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RESUMEN

Se optimizé un método extractivo de pesticidas,
para determinar imazalil, etién y malatiéon en na-
ranjas, mediante cromatografia gaseosa acoplada
a espectrometria de masas. Se tomé como base
el método QUEChERS modificado. Se ensayaron di-
ferentes solventes de extraccion y reconstitucion,
asi como adsorbentes. Se prob6 la combinacion de
acetonitrilo, etilacetato, metanol y hexano como
solventes de extraccion y reconstitucion y la com-
binacion de PSA, C18, C8, carbén activado, quito-
sano, diol y florisil como adsorbentes en la etapa
de clean-up. Finalmente, se evapor6 el solvente de
extraccion hasta sequedad para ser reconstituido
en 0,5 ml de solvente organico. La mayor respues-
ta cromatografica se obtuvo utilizando etilacetato
como solvente de extraccion, hexano como solven-
te de reconstitucion y 0,5 g de florisil como adsor-
bente. Se obtuvo una buena linealidad, con valores
de R2>0,99 en todos los casos, desviaciones es-
tandar relativas menores al 10% y porcentajes de
recuperacion entre 85% y 114%.

ABSTRACT

A pesticide extraction method was optimized to
determine imazalil, etion, and malathion in oran-
ges using gas chromatography coupled with mass
spectrometry. A modified QUEChERS method ser-
ved as the basis. Different extraction and reconsti-
tution solvents, as well as adsorbents, were tested.
The combination of acetonitrile, ethyl acetate, me-
thanol, and hexane was tested as extraction and re-
constitution solvents, while a combination of PSA,
C18, C8, activated charcoal, chitosan, diol, and flo-
risil was tested as adsorbents in the clean-up sta-
ge. Finally, the extraction solvent was evaporated
to dryness to be reconstituted in 0.5 ml of organic
solvent. The highest chromatographic response
was obtained using ethyl acetate as the extraction
solvent, hexane as the reconstitution solvent, and
0.5 g of florisil as the adsorbent. Good linearity was
achieved, with R2 values >0.99 in all cases, relative
standard deviations below 10%, and recovery per-
centages between 85% and 114%.
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INTRODUCCION

Los citricos constituyen actualmente uno de los
frutos mas cultivados en distintas regiones del
mundo donde la naranja y la mandarina son dos
de los mas destacados. Segun datos aportados
por la “Food and Agriculture Organizaton” (FAO), la
produccidn a nivel global de naranjas en 2022 fue
aproximadamente de 76 mil millones de toneladas.
Esta cantidad representa alrededor del 50% de la
produccién de citricos y aproximadamente el 11%
de la produccidn de frutas totales en el mundo [1].
Por su parte, la producciéon de mandarinas alcanzé
en 2021 y 2022 un valor de 37,9 millones de tone-
ladas [2], de las cuales, aproximadamente 72% es
destinado para su consumo como fruta fresca.

Las principales regiones productivas de estas
frutas son Asia, América del Norte y América del
Sur. Esta ultima produce en total el 19% de las fru-
tas comercializadas en el mercado global. Dentro
de la region, en 2021 Brasil fue el principal produc-
tor con una produccién estimada del 14% regional
y es sequido por Argentina con aproximadamente
el 4% [2], [3].

Gran parte de su popularidad se debe a sus ca-
racteristicas organolépticas, acompafnadas de un
alto valor nutricional. El mismo se evidencia con el
elevado contenido de aminoacidos, acidos organi-
cos, fibra dietética, minerales, vitaminas y compo-
nentes antioxidantes que incluyen carotenoides,
flavonoides y polifenoles. Esto ultimo le anade,
ademas, valor medicinal [4]. Esta importancia ha
impulsado su desarrollo en distintos niveles de pro-
duccidn e investigaciones sobre compuestos espe-
cificos, como los que se centran en la nutricion y
el efecto de los citricos sobre la microbiota intes-
tinal [5]. Ademads, también existen trabajos sobre
los subproductos como la extraccion de biodiesel
a partir de cascara de naranja [6].

Es decir que los citricos y sus subproductos son
un importante escalén en la economia desde el nivel
regional al global [7]. Por su gran importancia, es ne-
cesario asegurar la productividad en la etapa de cul-
tivo, lo que lleva a tomar la mayor cantidad de recau-
dos para evitar grandes pérdidas. Uno de ellos es la
aplicacion de pesticidas, en etapas de pre y post co-
secha. Estos compuestos se emplean para combatir
diversas plagas, enfermedades y malezas, reducien-
do significativamente las pérdidas en el sector y au-
mentando la productividad [8], [9]. Si bien esto genera
beneficios econdmicos, la aplicacion de pesticidas
puede llegar a ser perjudicial para los consumidores
y el ambiente. Los productos y subproductos prove-
nientes del campo pueden resultar contaminados
con dichos compuestos quimicos, los cuales no son
selectivos en cuanto a los organismos que atacan [8],
[10]. En los ultimos afios se ha confirmado que varios

pesticidas son capaces de causar desequilibrio en el
metabolismo de los glicolipidos y afectar la funcién
metabdlica del higado [11], [12], [13]. Ademas, los
efluentes generados a partir del procesamiento de
materia prima contaminada, como el agua de lavado
de los empaques de frutas, pueden arrastrar consi-
go los pesticidas hacia cuerpos de agua naturales
como arroyos y rios. Pérez-Indoval & Romero-Lépez
[14], detallan como los pesticidas son una de las
causas mas comunes de deterioro de la calidad de
masas de agua subterranea.

En base a esto se ver que el uso de estos com-
puestos tiene dos caras opuestas: por un lado, los
pesticidas son toxicos y generan problemas de sa-
lud y ambientales y por otro lado son necesarios,
ya que actualmente son la mejor opcién para con-
trolar plagas y enfermedades de los cultivos [15],
[17]. Tal es el caso del etion y malatién. Ambos son
compuestos organofosforados comuinmente utili-
zados en el cultivo de naranja. El primero se em-
plea para el control de insectos y acaros, mientras
que el segundo para el control fingico. Sin embar-
go, se ha comprobado que poseen un gran impacto
sobre las rutas nerviosas del cuerpo humano [18].

Otro ejemplo de esto es el imazalil, el cual es
un pesticida sistémico utilizado en citricos, suma-
mente eficaz contra varios patdégenos, incluidos los
resistentes al benzimidazol y ademas, posee accio-
nes protectoras y curativas sobre la fruta [17], [19].
Cdémo efecto nocivo se ha comprobado que puede
alterar el sistema enddcrino y generar problemas
durante la reproduccién y desarrollo [19], [20].

Los efectos secundarios causados por estos
compuestos quimicos sobre el ambiente y la sa-
lud humana, combinado con el uso de mayor nu-
mero de aplicaciones y dosis mas elevadas, en la
mayoria de los casos necesarias por el desarrollo
de resistencia de algunas plagas y/o la frecuencia
de precipitaciones, ha resultado en una necesidad
de mayor control por parte de los organismos re-
gulatorios sobre el producto final. Ejemplos de
ellos son el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) [21] y la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO) [22]. Una de las regulaciones que
estos organismos establecen definen los limites
maximos de residuos (LMR) permitidos para cada
pesticida en distintas matrices alimenticias y para
distintos mercados. Los LMR se encuentran en
niveles de concentracion bajos, en el rango de las
partes por millén (ppm) e incluso partes por billon
(ppb). Para el imazalil, etiéon y malatiéon son de 0,5
ppm, 1,0 ppmy 2,0 ppm segun SENASAy 0,01 ppm,
0,01 ppmy 2,0 ppm segun FAQ, respectivamente.

Por este motivo es necesario el desarrollo de
técnicas analiticas sensibles que permitan la de-
teccién de niveles traza de estos contaminantes.
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La determinacién de residuos de pesticidas en
matrices alimentarias es un desafio, especialmen-
te por la baja concentracién de analitos y las gran-
des cantidades de sustancias interferentes que
pueden co-extraerse con los mismos y, en la ma-
yoria de los casos, afectar negativamente a los re-
sultados del andlisis [23]. Se han propuesto varios
procedimientos de preparaciéon de muestras desde
los anos 90 para la determinacion de residuos de
pesticidas en frutas, que incluyen: extraccion en
fase solida (SPE), micro extraccion en fase sélida
(SPME), extraccion asistida por microondas (MAE),
entre otros [24], [25], [26], [27].

Desde 2003, el método introducido por Anastas-
siades et al. [28], denominado “QUEChERS" por sus
siglas en inglés: rapido facil, barato, efectivo, ro-
busto y seguro, ha revolucionado el proceso de pre-
paracion de muestras para el analisis de residuos
de pesticidas. Este método se basa en una extrac-
cién con acetonitrilo y una particién con adicion de
sal. En los ultimos aios, se ha validado para dife-
rentes matrices alimentarias: vegetales [29], frutas
[8], carne [30], cereales [31], [32]; jugo de vegetales
[33], jugos de frutas [34], [35].

Actualmente, existe una gran tendencia hacia
la optimizacién del método QUEChERS sobre ma-
trices especificas. La optimizacion se realiza sobre
los solventes a utilizar, las sales, los adsorbentes,
sus cantidades y la posible adicién de otras etapas
que mejoren la extraccion, por ejemplo, acciones
mecanicas como ultrasonido. Ademas, estos estu-
dios se combinan con la busqueda de las mejores
condiciones cromatograficas para lograr la mayor
respuesta. A modo de ejemplo, se puede citar el tra-
bajo de Rizzetti et al. [23], quienes optimizaron un
método QUEChERS para la determinacion de pesti-
cidas en jugo de naranja mediante cromatografia
liquida de ultra alta resolucién con espectrometria
de masas en tandem. Comparan distintos niveles
de acidificacién y solventes para la extraccion y el
uso de sales y cantidades de PSA para el clean-up.
Medina et. al [32] probé el uso de distintos solven-
tes de extraccion para la determinacién de delta-
metrina, penconazole y kresoxim-metil en mues-
tras comerciales de arroz.

Por otro lado, en el afan de ahorrar tiempo de
analisis, se han desarrollado una gran variedad de
kits, que contienen las sales pesadas, necesarias
para realizar la extraccién, el clean-up o ambas
juntas. Fares et al. [16] utilizaron en su desarrollo
experimental para la extraccion de pesticidas en
muestras de fruta entera de naranja, un kit de ex-
traccion comercial basado en tampén citrato. El
mismo contenia una mezcla de 4 g de sulfato de
magnesio anhidro, 1 g de cloruro sédico, 1 g de ci-
trato trisédico dihidrato y 0,5 g de hidrogenocitrato
disédico sesquihidrato.

Es decir que, el método QUEChERS es una meto-
dologia base de extraccion, la cual se puede adap-
tar a diversas necesidades tales como matrices,
analitos, necesidades de tiempo de andlisis, entre
otras, modificando los pasos dentro de la estructu-
ra original o agregando nuevas etapas. En el pre-
sente trabajo se tiene por objetivo desarrollar una
metodologia de extraccién basada en el método
QUEChERS y evaluar la combinacién de solventes y
adsorbentes mas adecuada para la determinacidn
de imazalil, malatién y etién en naranjas mediante
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria
de masas.

MATERIALES Y METODOS

GC-MS

La cromatografia de gases (GC) se realizé utili-
zando un equipo GC Agilent 6890N acoplado con
un espectrémetro de masas (MS) Agilent 5973, res-
paldado por bibliotecas de referencia. La separa-
cion se llevé a cabo utilizando una columna capilar
de silice fundida HP-5MS (30 m x 0,25 mm de dia-
metro interno x 0,25 pm de espesor de pelicula). El
gas portador fue helio (99,999 % de pureza), el cual
se mantuvo a un flujo constante de 1,0 ml/min. La
temperatura del horno se inicié en 80°C (0,2 min)
y luego se aumenté a una velocidad de 40°C/min
hasta 195°C, sequido de una rampa de 12°C/min
hasta 280°C y una rampa final de 5°C/min hasta
290°C (mantenida durante 8 min). La temperatura
del detector fue de 290°C. Los espectros de masas
de ionizacién por electrones (El) se obtuvieron a 70
eVy el sistema se programé en el modo de monito-
reo de iones seleccionados (SIM). La temperatura
de la fuente de iones y del cuadruplo se establecie-
ron en 230 °Cy 150 °C, respectivamente.

Estandares y reactivos

Los estandares de alta pureza (>98%) de imaza-
lil, malation y etién fueron provistos por Sigma-Al-
drich (Seelze, Alemania). Las soluciones madre
(1000 mg/l) se prepararon disolviendo los estan-
dares en metanol grado HPLC (pureza 99,9%) y se
almacenaron en freezer a -18 °C en botellas color
caramelo con tapén de PTFE. Las soluciones de
trabajo (10, 50, 100 mg/I) se prepararon en metanol
grado HPLC.

Todos los solventes utilizados en las pruebas
fueron de grado HPLC (Pureza 99,9%). El acetoni-
trilo, etilacetato fueron provistos por Merck (Dam-
stadt, Alemania), el hexano y el metanol fueron
provistos por Sintorgan (Buenos Aires, Argentina).
El cloruro de sodio, sulfato anhidro de sodio se
compraron a Biopack (Buenos Aires, Argentina), el
citrato acido de sodio sesquidratado y el citrato de
sodio dihidratado se obtuvieron en Sigma-Aldrich
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(Seelze, Alemania). Para la etapa de limpieza los
adsorbentes PSA, C18, quitosano, carbon activado
y florisil fueron obtenidos de Agilent Technologies
(Santa Clara, Estados Unidos).

Muestras

Para las muestras se compré un cajén de apro-
ximadamente 15 kg de naranjas en tiendas de la
zona, de esta manera se obtuvo un lote de partida
homogéneo. De aqui se separaron muestras de 1
kg para su procesamiento en licuadora durante 1
min 30 s para obtener una pasta uniforme, la cual
se almacené en freezer a -18°C hasta el momento
de las pruebas y analisis.

Metodologia de extraccion

Para la extraccion se utilizé6 como método base
el método QUEChERS modificado por Medina et al.
[32]. EI mismo consta de los siguientes pasos: 1)
pesar 10 g de muestra en un tubo de centrifuga de
50 ml. Si la humedad es menor al 25% agregar 10
ml de agua destilada; 2) agregar 10 ml de acetoni-
trilo; 3) agitar en vértex durante 1 min; 4) agregar 1
g de CINa + 4g de Na,SO, + 1 g de citrato de sodio
dihidratado + 0,5 de citrato acido de sodio sesqui-
dratado; 5) agitar en vértex durante 1 min; 6) cen-
trifugar a 4000 rpm durante 5 min; 7) separar fase
organica en un tubo de centrifuga de 50 ml; 8) agre-
gar 0,25 g de PSA + 0,25 gde C18 + 1,59 Na,SO,; 9)
agitar a mano durante 1 min; 10) centrifugar a 4000
rpm durante 1 min; 11) separar fase organica en un
tubo de vidrio HACH; 12) evaporar hasta sequedad.
Este paso se realiza en dos etapas para evitar la
eyeccion del contenido de los tubos: a presion baja
de vacio inicial 280 mmHg. b. presién alta de vacio
final 208 mmHg; 13) reconstituir contenido de los
tubos HACH en 0.5 ml de Hexano, filtrar con filtro
de jeringa 0,22 pm y colocar en vial con inserto; 14)
proceder a la lectura en el equipo.

Eleccion del solvente de extraccion y reconstitucion

Para la eleccion del solvente de extraccién y re-
constitucion se modificaron los pasos 2 y 13 del
método original, cambiando acetonitrilo y hexano
por una de las combinaciones presentadas en la
Tabla 1.

Tabla 1 Combinacion de solventes de extraccion y reconsti-
tucion

Solvente de extraccion Solvente de reconstitucion

Acetonitrilo Acetonitrilo
Acetonitrilo Hexano
Acetonitrilo Etilacetato
Acetonitrilo Metanol

Etilacetato Acetonitrilo
Etilacetato Hexano
Etilacetato Etilacetato
Etilacetato Metanol
Hexano Acetonitrilo
Hexano Hexano
Hexano Etilacetato
Hexano Metanol

Cada método extractivo se realiz6 por triplica-
do, adicionando cada muestra con los pesticidas
en estudio en una concentracion de 5 ppm. Luego
de realizar las mediciones se pudieron comparar
las alturas cromatograficas obtenidas y elegir la
mejor combinacion en base a la mayor respuesta
cromatografica, ya que esta proporcionaria una
mayor sensibilidad.

Eleccion de adsorbentes para la etapa de clean-up

Con la combinacion de solventes elegida, se pro-
cedid arealizar una prueba de adsorbentes. Modifi-
cando en este caso el paso nimero 8 de la extrac-
cion, correspondiente al clean-up. Para aplicar los
distintos adsorbentes en el método extractivo en la
fruta, se tomaron muestras de naranjas comercia-
les, por triplicado, se cortaron en trozos pequenos y
se trituraron en licuadora hasta obtener una pasta
homogénea. Las muestras fueron adicionadas con
imazalil, malation y etién a una concentracion de 5
ppm y se desarrollé la técnica con el agregado de
los compuestos y combinaciones presentados en
la Tabla 2.

Tabla 2 Combinaciones de adsorbentes analizadas

-

0,25 g de quitosano + 0,25 g de carbdn activado

0,25 g de quitosano + 0,25 g de florisil

0,25 g de quitosano

0,25 g de quitosano 0,25 g de C8

0,50 g de florisil

0,50 g de quitosano

0,50 g de diol

0,25gde PSA+0,25gdec18

0,25 g quitosano + 0,25 g de diol

0,25 g de PSA + 0,25 g de C18 + 0,25 g de quitosano

O O N O o0 A w N

-
o

En todos los casos se agregé 1,5 g de sulfato de
sodio anhidro.

Luego se procedio con el desarrollo normal del
método y la lectura en el cromatégrafo. Para la
eleccién se comparod las alturas cromatograficas
obtenidas.
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Validacion del método

Para la validacién de la metodologia optimiza-
da se siguieron las recomendaciones de la guia eu-
ropea SANTE (EC, 2021), determinando linealidad,
precision, veracidad, limites de deteccién y cuanti-
ficacion e incertidumbre.

RESULTADOS Y DISCUSION

Eleccion del solvente de extraccion y reconstitucion

Para las pruebas de solventes, la combinacién
de etilacetato como solvente de extraccion y hexa-
no como solvente de reconstitucion logré la ma-
yor respuesta cromatografica. El uso de metanol
no resulté viable ya que al mezclarse en la matriz
naranja no se logré separar el agua contenida en
la muestra de 10 g, por lo que el volumen final a
evaporar fue aproximadamente el doble del de los
demas ensayos. Esto implicaria un aumento en el
tiempo de evaporacién por el mayor volumen y la
presencia de agua. En la Figura 1 pueden apreciar-
se las distintas alturas cromatograficas obtenidas
con cada combinacion.

En base a lo obtenido en el andlisis cromatogra-
fico, se puede observar en la Figura 1a, que la utili-
zacion de hexano como solvente de extraccion no
resulta favorable dada la pérdida del imazalil. Para
el mismo analito, la menor respuesta se obtuvo
con la combinacién etilacetato/metanol. Las com-
binaciones acetonitrilo/acetonitrilo y etilacetato/
hexano no presentaron diferencias significativas y
fueron un 6,5% menor a la respuesta generada por
acetonitrilo/metanol, la cual fue la mayor.

En la Figura 1b se pueden observar los resulta-
dos para malatiéon, en donde la mayor respuesta
cromatografica se obtuvo con la combinacion eti-
lacetato/hexano.

En el caso del etién, en la Figura 1c se puede
apreciar que las combinaciones acetonitrilo/etila-
cetato, etilacetato/acetonitrilo, etilacetato/etila-
cetato, etilacetato/hexano, hexano/etilacetato y
hexano/hexano presentaron los mayores valores
sin diferencias estadisticamente significativas.

Figura 1 Respuestas cromatograficas obtenidas en las prue-
bas de solventes de extraccion y reconstitucion para a) ima-
zalil b) etion c) malarion

Eleccion de adsorbentes para la etapa de clean-up

Con la seleccion de los solventes de extraccién
y reconstitucion fijada, se procedié a realizar la
prueba de adsorbentes. Los datos recolectados se
presentan en la Figura 2.

En la Figura 2a se puede observar que el uso de
0,25 g de quitosano con 0,25¢g de carbén ocasio-
na la pérdida de la senal del imazalil, al igual que
el uso de 0,59 de diol. Luego, la menor respuesta
cromatografica fue generada con el uso de 0,25 g
de C8 con 0,25 g de quitosano. La mayor respuesta
cromatografica se obtuvo con el uso de 0,5 g de
forisil.

En la Figura 2b se pueden observar los resul-
tados de las combinaciones de adsorbentes para
etion. En este caso, la menor respuesta es genera-
daporelusode0,25gPSA+0,259gdeC18+0,25¢
de quitosano. Mientras que la mayor respuesta se
obtuvo con 0,5 g de florisil y con 0,5 g de diol, los
cuales no presentaron diferencias significativas.

Para el malatién se pueden apreciar los resulta-
dos en la Figura 2c. Aqui se evidencia que la menor
respuesta fue con el uso de 0,5 g de quitosano; y
la mayor respuesta se obtuvo con 0,5 g de florisil.
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Figura 2 Respuestas cromatograficas obtenidas en las prue-
bas de adsorventes en la etapa de clean-up para a) imazalil
b) etion ¢) malarion

Validacién

Para la validacion del método se siguieron las re-
comendaciones de la guia SANTE (EC, 2021). Para
la determinacién de linealidad se realiz6 la adicién
de soluciones estandar de los analitos en estudio.
Las concentraciones utilizadas para realizar la cur-
va fueron: 0,01 ppm, 0,05 ppm, 0,10 ppm, 0,50 ppm,
y Tppm. El coeficiente de regresion (R?) obtenido
para imazalil, etiéon y malation fue de 0,9960, 0.9938
y 0,9956, respectivamente.
Para la precision se realizé la adicion de los pestici-
das en el menor y mayor nivel de la curva de lineali-
dad, en este caso 0,01 ppmy 1,00 ppm. En la concen-
tracion mas baja, para imazalil, etion y malatién se
obtuvieron valores de desviacion estandar relativa
(RSD%) de 5,30%, 6,35% y 3,42%, respectivamente.
En el mismo orden para la concentraciéon mas alta
el RSD% fue 7,03%, 9,67% y 6,38%, respectivamente.

La recuperacién se estudié por triplicado a 3
concentraciones (0,01, 0,10, y 1,00 ppm) siendo
de 111%, 114% y 98% para imazalil, de 85%, 117%
y 106% para malation, y para etiéon 99%, 85% y 94%,
respectivamente.

Se consider6 como limite de cuantificacion
(LOQ) el punto mas bajo de la curva de calibracion,
en este caso 0,01 ppm.

CONCLUSIONES

Se obtuvo un método basado en QUEChERS para
la determinacion de imazalil, etién y malatién con
LOQ menores a los LMR establecidos por SENASA
y la FAO con excepcion el etiéon y malatién donde
el LOQ es igual al LMR en la reglamentacién de
FAO. La linealidad del método fue R?>0,99 en todos
los casos, el %RSD menor al 20% y el porcentaje
de recuperacion oscilé entre 85% y el 114%. Esto
da una herramienta que permitiria la posibilidad de
brindar andlisis en el sector citricola de la regién
para muestras de cargamentos destinados a mer-
cado interno y exportacion para la determinacién
de pesticidas en fruta.
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