex y centrifugue. ‘

v

‘ Transfiera 5 ml de sobrenadante a un tubo EMR—Lipid pulido. ‘

v

‘ Mezcle en vortex, centrifugue y transfiera la capa de acetonitrilo superior a otro vial si es necesario. ‘

v

Posteriormente afiada STD y Pl al blanco de matriz para generar
estandares de calibracion acoplados con matriz.

v

Combine 200 pl del extracto en ACN y 800 pl de agua, mezcle en vortex
y centrifugue si es necesario.

v

Las muestras estan listas para el analisis de LC de triple cuadrupolo.

Figura 2. Procedimiento para la preparacion de muestras
usando Bond Elut EMR—Lipid de Agilent para el analisis de
pesticidas en aguacate.



Patrones de calibracion y muestras de control de
calidad

Muestras de control de calidad (QC) previamente marcadas se
reforzaron adecuadamente con la disolucion de trabajo combinada
normalizada, después de la etapa 1, para seis réplicas. Las
muestras de QC corresponden a 5, 50, y 200 ng/g en aguacate. La
disolucion de Pl también se introdujo en todas las muestras, salvo
el blanco de matriz, correspondiente a 100 ng/g de TPP en
aguacate.

Se prepararon patrones de calibracion acoplados con matriz con
disoluciones de trabajo de patron y de PI. Las concentraciones
adecuadas en las muestras del blanco de matriz después de la
etapa 10 correspondieron a 1, 5, 10, 50, 100, 150, y 200 ng/g y 100
ng/g IS (TPP). Se diluyé el extracto final de la muestra con agua
para que la muestra se pudiera analizar mediante LC/MS/MS en
gradiente y para mantener la integridad de la forma del pico para
los analitos eluidos al principio del cromatograma. El sistema
LC/MS/MS proporcioné una sensibilidad excelente usando la
dilucion final descrita, y satisfizo los limites de deteccion exigidos.
Si la sensibilidad del instrumento no puede satisfacer las
exigencias por el método de dilucion de la muestra se debera
aplicar una etapa de concentracion de muestras (evaporacion y
reconstitucion), aunque no es algo recomendable.

Determinacion de la cantidad de sustancias extraidas
simultaneamente

La cantidad de sustancias extraidas simultaneamente se determiné
por medida gravimétrica [2] realizada para tres técnicas de limpieza
diferentes: Absorbente de circonio C18/PSA y EMR—Lipid. Las
muestras se prepararon por duplicado de la siguiente forma para
recopilar datos.

1. Caliente los tubos de vidrio durante ~ 1 ha 110 °C
para eliminar la humedad.

2. Enfrie los tubos a temperatura ambiente.
3. Tare los tubos.

4. Transfiera con precision 1 ml del extracto inicial de blanco de
matriz (sin limpieza) y de los blancos de matriz sometidos a las
diferentes técnicas de limpieza, por duplicado.

5. Seque todas las muestras en un equipo CentriVap a 50 °C
durante 1 h, o hasta sequedad.

6. Caliente los tubos durante ~ 1 ha 110 °C para eliminar la
humedad.

7. Enfrie los tubos a temperatura ambiente.
8. Vuelva a pesar los tubos.

La diferencia de peso después de la etapa 8 y después de la etapa
3 es la cantidad de muestra extraida simultaneamente. La cantidad
de sustancias extraidas simultaneamente mediante la limpieza es
la diferencia del peso promedio entre las sustancias extraidas
simultdneamente de la matriz antes y después de la limpieza.

Evaluacion del efecto de la matriz

Adicionalmente, se compard la respuesta del analito (area de
pico) entre los extractos de aguacate después del marcado y las
disoluciones originales equivalentes. Los extractos de aguacate
después del marcado se prepararon introduciendo disolucion de
pesticida normalizada en el extracto de blanco de matriz de
aguacate. La diferencia en la respuesta (area de pico) se
correlaciona directamente con los efectos de la matriz.

Comparacion y validacion del método

En la actualidad, el método QUEChERS recomienda la dSPE grasa,
que incluye PSA, EC-C18, y MgS0,, para la limpieza de muestras
grasas como el aguacate. Analogamente, se indica que los
absorbentes de circonio son mas eficaces para extraer lipidos
que la dSPE C18/PSA. Nuestra comparacion de métodos se
centro en la limpieza EMR—Lipid asi como en otras técnicas de
limpieza. La recuperacion de datos comparo las muestras antes y
después del marcado correspondientes a 50 ng/g en aguacate.
La extraccion se llevo a cabo mediante el procedimiento AOAC
QuEChERS, seguido por dSPE, para cada uno de los protocolos de
limpieza; EMR—Lipid, C18/PSA dSPE, y absorbente de circonio.
Para la limpieza con EMR—Lipid se siguio el protocolo descrito
en la Figura 2. La dSPE con EMR—Lipid, a diferencia de los
absorbentes dSPE tradicionales, requiere adicion de agua para
activar el material, lo que mejora de forma importante el
rendimiento de extraccion de la matriz. El sobrenadante de
EMR—Lipid se transfiera a las sales de pulido EMR—Lipid para
realizar la separacion de fases ACN/agua, y eliminar los solidos
disueltos. Para la limpieza mediante QUEChERS con C18/PSAy
circonio, se transfirio 1 ml del extracto de ACN bruto a un tubo de
dSPE graso de 2 ml (ref. 5982-5122), 0 a un vial de 2 ml que
contenia 100 mg absorbente de circonio. A continuacion, las
muestras se mezclaron en vortex durante un minuto y se
centrifugaron a 13.000 rpm durante tres minutos en una
microcentrifuga. A continuacion se transfirié una alicuota de

200 pl de sobrenadante a un vial de muestra que contenia 800 pl
de agua. En esta etapa se gener6 un precipitado, tanto con el
protocolo de limpieza para dSPE C18/PSA como con el protocolo
que utiliza absorbente de circonio. Las muestras se tuvieron que
filtrar con un filtro de 0,45 pm de celulosa regenerada a un vial
antes del analisis mediante LC/MS/MS. Se cree que los
precipitados estaban originados por los lipidos no extraidos
durante la limpieza con dSPE grasa y circonio. Este no fue el caso
para la limpieza mediante EMR—Lipid del extracto bruto que, tras
dilucion, proporciond una disolucion trasparente y sin
precipitados. Por tanto, no se requirio filtracion. Esto es
importante para preparar los calibrantes afiadidos posteriormente
a los correspondientes blancos de matriz, y para preparar
patrones de calibracion acoplados con matriz. La recuperacion se
calculo a partir del cociente entre las areas de pico del analito de
las muestras antes y después del marcado. El método EMR—
Lipid se valido en aguacate a concentraciones de 5, 50, y

200 ng/g en seis réplicas usando una curva de calibracion
acoplada con matriz de siete puntos. Se utilizd un patron interno
para cuantificacion, y los datos se notificaron en forma de
exactitud y precision.



Resultados y comentarios

Cantidad de sustancias extraidas simultaneamente

Los resultados de la determinacion del peso de las sustancias
extraidas simultaneamente se muestran en la Tabla 3. Estos
resultados demuestran claramente que la dSPE EMR—Lipid

proporciona la mejor eficiencia de limpieza de la matriz por peso.

Tabla 3. Pesos de las sustancias que se extraen simultaneamente

del aguacate en una extraccion QUEChERS con diferentes
materiales de limpieza (n = 2).

Eficiencia de extraccion

de la sustancias de la
Sustancias extraidas matriz que se extraen
simultaneamente por 1 ml de simultaneamente segin

Técnica de limpieza extracto final en ACN (mg) la limpieza (%)

Sin limpieza adicional 147 -

Limpieza con EMR—Lipid 42 na
Limpieza con circonio 7,0 524
Limpieza con C18/PSA 95 354

Eficiencia de extraccion de las sustancias de la matriz que se extraen simultaneamente (%)

(Cantidad de sin limpieza —
Cantidad de con limpieza)

Cantidad de sustancias extraidas simultaneamente sin limpieza

ias extraidas sil
ias extraidas sil

%100

Evaluacion del efecto de la matriz

Para evaluar el efecto de la matriz se comparo la respuesta
del analito entre los blancos de matriz después del marcado y
los patrones originales. Puesto que la mayoria de los lipidos
extraidos simultaneamente eluyen tarde en la técnica de LC
en gradiente (fase reversa, % de materia organica de baja a
elevada), los analitos hidrofébicos se ven afectados en mayor
medida por la matriz de la muestra. Este efecto se conoce
habitualmente como supresion ionica, que se correlaciona
con una baja respuesta del analito. Debido a la extraccion
ineficaz de los lipidos de la matriz mediante C18/PSA y el
absorbente de circonio, se observé una supresion ionica
significativamente mas importante en los compuestos de
elucion tardia. Las Figura 3 muestra tres compuestos como
ejemplos de la supresion ionica reducida que resulta de la
limpieza don EMR—Lipid. Los tres pesticidas son
compuestos con valores del log P relativamente elevados;
clorprofamo (log P 3.,6), penconazol (log P 3,7), y EPN (log P
4,5). Cuanto mayor es el valor del log P, mas hidrofébico es el
compuesto. Estos pesticidas muestran una supresion ionica
de hasta el 80 % causada por interferencias de la matriz,
especialmente debidas a lipidos, que no se eliminan
eficazmente mediante dSPE con C18/PSA y el absorbente de
circonio. Para estos compuestos, EMR—Lipid no produjo
efectos significativos de la matriz, como puede observarse en
la Figura 3.
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Figura 3. Comparacion del efecto de la matriz para analitos hidrofobicos. Las muestras de matriz recibieron posteriormente
50 ng/g de patron de pesticidas en un blanco de matriz.



Comparacion de métodos para recuperacion de los  compuestos é4cidos. El acido 24-Dy el diclorprop proporcionaron
analitos una recuperacion muy baja (<10 %) debido a PSA. Los

resultados de recuperacion para el absorbente de circonio
mostraron mas retencion de analito, lo que dio como
resultado recuperaciones inferiores al 70 % para nueve
pesticidas.

El método QUEChERS optimizado con dSPE con EMR—Lipid se
compar6 a continuacion con la limpieza mediante dSPE con
C18/PSA y absorbente de circonio. La Figura 4 muestra los
resultados estadisticos de comparacion de la recuperacion, y la
Figura 5 los resultados seleccionados de comparacion para Validacion de métodos

analitos problematicos. - . . e
P El protocolo EMR—Lipid se valido mediante el analisis de un

El protocolo EMR—Lipid proporciond una recuperacion total y ~ lote de cuantificacion completo. La metodologia se ha
precision excelentes para la mayoria de pesticidas. Solamente ~ descrito en la seccion de preparacion de muestras. Se us6 un

dos pesticidas estuvieron por debajo de la ventana de patron interno (TPP) para la cuantificacion y, por tanto, los
recuperacion del 70 al 120 %, concretamente ciprodinilo (64 %)  resultados de la cuantificacion se definen como exactitud y
y acido 2,4-D (65 %), con un valor de DER inferior al 10 %. Sin precision. Sin embargo, la recuperacion absoluta del PI (TPP)
embargo, se consideraron aceptables segun las directrices fue superior al 90 %, por lo que los resultados de exactitud

SANCO [11] puesto que satisfacen criterios de reproducibilidad  corresponden a la recuperacion absoluta.
aceptables. Los resultados de recuperacion para la limpieza

mediante dSPE con C18/PSA fueron buenos, salvo para dos Los resultados de validacion detallados se relacionan en la

Tabla 4, y también se proporcionan en una figura de resumen
B Recuperacion <70 % 0 >120 % (Figura 6) generada por exactitud y precision promedio
L] i¢ 9 -

Recuperacion del 70 al 120 % calculadas para las 18 réplicas de muestras de QC marcadas

w
=
= 45 _ .
2 10 con tres concentraciones diferentes. Los resultados de
g exactitud mostraron que el 95 % de los 44 pesticidas
S 35 . .
e estuvieron comprendidos en la ventana de 70 a 120 %, salvo el
g acido 2,4-D y el ciprodinilo, que proporcionaron recuperaciones
e algo inferiores al 70 % con buena DER. La reproducibilidad del
5 20 método fue excepcional. Se consiguio un valor de DER inferior
R al 10 % (n = 6) en el 91 % de los pesticidas para una
210 concentracion de 5 ng/g, en el 100 % para 50 ng/gy en el
£ 5 98 % para 200 ng/g. El resto de los valores de DER fueron
z — — — inferiores al 20 % con el protocolo EMR—Lipid. El limite de
2 Limpieza con Limpieza con Limpieza con . . .
@ EMR-Lipid C18/PSA absorbente de circonio deteccion del instrumento contribuye probablemente a la
- o . mayor variacion de estos compuestos, superior al 10 % de DER
Figura 4.Resultados estadisticos de comparacion de la para la menor concentracion afiadida. La etapa de pulido
recuperacion, de Bond Elut EMH_—Llpld de Agilent, dSPE con EMR—Lipid sin tampon (NaCl, MgS0,) es también una causa
C18/PSA, y absorbente de circonio. potencial de variacion, y por tanto, las sales de pulido
tamponadas se investigaran en un trabajo adicional.
120 M Limpieza con C18/PSA

B Limpieza con EMR-Lipid
M Limpieza con absorbente
de circonio

—
o
o

6) de muestras de

=3
o

&~ =
o o

N
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50 ppb de aguacate fortificadas con pesticidas

% de recuperacion promedio (n

Metil Acido 2,4-D Dicloro- Penconazol EPN Imazalilo TEPP-A
tiofanato propeno

Figura 5. Resultados de comparacion de la recuperacion para las limpiezas dSPE realizadas con
Bond Elut EMR—Lipid de Agilent (azul), C18/PSA (rojo), y absorbente de circonio (verde).
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Tabla 4. Resultados de validacion del protocolo EMIR—Lipid para 44 pesticidas en aguacate a concentraciones
de 5,50,y 200 ng/g (n =6).

Curva de calibracion Exactitud y precision del método
Analito Ajuste de Intervalo QC de5ng/g QC de 50 ng/g QC de 200 ng/g

regresion/peso R? cal. (ng/g) Rec.% DER Rec. %  DER Rec. %  DER
Metamidofos Cuadratica, 1/x  0,9993 1-200 69.1 9,5 93,8 8.4 109,8 6.0
Aminocarb Lineal, 1/x 0,9990 1-200 74,6 8.4 88,0 2,7 87.0 2,0
Acefato Lineal, 1/x 0,9948 1-200 55,8 12,4 88,8 2.3 86,6 4,0
Ometoato Lineal, 1/x 0,9996 1-200 84,5 6,0 85,3 1.4 84,4 2,6
Carbendazim Lineal, 1/x 0,9995 1-200 87.1 6.3 86,2 2,2 85,4 1.2
Tiabendazol Lineal, 1/x 0,9995 1-200 49,4 24,3 76,7 1.7 79.0 2,0
Mexacarbato Lineal, 1/x 0,9993 1-200 83,6 7.8 90,4 3.3 89,0 2.1
Oxamilo Lineal, 1/x 0,9991 1-200 81,1 7.6 96,7 2,6 94,4 35
Monocrotofos Lineal, 1/x 0,9979 1-200 85,2 6,1 85,1 1.9 101,5 4,6
Metomilol Lineal, 1/x 0,9993 1-200 778 8.2 88,6 3.3 92,8 45
Fenuron Lineal, 1/x 0,9969 1-200 86.5 9,9 103,4 25 91,7 1.7
Imidacloprid Lineal, 1/x 0,9996 1-200 81,7 5.9 94,1 2,6 87.9 25
Dimetoato Lineal, 1/x 0,9993 1-200 83,3 8.0 99,2 3.1 94,8 2,5
TEPP-A Lineal, 1/x 0,9989 1-200 50,2 6.5 88,3 1,6 784 3.1
Aldicarb Lineal, 1/x 0,9989 1-200 88,6 5.6 101,2 35 76,2 19
Metoxudon Lineal, 1/x 0,9987 1-200 102,0 5.4 105,8 2,5 89,9 2,6
Imazalilo Lineal, 1/x 0,9988 1-200 814 6.9 86,2 2,0 82,5 2,7
Simazina Lineal, 1/x 0,9984 1-200 91,8 5.4 93,8 19 85,4 1.6
Monurén Lineal, 1/x 0,9990 1-200 82,5 9,9 96,0 37 88,4 1.8
Metiltiofanato Lineal, 1/x 0,9977 1-200 89.4 10,8 104,6 55 86.0 7.1
Propoxur Lineal, 1/x 0,9993 1-200 84,7 8.1 97.6 14 94,5 2.2
Carbofurano Lineal, 1/x 0,9993 1-200 88.3 85 98,9 51 97.2 2,4
Clorotolurén Lineal, 1/x 0,9990 1-200 96,3 5.0 97.9 3.1 89,9 2,0
Diuron Lineal, 1/x 0,9995 1-200 86,6 6.7 98,7 2.8 975 35
Carbarilo Lineal, 1/x 0,9991 1-200 80,7 74 1011 3.2 90,5 2,1
Bentazona Cuadratica, 1/x  0,9993 1-200 11,2 55 102,3 47 97.4 79
Isoproturén Lineal, 1/x 0,9993 1-200 98,7 41 98,9 2.3 92,1 2,6
Acido 2,3-D Lineal, 1/x 0,9985 1-200 64,3 7.6 65,4 5.1 65,6 2,6
Fluometuron Lineal, 1/x 0,9975 1-200 86,2 5.7 87.8 3.9 88,0 3.0
Metobromurén Lineal, 1/x 0,9977 1-200 96.0 6,6 100,3 4,6 924 45
Ciprodinilo Lineal, 1/x 0,9986 1-200 60,3 8.3 67.0 2,6 65,5 3.6
Metazaclor Lineal, 1/x 0,9992 1-200 99,8 5.7 99,4 34 94,3 2.8
Profam Lineal, 1/x 0,9985 1-200 85,8 9,7 89,3 3.8 87.0 3.8
Terbutilazina Lineal, 1/x 0,9993 1-200 90,7 6.5 91,1 2,6 85,8 2,0
Diclorprop Lineal, 1/x 0,9992 1-200 75,6 9,7 733 4,6 76,9 2,3
Siduréon Lineal, 1/x 0,9990 1-200 90,2 8,6 924 35 91,5 2.2
Sebutilazina Lineal, 1/x 0,9992 1-200 95,3 48 89,5 2,5 83,7 2.1
Metiocarb Lineal, 1/x 0,9984 1-200 71.6 8.8 94,7 3.2 86,3 1.9
Linurén Lineal, 1/x 0,9984 1-200 84,7 7.4 85,2 3.6 84,6 3.6
Clorprofam Lineal, 1/x 0,9994 5-200 91,6 10,0 84,3 9.3 81,1 3.8
Penconazol Lineal, 1/x 0,9992 1-200 83.0 6,3 81,1 2,4 80,7 15
Malation Lineal, 1/x 0,9991 1-200 76,2 7.1 100,5 2,2 100,0 1.0
Neburén Lineal, 1/x 0,9994 1-200 66.9 6.8 83,0 1.6 84,8 1.3
EPN Lineal, 1/x 0,9995 1-200 76,4 47 73.8 3.9 62,9 13,2
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Figura 6. Resultados de cuantificacion para 44 pesticidas representativos en aguacate usando el flujo de

trabajo Bond Elut EMR—Lipid de Agilent. Los datos de exactitud y precision se calcularon para un total

de 18 réplicas para tres concentraciones diferentes.
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Conclusiones

Se ha desarrollado un método rapido, fiable y robusto usando
la extraccion QUEChERS AOAC seguida de limpieza mediante
el sistema Bond Elut EMR—Lipid con limpieza mediante
dSPE. El método se ha validado para el analisis de 44
pesticidas que se pueden analizar mediante LC-en aguacate.
El efecto de la matriz se ha evaluado cuidadosamente, y se ha
comparado con la limpieza dSPE tradicional con C18/PSA 'y
absorbente de circonio. Los resultados demuestran que
EMR—Lipid proporciona una limpieza de la matriz superior a
la dSPE con C18/PSA y absorbente de circonio en funcion del
peso y el efecto de la matriz. La recuperacion de los analitos y
la precision del método se han comparado exhaustivamente
entre las tres técnicas de limpieza diferentes. La limpieza con
EMR—Lipid proporciona una recuperacion de los analitos
comparable con respecto a la dSPE con C18/PSA,
obteniéndose mucha menos cantidad de sustancias que se
extraen simultaneamente. La limpieza realizada tanto
mediante EMR—Lipid como dSPE grasa proporcion6 una
recuperacion mucho mejor que la obtenida con el absorbente
de circonio, debido a las interacciones no selectivas del
analito con el circonio. Los datos sugieren que EMR—Lipid
elimina la mayoria de la matriz, especialmente lipidos, sin
afectar significativamente la recuperacion de los analitos.

Este trabajo demuestra la limpieza superior que se puede
conseguir usando EMR—Lipid como absorbente dSPE en un
flujo de trabajo QUEChERS. La elevada selectividad del
absorbente para los lipidos extraidos simultaneamente le
convierte en un elemento ideal para el analisis de muestras
grasas, independientemente del contenido de grasay la lista
de analitos objetivo. EMR—Lipid proporciona precision y
recuperacion elevadas, una extraccion de matriz superior, y
facilidad de uso para la cuantificacion de pesticidas en
aguacate. El trabajo futuro seguira centrandose en el analisis
multirresiduo en muestras complejas- con un elevado
contenido en grasa.

Referencias
1. Anastassiades, M.; Lehotay, S. J.; Stajnbaher, D.;
Schenck, F. S. J. AOAC Int. 2003, 86, 412-431.

2. Lehotay, S. J.; Mastovska, K.; Lightfield, A. R. J. AOAC Int.
2005, 88, 615-629.

3. Chamkasem, N.; Ollis, L. W.; Harmon, T.; Mercer, G. J.
Agric. Food Chem. 2013, 61, 2315-2329.

4, Hildmann, F; Gottert, C.; Frenzel, T.; Kempe, G.; Speer, K.
J. Chromatogr. A 2015, 1403, 1-20.

5. Lehotay, S. J. Mass Spec. in Food Safety Methods in
Mol. Biol. 2011, 747, 65-91.

6. Sapozhnikova, Y.; Lehotay, S. J. Anal. Chim. Acta 2013,
758, 80-92.

7. Morris, B. D.; Schriner, R. B. J. Agric. Food Chem. 2015,
63,5107-5119.

8. Wong, J. W. J. Agric. Food Chem. 2011, 59, 7636-7646.

9. Hayward, D. G.; Wong, J. W. Anal. Chem. 2013, 85,
4686-4693.

Saito, K.; Sjodin, A.; Sandau, C. D.; Davis, M. D.;
Nakazawa, H.; Matsuki, Y.; Patterson, Jr., D. G.
Chemosphere 2004, 57, 373-381.

10.

11. Anon. Guidance Document on Analytical Quality Control
and Validation Procedures for Pesticide Residues
Analysis in Food and Feed, SANC0/12571/2013, 19
November 2013; Comision Europea, Direccion General de

Salud y Seguridad Alimentaria, Bruselas, Bélgica.

Mas informacion

Estos datos representan resultados tipicos. Si desea obtener
mas informacion sobre nuestros productos y servicios, visite
nuestra pagina web www.agilent.com/chem.
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