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Graphycal abstract

QuEChERS CG-EM
Quick
EFasy
Cheap
Effective

Evaluation of the QUEChERS method with GC-MS detection for

the determination of pesticides into white grain corn

Abstract

Corn is one of the most consumed cereal in the world; like most crops, the use of pesticides
to control plagues is one of the main tools used durig its production. Because the presence
of these compounds in food can endanger human health, the analysis of residual pesticide
is an important aspect of food security. The objective of this work was to evaluate the
extraction methodology QUEChERS in the analysis of seven pesticides (Dichlorvos, a-
BHC, B-BHC, Diazinon, Disulfoton, Chlorpyrifos, Endosulfan I) into white corn grains
variety Amylase. The procedure involved an initial extraction phase using 10.0 g of
sample and 10.0 mL of acetonitrile (ACN), followed by a liquid-liquid partitioning
favored by 4.0 g of magnesium and 1.0 g of NaCl. The clean-up process was performed
by dispersive solid phase extraction (d-SPE) using 150.0 mg of MgSO., 150.0 mg of PSA
and 50.0 mg of Cig per milliliter of extract. Quantitative analysis was performed by gas
chromatography (GC) coupled with mass spectrometry (MS) operating in SIM / SCAN
mode. Adequate recoveries (between 74.4-117.7%) with coefficients of variation (CV) of
less than 12% were obtained, the detection limits (LoD) ranged was from 3.4 to 9.8 pugL-
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!, and the quantification limits (LoQ) was between 8.8 to 29.7 ugL . The method was used
in corn samples collected in a crop in the Valle del Cauca, where the presence of
Chlorpyrifos was detected, this pesticide is commonly applied to control pests such as
Phyllophaga spp. and Spodoptera frugiperda.

Evaluacion del método QUEChERS con deteccion por CG-EM
para la determinacion de pesticidas en granos de maiz blanco

Resumen

El maiz es uno de los cereales de mayor consumo en el mundo; como la mayoria de
cultivos, el uso de plaguicidas para combatir las plagas es una de las principales
herramientas utilizadas durante su produccion. Debido a que la presencia de éste tipo de
compuestos en los alimentos puede perjudicar la salud humana, el analisis de la
residualidad de plaguicidas es un aspecto relevante de seguridad alimentaria. EIl objetivo
de éste trabajo consistié en la evaluacion de la metodologia extractiva QUEChERS en el
analisis de siete plaguicidas (Diclorvos, o-BHC, B-BHC, Diazindn, Disulfotén,
Clorpirifos, Endosulfan 1) en granos de maiz blanco de la variedad Amylace. El
procedimiento implicé una primera fase de extraccién utilizando 10.0 g de muestra'y 10.0
mL de acetonitrilo (ACN), seguido de un particionamiento liquido-liquido propiciado por
4.0 g de magnesio y 1.0 g de NaCl. El proceso de limpieza se llevé a cabo por el método
de dispersion en fase sélida (d-SPE), utilizando 150.0 mg de MgSQOs, 150 mg de PSA 'y
50.0 mg de Cie/mL de extracto. El andlisis cuantitativo se Ilevo a cabo por cromatografia
de gases (CG) acoplada a espectrometria de masas (EM) operando en modo SIM/SCAN.
Se obtuvo recuperaciones apropiadas (entre 74.4-117.7%) con coeficientes de variacion
(CV) inferiores al 12%, los limites de deteccion (LOD) variaron entre 3.4 a 9.8 pgL?, y
los limites de cuantificacion (LOC) entre 8.8 a 29.7 ugL*. EI método se utilizé en muestras
de maiz recolectados en un cultivo en el Valle del Cauca, en donde se detectd la presencia
de Clorpirifos, éste plaguicida es cominmente aplicado para combatir plagas como la
Phyllophaga spp. y la Spodoptera frugiperda.
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Resumen

El maiz es uno de los cereales de mayor consumo en el mundo; como la mayoria de
cultivos, el uso de plaguicidas para combatir las plagas es una de las principales
herramientas utilizadas durante su produccion. Debido a que la presencia de éste tipo de
compuestos en los alimentos puede perjudicar la salud humana, el analisis de la
residualidad de plaguicidas es un aspecto relevante de seguridad alimentaria. EI objetivo
de éste trabajo consistié en la evaluacidn de la metodologia extractiva QUEChERS en el
andlisis de siete plaguicidas (Diclorvos, a-BHC, B-BHC, Diazindn, Disulfoton,
Clorpirifos, Endosulfan 1) en granos de maiz blanco de la variedad Amylace. El
procedimiento implicé una primera fase de extraccién utilizando 10.0 g de muestra'y 10.0
mL de acetonitrilo (ACN), seguido de un particionamiento liquido-liquido propiciado por
4.0 g de magnesio y 1.0 g de NaCl. El proceso de limpieza se llevé a cabo por el método
de dispersion en fase sélida (d-SPE), utilizando 150.0 mg de MgSQOs, 150 mg de PSA 'y
50.0 mg de Cis/mL de extracto. El andlisis cuantitativo se Ilevo a cabo por cromatografia
de gases (CG) acoplada a espectrometria de masas (EM) operando en modo SIM/SCAN.
Se obtuvo recuperaciones apropiadas (entre 74.4-117.7%) con coeficientes de variacion
(CV) inferiores al 12%, los limites de deteccién (LOD) variaron entre 3.4 a 9.8 pgL?, y
los limites de cuantificacion (LOC) entre 8.8 a 29.7 ugL. EI método se utilizé en muestras
de maiz recolectados en un cultivo en el Valle del Cauca, en donde se detectd la presencia
de Clorpirifos, éste plaguicida es cominmente aplicado para combatir plagas como la
Phyllophaga spp. y la Spodoptera frugiperda.

Palabras Claves
(UECKERS

Maiz

Extraccidn de plaguicidas
Cromatografia de gases
Espectrometria de masas

1. Introduccién

El control quimico de las plagas por medio del uso
de plaguicidas, es uno de los principales recursos
para mantener la rentabilidad y productividad de los
cultivos [1]. Las problematicas medioambientales
que conllevan su uso, no sélo se originan por su
mala disposicién y aplicacion, sino también por las
propiedades fisicoquimicas de cada compuesto.

Estas propiedades juegan un papel fundamental, ya
que muchos de ellos presentan una elevada
persistencia, bioacumulacion y facilidad de ser
transportados a través del aire, agua y suelo [1-3].

Uno de las principales fuentes de exposicion a los
plaguicidas es el consumo de alimentos, por tanto,
su determinacién y monitorizacién rutinaria es un
aspecto prioritario para la garantia de la seguridad
alimentaria [4,5]. La Comision del Codex
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Alimentarius y la Union Europea han definido los
limites méaximos de residuos de todos los alimentos
y piensos [6,7]; para plaguicidas, éstos valores son
relativamente bajos (en el orden de 10 ppb), lo que
hace indispensable contar con metodologias efi-
caces para la determinacion de éstos compuestos
contaminantes.

La determinacion analitica de plaguicidas en
alimentos conlleva dos fases fundamentales: la
extraccion y la determinacion instrumental [8-11];
en la extraccion, el analito es aislado de los deméas
componentes de la matriz, lo que facilita su deter-
minacion instrumental. Dependiendo del tipo de
plaguicida, generalmente el analisis instrumental se
realiza por cromatografia de gases (CG) o croma-
tografia liquida (CL). Actualmente, este tipo de
técnicas acopladas a espectrometria de masas (EM)
es la mas utilizada en el andlisis de residuos de
plaguicidas debido a su capacidad de identificacion
y sensibilidad [9].

En lo que respecta a métodos de extraccion de
plaguicidas en alimentos, se destaca el uso de los
métodos de extraccion en fase sélida (SPE) [12],
microextraccion en fase soélida (SPME) [13],
extraccion por microondas (MAE) [14], extraccion
acelerada con solventes (ASE) [15], entre otros. Sin
embargo, éstos métodos requieren un mayor uso de
solventes toxicos, material de laboratorio, y dife-
rentes etapas en la manipulacion de las muestras;
adicionalmente, la extraccion de plaguicidas de
diferentes polaridades suele ser una etapa expe-
rimental de relativa dificultad [8]. Entre los métodos
actuales para el analisis de multiresiduos se destaca
el método QUEChERS, acrénimo que hace refe-
rencia a sus principales ventajas Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged y Safe. Esta metodologia
ha tomado importancia debido a los buenos
resultados a la hora de determinar una amplia gama
de plaguicidas en frutas y vegetales, incluyendo una
alta recuperacion, repetitividad y facilidad del
proceso extractivo [8,16-19]. De manera general,
QUEChERS involucra una extraccion basada en el
reparto de los analitos entre una fase acuosa y una
orgénica (solvente de extraccion) inducida por la
adicion de sales; los extractos obtenidos son
purificados por medio de una técnica de dispersion
en fase sdlida (d-SPE) que consiste en la interaccion
de la matriz con adsorbentes [8].

Por otro lado, desde su primera aplicacion en el afio
2003 [16], el método QUEChERS ha sido objeto de
diferentes modificaciones. EI método QUEChERS

original consiste en la extraccion con acetonitrilo en
una relacion 1:1 muestra:solvente, con la adicion de
MgSO, y NaCl como sales de particion. Dos de los
métodos modificados que han tenido mayor
aceptacion son: el método AOAC 2007.01 validado
por la association of analytical communities
(AOAC) en donde se utiliza un buffer de acetato con
pH 4.5 [20] y el método EN 15662 validado por la
European Committee for standardization (CEN) en
donde se utiliza un buffer de citrato con pH 5.5 [21].
Teniendo en cuenta la importancia que ha adquirido
la metodologia QUEChERS como método de
extraccion, el objetivo de éste estudio fue la
evaluacion de la eficacia del método QUEChERS en
la extraccion de plaguicidas en granos de maiz
blanco (variedad amylase o harinoso), implemen-
tando cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (CG-EM) como técnica
instrumental. La importancia del maiz como matriz
de estudio radica en que éste es un alimento
prioritario en muchos paises, especialmente en
Colombia, Perd y Bolivia [22].

2. Seccion experimental
2.1 Materiales y reactivos

Se evaluaron siete plaguicidas (ver Tabla 1), cuatro
organofosforados (OP), Diclorvos, Diazindn, Disul-
foton, Clorpirifos y tres organoclorados (OC), a-
Hexaclorobenceno (a-BHC), B-Hexaclorobenceno
(B-BHC) y Endosolfan I; los cuales sen adquirieron
en ChemService y Dr Ehrertorfer con purezas
superiores al 98%. Se prepararon soluciones
individuales (1000 mgL) y una mezcla de 5 mgL™
de todos los plaguicidas; esta tltima se utilizé en la
preparacion de las curvas de calibracion. El 1-
bromo-2-nitrobenceno (98% pureza, CehmService)
se utiliz6 como estandar de recuperacion.

En el proceso extractivo QUEChERS original 2003
(denotado como QUEChERS-2003), se utilizé como
sales de particion MgSO4 (Merck) y NaCl (Sigma
Aldrich); para el método QUEChERS 2007.01
(denotado como QUEChERS-2007), el MgSOa
anhidro y CH3sCOONa se adquirieron de Agilent
Technologies. En la limpieza de los extractos se usé
una amina primaria secundaria (PSA, SPE Bulk
Sorbent Agilent), Octadecilsilano (Cis, SampliQ
Agilent) y carbon grafitado (GCB, SampliQ
Agilent). El acetonitrilo (ACN) y el acido acético
glacial se adquirieron de J.T. Backer.
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Tabla 1. Plaguicidas analizados y el estdndar de recuperacion con sus respectivos coeficientes de particion octanol agua (Kow),
limites maximos de residuos y los iones monitoreados en CG-EM

Plaguicida Tipo de Log Kow Parametros CG-EM, modo SIM
plaguicida lones de cuantificacion Abundancia
Diclorvos OoP 1,43 109 100
Diazindn OoP 3,81 179 100
Disulfoton OoP 4,02 88 100
Clorpirifos OP 4,96 197 100
a-BHC oC 3,72 183 100
B-BHC 0oC 3,72 183 100
Endosulfan | oC 3,83 241 100
1-Br-2-nitrobenceno - 2,5 201 100

2.2 Caracterizacién del maiz

Se determind el contenido de agua y grasa del maiz,
implementando la norma técnica NTC 2227 y
extraccion por soxhlet usando una mezcla de
solvernte cloroformo:acetona 2:1, respectivamente.
El porcentaje de proteina se calculé a través del
contenido de nitrégeno total usando un equipo de
andlisis elemental Thermo Electron Corporation y
un factor proteico 6.25 para el maiz [23].

2.3 Métodos

2.3.1 Extraccion QUEChERS vy limpieza por
dispersion en fase solida (d-SPE)

Como un proceso de acondicionamiento, las
muestras de maiz se homogenizaron agregando 30.0
mL de agua destilada por cada 50.0 g de maiz. El
homogenizado se realizé a —4 °C. Inicialmente, dos
versiones del método QUEChERS se compararon.
Para el primer método, QueChERS-2003 [16], 10.0
g de maiz homogeneizado se mezclaron bajo
agitacion manual (1 min.) con 10.0 mL de ACN, a
continuacion, se adicionaron 4.0 g de sulfato de
magnesio y 1.0 g de cloruro de sodio con posterior
agitacion (1 min.) y centrifugacién (3.500 rpm, 1
min.). Para el segundo método, QUEChERS-2007
[20], se mezclaron 15.0 g de maiz y 15.0 mL de
ACN acidificado al 1% con &cido acético glacial,
posterior a la agitacion de la mezcla se adicionaron
6.0 g de sulfato de magnesio y 1.5 g de acetato de
sodio, para su posterior agitacion y centrifugacion
de igual manera que en el método QueChERS-2003.
En la limpieza de los extractos, se tomaron 5.0 mL
de la fase orgéanica y se mezclaron bajo agitacion
manual (1 min.) con 250 mg de PSA, 250 mg de Cis

y 750 mg de sulfato de magnesio anhidro (50 mg,
50 mg y 150 mg por mL de extracto, respec-
tivamente), finalmente, la mezcla se centrifugd a
3500 rpm por 5 min. Una alicuota de 4.0 mL se tomo
y se evapor6 hasta sequedad con un flujo de
nitrégeno constante. Después, los plaguicidas se
redisolvieron con 1.0 mL de ACN para su posterior
analisis cromatografico. Adicionalmente, se reali-
zaron dos pruebas de limpieza a los extractos
obtenidos por el método QUEChERS-2003; la
primera modificacion consistio en el uso adicional
de 7.5 mL de GCB/mL de extracto y la segunda
modifi-cacion consisti6 en el aumento de la
cantidad de PSA, utilizando 150 mg/mL de extracto.

2.3.2 Método instrumental

Los extractos se inyectaron en modo splitless
usando CG-EM con triple cuadrupolo en la moda-
lidad FASST (Fast Automated Scan/SIM Mode). Se
utilizé helio como gas portador a una presion
constante 57.5 kPa y una columna SHRXI1 5MS (30
m x 0.25 d.i. x 0,25 um e.f). La programacién del
horno, inicié en 60 °C por 2 min., seguido de un
aumento de temperatura hasta 310 °C con una razén
de 10 °C min, manteniendo la temperatura por 13
min. Como modo de ionizacion en el EM se utilizd
el impacto electrénico (+El), con una temperatura
de fuente de iones de 290 °C y de 280 °C en la inter-
fase. Para cada plaguicida, los iones monitoreados
en el modo SIM se muestran en la Tabla 1.

2.3.3 Parametros de calidad analitica
La cuantificacion instrumental de los plaguicidas se

realizé por calibracidn externa, se evalué el rango
lineal de las curvas de calibracién en ACN y en la
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matriz, éstas Gltimas se prepararon a partir de  Tabla 2. Caracterizacion del maiz blanco utilizado en los

extractos organicos obtenidos del maiz. analisis

La precision y exactitud del método extractivo

QUEChERS se verificd fortificando muestras de Parametro Valor

maiz libre de plaguicidas y realizando las respec- , S

tivas extracciones intra- e interdfa. La sensibilidad Eorcentaj.e ge humecji‘/d (%) 722’21:'02:,32

se evalu6 calculando limites de deteccion (LOD, o/?\lrcen aje de grasa (%) 2’7;0’5
;. . ., 0 =Y,

3.§§/a) y limites de ‘cugntlﬁcamon (LOC, 10 o/a) %C 417+09

utilizando las desviaciones estindar (o) y las %H 69403

pendientes (a) de las regresiones lineales. Adicio- %Proteina 172+05

nalmente, se evaluo el efecto matriz comparando las

areas cromatogréaficas de los plaguicidas en solvente

yen matriz. x10.000.000

— Método AOAC 2007.01
*"| == Método Qriginal 2003

1‘2
|

4. Resultados y discusion

4.1 Caracterizacién y procedimientos extrac-
tivos

Area (uv)

3

1.2 ‘
|

El maiz es una matriz compleja debido a los 04 rJ\ L_IJ J l |‘ |
diferentes tipos de compuestos que lo conforman, bttt S bt b M,
posee un alto contenido en lipidos, proteinas, Tiempo (min.)

vitaminas, azUcares, carbohidratos, entre otros [22].
Esta pluralidad en composicion hace que, en los
procesos extractivos mediados con solventes,
muchos de estos compuestos logren pasar a la fase
organica extractiva y de esta manera lleguen al
sistema cromatografico dificultando el analisis
instrumental. EI método QUEChERS es un método  La mayor cantidad de co-extractivos lipidicos
multiresiduos, lo que indica que es capaz de extraer ~ presentes en el método QUEChERS-2007 se debe
compuestos de diferente polaridad, por tanto, cierta  posiblemente a la presencia de 4&cido acético
cantidad de compuestos diferentes a los analitos son  adicionado, ya que por reacciones tipo acido-base,
extraidos, razén por la cual, la etapa de limpieza d-  la adsorcion de azlcares y acidos grasos por parte
SPE es indispensable, puesto que permite que los del PSA se puede ver inhibida. Resultados
co-extractivos sean retenidos en los adsorbentes  parecidos, han sido reportados por Lehotay y
[8,19]. Matlosvska (2008) en extracciones realizadas en
En la Tabla 2 se muestra la caracterizacion realizada  cereales [19]. Por lo anterior, se descarto6 el uso del
a los granos de maiz. Se obtuvo un porcentaje de  método QUEChERS-2007 en la evaluacion multi-
grasa del 2.2%. Segun Anastassiades y Lehotay  residual en la matriz de analisis.

(2003), para frutas y vegetales con porcentajes de  Para mejorar la limpieza de los extractos obtenidos
grasa superiores al 2%, se sugiere la adicion de Cis  con el método QUEChERS-2003, se realizaron dos
en la etapa de limpieza [8], razén por la cual se tuvo ~ modificaciones en la etapa d-SPE. En la Figura 2 se
en cuenta el uso de este adsorbente junto conel PSA  muestran tres cromatogramas, el primero corres-
en la etapa d-SPE. ponde al método inicialmente evaluado nombrado
A pesar del uso de los adsorbentes, diferentes como L1y los métodos L2 y L3 corresponden al
compuestos fueron co-extraidos, principalmente  método con adicion de GCB y aumento de PSA
acidos grasos. En la Figura 1 se muestran los  respectivamente. La limpieza L3 mostro ser la mas
cromatogramas en modo Full-Scan tanto para el  efectiva, por tanto, con la adicion de PSA, gran
método QUEChERS-2003 como para el método  cantidad de lipidos pueden ser removidos de la fase
QUEChERS-2007, evidenciandose una mayor can-  organica de los extractos.

tidad de co-extractivos para el método bufferado.

Figura 1. Cromatogramas en modo Full-scan de los extractos
obtenidos de los métodos QUEChERS-2007 y QUEChERS-
2003. Acidos grasos identificados: (1) acido pentadecanoico,
(2) acido linoleico, (3) acido oleico, (5) acido estearico.
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Figura 2. Cromatogramas en modo Full-scan de extracciones
obtenidas del método QUEChERS-2003 con variaciones en la
adicién de adsorbente de limpieza. (1) 50 mg PSA, 50 mg Cis,
(2) 50 mg PSA, 50 mg C1s, 7.5 mg GCB, (3) 150 mg PSA, 50
mg C1s (Cantidades por mL de extracto).

]]l][

a-BHC Diazindn Disulfotén 8-BHC  Clorpirifos Endosulfan|

Diclorvos

I L1: 50 mg PSA, 50 mg C18
[ L2: 50 mg PSA, 50 mg C18, 7.5 mg GCB
[]L3: 150 mg PSA, 50 mg C1g

Figura 3. Comparacion de los porcentajes de efecto matriz
(%EM) determinados para cada método d-SPE evaluado (L1,
L2, L3).

Con el objetivo de seleccionar el mejor método de
limpieza, se determind por medio de la Ec. 1 el

porcentaje de efecto matriz (%EM) para cada
plaguicida con cada una de las variaciones d-SPE
evaluadas. El %EM es un indicativo porcentual de
la diferencia entre las &reas cromatograficas
obtenidas con el solvente y las obtenidas con los
extractos procedentes de las diferentes limpiezas
evaluadas (L1, L2, L3).

%EM = 1 100 (1)
A

Donde As y An son las areas del solvente y de la
matriz, respectivamente. Un menor %EM puede
considerarse como indicio de un menor efecto de los
componentes de la matriz en las &reas de los analitos
[24]. En la Figura 3 se observa menores %EM para
la limpieza L3, por tanto, ésta se seleccioné como
limpieza d-SPE.

4.2 Parametros de calidad analitica

La Figura 4 muestra el cromatograma en modo SIM
y los tiempos de retencion (tr) obtenidos mediante
CG-EM al inyectar una mezcla estandar de los 7
plaguicidas en ACN. La elucién de los analitos se
produjo en un intervalo de tiempo comprendido
entre los 11.9 y 22.8 minutos, siendo aceptable la
resolucion cromatografica para todos ellos.

Las curvas de calibracién en matriz presentaron
coeficientes de correlacién apropiados, r>>0.9914,
indicando un ajuste lineal entre las areas
cromatograficas y la concentracién. En la Figura 5
se muestran las curvas de calibracién, las
ecuaciones de cada una de las rectas y los r? para
cada plaguicida.

En la Tabla 3 se muestra los parametros de calidad
evaluados. Para el B-BHC, Clorpirifos y Endosulfan
I se obtuvieron los mejores valores de sensibilidad
instrumental y metodologica; para el método
extractivo; los LOD variaron entre 3.4-9.8 ug L*, y
los LOC entre 8.8 — 29.7 ug L. En la Figura 6 se
muestran los porcentajes de recuperacion (%R)
obtenidos en las fortificaciones realizadas en el
maiz, los %R estuvieron entre 74.4 — 117.7% con
coeficientes de variacion < 12%, valores adecuados
para la determinacién cuantitativa de los
plaguicidas. El porcentaje de recuperacion relati-
vamente bajo para el Diclorvos, puede ser explicado
por su elevada solubilidad en agua y por su
coeficiente de reparto octanol-agua bajo (18 kgL' y
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1.90, respectivamente [25]), por tanto, es posible
que durante el proceso de extraccion, cierta cantidad
de éste plaguicida se mantuviera en la fase acuosa y
no llegara completamente a la fase orgéanica,
adicionalmente, se ha evidenciado que compuestos
con estas caracteristicas son mas sus-ceptibles a
degradacion o adsorcién en el inyector durante el
proceso de anélisis croma-tografico [24]. Los %R
en las extracciones y los porcentajes de covarianza
obtenidos estan acordes con la normativa
internacional espafiola (SANTE, 2015) que
establece porcentajes de recuperacion entre 70-
120% y coeficientes de variacion < 20% [26].

4.3 Aplicacion del método QUEChERS

El método evaluado se utilizd en maiz blanco
harinoso proveniente de un cultivo ubicado en la
zona rural del municipio de Pradera (Valle del
Cauca, 3°24.8'N, 76°13.9°0). Este cultivo fue
fumigado principalmente con el producto quimico
comercializado como Lorsban, que contiene como
ingrediente activo Clorpirifos, utilizado para
combatir plagas como la Phyllophaga spp. (Gallina
ciega) y la Spodoptera frugiperda (Oruga cogollera)
[27].

X 100.000
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Figura 4. Cromatograma en modo SIM de la mezcla de plaguicidas en solvente a 100 ppb: (1) Diclorvos, tr: 11.9 (2) a-BHC, tr:
17.9 (3) B-BHC, tr: 18.2 (4) Diazindn, tr: 18.9 (5) Disulfoton, tr: 19.1 (6) Clorpirifos, tr: 20.9 (7) Endosulfén |, tr:22.6.

Tabla 3. Parametros de calidad evaluados en la extraccion y analisis de plaguicidas en maiz (Método QUEChERS/CG-EM).
Porcentaje de recuperacion (%R), Porcentaje de covarianza (%CV), Limite de cuantificacion (LC), Limite de deteccién (LD).

Sensibilidad Instrumental

Sensibilidad del método

0 0,
Plaguicida (n/°=|§) ({"’S;; (gL (mgL)

LOoC LOD LoC LOD
Diclorvos 74,4 15,1 66,1 22,1 26,4 8,8
a-BHC 106,0 74 34,2 11,3 13,7 45
B-BHC 14,7 18,1 25,8 8,5 10,3 34
Diazin6n 99,6 19,6 74,1 24,5 29,7 98
Disulfotén 110,3 11,2 53,3 17,6 21,3 7,0
Clorpirifos 17,7 0,7 20,4 9,4 8,2 3,7
Endosulfan | 110.7 1,8 219 9,6 8,8 38
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Figura 5. Curvas de calibracion en matriz de los siete plaguicidas analizados.
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Figura 6. Clorpirifos detectado en una muestra de granos de maiz analizado con la metodologia QUEChERS evaluada. (A)
Espectro de masas, (B) Seccion cromatogréafica del compuesto detectado.

Como lo muestra la Figura 6, en una de las muestras
colectadas se encontro residuos de éste plaguicida,
la concentracion no fue cuantificable puesto que se
encontré por debajo del LOC, sin embargo, el
seguimiento de los iones, el tiempo de retencion
concordante y el espectro de masas corrobord su
presencia.

5. Conclusiones

La metodologia preparativa QUEChERS y el
analisis instrumental por CG-EM se evaluaron en la
extraccion y analisis de plaguicidas organoclorados
y organofosforados en granos de maiz blanco. El
método QUEChERS-2003 presentd menores efectos
de matriz y cromatogramas mas limpios compa-
rados con los obtenidos en el método QUEChERS-
2007, razon por la cual se seleccioné como método
final extractivo combinandolo con una limpieza d-
SPE basada en la adicion de 150 mg de PSA y 50
mg de Cis por mililitro de extracto. Se obtuvo
porcentajes de recuperacion entre 74.4-117.7 % con
CV < 12%, resultados analiticos acordes con las
exigencias internacionales. Finalmente, el método
fue utilizado en el andlisis de muestras de maiz en
las cuales se detect6é Clorpirifos, un plaguicida
organofosforado de uso extendido en los cultivos.
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Abstract

Corn is one of the most consumed cereal in the world; like most crops, the use of pesticides
to control plagues is one of the main tools used durig its production. Because the presence
of these compounds in food can endanger human health, the analysis of residual pesticide
is an important aspect of food security. The objective of this work was to evaluate the
extraction methodology QUEChERS in the analysis of seven pesticides (Dichlorvos, a-
BHC, B-BHC, Diazinon, Disulfoton, Chlorpyrifos, Endosulfan I) into white corn grains
variety amylase. The procedure involved an initial extraction phase using 10.0 g of sample
and 10.0 mL of acetonitrile (ACN), followed by a liquid-liquid partitioning favored by 4.0
g of magnesium and 1.0 g of NaCl. The clean-up process was performed by dispersive
solid phase extraction (d-SPE) using 150.0 mg of MgSQ4, 150.0 mg of PSA and 50.0 mg
of Cis per milliliter of extract. Quantitative analysis was performed by gas
chromatography (GC) coupled with mass spectrometry (MS) operating in SIM / SCAN
mode. Adequate recoveries (between 74.4-117.7%) with coefficients of variation (CV) of
less than 12% were obtained, the detection limits (LoD) ranged was from 3.4 to 9.8 pgL-
! and the quantification limits (LoQ) was between 8.8 to 29.7 ugL . The method was used
in corn samples collected in a crop in the Valle del Cauca, where the presence of
Chlorpyrifos was detected, this pesticide is commonly applied to control pests such as
Phyllophaga spp. and Spodoptera frugiperda.

Keywords
QuECKERS

Corn

Pesticides extraction
Bas chromatography
Mass spectrometry

[Complete version]

1. Introduction

Chemical control of pests through the use of
pesticides, is one of the main resources to
maintain profitability and productivity of crops.
Environ-mental problems involving its use, not
only are caused by bad application, the
physicochemical properties of each compound
also play a key role, since many of them have high
persistence, bioaccumulation and are easily
transported through the air, water and soil. One of

the main sources of exposure to pesticides is food
consumption, therefore, their determination and
routine monitoring is a priority area at the food
security. The Codex Alimentarius Commission
and the European Union set maximum residue
limits of all food and feed; for pesticides, these
values are relatively low (in the order of 10 ppb).
The analytical determination of pesticides in food
involves two basic stages: extraction and instru-
mental determination; in the extraction stage, the
analyte is isolated from the other components of
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the matrix, which facilitates its determination
instru-mental. Depending on the type of pesticide,
usually the instrumental analysis, by gas
chromatography (GC) or liquid chromatography
(LC), is the most widely used in the analysis of
waste pesticide because of its ability to
identification and sensitivity. Usually, GC and LC
techniques are coupled to mass spectrometry
(MS). Among the food-pesticide extraction
methods are solid phase extraction, solid phase
microextraction, microwave extraction stands,
accelerated solvent extraction.

However, these methods require greater use of
toxic solvents, robust laboratory equipment, and
different stages in the handling of samples;
additionally, the extraction of pesticides with
different polarities is often difficult. Among the
current multianalysis methods, the QUEChERS
method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe stands) permits to obtain good results in
determining a wide range of pesticides in fruits
and vegetables, with high recovery, repeatability
and ease of extraction process. Generally,
QUEChERS extraction is based on the distribution
of the analytes between an aqueous phase and an
organic (solvent extraction) induced by the
addition of salts; later, the extracts obtained are
purified by a technique solid phase dispersion (d-
SPE) by the interaction of the matrix with
adsorbents.

Given the importance attached to the QUEChERS
methodology as extraction method, the objective
of this work was to evaluate the extraction
methodology QUEChERS in the analysis of seven
pesticides (dichlorvos, a-BHC, B-BHC, diazinon,
disulfoton, chlorpyrifos, endosulfan 1) in white
corn grains variety Amylase. The importance of
maize as study material is its importance as food
in many countries, especially in Colombia, Peru
and Bolivia.

For additional information:

e See long version of article (spanish version),

o Consult the reference list (see references) or

o Write to corresponding author:
jina.martinez@correounivalle.edu.co

2. Methodology
2.1. Material and reagents

Pesticides evaluated were: four organo-
phosphorus (dichlorvos, diazinon, disulfoton,
chlorpyrifos) and three organochlorine (o-
hexachlorobenzene (a-BHC), [B-hexachloro-
benzene (B-BHC), endosolfan 1) with 5 mgL* of
concentration (for individual pesticides and
mixture with all pesticides). 1-bromo-2-
nitrobenzene was used as recovery standard. In
addition, the extraction method used was the
original QUEChERS (2003), which uses
magnesium sulfate and sodium chloride. Primary
Secondary Amine, octadecylsilane (Cig) and
graphited carbone were used for cleaning of the
extracts.

2.2. Maize characterization

The water content and fat were determined by
standard technique (NTC 2227) and soxhlet
extraction, respectively. The percentage of
protein was determined by total nitrogen content
(proteic factor for maize was 6.25).

2.3. Methods

2.3.1. Extraction by QUEChERS and cleaning
by solid phase dispersion (d-SPE)

Maize samples were homogenized adding 30.0
mL of bidistilled water per 50.0 g of maize at -4
°C. Two QUEChERS methods were compared:
original QUEChERS 2003 (10.0 g of maize + 10
mL of acetonitrile + 40 g of MgSO,4 + 1.0 g of
NaCl) and QUEChERS 2007.01 (15.0 g of maize
+ 15 mL of acetonitrile + acetic acid 1% + 6.0 ¢
of MgSO, + 1.5 g of CH;COONa) [see details in
ref. 16 and 20].

For the cleaning of the extracts, 5.0 mL of organic
phase were mixed with 250 mg of PSA, 250 mg
of Cys and 750 mg of MgSQO4 (3500 rpm per 5
min). An aliquot of 4 mL was taken and
evaporated to dryness with a constant flow of
nitrogen. Then, pesticides were redisolved with
1.0 mL of acetonitrile for later chromatographic
analysis.

Two cleaning methods were performed for
original QUEChERS-2003. The first modification
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was the additional use of 7.5 mL of GBC
(graphite carbone) per mililiter of extract, and the
second modification was the increase of PSA
amount, utilizing 150 mg per mililiter of extract.

2.3.2. Instrumental method

Extracts were injected at splitness mode using a
gas chromatograph coupled to mass spectro-
photometer with triple quadrupole at mode
FASST (Fast Automated Scan / SIM Mode).
Helium was used as gas transporter (57.5 kPa) and
using a colum SHRXI 5MS (30 m x 0.25 d.i. X
0,25 um e.f). Programming the oven, starting
from 60 ° C for 2 min., and increasing the
temperature to 310 °C with a rate of 10 °C min?,
keeping the temperature 13 min. Electron impact
(El +) was used as ionisation mode in MS, in
addition, an ion source temperature of 290 °C and
280 °C at the interface were used. For each
pesticide, the monitored ions are described in the
Table 1 (see Table 1, long version).

2.3.3. Analytical quality parameters

The instrumental quantification of pesticides was
performed by external calibration, the linear range
of the calibration curves was evaluated using
acetonitrile and in the matrix, the latter are
prepared from organic extracts obtained form
maize. The precision and accuracy extractive
method QUEChERS was verified fortifying the
samples using pesticide-free corn and making the
intra- and interday extractions. The sensitivity
was evaluated by calculating the limits of
detection and quantification using the slope and
standard deviation of the linear regressions. In
addition, the matrix effect was evaluated by
comparing the areas of pesticides chroma-
tographic solvent and matrix.

3. Results and discussion

The Quechers method is a multiresidue method,
indicating that is capable of extracting com-
pounds of different polarities, therefore, a number
of different compounds to analytes are extracted,
for this reason, the cleaning step d-SPE is
indispensable, since it allows that the co-
extractives are retained in the adsorbents. The
results of the characterization are shown in the

Table 2 (results are: moisture percentage: 72.1 +
2.2 %, greasy percentage: 2.2 + 0.3 %, %N: 2.7 +
0.5 %, %C: 41.7 + 0.9 %, %H: 6.9 + 0.3 %, and
protein percentage: 17.2 = 0.5 %).

Different compounds were co-extracted, mainly
fatty acids (see Figure 1). Most co-extractives
lipid obtained by the method Q-2007 is possibly
due to the presence of acetic acid added, which
can promote such acid-base reactions, adsorption
of sugars and the adsorption of fatty acids by the
PSA can be inhibited.

Two modifications of cleaming method were
performed (see Figures 2 and Figure 3). The
cleaning L3 (150 mg of PSA and 50 mg of Cis)
showed be the most effective, therefore, with the
addition of PSA, large amounts of lipids can be
removed from the organic phase of extracts. In
addition, the percentage of matrix effect was
lower for the modification L3 (this percentage can
be considered as an indication of a lesser effect of
the matrix components in the areas of analytes).
Figure 4 shows the chromatogram in SIM mode
and retention times (tr) obtained by GC-MS to
inject a standard mixture of seven pesticides in
ACN (elution time for analytes were 11.9 and
22.8 minutes, being an adequate cromathografic
resolution for all them) (see Table 3).

Calibration curves for pesticides are shown in the
Figure 5. The best results were obtained for (-
BHC, Chlorpyrifos and Endosulfan |, with
detection and quantization limits of 3.4-9.8 and
8.8-29.7 ug L, respectively. The percentages of
recovery were between 74.4 and 117.7 % with
variation coefficient: 12 %.

The relatively low percentage recovery for
Dichlorvos, can be explained by its high water
solubility and by its low octanol-water partition
coefficient (18 kgL™* and 1.90, respectively).
Therefore, it is possible that during the extraction
process, a quantity of the pesticide is retained in
the aqueous phase and not fully reach the organic
phase, additionally, it has been shown that
compounds with these characteristics are more
susceptible to degradation or adsorption in the
injector during the chromatographic analysis
process.

The method was evaluated QUEChERS floury
white maize from a crop located in the rural area
of the municipality of Pradera (Valle del Cauca,
3°24.8'N, 76°13.9° W). This culture was
fumigated primarily with chemical marketed as
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Lorsban, containing as active ingredient
Chlorpyrifos, used to control pests such as
Phyllophaga spp. (Blind chicken) and Spodoptera
frugiperda (Caterpillar cogollera).

As it is shown in the Figure 6, in one of the
samples collected, residue of Clorpirifos is found,
the concentration was not quantifiable since this
was below to quantification limit, however, the
monitoring of ions, retention time and mass
spectrum are concordant and confirmed its
presence.

4, Conclusions

QUEChERS preparative methodology and
instrumental analysis by GC-MS were evaluated
in the extraction and analysis of organochlorine
and organophosphorus pesticides in grains of
white corn. The QUEChERS-2003 method had
lower matrix effects and chromatograms cleaner
compared with those obtained in the QUEChERS-
2007 method; for this reason, it was selected as
extractive method the QUEChERS-2003, which

was combined with a cleaning d-SPE based
addition of 150 mg of PSA and 50 mg of Cis per
milliliter of extract. Recovery percentages were
between 74.4-117.7 % with coefficient of
variation < 12%, being these results consistent
with the international requirements. Finally,
Chlorpyrifos was detected using the selected
method for the analysis of local white maize.
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