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Resumen

En Costa Rica, el Cdédigo Penal (Ley N° 4573) tipifica los delitos contra la vida, y la Ley
de Bienestar Animal (Ley N° 7451) tipifica como delito los actos crueles, maltratos o
muerte ocasionada de animales.”® En algunos de estos casos judiciales se han
encontrado el uso de insecticidas (organoclorados, organofosforados, N-metilcarbamatos
y piretroides) y herbicidas (fenoxiacidos, glifosato y bipiridilos).® Los insecticidas
organofosforados y los N-metilcarbamatos son las sustancias con las propiedades mas
toxicas para el ser humano y otros mamiferos.'®

Por la relacion de estas sustancias toxicas en la investigacion criminal el Departamento
de Ciencias Forenses, requiere de una metodologia multicomponente para la
caracterizacién cualitativa de los plaguicidas organofosforados forato, etoprofés,
diazindn, metilparation, malation y clorpirifés en bebidas adulteradas (cerveza y jugo de
manzana). La técnica seleccionada incluyé una modificacion de la metodologia de
extraccion para residuos de plaguicidas (EN15662-2008) en cereales y vegetales vy el
desarrollo de un método cualitativo por cromatografia de gases con deteccidén por
espectrometria de relacion masa carga. Los criterios de caracterizacion utilizados estan
basados en recomendaciones de grupos cientificos rectores en quimica forense.”813

La validacion de la metodologia demostré selectividad al ser evaluada con criterios
cualitativos establecidos por la Agencia Mundial antidoping WADA'®, con porcentajes de
recuperacion en cerveza desde 92.4 % hasta 98.2 % y en jugo de manzana desde 93.1
% hasta 99.0 % y limites de deteccion en cerveza desde 0.728 mg/L hasta 1.86 mg/L y
en jugo de manzana desde 0.485 mg/L hasta 1.24 mg/L, siendo estos menores que la
dosis letal media del analito mas toxico. Lo anterior demuestra que la metodologia
aportada es adecuada para el proposito para el que fue disenado.

La evaluacion de la recuperacion en otras marcas de cerveza y bebidas de manzana
reveld que es importante verificar el desempefio de la metodologia en cada matriz
particular antes de reportar un resultado cualitativo. Un factor critico en el analisis de
cerveza es la concentracion de etanol ya que entre 5 mL/100 mL y 12 mL/100 mL se
presentd pérdidas importantes de recuperacién. Lo anterior podria provocar falsos
negativos por una baja recuperacion o por no cumplir con los criterios de identificacion.

Se concluyé que la metodologia propuesta en este proyecto de graduacién puede ser
aplicada a bebidas de cerveza y jugo de manzana cuestionadas en un proceso judicial
por la adulteracién intencional con los plaguicidas organofosforados etoprofés, malation,
metilparation, clorpirifés, forato y diazinén.
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Capitulo 1. Introduccidn



1.1. Antecedentes y justificacion

Se especula que la incidencia de casos de intoxicaciones con plaguicidas esta
relacionada con la disponibilidad de estas sustancias en el mercado costarricense.’234
El Centro Nacional de Control de Intoxicaciones de Costa Rica reporta que, de las
intoxicaciones registradas en el 2016, el 11.6 % fueron por plaguicidas. Esta cifra en el
2017 fue del 10.6 %.%8 Si bien los datos anteriores son del sistema de salud costarricense
y no incluyen una subclasificacion de su relacién con un delito, es comun en los procesos
judiciales la utilizacion de plaguicidas organofosforados en bebidas como armas
quimicas.

En Costa Rica, el Codigo Penal (Ley N° 4573) tipifica los delitos contra la vida, abarcando
desde homicidios hasta tentativa o instigacion al suicidio, y la Ley de Bienestar Animal
(Ley N° 7451) tipifica como delito los actos crueles, maltratos o muerte ocasionada de
animales.”® En algunos de estos casos judiciales se han encontrado el uso de
insecticidas (organoclorados, organofosforados, N-metilcarbamatos y piretroides) y
herbicidas (fenoxiacidos, glifosato y bipiridilos).® De las familias de plaguicidas anteriores,
los organofosforados y los N-metilcarbamatos son las sustancias con las propiedades
mas toxicas para el ser humano y otros mamiferos.°

El Organismo de Investigacion Judicial del Poder Judicial (OlJ) es el ente responsable de
atender las investigaciones de estos delitos. Especificamente, el Departamento de
Ciencias Forenses (DCF) del OlJ atiende las solicitudes de los Tribunales y del Ministerio
Publico, en las cuales son requeridas la identificacién quimica de plaguicidas u otras
sustancias toxicas involucradas por su utilizacion como arma quimica contra la vida
humana y el bienestar animal.’!

El DCF cuenta desde el 2012 con un procedimiento validado para el analisis cualitativo
de plaguicidas polares en muestras de alimentos y bebidas adulteradas, que utiliza la
técnica extraccion en fase sdlida (SPE) con cartuchos de octadecilsilicio (C18EC) y
deteccién por GC/MSD-EL.'? En esta metodologia de SPE el tiempo requerido para la
etapa de extraccion de un lote de 24 muestras es de aproximadamente 8 horas. La
metodologia presenta un sesgo de hasta el - 40 % al nivel de trabajo (15 mg/L) y utiliza
diferentes tipos de disolventes organicos que generan una carga de residuos
considerable.'?

Desde el 2003, se han publicado numerosas aplicaciones para el analisis multiresiduos
de plaguicidas con una técnica de extraccion/particion en acetonitrilo seguida de una fase
de extraccion dispersiva en fase solida conocida como QUEChERS (acronimo en inglés
para: “Quick (rapido), “Easy (facil), “Cheap” (barato), “Efective” (efectivo), “Robust”



(robusto) y “Safe” (seguro)) que presenta ventajas en todos los aspectos detallados
anteriormente por técnica de extraccion en fase solida.'3

Adicionalmente, los criterios de identificacion utilizados en la técnica implementada
incluyen la comparacion espectral contra una base de datos de espectros de masas
comercial utilizando un algoritmo de comparacion con un indice de comparacion superior
al 95 %.12

Por lo anterior, el DCF defini6 como proyecto modernizar la metodologia actual
multicomponente por SPE-GC/MSD para el analisis cualitativo de sustancias toxicas en
bebidas adulteradas que incluya una mayor eficiencia en la recuperacion, menor
generacion de desechos y mas rapida basada en una adaptacion de la técnica de
extraccion QUEChERS™S. Adicionalmente, la utilizacion de criterios de identificacion
robustos, basados en recomendaciones de grupos cientificos internacionales en ciencias
forenses.

Se propone con este proyecto final de graduacion modificar el método oficial
multiresiduos en frutas y vegetales EN15662:2008'3 para su aplicacion requerida en
bebidas. Se selecciona como matrices cerveza y jugo de manzana ya que estas bebidas
son comunmente encontradas en escenas criminales por intoxicaciones y homicidios. Los
seis plaguicidas seleccionados son los mas comunmente encontrados en casos de
delitos contra la vida segun estadisticas del DCF al momento de definir este trabajo de
investigacion.®

A nivel forense no existen criterios de identificacién especificos para plaguicidas en
bebidas y alimentos adulterados establecidos por una comunidad cientifica internacional.
Por lo cual se tuvo que recurrir a entes normativos internacionales relacionados con el
analisis cualitativa de sustancias organicas aceptados para su aplicacion a nivel forense
en Costa Rica. Estas son el Grupo Cientifico de Trabajo para el Analisis de Drogas
Decomisadas (SWGDRUG)' para el andlisis cualitativo de drogas en materiales de
decomiso, las establecidas por la Agencia Mundial Antidoping (WADA)'® para el andlisis
cualitativo de drogas en el control de dopaje en el deporte y las establecidas por la
Organizacién de Comités de Area Cientifica para Ciencias Forenses (OSAC)'® para el
analisis cualitativo de sustancias toxicas en fluidos bioldgicos.

SWGDRUG propone la técnica GC/MSD como un esquema analitico completo para la
identificacion de drogas al analizar de forma independiente el tiempo de retencion vy el
espectro de masas sin especificar los criterios de identificacion. WADA y OSAC son
explicitos en esto ultimo.
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2.1. Plaguicidas: compuestos organofosforados

El articulo N° 2 del Cddigo Internacional de Conducta para la Gestion de Plaguicidas
define a los plaguicidas como cualquier sustancia o mezcla de éstas con ingredientes
biolégicos o quimicos destinados a regular el crecimiento de las plantas o a repeler,
destruir o controlar cualquier plaga como insectos, roedores, malas hierbas u otros
organismos no deseados.'%'”

Los plaguicidas han sido usados desde tiempos antiguos. Se han encontrado archivos
demostrando que alrededor del afio 900 d.C. en China se utilizaba sulfuro de arsénico
como insecticida. En la primera mitad del siglo XX se presento el desarrollo de las
principales clases de plaguicidas (organoclorados, organofosforados y fenoxiacidos).%-18

Estos compuestos se pueden clasificar de diferentes formas: por tipo de plaga que
controlan (por ejemplo: insecticidas, herbicidas, fungicidas y rodenticidas), por estructura
quimica (organoclorados, organofosforados, N-metil-carbamatos, piretrinas, entre otros)
y por su peligrosidad para el ser humano.'®

Los organofosforados son compuestos organicos que incluyen en su estructura atomos
de fosforo en grupos funcionales como, por ejemplo: fosforilo o tiofosforilo. Se han
sintetizado cientos de estos compuestos, de los cuales mas de doscientos se encuentran
disponibles para uso y comercializacion. Su aplicacion va desde su uso como
estabilizadores de plasticos y antioxidantes hasta aditivos de petréleo, pero se han
utilizado principalmente como agentes nerviosos quimicos de guerra y en el control
fitosanitario como plaguicidas.?®

Por su estructura quimica los insecticidas organofosforados, son ésteres del acido
fosforico y sus homologos fosfénico, ditiofosforico (estructuras a y b de la Figura 1),
fosforoditioico (estructura c de la Figura 1) y tiofosférico (estructuras d, e, y f de la Figura
1).20
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Figura 1. Representaciéon de las moléculas de (a) forato, (b) malation, (c) etoprofés, (d)
clorpirifés, (e) diazindn y (f) metilparation.?’

Las formas mas predominantes del fésforo son los compuestos con fésforo trivalente y
pentavalente. Los analitos de esta validacion incluyen la forma organica pentavalente el
fésforo. La mayoria de las aplicaciones ambientales e industriales son del tipo
pentavalente y por su amplio uso y semejanza con moléculas importantes para la vida
como el ATP, fosfolipidos, proteinas de membrana, entre otras, se ha estudiado mas
detenidamente su toxicologia en humanos.?°

Debido a que no se han encontrado alternativas adecuadas para reemplazarlos y por su
amplio uso, se estima que entre 750 000 y 3 000 000 casos de intoxicaciones ocurren en
el mundo cada ano, como resultado de exposicion ocupacional, intencional y accidental.
La exposicion a estos compuestos presenta signos de leves a graves asociados con la
hiperestimulacién del receptor colinérgico, esto porque actuan como toxinas inhibiendo
la enzima colinesterasa.?°

La OMS clasifica los plaguicidas organofosforados que se van a utilizar en este proyecto,
a partir de los valores reportados para el parametro toxicolégico LDso, entre los niveles
mas téxicos para los seres humanos en las clases | a (extremadamente peligroso), la
clase Il (moderadamente peligroso) y la clase Il (ligeramente peligroso), ver Cuadro 1.1°



Cuadro I. Informacion de clasificacion toxicologica, estatus legal, de polaridad, e
importacion de los analitos a evaluar en el presente proyecto.

LD50 Importacién en

Analito Clase® Condicion®  log Kow® Costa Rica

(mg/kg)® (ka)*

clorpirifés 135 Il Restringido 4.7 83 024

diazinon 300 Il Aprobado 3.3 313 867

etoprofos 62 la Restringido 3.59 229 042
forato 2 la Aprobado 3.92 29 148
malatién 2100 1] Aprobado 2.75 64 661
metilparation 14 la Restringido 3 1267

a. Dato reportado como la dosis letal media en ratas en un periodo de observacion de 24 horas. Con
alimentacion ad libitum de los individuos.? b. La clasificacion de los plaguicidas segtn la OMS establece la
clase la y Ib para los plaguicidas mas téxicos (LDsp < 50 mg/kg p.c.) y la clase IV como la menos toxica
(LDso > 5000 mg/kg p.c.).” c. Restringido es que requiere receta profesional y aprobado que es de libre
venta. Reglamentacion de uso segun MAG.?223 d. Coeficiente de particién octanol/agua.?* f. kilogramos de
plaguicida importado durante el 2009 en Costa Rica.?®

Durante la segunda mitad del siglo XX se instaurd el proceso registral de plaguicidas en
Costa Rica al ser un gran consumidor, en el que se solicita informacién técnica para
validar el uso o autorizar un registro. En la década de los ochenta se hicieron comunes
los decretos nacionales en los que se implementaban restricciones a varios plaguicidas.
Hoy en dia su comercializacion se ha visto afectada por varios cambios en la legislacion
estableciendo prohibiciones y restricciones de diversos tipos para algunos productos o
usos especificos (Cuadro 1).18

El coeficiente de octanol/agua (Kow) es un valor de equilibrio de una sustancia en medio
de dos fases: octanol y agua, la primer fase es un medio lipofilico no acuoso, mientras
que el agua es hidrofilico.?® Valores mayores de 4 del logaritmo de Kow son compuestos
no polares, valores entre 1.5 y 4 del logaritmo de Kow son compuestos moderadamente
polares y valores entre 1y 1.5 del logaritmo de Kow son compuestos polares.?” Con base
en lo anterior, los valores mostrados en el Cuadro | indican que el clorpirifos es no polar
y los demas analitos moderadamente polares.

2.2. Compuestos organofosforados: mecanismo de accion toxica

El objetivo principal de los organofosforados al ingresar en el cuerpo humano es la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), una -esterasa cuya funcion fisiologica es el de hidrolizar la
acetilcolina, un importante neurotransmisor en el sistema nervioso central y periférico.°
Para explicar su mecanismo de accion es importante conocer su estructura general,
mostrada en la siguiente figura.®
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Figura 2. Estructura general de los plaguicidas organofosforados.®

Donde “x”, es el grupo saliente que se desplaza cuando el organofosforado fosforila la
AChE. Sin embargo, los compuestos que tienen azufre unido al fosforo necesitan
bioactivacion metabdlica para que realicen su actividad biologica, esto porque solo los
compuestos con doble enlace entre el fésforo y el oxigeno son inhibidores eficaces de la
AChE."0

Esta bioactivacién es una desulfuracion oxidativa llevada a cabo principalmente en el
higado, por las enzimas del citocromo P450, las cuales provocan la formacion de un oxon
o de un analogo de oxigeno del insecticida original. Esta reaccion se muestra en la
siguiente figura.°

HO\ P/s . HD\ I’///,5 HO\ r’/5
RO/ \OA RO/ \GAr Rc-/ \ou

Y

HU\ P/Q | 4 RD\ p///}C} HO\P////D
F{D/ \OH HO/ \OH 90/ \OH

Figura 3. Reaccién general de la bioactivacién.™

La reaccion 1 de la Figura 3 es la biotransformacion del compuesto original al metabolito
activo, el oxon; las otras reacciones son de desintoxicacion enzimatica que no involucra
la inhibicion de la AChE."°



Los estudios de la interaccion de los organofosforados con la AChE han sido extensos,
mostrando que los OP con un doble enlace entre el fésforo y el oxigeno fosforilan un
hidroxilo de la serina en el sitio activo de la enzima, impidiendo su funcion sobre el
sustrato fisiolégico como se muestra en la siguiente figura.°
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Figura 4. Reaccion de la acetilcolina y de clorpirifés-oxén con la acetilcolinesterasa.'®

En la Figura 4 a la izquierda se puede observar la reaccion normal de la acetilcolina con
el sitio activo de la enzima y como ésta escinde la acetilcolina y como se recupera la
encima. Aladerecha, la primerareaccion es de la AChE con el clorpirifés-oxén, formando
un complejo y la segunda reaccion la fosforilacion de la AChE fosforilada. El enlace entre
el atomo de fésforo con la enzima es mucho mas estable que entre el carbono de la
acetilcolina con la enzima, por lo que la ruptura del primer enlace puede durar horas o
dias dependiendo de la estructura del OP y del segundo enlace dura solo unos
microsegundos.°

La inhibiciéon de esta misma enzima por los organofosforados es la responsable de su
efecto toxico en humanos y otros mamiferos. Una intoxicacion aguda con
organofosforados aumenta los niveles de la acetilcolina en las sinapsis de los musculos



respiratorios (diafragma e intercostales), produciendo una paralisis de éstos con la
consecuente muerte por asfixia. Adicionalmente, los organofosforados presentan
toxicidad a nivel crénico, denominada “neurotoxicidad retardada”, que es caracterizada
por dolores, debilidad y paralisis de las extremidades tras exposicion del individuo a dosis
subagudas.®

Si una persona sufre de intoxicacidon por OP es esencial su tratamiento de inmediato. En
caso de exposicion por la epidermis, lo ideal es retirar la ropa contaminada, lavar con
agua y con jaboén alcalino. Pero en los casos por ingestion no funcionan métodos donde
se trate de reducir la adsorcion en el trato digestivo, por ende, lo ideal es la administracion
del antidoto atropina, el cual es un antagonista de los receptores muscarinicos y en
consecuencia previene la accion de acumular acetilcolina en estos receptores.?®

2.3. Meétodos de analisis para plaguicidas

Debido a la alta toxicidad de los plaguicidas, su mal uso y a la bioacumulacion se han
implementado diferentes técnicas para la identificacion con fines fitosanitarios. Dentro de
las matrices mas comunes se encuentran frutas y vegetales?%3031.32 agua3233, leche343,
miel36:37:38 peces® y madera®’, utilizando métodos de extraccion como microextraccion
por fase sélida (SPME)?®, microextraccion dispersiva liquida-liquida®', extraccion por fase
solida magnética®3, extracciones simples liquido/liquido3®®, extraccién por fase solida
(SPE), extracciéon con un surfactante cationico3?, extraccion liquida ultrasénica3® y por
QUEChERS.3%:38

Las técnicas instrumentales mas utilizadas para identificar plaguicidas son por inyector
de espacio de cabeza acoplado en un GC/MSD?8, cromatografia de gases31:33.34.37.40,
deteccidn por espectrometria de masas de ionizacion por electropulverizacién de
desorcién neutra® y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).30:32.35,38,39

Los métodos tradicionales como extraccién liquido - liquido y SPE generalmente tienen
procedimientos de multiples etapas que requieren muestras grandes y varios pasos de
extraccioén, por lo tanto, necesitan mas tiempo, son mas complicados, caros y producen
cantidades considerables de residuos. Ademas, al contar con varias etapas aumentan la
posibilidad de errores aleatorios.*!

En el area forense se encuentran articulos que citan a la sangre como la matriz mas

comun, extraida por SPE o por una simple extraccién, utilizando para su identificacion
LC-MS-MS#?, inyector de temperatura programada de grandes volimenes acoplado a un

10



GC/MSD* o cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas con un
micro detector de captura de electrones.*

Sin embargo, no se encontraron referencias recientes de técnicas aplicadas en el area
forense a matrices comunmente recibidas en el DCF, como lo son las bebidas no
alcohdlicas y las bebidas alcohdlicas, por esta razéon el método a modificar es de
importancia porque se podra aplicar en bebidas. Ademas, la técnica QUEChERS es
rapida, no se necesita gran cantidad de disolventes y ha demostrado excelentes
resultados en la recuperacion de los analitos del proyecto en matrices de agua, frutas y
vegetales. 34

2.4. Método de extraccion por QUEChERS

El método de extraccion QUEChERS, por sus siglas en inglés: “Quick (rapido), “Easy
(facil), “Cheap” (barato), “Efective” (efectivo), “Robust” (robusto) y “Safe” (seguro), fue
desarrollado por Anastasiades en el afio 20034°. A partir de este método se han derivado
dos procedimientos oficiales, uno por la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC)*8, y el otro por el Comité Europeo de Normalizacién (CEN)."3

El método oficial realizado por el CEN consiste en su primera etapa de extraccion, la
adicion a un tubo de 50 mL de al menos 10.0 g de la muestra (ya sea fruta o vegetal), se
agrega agua necesaria segun la cantidad de contenido de agua en la matriz hasta 10.0
mL y 10.0 mL de acetonitrilo con estandar interno. Para la segunda extraccién y particion,
se agrega una mezcla de sales que contiene sulfato de magnesio, cloruro de sodio y una
mezcla amortiguadora de citrato y para la tercera etapa, el liquido se transfiere a un tubo
de fase solida dispersiva (d-SPE) que contiene una mezcla de resinas, con diferentes
propiedades adsorbentes.® Los materiales utilizados en los tubos d-SPE son*':

- Sulfato de magnesio anhidro: el MgSO4 anhidro remueve el residuo de agua de la
fase de acetonitrilo.

- Amina secundaria - primaria (PSA): resina de intercambio compuesta por silicas
modificadas con cadenas de N-etilaminopropilamina. Esta resina absorbe de la
matriz acidos organicos polares, pigmentos polares, algunos azucares y acidos
grasos.

- Carbon negro grafitizado (GCB): elimina esteroles, pigmentos como la clorofila e
interferencias no polares.
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- Octadecil silicio (C18EC): gel de silice modificado con cadenas de octadecilo. La
EC del inglés “endcap” se refiere que la resina esta libre de grupos silanol. Esta
resina permite la eliminacion de sustancias interferentes no polares como lipidos.

Por ultimo, el liquido sobrenadante se aparta y se le agrega acido férmico al 5 %, siendo
importante esta ultima etapa para plaguicidas labiles en medio alcalino.

A pesar que el método QUEChERS fue desarrollado para el analisis multiresiduos de
plaguicidas en alimentos, también se ha aplicado con modificaciones para la
determinacién de drogas acidas, basicas y neutras en matrices bioldgicas*'4748:49.50.51
plaguicidas acidos en madera®® y lacrimégenos en prendas de vestir®? lo que demuestra
que el método QUEChERS es versatil para su aplicacion en otros analitos, y matrices
mediante de la seleccion adecuada de sorbentes de d-SPE alternativos y de los
diferentes niveles de concentracion.

2.5. Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

Actualmente las técnicas analiticas mas usadas para la identificacién de plaguicidas
organofosforados en diferentes matrices son cromatografia de alto rendimiento (HPLC) y
cromatografia de gases (GC) acopladas a diferentes detectores como captura

electronica, selectivo de nitrégeno y fésforo, ionizacion de llama, masas o arreglo
diodos.53/54.55,56,57

La cromatografia se basa en un sistema de flujo que contiene dos fases, una movil y otra
estacionaria, en donde los componentes de la muestra son transportados a través de la
fase estacionaria por el flujo de la fase mdvil. La separacion se logra mediante las
diferencias de velocidad de migracion entre las dos fases.%859

Existen dos tipos de métodos cromatograficos: la cromatografia plana y la cromatografia
en columna, esta ultima dividida en tres categorias, segun la naturaleza de la fase movil:
liquido, gas y fluido supercritico.%®

La cromatografia de gases se basa en la evaporizacién de la muestra e inyeccion en una

columna cromatografica, lograndose la elusién mediante el uso de una fase mévil de gas
inerte.®9 En la Figura 5 se puede observar las partes de un GC/MS.
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Figura 5. Diagrama de blogues de un cromatografo de gases tipico.%®

Un cromatografo de gases se puede dividir en cuatro areas: sistema de gas portador,
sistema de inyeccién de muestras o autoinyector, columnas y hornos de columnas y el
detector (ver figura 1).%°

2.5.1. Sistema de gas portador

Los gases de arrastre mas utilizados son helio, argén, nitrégeno e hidrégeno y deben
tener una pureza del 99.99 %. Estos deben ser inertes y estar libres de humedad y
oxigeno ya que causan un aumento en el sangrado de la fase estacionaria, mala
formacion del pico cromatografico y baja sensibilidad.5'62

Para disminuir impurezas deben instalarse filtros en linea lo mas cerca posible del
instrumento y dependiendo del detector necesita requerimientos especificos, como lo son
filtros de oxigeno cuando se utiliza detectores de espectrometria de masas. Ademas, se
requieren reguladores de presion, calibradores y medidores de flujo para controlar la
velocidad del flujo de gas.5%62

2.5.2. Sistema de inyeccidon de muestras y autoinyector

El inyector al tener que soportar diferentes presiones y temperaturas, debe ser elaborado
con materiales de alta resistencia mecanica para evitar posibles fugas. Actualmente los
cromatégrafos modernos cuentan con autoinyectores como se muestra en la siguiente
figura, esto con el fin de lograr resultados mas reproducibles.®
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Figura 6. Inyector split/splitless, vista transversal.>®

El volumen de muestra a inyectar debe ser adecuado para que se garantice su
volatilizacion en el puerto de inyeccion y una cromatografia eficiente, ya que una
inyeccion lenta o de gran cantidad de muestra pueden producir ensanchamiento de
bandas y deficiente resolucion en la separacion cromatografica. El volumen de inyeccion
y el tipo de disolvente es importante pues cada solvente produce diferentes volumenes
de vapor, pueden provocar un exceso en el volumen permitido por el liner, generandose
“back flush”, en el cual el analito puede depositarse en las lineas del septum provocando
resultados cuantitativos no reproduciles.5°62

Para la inyeccion se utilizan microjeringas calibradas que introducen la muestra en el GC
al atravesar un septum de caucho o silicona inerte en el puerto de inyeccion. Los
volumenes de inyeccion varian desde 0.1 pL con una jeringa de 10 yL hasta 200 pL con
una jeringa de 200 pL. Este puerto de inyeccion se mantiene a unos 50 °C por encima
del punto de ebullicion del componente menos volatil de la muestra.®®

El septum que se encuentra en la parte superior del liner puede presentar fugas
generando cambios en la linea base, problemas de presiéon y poca reproducibilidad
cuantitativa, por estas razones es importante verificar que esté bien colocado, no
perforado de forma excesiva y de ser necesario cambiarlo. Ademas, se debe corroborar
que el flujo de purga del septum sea el adecuado para disminuir la presencia de picos
fantasmas por contaminacién.5962

El modo de inyeccion de las muestras puede ser directo “on column”, con inyectores
programados de vaporizador de temperatura (PTV) o de tipo “split/splitless”. Para
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muestras sucias como lo son las bebidas y otros tipos de matrices comunes recolectadas
como indicio en una escena forense son mejores las técnicas de inyeccion de
vaporizacion, siendo el modo “splitless” el mas utilizado, aunque presenta ciertos
problemas como adsorcion, termodegradacion y no es ideal para compuestos de baja
volatilidad. Para minimizar estos problemas se aplica una presion pulsada ayudando
también a la sensibilidad de deteccion.6364

Para inyectores de tipo “splitless” la purga debe realizarse alrededor de 20 segundos
después de la inyeccidn, ya que si se realiza muy pronto se puede perder parte de la
muestra resultando en una mala cuantificacion, pero si se deja mas tiempo puede generar
coleo del disolvente con un aumento de la linea base.%%6°

El liner usado debe ser acorde con el modo de inyeccion. La superficie del liner fabricada
de vidrio de cuarzo y la lana de vidrio estan sililadas e inertes, en otras palabras, inactivas.
Si las muestras estan muy sucias y se utilizan reactivos derivatizantes el liner se ensucia
lo que puede generar coleo en los analitos. Para evitar estos problemas o cuando se ha
utilizado muchas veces y pueda estar sucio por el tipo de muestras inyectadas, es
importante cambiarlo.6?

2.5.3. Columnas v hornos

Por lo general se utilizan dos tipos de columnas para la cromatografia de gases: las
columnas empaquetadas, siendo el tamafo de muestra desde unas décimas de
microlitros hasta 20 uL, y las columnas tubulares abiertas o capilares que requieren
muestras menores a un factor de 100 o mas, esta ultima es comunmente usada en la
actualidad por ser mas rapida y eficiente. Son fabricadas de acero inoxidable, silice
fundida o teflon con una longitud de entre 2 m hasta 50 m y enrolladas en serpentines
con diametros del embobinado de 10 cm a 30 cm para que puedan entrar en los hornos
con termostato.®®

La temperatura aplicada a las columnas es un factor muy importante y debe controlarse
minuciosamente, esta depende del punto de ebullicion de las muestras y del grado de
separacién necesario. Si se emplea una minima temperatura, siendo igual o un poco mas
alto que el punto de ebullicidn de las muestras, implica una duracion razonable, pero con
un mayor tiempo de elucion y por ende de analisis. Para las muestras con un intervalo de
ebullicibn amplio, es recomendable un programa de temperaturas, con el que se
incrementa de forma continua o escalonada, permitiendo una mejor separacion de los
picos cromatograficos de los analitos.5°
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Un problema que se puede presentar por usar el modo “splitless” es la forma de los picos,
que se relaciona con la homogeneidad de la muestra cuando entra a la columna, para
esto es importante que la polaridad del disolvente coincida con la polaridad de la fase
estacionaria. Ademas, la temperatura inicial del horno debe ser al menos 10 °C por debajo
del punto de ebullicién del disolvente, esto para condensar los analitos en la entrada de
la columna y que se revolatilicen cuando la temperatura del horno vaya aumentando con
el fin de obtener picos agudos en el cromatograma.®3

2.5.4. Detectores

Dentro de los detectores mas comunes estan el de captura electrénica, conductividad
térmica, espectrometria de masas e ionizacion de llama. Un detector ideal debe cumplir
ciertas caracteristicas como buena sensibilidad, tiempo de respuesta rapida, buena
estabilidad y reproducibilidad, entre otros. Uno de los detectores mas usados en la
actualidad es el espectrémetro de masas, el cual mide la relacion masa-carga (m/z) de
iones que se forman a partir de la muestra inyectada y separada. Este detector escanea
repetidamente las masas de los fragmentos que se forman de los componentes. Las
partes mas importantes de un detector de masas se observan en la Figura 7. Este
detector ademas de permitir realizar analisis cualitativo y cuantitativo mejora en mucho la
especificidad de la determinacion al indicar si un pico cromatografico corresponde a mas
de una sustancia y permitir identificar diversos componentes sin resolver.%°

Muestra
10-°-10-% torr -|
Sistema | Analiza
| istema L | | uente L, Analizador Dstector |
de entrada ‘ de 1ones de masas |
be—— be—

L |

Sistema Procesador

de vacio de sefnales

Lector
de salida

Figura 7. Diagrama de bloques de los componentes de un espectrémetro de masas.>®

Los espectrometros de masas necesitan un sistema de alto vacio complejo (recuadro de
linea de puntos) para mantener una baja presion en la mayoria de los componentes, esto
con el fin de que haya una frecuencia de colision relativamente baja entre las especies
quimicas de interés analitico. El sistema de entrada solo deja introducir una pequeia
cantidad de la muestra a la fuente de iones, por eso con el uso de columnas empacadas
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era necesario disminuir el volumen del gas de arrastre con separadores y membranas,
pero al usar columnas capilares, como la cantidad en columna es mucho mejor, con una
velocidad de flujo baja puede entrar directamente a la camara de ionizacion del detector
toda la muestra cromatografiada sin necesidad de un dispositivo divisor adicional.5®

Una vez la muestra se encuentra en la fuente de iones y dependiendo del tipo de fuente,
esta se convierte en fragmentos idnicos gaseosos por medio del bombardeo de iones,
fotones, electrones o0 moléculas. Las fuentes mas comunes son de impacto electrénico y
de ionizacion quimica, siendo la primera la mas utilizada. En la fuente de impacto de
electrones, las moléculas son bombardeadas con un haz de electrones de alta energia
produciendo iones positivos, negativos y especies neutras. Los iones positivos son
dirigidos por repulsion electroestatica al analizador.%®

Los analizadores de masas separan los iones segun los valores de masa-carga. Dentro
de los mas utilizados estan el analizador cuadrupolar y el de trampa de iones. El
analizador de masa de cuadrupolo consiste en un sistema que combina la aplicacion de
un campo magnético y una radiofrecuencia que permite el paso selectivo de ciertos iones
en el tiempo a partir de la interaccion de su relacion masa-carga con las barras del
analizador. Este analizador consiste en cuatros cilindros, como se observa en la Figura
8.59
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Figura 8. Diagrama de un analizador de masa tipo cuadrupolar.>®

Los analizadores cuadrupolares tienen un rendimiento muy alto, gran reproducibilidad,
pero con una resolucién relativamente baja para la separacion de iones por su relacion
m/z de 1 m/z, sin embargo, esta resolucion es suficiente si se acopla con un cromatografo
de gases como técnica de separacion.®®
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Para procesar los datos se utiliza un sistema computarizado y pueden ser analizados por:
la suma de la abundancia de los iones en cada espectro, graficados en funcién del tiempo
para obtener un cromatograma iénico total (TIC, siglas en inglés), un espectro de masas
en un tiempo determinado para identificar las sustancias que eluyen en ese tiempo o se
puede seleccionar y monitorear un unico valor de masa-carga durante la corrida
cromatografica, conocido como monitoreo selectivo de iones (SIM, siglas en inglés) si la
filtracion de realiza desde la adquisicidon en el analizador o por cromatograma de i6n
extraido (IEC), si la filtracidn se realiza sobre la adquisicion en SCAN. La adquisicion en
SIM es la mas sensible.>®

2.6. Estandar interno

Para una mayor precision de la sefal analitica en los métodos cuantitativos en
cromatografia de gases es indispensable utilizar al menos un estandar interno, el cual
minimiza las fluctuaciones instrumentales, inestabilidades y efectos de la matriz. En el
caso de los métodos cualitativos el estandar interno permite mejorar el criterio de
identificacion del tiempo de retencion y servir de control.%®

El uso del estandar interno consiste en la adicion de una misma cantidad conocida de
esta sustancia tanto a las curvas de calibracién como a las muestras o a los extractos de
las muestras y a los blancos, en donde los resultados se muestran como una relacion
entre el area del pico del analito y el area del pico del estandar. Un buen estandar interno
debe estar ausente de la matriz analizada, observarse en los cromatogramas resuelto de
los diferentes componentes de la muestra y cerca de los picos de los analitos. Ademas,
debe ser quimicamente estable y mostrar un comportamiento similar a los analitos
evaluados.5 66

Existen diferentes tipos de estandar interno dependiendo de la etapa del analisis donde
son adicionados:

1. Estandar interno de extraccion: que es agregado al comienzo del método de
extraccion para tomar en cuenta las diversas fuentes de errores en las etapas del
método de extraccion.®®

2. Estandar interno de inyeccion o instrumental: que es agregado a los extractos

finales justo antes de inyectarse al equipo, esto para tomar en cuenta las
variaciones que presenta el equipo.5®

3. Estandar interno agregado es una etapa diferente: a las mencionadas
anteriormente, esto para corregir errores en una etapa especifica del método. Por
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ejemplo, un estandar interno para garantizar que una etapa de derivatizacion de
los analitos se llevé a cabo.®®

Idealmente cuando se usa espectrometria de masas en métodos cuantitativos se
recomienda utilizar un estandar interno que es el analisis isotopico polideuterado de cada
analito. Este estandar interno presenta la misma estructura quimica del analito evaluado
con unicamente una masa diferente. Este tipo de estandar interno son costosos y
permiten compensar las fluctuaciones en el analito por el procedimiento, el efecto matriz,
variaciones en el equipo instrumental desde la inyeccidén hasta la deteccion e inclusive
pérdidas por el almacenamiento de los extractos.6®

2.7. Analisis cualitativo en quimica forense

El término forense se refiere a la aplicacién de la ley en el sistema judicial por esto la
quimica forense existe donde la ciencia y la ley se traslapan, siendo ésta la aplicacion de
la quimica analitica a los propdsitos de la ley. Esta ciencia aplicada se divide en tres
areas: cualitativa, cuantitativa y comparativa. Esta ultima utiliza mediciones cualitativas
y cuantitativas para establecer el origen de una muestra. El analisis cualitativo en quimica
forense es muy importante por si solo, ya que responde a las preguntas que plantea la
ley vigente por medio de la investigacion criminal, siendo la encargada de demostrar el
delito a partir de las actividades realizadas con la sustancia identificada. Caso contrario
es la Toxicologia Forense, en la que la cuantificacion en sangre de la sustancia
identificada es importante para establecer un nivel de intoxicacion determinado o
asociarlo con un patron conductual en el momento que ocurrieron los hechos.%”

El presente proyecto de graduacién aplica un analisis cualitativo porque su objetivo es
responder a la ley si el plaguicida se encontraba en la muestra y no es de intereses su
concentracion ya que no se sabe cuanto ingirio la persona. Ademas, no es importante el
analisis de trazas de plaguicidas sino un plaguicida adicionado.

En Quimica Forense para la debida identificacion de una sustancia quimica ya sea con
fines cualitativos o cuantitativos, no es permitido la aplicacion de una sola técnica
analitica, se requiere de un esquema analitico (combinacién de técnicas) adecuado
basado en métodos validados que en conjunto garanticen la identificacion inequivoca de
la sustancia, para poder evitar tanto los falsos positivos como los falsos negativos. En la
validacion se debe incluir este aspecto y reportar el alcance y las limitaciones de la
aplicacion del esquema validado. ™

En la comunidad cientifica forense los esquemas analiticos cualitativos recomendados
difieren de acuerdo con el area de aplicacion y el tipo de analitos:
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- Identificacion de analitos organicos semivolatiles de peso molecular medio
(aproximadamente entre 100 m/z a 650 m/z): esta basado en los criterios de
WADA TD2021DCR y OSAC 2002, enfocados en el area del control de dopaje y
toxicologia forense. El cual consiste en un esquema acoplado de las técnicas GC
y MSD 6 LC y MSD con la evaluacién independiente del tiempo de retencion y la
intensidad relativa de tres iones calificadores en el caso de GC o dos iones
calificadores en el caso de LC contra un material de referencia medido en la misma
secuencia.’™'® Este esquema recomienda el andlisis de las muestras por
duplicado como un control de contaminacién cruzada.

- Identificacion de analitos por la aplicacion de técnicas de categoria A, segun
SWGDRUG: esta basado en los criterios de SWGDRUG 2019, enfocado en el area
de quimica forense de sustancias puras, especificamente drogas de decomiso.
Consiste en la medicion de una técnica de categoria A que provee informacion
estructural y otra independiente de categoria A, B o C contra un material de
referencia. SWGDRUG permite que en ausencia de técnicas A se puede utilizar
dos técnicas B (dos cromatografias) con principio de separacion diferentes y una
técnica adicional Bo C.™

- Identificacion de analitos donde la aplicacion de técnicas de categoria A, segun
SWGDRUG, no es posible: esta basado en los criterios de TWGFEX, enfocado en
el area de deteccidon forense de explosivos intactos. Consiste en la medicién de
una técnica de categoria 2, segun TWGFEX, y otra técnica independiente.8

- Identificacion de analitos volatiles de bajo peso molecular: estd basado en los
criterios de GTFCH 2011, enfocado en el area de alcohol en sangre. Consiste en
la medicion independiente en dos columnas cromatograficas de polaridad diferente
por GC/FID.5°

La clasificacion de técnicas A, B o C, por SWGDRUG se muestra en el Cuadro Il.
SWGDRUG recomienda los estandares minimos para el analisis cualitativo de una droga
incautada, mediante un esquema de combinacion métodos analiticos validados.'* Este
esquema clasifica las técnicas para analisis en tres categorias segun su potencial de
discriminacion: (A) para las técnicas con mayor poder discriminante, (B) para las técnicas
de poder discriminante intermedio y (C) para las técnicas con bajo poder discriminante
(Cuadro Il). Para TWGFEX una técnica clase 1y 2 es equivalente a una técnica A de
SWGDRUG y una técnica de clase 3 es equivalente a una técnica B de SWGDRUG.®8
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Cuadro Il. Clasificacion de las técnicas analiticas cualitativas de acuerdo con su poder
discriminante*

Categoria A Categoria B Categoria C
Espectroscopia infrarroja Electroforesis capilar Pruebas de color
Espectrometria de masas Cromatografia de gases Espectroscopia

fluorescente
Espectroscopia por Espectrometria de Inmunoensayo
resonancia magnética movilidad iénica
nuclear
Espectroscopia Raman Cromatografia liquida Punto de fusion

Difractometria de rayos X Pruebas microcristalinas Espectroscopia ultravioleta

Identificadores
farmacéuticos

(*) Modificado de SWGDRUD, version 8, 2019.14
A continuacion, se enumeran los criterios de identificacion que recomienda SWGDRUG':

- Cuando se incorpore en el esquema analitico una técnica de categoria A validada,
debe utilizarse al menos otra técnica de categoria A, B o C. (Criterio 111B.3.1).

- Los criterios de aceptacion de cada técnica deben ser definidos en la validacion
del método y en el procedimiento (Criterio 111B.3.5).

- En el caso de técnicas acopladas, como es el caso de GC/MSD, se consideran
como técnicas separadas, de tal forma que analicen de forma independiente los
resultados de cada una, es decir para el caso de GC/MSD, serian el tiempo de
retencién y la informacion espectral (Criterio 111B.3.5)

Los criterios para la determinacion cualitativa o la caracterizacion por medio de un
espectro se han definido tradicionalmente por comparacion con bases de datos. La forma
mas simple de comparaciéon espectral entre un material de referencia y el analito de una
muestra cuestionada es la sobreposicion de las dos impresiones y su visualizacion en
una caja de luz. De esta forma se observa la sobreposicion de ambos espectros. Esta es
la forma de identificacién que se plantea en la farmacopea britanica.”®

Curry” en 1969, e Ingle y Mathieson’?en 1976, plantearon un sistema de identificacion
por el espectro infrarrojo, segun el cual una sustancia puede ser identificada por
comparacion con una base de datos, con cierto nivel de confianza, por comparacion de
las seis bandas de mayor absorcion en la region de la huella digital. Este sistema
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involucra la comparacion con compendios impresos de espectros infrarrojos y el uso de
indices también impresos que facilitan la busqueda.

Anthony Moffat’® incluye en sus monografias para cada sustancia pura una imagen de
los espectros ultravioleta, infrarrojo por transmision y el espectro de relacidn masa/carga
por impacto electronico, indicando las bandas o iones principales bajo condiciones
especificas. Ademas, incluyen la descripcidn de las coloraciones que genera cada
sustancia al ser evaluada en pruebas a la gota clasicas como Marquis, entre otras. Estas
formas también constituyen un sistema de identificacion.

Las bases de datos digitales comerciales de espectros de masas generadas por impacto
electronico hoy son las mas comunes y son usadas en conjunto con analisis por GC/MSD-
El. En el mercado, las bibliotecas mas comunes son las del Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia (NIST) y el Registro de datos espectrales de masas de Wiley.
Estas usan el pico base para comparar el espectro de masas de una sustancia
desconocida, tomando en cuenta los valores de masa/carga y las intensidades de los
iones. De acuerdo con Anthony Moffat’®, un buen valor de comparacion contra una base
de datos se encuentra entre el 90 % y el 100 %, y un mal valor esta por debajo del 60 %.

Sin duda las mejores bases espectrales comerciales de comparacién son las de masas
exactas, pero estas requieren de utilizar analizadores de masas de alta resolucion tipo
Orbitrap® o tiempo de vuelo (TOF) que son sumamente costosos.

El objetivo de una buena identificacion es lograr identificar selectivamente una sustancia
entre aquellas sustancias que tendrian tiempos de retencién y espectros de relacién m/z
semejantes. El analisis cualitativo por comparacion de espectros de relacion m/z por
impacto electrénico de un analito desconocido contra bibliotecas comerciales o propias
del laboratorio puede generar falsos negativos o falsos positivos bajo ciertas
circunstancias como las siguientes:

- Concentraciones muy bajas del analito que pueden afectar las intensidades
relativas de bandas de baja intensidad al encontrarse cerca del ruido instrumental.®

- Concentraciones altas del analito que pueden saturar la fuente de ionizacion y
aumentar la intensidad relativa de los iones de intensidad media y baja.®

- Ladiferente configuracién de la adquisicion en SCAN genera espectros de relacion
m/z diferentes, e inclusive la misma configuracion y entre equipos de un mismo
fabricante se pueden obtener espectros diferentes.?
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- No menos importantes son la presencia de contaminantes en el espectro producto
de coeluciones y sangrado.”

La Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNDOC) recomienda la
identificacion, comparando el tiempo de retencion y el espectro de masas de la sustancia
analizada con los de un material de referencia reciente, obtenido con el mismo
instrumento y en las mismas condiciones, mencionando que las bibliotecas solo se deben
utilizar con fines de referencia.” WADA recomienda que el material de referencia debe
ser medido en el mismo lote de muestras.'®

WADA define criterios minimos para la confirmacion de la identidad de analitos por
GC/MSD. Establece criterios para el tiempo de retencién, indicando que el pico
cromatografico de la muestra no debe de diferir del material de referencia en mas del 1
% para tiempos de retencion mayores a los 10 min y + 0.1 min para tiempos de retencién
menores a los 10 min. En caso de utilizar el tiempo de retencién relativo que no difiera
en mas del 1 %. Los criterios para la evaluacion del espectro de relacion m/z se basan
en la comparaciéon de la intensidad relativa al pico base de solamente tres iones
calificadores seleccionados en la validacion de la metodologia (Cuadro Il1) 5.

Cuadro lll. Ambitos de tolerancia maximos para la abundancia relativa de los iones.

Abundancia relativa Ambitos de tolerancia Ei |
de los iones en el maximos para la abundancia jemplos
material de relativa de los iones en la Abundancia | Ventana de
referencia muestra analizada relativa tolerancia
50 % - 100 % 1 10 (absoluto) 60 50-70
25 % -50 % 1 20 (relativo) 40 32-48
1%-25% + 5 (absoluto) 10 5-15

Modificado de WADA, informe técnico TD2021IDCR, 2021.1%

Las abundancias relativas de los iones diagnosticos comparados con los del material de
referencia o con los de una matriz enriquecida con estos no deben diferir por mas de lo
especificado en el Cuadro lll. La relacion sefal/ruido (S/N) de dichos iones debe ser
mayor de tres.’®

En el caso de OSAC indica que siempre se debe utilizar al menos una técnica
cromatografica, con criterios de aceptacién cromatografica que deben incluir: forma de
pico, tiempo de retencion, resolucion, y relacién sefial/ruido. Ademas, OSAC establece
una tabla de asignacion de puntajes por técnica independiente que debe sumar un valor
de 4. En el caso del analisis del tiempo de retencion por GC suma 1 punto y el analisis
de la intensidad relativa de cada fragmento por impacto electrénico sumaria 1 punto cada
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uno. Por lo tanto, la técnica GC/MSD a emplear en este trabajo estaria sumando 4 puntos
que es el parametro ideal establecido por OSAC.6

Por lo tanto, los criterios de identificacion definidos para ser utilizados en esta
investigacion es la seleccion de la técnica GC/MSD acoplada como técnica B y A segun
lo establece SWGDRUG y de 4 puntos como lo establece OSAC; el analisis
independiente del tiempo de retencion y de las intensidades relativas de tres iones
calificadores como lo establece WADA. Sumado a lo anterior la evaluacion de la forma
de pico y resolucién como lo establece OSAC. 6

2.8. Criterios Horwitz y Westgard en la evaluacion de metodologias
cuantitativas que involucran extraccion

La recuperacion es una forma de expresar la veracidad de un método, en especial cuando
incluye etapas de extraccidon donde puede alterarse la cantidad de analito en una
muestra.’”® Esta se realiza mediante la comparacion de resultados analiticos de la muestra
extraida contra el material de referencia, el cual debe ser estable, preciso y
reproducible.”®

El desempeiio de la recuperacion se puede evaluar mediante varias formas, sin embargo,
en este proyecto se propone utilizar criterios de Horwitz’” y los criterios de Westgard.”®
Horwitz plantea que el comportamiento de dispersion de los resultados se puede
presentar mediante un grafico del coeficiente de variacion (CV) expresado en potencia
de 2 contra la concentracion medida expresada en potencia de 10. La relacion de Horwitz
o Horrat se calcula con la siguiente ecuacion. 77

SR
Horrat = —
oH

SR: desviacion estandar relativa expresada en porcentaje
oH: desviacion estandar pronosticada por el CV de Horwitz

Ecuacién 1. Ecuacion de Horwitz o Horrat para la evaluacion de la dispersiéon de los
resultados.

El valor 6ptimo mediante esta relacion es de 1 con limites aceptables entre 0.5y 2. Sin
embargo, un valor bajo, puede ser obtenido por promedios no reportados o por una muy
baja SR que podria deberse a un analista con mucha experiencia cuyas desviaciones
son muy bajas, mientras que valores mayores a 2 pueden indicar no homogeneidad de
las muestras, necesidad de optimizar el método o un método no satisfactorio.”
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Dentro de las herramientas basicas para la evaluacion de métodos, se encuentra también
el criterio de Westgard, que permite evaluar los errores sistematicos y aleatorios del
rendimiento de un método.”® Esta herramienta consiste en la elaboracién de una grafica
con el porcentaje de sesgo o error total (TE) en el eje de las ordenadas y el coeficiente
de variacion o imprecision en el eje de las abscisas. Por ejemplo, en la grafica se trazan
cinco lineas entre el maximo del porcentaje de sesgo tolerable (10 %) y el coeficiente de
variacion teérico, el cual se obtiene al multiplicar el error total por factores de 0.17; 0.20;
0.25; 0.33 y 0.50, siendo este ultimo factor el 50 % del requisito de la calidad. Los
resultados obtenidos de la metodologia a evaluar se grafican por medio de puntos en las
zonas definidas dentro del gréafico. Estas zonas clasifican el rendimiento de la

metodologia en inaceptable, pobre, marginal, bueno, excelente y clase mundial como se
observa en la Figura 9.78

Grificode Decisiones de Método TEa 10%

9.0

0

6.0

Munaial

Inexactitud Observada, Sesgo %o

Imprecision Observada, CV %

Figura 9. Representacion grafica de Westgard.”®

2.9. Validacion de métodos cualitativos

Cuando se aplica un método analitico a muestras reales, tanto la confianza en los
resultados como el rendimiento de extraccion y de los instrumentos deben ser evaluados.
Por esta razén es que los métodos analiticos se validan, siendo esta la confirmacion
mediante diferentes pruebas y evidencia objetiva de que se cumplen con los requisitos
que se quieren obtener para ese método especifico.5°:66

Existen varias formas de validar un método, dentro de las cuales estan el analisis de

materiales estandar de referencia, analisis por un método analitico distinto y analisis de
muestras sintéticas que tienen similar composicion quimica a las muestras evaluadas.%°
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La validacion en esta investigacion debe verificar la capacidad del método para identificar
los analitos de acuerdo con el alcance planteado originalmente para el método, esto se
logra mediante la evaluacion de diferentes parametros mencionados en los lineamientos
definidos por el DCF, los cuales incluyen:

- Evaluacion de parametros instrumentales: a la hora de validar un método nuevo
se debe garantizar la resolucién y una forma similar a la campana Gaussiana de
los picos cromatograficos de los analitos, todo esto sin generar efecto memoria.5®

- Seleccion de iones principales: para la identificacion por medio del
espectrofotometro de masas se realiza, eligiendo los iones principales de cada
analito.1®

- Calibracion dinamica: es importante para seleccionar el idn calificador con la carga
mas intensa.80

- Estabilidad de la disolucion de los analitos: la estabilidad de los plaguicidas de los
plaguicidas depende de la temperatura de almacenamiento, de la cantidad de luz
y del disolvente utilizado. Segun estudios si se almacenan correctamente pueden
ser estables durante afios en disolventes organicos como tolueno, acetato de etilo,
acetona o acetonitrilo.®®

- Selectividad: la selectividad es la capacidad del método de extraccién de limpiar
las muestras para que el detector distinga el analito de otros compuestos. 66

- Limite de deteccién: es la menor concentraciéon en la que un analito puede ser
detectado.%® En el caso de un GC/MSD de baja resolucién con impacto electrénico,
una técnica conveniente para su determinacion es por ajuste de calibracion
descrita por Miller y Miller®®, la cual se realiza mediante curvas de calibracion de
los estandares de referencia en disolventes o en muestras reales.®

- Linealidad y ambito para la determinacion cualitativa: el ambito lineal es un
intervalo de concentraciones donde el analito puede ser determinado utilizando
una curva de calibracion, en la cual también se puede comprobar la linealidad. 5°

- Precision: es la reproducibilidad del resultado de varias mediciones
independientes siguiendo el procedimiento.5®

- Efecto memoria: para desactivar el sistema de GC/MSD y maximizar la deteccion
del analito se inyecta grandes cantidades de este al equipo, sin embargo, es
importante que en el disolvente o en el blanco con extracto después de esa
inyeccion no presente efecto memoria en otras palabras, que esté ausente el
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analito.8 Este efecto también puede ocurrir en muestras con altas concentraciones
de los analitos.

Estabilidad del extracto: condiciones como la temperatura, tiempo, pH y entre otros
pueden afectar la estabilidad del analito en el extracto, por lo cual los extractos
deben ser evaluados tanto refrigerandolos donde se minimiza la degradacién de
estos como en el automuestreador del equipo donde la temperatura es mas alta.%6

Recuperacion: es la cantidad de analito que se recupera después de su extraccion
por medio de un método analitico.®

Exactitud: es la concordancia entre un resultado analitico y el verdadero valor o un
valor de referencia aceptado.5®

Robustez: es la capacidad de un método analitico para no ser afectado por
pequenas pero intencionadas variaciones que proporcionan confiabilidad como
volumen, velocidad de la centrifuga, etc.8!

Rugosidad: es la capacidad de un método analitico para no verse afectado por
variaciones no controladas como diferentes analistas, columnas, etc.®!
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Capitulo 3. Objetivos
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3.1. Objetivo general

Modificar y validar un método multicomponentes para el andlisis cualitativo de forato,
malation, etoprofds, clorpirifds, diazindn y metilparation, en jugo de manzana y cerveza,
mediante una modificacion de la técnica de extraccion QUEChERS EN15662:2008
seguida de deteccion por GC/MSD-EI.

3.2. Objetivos especificos

Establecer los parametros de desempeno instrumentales para una metodologia por
GC/MSD-EI para la separacion y la caracterizacion de forato, malation, etoprofés,
clorpirifés, diazinbn y metilparation.

Analizar los parametros de desempefo de una modificacion del método QUEChERS
EN15662:2008 para la extraccion y la limpieza de forato, malation, etoprofés, clorpirifés,
diazinon y metilparation, en una matriz de jugo de manzana y una matriz de cerveza.

Categorizar el desempefio de la metodologia modificada, al ser aplicada a matrices
diferentes de cervezas, jugos de manzana y cerveza dopada con diferentes
concentraciones de etanol de acuerdo con los criterios de Horwitz y a los criterios de
Westgard.
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Capitulo 4. Metodologia
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4.1. Reactivos y materiales

El agua desionizada tipo |l utilizada fue preparada en el Departamento de Ciencias
Forenses con un equipo de marca Milli-Q®, modelo Integral 10. Los disolventes utilizados
acetonitrilo y tolueno fueron grado cromatografico marca Fluka Analytical y Sigma Aldrich,
respectivamente.

Se utilizaron paquetes de extracciéon preparados para QUEChERS vy los kit de extraccion
en fase sélida dispersiva son marca Agilent Technologies. El helio utilizado como gas de
arrastre en el cromatdgrafo fue grado UAP, comprado a la compainiia Linde.

Se utilizé6 micropipetas de marca Eppendorf y la cristaleria volumétrica utilizada fue de
clase A.

Ademas, se utilizé un vortex de marca Oxford, modelo BenchMate VM-MT, una centrifuga
marca Hettich, modelo Universal 320R, una microcentrifuga marca Eppendorf, modelo
5415 D, un ultra turrax de marca lka, modelo T 18 D, una balanza analitica de
marca Mettler Toledo, modelo XS205 y una balanza granataria de marca Ohaus, modelo
Adventurer Pro (menor divisién 0.01 g).

Los equipos fueron facilitados por el Departamento de Ciencias Forenses.

Los materiales de referencia utilizados son marca Supelco, grado estandar analitico.

4.2. Matrices utilizadas en Ila validacion

Las diferentes muestras de cervezas utilizadas para la validacion se muestran en el
siguiente cuadro.

Cuadro IV. Informacién de las diferentes marcas de cervezas utilizadas en la validacion.
Muestra de cerveza utilizada para el desarrollo de la metodologia
Cddigo de identificacion Descripcién
A fabricada en Costa Rica, tipo lager con un contenido
alcohdlico de 4.5 mL/100 mL
Muestra de cerveza utilizada para la evaluacion del efecto del etanol
Cddigo de identificaciéon Descripcién
B fabricada en Costa Rica, tipo lager libre de alcohol
Muestras de cervezas utilizadas para la evaluacion del desempeno de la
metodologia
Codigo de identificacion | Descripcién
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C fabricada en Nicaragua, tipo lager internacional con un
contenido alcohdlico de 4.6 mL/100 mL

D fabricada en Holanda, tipo lager internacional con un
contenido alcohdlico de 5.0 mL/100 mL

E fabricada en Alemania, tipo lager internacional con un
contenido alcohdlico de 4.3 mL/100 mL

F fabricada en Holanda, tipo strong lager con un contenido
alcoholico de 8.5 mL/100 mL

G fabricada en Costa Rica, tipo dunkel con un contenido
alcohdlico de 5.0 mL/100 mL

H fabricada en Irlanda, tipo stout con un contenido alcoholico
de 4.2 mL/100 mL

En el mercado se pueden encontrar muchas marcas de cerveza por lo que se tomé en
cuenta ciertas caracteristicas a la hora de elegirlas: las cervezas tipo lager internacional
con un contenido alcohdlico de 4.6 mL/100 mL y con un contenido alcohdlico de
5.0 mL/100 mL se escogieron por ser de alto consumo, la de tipo lager internacional con
un contenido alcohdlico de 4.3 mL/100 mL por ser barata, las de tipo dunkel con un
contenido alcohdlico de 5.0 mL/100 mL y tipo stout con un contenido alcohdlico de
4.2 mL/100 mL por ser cervezas de tono oscuro y la de tipo strong lager con un contenido
alcohdlico de 8.5 mL/100 mL por contener un alto porcentaje de alcohol.

Las diferentes muestras de jugo de manzana utilizadas para la validacion se muestran
en el siguiente cuadro.

Cuadro V. Informacion de las diferentes marcas de jugo de manzana utilizadas en la
validacion.
Muestra de jugo de manzana utilizada para el desarrollo de la metodologia

Cddigo de identificaciéon Descripcién

A fabricada en Costa Rica, sin adicion de azucar, con 11
g/100 mL de carbohidratos totales
Muestras de jugos de manzana utilizadas para la evaluaciéon del desempeiio de
la metodologia

Cddigo de identificaciéon Descripcién
B néctar de manzana, fabricado en Costa Rica, con 13.0

g/100 mL de carbohidratos totales
C néctar de manzana, fabricado en Guatemala, con 17.0

g/100 mL de carbohidratos totales
D bebida de soya conjugo de manzana, fabricado en

México, con 4.5 g/100 mL de carbohidratos totales y con
0.60 g/100 mL de proteina de soya

E agua saborizada con jugo de manzana, fabricado en Costa
Rica, con 0.50 g/100 mL de carbohidratos totales
F refresco con jugo de manzana, fabricado en Costa Rica,

con 11.6 g/100 mL de carbohidratos totales
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G néctar de manzana, fabricado en Guatemala, con 12.4
g/100 mL de carbohidratos totales

El mercado de los jugos de manzana no es tan variado como lo es el de cerveza, por esta
razon fue mas sencillo seleccionar las marcas. Dentro de sus diferencias es que las que
contenian 13 g/100 mL de carbohidratos totales, 17 g/100ml de carbohidratos totales y
con 12.4 g/100 mL de carbohidratos totales son néctares, la que contenia 0.50
g/100 mL de carbohidratos totales fue agua saborizada con jugo de manzana, con 11.6
g/100 mL de carbohidratos totales fue refresco con jugo de manzana y con 4.5
g/100 mL de carbohidratos totales fue un liquido de soya con jugo de manzana.

Todas las bebidas utilizadas, fueron compradas en un negocio local de Alajuela. El
contenido alcohdlico de todas las cervezas se midié como una colaboracion en la Seccion
de Toxicologia del Departamento de Ciencias Forenses por una metodologia por espacio
de cabeza con un cromatégrafo GC/FID de doble columna de marca Agilent Technologies
modelo 6890, validada para la determinacion cuantitativa de alcohol en sangre. El
contenido de carbohidratos totales de las bebidas con manzana jugos de naranja se toma
de la tabla nutricional reportada por el fabricante.

Se corrobord que las bebidas no contenian plaguicidas en niveles superiores al LD por
aplicacion de un control negativo.

4.3. Materiales de referencia

Los materiales de referencia de los plaguicidas y los estandares internos fueron
adquiridos por el Departamento de Ciencias Forense, mayoritariamente a la compafiia
Sigma Aldrich. Todos ellos son grado estandar analitico de las sustancias: clorpirifds,
diazinon, etoprofos, forato, malation, metilparation, antraceno vy trifenilfosfato. El
tetrafeniletileno es grado reactivo.

Las disoluciones madre de los plaguicidas se prepararon a una concentracion de 2.00
mg/mL en acetonitrilo, midiendo una masa equivalente de 50.0 mg del analito en balones
aforados de 25.00 mL. A partir de las disoluciones madre se prepararon las disoluciones
intermedias en mezcla a 50.0 mg/L para cada analito. Tanto las disoluciones madre como
las disoluciones intermedias se almacenaron en viales silanizados ambar en congelacion
a(-18+2)°C.

Las disoluciones madre de los estandares internos se prepararon a una concentracion

de 2.00 mg/mL en tolueno, midiendo una masa equivalente de 50.0 mg del analito en
balones aforados de 25.00 mL. A partir de las disoluciones madre se prepararon las

33



disoluciones intermedias individuales en acetonitrilo para antraceno, tetrafeniletileno y
trifenilfosfato a una concentracion de 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L, respectivamente.
Tanto las disoluciones madre como las intermedias de los estandares internos se
almacenaron en viales sililados ambar, en refrigeracion a (5 + 3) °C.

Las disoluciones de trabajo en mezcla (niveles de calibracion) se prepararon a partir de
la disolucién intermedia en acetonitrilo, pipeteando el volumen de disolucién intermedia
y de acetonitrilo que se detallan en el siguiente cuadro.

Cuadro VI. Volumenes de la disolucion intermedia y de acetonitrilo utilizados para la
preparacion de disoluciones de trabajo. Se indica la concentracion de cada nivel de
calibracion.

Alicuota tomada Cantidad de | Concentracion del
Nivel de de disolucién acetonitrilo (* 1 | nivel de
calibracion intermedia (pL) ML) calibracion
preparado (mg/L)
1 50.0+0.2 1950 1.25
2 100.0£0.2 1900 2.50
3 150.0 £ 0.2 1850 3.75
4 200.0+0.2 1800 5.00
5 250 + 1 1750 6.25
6 300 +1 1700 7.50
7 400 £1 1600 10.0
8 500 +1 1500 12.5
9 600 + 1 1400 15.0

La adicion del estandar interno se realizé pipeteando 950 uL de cada nivel de calibracion
y 50.0 pL de la disolucion intermedia del estandar interno correspondiente.

4.4. Equipo utilizado

Se utilizé un cromatégrafo de gases (GC/MSD-EI) marca Agilent Technologies modelo
7890A con automuestreador marca Agilent Technologies modelo 7693, acoplado a un
espectrometro de relacidn masa/carga de baja resolucion con ionizacién por impacto
electronico a un potencial de 70 eV, marca Agilent Technologies modelo 5975C. Una
fotografia del equipo se presenta en la siguiente figura.
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Automuestreador ¢+——————— =

Detector de masas ¢+——— R Cromatégrafo de

Figura 10. Fotografia del cromatdgrafo de gases Agilent Technologies modelo 7890A
con detector 5975C.82

Se utilizé una columna capilar HPSUI, no polar (5 %-fenil)-metilpolisiloxano de 30 m de
longitud, 25 ym de pelicula enlazada y 0.25 ym de diametro interno, marca Agilent
Technologies J & W, ultra inerte, numero de parte 19091S-433Ul. El liner utilizado es
de vidrio, ultrainerte, tipo sin division “splitless” de 900 uL de capacidad con 4 mm de
diametro interno, de un solo cono simple con lana de vidrio, marca Agilent
Technologies, numero de parte 5190-2293.

4.5. Metodologia de extraccion por QUEChERS

La metodologia de extraccién utilizada es una modificacion del método de extraccion para
residuos de plaguicidas en alimentos por la técnica QUEChERS definida por la Norma
Europea EN15662:2008 aprobada por el Comité Europeo de Normalizacion (CEN). La
modificacion realizada consistio en una reducciéon a un quinto de la cantidad de muestra
a extraer, la aplicacion en bebidas y un aumento de los niveles de concentracion de
trabajo de dos ordenes de magnitud.'3
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Inicio Muestra

A 4
. Agregue aprox. 2 mL de
Pr?.?i?:::f|6I‘ muestra liquida a un tubo de

polipropileno de 15 mL

Agregue aprox. 2.0 mL de

Primera etapa de acetonitrilo

extraccion :
Agite en el vortex por

al menos 1 min

Agregue aprox. 1.30 g +/- 0.05 g de
mezcla de sales EN15562

Agite inmediatamente
en el vortex por al menos 2 min

Segunda etapa de

extraccion y
particion ¢
Centrifugue 5 min
a 3000 rcf
Transfiera aprox. 1500 pL del
sobrenadante a un tubo d-SPE de 2 mL
Limpieza por d- Agite por al menos 2 min en el vortex
SPE (tercera
extraccion) ¢
Centrifugue 5 min
a 3000 rcf
Fin Adicione el estandar

interno como se realiza en
los niveles de trabajo

Figura 11. Diagrama de la metodologia de extraccion por QUEChERS validada.
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4.6. Desarrollo de la metodologia instrumental

Las condiciones cromatograficas se establecieron al tomar en consideracion las
recomendaciones basicas para la técnica de cromatografia de gases. Se evalud que en
estas condiciones se tuviera una separacion aceptable entre los picos (Resolucion
cromatografica Rs > 1.5) en el menor tiempo posible. Para esto se utilizé gradientes de
temperatura y de flujo del gas de arrastre.

Ver en el cuadro VIl las condiciones cromatograficas del método validado.

Cuadro VII. Condiciones cromatograficas del método validado.

Volumen 1L
inyeccion
Temperatura 250 °C
del inyector
Flujo de 3 mL/min, modo estandar
purga del
septum
Sin division “splitless” pulsado
Modo Presién del pulso de inyeccion: 25.0 psi hasta 0.5 min, un flujo de
. <. purga hacia el venteo “split vent” de 60 mL/min a partir de 1 min
inyeccion
Ahorro de gas en la purga a un flujo de 16.4 mL/min después de 3
min
Gas de arrastre: He UPA
Modo del flujo del gas de arrastre: rampa de flujo.
Flujo de la
columna 1.3 mL/min por 12.5 min, luego un incremento a una tasa de
1.0 mL/min hasta 1.5 mL/min por 3.30 min y luego un incremento a
una tasa de 1.0 mL/min hasta 1.7 mL/min por 5.80 min. Un flujo post
corrida en 1.7 mL/min por 1.00 min
70.0 °C por 2.00 min, luego a una tasa de 20 °C/min hasta 280 °C
Horno por 3.50 min, luego a una tasa de 40 °C/min hasta 300 °C por 5.50
min. Temperatura post corrida 300 °C por 1 min
Temperatura 280 °C
interfase

La temperatura de la interfase entre el GC y el MSD, asi como la temperatura de la fuente
de iones se establecio en 280 °C por recomendacion del fabricante del equipo para una
mayor limpia de la fuente de iones.
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Para el analisis en modo SIM se selecciond para cada analito, por medio de un espectro
adquirido en modo SCAN, un pico cuantificador y tres calificadores para cumplir con los
criterios de identificacion por GC/MS establecidos por WADA para compuestos organicos
semivolatiles.® Para el estandar interno solo se selecciono un calificador, ya que es una
sustancia conocida que se agrega. La seleccién se hizo a partir de la inyeccidén de una
disolucion en mezcla de los analitos a 10.0 mg/L.

Cuadro VIIl. Condiciones del detector del método validado.

Temperatura
de la fuente 280 °C
de iones
Temperatura
del 150 °C
cuadrupolo
Corte del 3.50 min
disolvente
Tipo de SIM y SCAN
adquisicién
Segmentos de adquisicion en modo SCAN
; Velocidad Tiempo |Tamaro
. Ambito de de Frecuencia P
Tr (min) Umbral de ciclo [del paso
masas (g) escaneo |(escaneos/s)
(s) (ms) (m/z)
1.562
3.50 @44.00-460.00{ 150 N = 2] 3.5 288.85| 0,1
1.562
11.41 144.00 — 565.00| 150 N = 2] 2.8 256.06| 0,1
Segrpentos Segmentos de adquisicion en modo SIM
de tiempo I Rosol
paralos (Tr(min) Analito bon lones calificadores esolu-
modos ase cién
SCAN y SIM 4.11 etoprofés |158.05| 126.00 139.05 |[200.00| Alta
9.23 forato 75.10 | 96.95 121.05 |[231.00| Alta
9.69 diazinon 137.10| 152.10 179.15 199.15| Alta
' antraceno [178.20| 152.10 N/A N/A Alta
10.27 | metilparation |109.05| 79.05 125.00 |[263.00| Alta
10.67 malation 125.00 | 127.10 158.00 173.10 | Alta
10.91 clorpirifés  [196.95| 198.95 25790 |314.00| Alta
tetrafeniletileno| 253.15| 332.25 N/A N/A Alta
12.13 | trifenilfosfato (326.10| 325.10 N/A N/A Alta

Los iones seleccionados (base y calificadores) fueron optimizados mediante el
procedimiento de calibracién dinamica recomendado por Agilent Tecnologies,® el cual
consiste en medir en SIM los valores de m/z de cada i6n seleccionado, en un ambito de

38



+ 2 m/z cada 0.05 m/z y se selecciona el valor m/z de mayor repuesta. La evaluacion se
realizd a tres niveles de calibracion (5.00 mg/L; 7.50 mg/L y 10.0 mg/L) por triplicado.

4.7. Metodologia de los parametros de desempeno instrumentales para una
metodologia por GC/MSD-EI para la separacién y caracterizacion de
forato, malation etoprofos, clorpirifés, diazinon y metilparation.

Para el presente trabajo de investigacion se definié utilizar un esquema analitico
integrado con los criterios de SWGDRUG, OSAC y de WADA.

4.7.1. Ambito para el analisis cualitativo, linealidad y cedasticidad

El ambito dinamico de concentracion para el analisis cualitativo se evalu6 mediante la
preparacion de una curva de calibracion de nueve niveles entre 1.25 mg/L y 15.0 mg/L
(Cuadro VII). Luego se selecciond cinco niveles (2.50 mg/L, 3.75 mg/L, 5.00 mg/L, 7.50
mg/L y 10.0 mg/L). Tanto la linealidad como la cedasticidad fueron evaluados mediante
cinco curvas de calibracion de una réplica cada una en diferentes dias (interdia) y con
una curva de calibracion de dos réplicas inyectadas en el equipo de manera que se tuvo
cinco inyecciones en un solo dia (intradia) de los niveles seleccionados previamente.

Cuadro IX. Concentraciones utilizadas en la curva de calibracion.
Nivel Concentracion
1.25 mg/L
2.50 mg/L
3.75 mg/L
5.00 mg/L
6.25 mg/L
7.50 mg/L
10.0 mg/L
12.5 mg/L
15.0 mg/L

O 0N OGS WN =

El parametro de linealidad se analiz6 mediante el coeficiente de determinacion y por el
analisis F de ANOVA, sus criterios de aceptacion es que el coeficiente de determinacion
no fuera menor de 0.99 7 y para el andlisis F de ANOVA es que el F critico debe ser
menor a los F de ANOVA calculados para cada analito. El F critico es el valor obtenido
para una confianza del 95 % y los grados de libertad correspondientes de un F de
ANOVA.
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en el cual se calcul6 el F critico para n menos dos grados de libertad, con un 95 % de
confianza. Ademas de un coeficiente de determinacién no menor de 0.99.78

Para evaluar la cedasticidad se utilizé la prueba de Bartlett.8* Tanto este parametro como
la linealidad se evaluaron en Microsoft Excel.

4.7.2. Limite de deteccion, selectividad y precision

El limite de deteccion, la selectividad y la precision se determinaron a partir de los
resultados de las curvas de calibracion intradia e interdia.

El limite de deteccion (LD) se estimo segun Miller y Miller® para evaluar la repetibilidad
y la reproducibilidad, mediante la siguiente ecuacion, donde sb corresponde con la
incertidumbre estandar (dispersién) del intercepto y m a la pendiente, asumiendo
linealidad en el intervalo de bajas concentraciones (Ecuacion 2).

3x*sb

m
Ecuacién 2. Ecuacion para la estimacion del limite de deteccion segun Miller y Miller.8%

Para evaluar si la regresion es lineal o cuadratica se utilizé el criterio de F de ANOVA, de
manera que se estimaron los LD tanto lineal como cuadratica y la regresion con mayor
numero de F de ANOVA fue el utilizado como LD.8°

El limite de cuantificacidon (LC) se estimd con la siguiente ecuacion:
LD * 10

3
Ecuacién 3. Ecuacion para calculo del limite de cuantificacion.®®

Los calculos del LD y del LC se realizaron mediante Microsoft Excel.
La verificacion del limite de deteccion se realizé a una concentracion correspondiente al
LD mas dos desviaciones estandar, para esto se preparo tres repeticiones y se inyecto

en el equipo por duplicado.

El criterio de aceptacion o rechazo para el limite de deteccion es menor de 2.5 mg/L, el
cual por experiencia del laboratorio es un valor tipico de plaguicidas por GC/MSD.°

Considerando, el dopado de 350 mL de una bebida con forato (analito mas téxico de los
seis) para obtener una concentracién equivalente a una dosis letal media para una
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persona de 70.0 kg se obtendria una concentracion final de 400 mg/L. Dicha
concentracion es 160 veces mayor que la concentracion planteada como criterio de
aceptacién o rechazo.

La selectividad y la precision se evaluaron mediante la dispersion del tiempo de retencion
y las intensidades relativas de tres iones calificadores para cada analito, segun lo
establecido por la Agencia Mundial Antidoping (WADA)'S como criterios para el andlisis
cualitativo de farmacos por GC/MSD por impacto electrénico de baja resolucion.
Ademas, los dos primeros criterios deben cumplir que la sefal ruido de los analitos sea
mayor a 3.1

4.7.3. Estabilidad de las disoluciones de los analitos

La estabilidad de la disolucién intermedia se evalud hasta por seis meses almacenada a
(5 £ 3) °C, mediante la comparacion de la respuesta a tres niveles de calibracién (2.50
mg/L, 3.75 mg/L y 5.00 mg/L) contrastando la respuesta de la disolucién almacenada con
la preparada en el mismo dia.

La estabilidad de la disolucidén de los analitos se evalué al dia cero, a los dos meses,
cuatro meses y seis meses. Los resultados se obtuvieron segun la siguiente ecuacion:

) . area de cada nivel de la disolucién t: n meses
Porcentaje de estabilidad: — - - — * 100
area de cada nivel de la disolucién t: 0 meses

n: numero de mes a evaluar t: tiempo

Ecuacion 4. Ecuacion para el calculo del porcentaje de estabilidad de cada mes
evaluado para cada nivel.

El criterio de aceptacion para este parametro fue la disminucién en la sefial, no mayor de
un 20 %, segun Sagrado para la recuperacion, considerando que es un analisis
cualitativo.”

4.7.4. Efecto memoria

El efecto memoria se evalu6 a una concentraciéon de 20.0 mg/L en acetonitrilo de todos
los organofosforados evaluados, que corresponde al doble del nivel mas alto evaluado
en este estudio, seguida de la inyeccion de dos blancos instrumentales con acetonitrilo y
dos controles negativos en matriz (para ambas matrices). El criterio de aceptacion para
este parametro fue el no detectar ningun analito en los blancos (S/N < 3 o no identificable).
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4.8. Metodologia para la determinacion de los parametros de desemperio de
la modificacion del método QUEChERS EN15662:2008 para la extracciéon
y la limpieza de forato, malation, etoprofos, clorpirifés, diazinén y
metilparation, en una matriz de jugo de mazana y una matriz de cerveza

4.8.1. Limite de deteccion en matriz

El limite de deteccion en matriz se evalué por aproximacién con disminuciones
progresivas de concentracion, siguiendo la serie Fibonacci.®

Para la serie Fibonacci se realizd6 cuatro concentraciones diferentes a partir de una
disolucién 50 veces segun la concentracién Cs. Las concentraciones utilizadas fueron las

siguientes:

Cuadro X. Concentraciones utilizadas segun la serie Fibonacci.

sustancias Concentraciones / mg/mL
c1(CN) C2(C/2) C3(C/3) C4(C/5)

etoprofos 4.74 2.37 1.58 0.948
forato 3.72 1.86 1.24 0.744
diazinoén 3.12 1.56 1.04 0.624
metilparation 4.14 2.07 1.38 0.828
malation 4.26 213 1.42 0.852
clorpirifés 2.40 1.20 0.800 0.600

4.8.2. Precision intermedia

La precision intermedia se evalud a dos diferentes concentraciones, al doble del limite de
deteccion determinado experimentalmente y a una concentracién de trabajo (por ejemplo
5.00 mg/L). Para ambas concentraciones se prepararon cinco réplicas, se extrajeron en
cerveza y en jugo de manzana por dos analistas diferentes y se inyectaron en el equipo
por duplicado, un tercer analista realizé lo mismo, pero solo al doble del limite de
deteccion.

El criterio de aceptacion fue la deteccion (S/N > 3) e identificacidn del analito en al menos
un 80 % de las inyecciones para cada nivel de ambos analistas para el doble del LD y un
100 % de las inyecciones para cada nivel de ambos analistas para la concentracion de
trabajo.
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4.8.3. Estabilidad del extracto en bandeja de inyeccion

La estabilidad de los analitos en la bandeja de inyeccion en las condiciones del laboratorio
(21 £ 1 °C) se evaluod en el extracto (para ambas matrices) a las 24 h, 48 h'y 72 h,
contrastando con la respuesta a las 0 horas. Por la alta demanda de muestras que se
trabajan, una muestra puede permanecer en la bandeja de inyeccién hasta las 72 horas.

El analisis se realiz6é con una réplica a cinco niveles de calibracién (2.50 mg/L, 3.75 mg/L,
5.00 mg/L, 7.50 mg/L y 10.0 mg/L), cada nivel inyectado por triplicado.

Los resultados se evaluaron en las diferentes horas por la siguiente ecuacion:

prom. area obtenida de cada nivel a las n horas

Porcentaje de estab.: -
. prom. area obtenida de cada nivel a las 0 horas

estab.: estabilidad prom.: promedio

Ecuacion 5. Ecuacion del calculo del porcentaje de estabilidad para cada nivel al
numero de hora evaluado.

El criterio de aceptacién para este parametro fue la disminucion de la sefial no mayor del
20 % menos hasta las 72 horas.

4 .8.4. Estabilidad del extracto en refrigeracion

La estabilidad de los analitos en refrigeracion ((5 £ 3) °C) se evalud en el extracto (para
ambas matrices) a los 8 dias y 15 dias, contrastando con la respuesta a los 0 dias. Este
ambito de tiempo se seleccioné considerando que una muestra puede ser almenada por
al menos tres dias antes de que el equipo esté disponible para su analisis.

El analisis se realiz6é con una réplica a cinco niveles de calibracién (2.50 mg/L, 3.75 mg/L,
5.00 mg/L, 7.50 mg/L y 10.0 mg/L), cada nivel inyectado por triplicado.

Los resultados se evaluaron en los diferentes dias por la siguiente ecuacion:

prom. area obtenida de cada nivel a las n dias

Porcentaje de estab.: -
) prom. area obtenida de cada nivel a las 0 dias

prom.: promedio n: numero

Ecuacion 6. Ecuacion del calculo del porcentaje de estabilidad de cada nivel al numero
de dia evaluado.
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El criterio de aceptacion para este parametro fue la disminucién de la sefal en un 20 %
hasta los 15 dias.

4 .8.5. Eficiencia del método para la recuperacion de los analitos

Este parametro se analizé segun lo planteado por Usui*® en ambas matrices, mediante
dos curvas de calibracién de cinco niveles (2.5 mg/L, 3.75 mg/L, 5.00 mg/L, 7.50 mg/L y
10.0 mg/L) preparadas de dos maneras: la primera se enriquecié cada matriz por
triplicado para cada nivel y luego se realizé la extraccion (matriz enriquecida extraida,
MEE), y la segunda curva de calibracion se preparé dopando posterior a la etapa de
extraccion (matriz extraida dopada, MED).

Los resultados de la eficiencia de la recuperacion se evaluaron segun la siguiente
ecuacion:

p taie d ., MEE
orcentaje de recuperacion: MED

* 100

MEE: nivel enriquecido en cada matriz para su extracciéon
MED: nivel enriquecido en cada matriz después de haber sido extraida

Ecuacion 7. Ecuacion del calculo del porcentaje de recuperacién para cada nivel.

En este mismo parametro también se evalu6 el efecto matriz segun lo planteado por
Usui“® mediante la curva de calibracion preparada con la matriz extraida (matriz extraida
dopada, MED) y otra curva preparada en acetonitrilo (curva instrumental, Cl) inyectada
en el equipo por triplicado en cada nivel (2.5 mg/L, 3.75 mg/L, 5.00 mg/L, 7.50 mg/L y
10.0 mg/L).

Los resultados del efecto matriz se analizaron segun la siguiente ecuacion:

MED
* 100

Porcentaje de recuperacion:

MED: nivel enriquecido en cada matriz después de haber sido extraida
ClI: nivel preparado en acetonitrilo

Ecuacion 8. Ecuacion del calculo del porcentaje del efecto matriz para cada nivel.
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Los criterios de aceptacion fueron que las curvas de calibracién en matriz sin dopar
obtuvieran un coeficiente de determinacion no menor de 0.9978 y que la eficiencia de la
recuperacion como para el efecto matriz fue entre el 85 % y el 115 % de recuperacion.”®

4.8.6. Robustez: efecto de la composicidn del tubo d-SPE en la recuperacion

El efecto de la composicidn del tubo de d-SPE se evalud con la extraccion de tres réplicas
en cada matriz a 5.00 mg/L, inyectadas por duplicado para cada tipo diferente de
composicion de resinas. La composicion de resinas evaluadas fue:

— 25 mgde PSAy 150 mg de 19+1

— 25 mgde PSA, 25 mg C18EN y 150 mg 59+1

— 25 mgde PSAy 150 mg MgSO4 anhidro.

El efecto de las resinas anteriores se evalud contrastando la respuesta contra la de la
resina validada: 25 mg de PsSA y 150 mg de 59+1.

El criterio de aceptacion para este parametro fue una recuperacion no menor del 80 %."°
Las diferencias significativas se evaluaron estadisticamente con un 95 % de confianza.

4.8.7. Veracidad

Para la evaluacién de la veracidad del método de extraccion modificado se comparé la
recuperacion reportada' en el método oficial para los seis analitos, contra los resultados
obtenidos en esta misma matriz aplicando la modificacién del método validado y contra
los resultados obtenidos en esta misma matriz sin aplicar la modificacion del método. La
seleccion de fresas como matriz, obedece a que este parametro se utiliza para evaluar la
modificacion del método de extraccidn y ésta es una matriz reportada en el método oficial
para los seis analitos de este proyecto. Veracidad, es un parametro de validacion
cuantitativo, por lo que éste no es importante ser determinado en la metodologia validada
que es cualitativa.

Se tomaron 100,00 g de fresas congeladas (-18 °C), se trozaron en cuatro pedazos y se
licuaron. El licuado se dop6 con 187.5 pL de cada disolucion madre de los analitos (2.00
g/L), lo que permite obtener una concentracion tedrica de inyeccién equivalente a 3.75
mg/L. La muestra dopada se homogenizo en el ultra-turrax. Lo descrito se observa en la
siguiente figura.
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Figura 12. En la figura izquierda se muestra las fresas ya procesadas en el ultra turrax
y en la figura de la derecha las fresas antes y después de haber sido procesadas.

En la Figura 13 se muestra la cantidad de la matriz dopada y utilizada para las
extracciones por el método QUEChERS EN15662:2008 oficial y modificado. 3

Figura 13. Etapa de preparacion inicial del procedimiento de extraccion de las fresas
procesadas y dopadas por medio del método QUEChERS EN15662:2008 oficial y del
método QUEChERS EN15662:2008 modificado.
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Los resultados de la veracidad se evaluaron segun la siguiente ecuacion:

Porcentaje de recuperacion: > * 100

1: area normalizada obtenida del método oficial o modificado
2: area normalizada obtenida del método modificado en cerveza

Ecuacion 9. Ecuacion del calculo del porcentaje de recuperacion.

Se tomd en cuenta los resultados del método modificado en cerveza, ya que presento
recuperaciones similares tanto al método oficial y al modificado en fresas. El criterio de
aceptacion para este parametro fue un porcentaje de veracidad del 85 % o mayor. Para
comprar ambos métodos y corroborar si hubo diferencias significativas se realizo la
prueba t con un 95 % de confianza, la cual tiene la siguiente ecuacion:

(x—w *vn
t= ——
S
X: promedio porcentajes de recuperacion de cada réplica
M: valor de referencia
n: numero de réplicas
s: desviacién estandar de las réplicas iguales

Ecuacion 10. Ecuacion de la prueba t.

Si el valor absoluto de los resultados de t para los analitos es menor que el t tedrico,
entonces se considera que no hay diferencia significativa.

4.9. Metodologia para el analisis del efecto de las diferentes concentraciones
de etanol en cerveza dopada y la evaluacion del desempefo de la
metodologia validada en matrices diferentes de cervezas y jugos de
manzana de acuerdo con los criterios de Horwitz y a los criterios de
Westgard

4.9.1. Rugosidad

La rugosidad se evalué modificando el tipo de matriz. Para esto se aplico la metodologia
validada en seis marcas diferentes de jugos de manzana y seis marcas diferentes de
cervezas con el fin de determinar si las diferencia entre los ingredientes, sus proporciones
y tonalidades de una misma familia de muestras afectan la metodologia de extraccién.
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Los resultados de los porcentajes de recuperacion se realizaron segun lo descrito en el
parametro de la eficiencia de la recuperacion, tomando las areas normalizadas de las
diferentes cervezas o jugos de manzana y dividiéndolos contra los resultados obtenidos
en la cerveza o jugo de manzana utilizados en la validacion. Se realizé de esta manera
por la importancia que demostro el efecto matriz, sin embargo, si fuera una validacion
cuantitativa se hubiera tenido que realizar en cada cerveza o jugo de manzana diferente
y no con los resultados obtenidos de las matrices utilizadas en la validacion.

Para cada matriz se prepard tres réplicas dopando a 3.75 mg/L de cada analito,
inyectando por duplicado cada réplica. El criterio de aceptacién fue entre el 85 % y el 115
% de porcentaje de recuperacion de cada analito para cada matriz.”®

Para determinar el desempefio de la metodologia en las diferentes marcas de cervezas
y jugos de manzana se utilizé el criterio de Westgard’®, mediante el sesgo total y los
coeficientes teoricos. El sesgo total es la suma de un coeficiente de variacion, el cual se
obtuvo del criterio de Horwitz’”, y un porcentaje de sesgo en donde se analizé con dos
valores diferentes, uno recomendado por el investigador Sagrado’® y otro que es
aceptado por el Departamento de Ciencias forenses.

4.9.2. Robustez: efecto etanol

Se preparo tres réplicas a una concentracion de 3.75 mg/L en matriz de cerveza de cédigo
B, dopando para obtener 12 mL/100 mL de etanol y en matriz de cerveza de cédigo A.
Todas las réplicas se inyectaron en el equipo por duplicado.

La preparacion del dopado con etanol a la cerveza de cdédigo B se realizé agregando
1200 pL de etanol a un balon aforado de 10.00 mL y se aford con la cerveza mencionada.

Los resultados del efecto etanol se calcularon segun la siguiente formula.

promedio de areas a n % de alcohol

Porcentaje de recuperacion: 100

promedio de dreas a 0 % de alcohol i

n: porcentaje de contenido de etanol

Ecuacion 11. Calculo del porcentaje de recuperacion para cada analito en los
diferentes porcentajes de alcohol evaluados.

El criterio de aceptacién para este parametro fue que el efecto del etanol afectara la
recuperacion en un 20 % o menos.
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Para determinar el desempefio de la metodologia en los diferentes porcentajes de alcohol
se utilizo el criterio de Horwitz de la misma manera que se uso6 en la rugosidad.
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Capitulo 5. Resultados y discusion
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5.1. Evaluacion de los parametros de desempeno instrumentales para una
metodologia por GC/MSD-EIl para la separacién y caracterizacion de
forato, malation etoprofos, clorpirifés, diazinén y metilparation

5.1.1. Establecimiento de las condiciones cromatograficas y de deteccién

Se realizé la evaluacién de las condiciones cromatograficas del método mediante una
mezcla de diferentes estandares internos, los cudles fueron seleccionados segun su
disponibilidad, las recomendaciones del método oficial y las recomendaciones de la
literatura. El método oficial recomienda como estandares internos: PCB 18, PCB 28, PCB
52, trifenilfosfato, tris-(1,3-dicloroisopropil)-fosfato, trifenilmetano y bis-nitrofenil urea; y
como estandares de control de calidad: PCB 138, PCB 135 y antraceno. Los estandares
internos seleccionados fueron: trifenilfosfato, antraceno, etion y tetrafeniletileno. ' El etion
fue escogido por que cumple con las recomendaciones de la literatura al presentar una
estructura quimica similar a los analitos y un tiempo de retencion en medio de estos, sin
embargo, se descarta porque a pesar de estar prohibido en Costa Rica, se encontraron
casos reales de intoxicacion con productos de uso veterinario con etién.®

Tanto como para el establecimiento de las condiciones cromatograficas y de deteccion
como para el resto de los parametros, se empleé como disolvente acetonitrilo, porque es
el disolvente utilizado en el método oficial EN 15662:2008 y porque, segun un estudio
donde se evaluaron los tres disolventes mas comunes para extraer plaguicidas (acetona,
acetonitrilo y acetato de etilo), el acetonitriio mostré los mejores resultados en
GC/MSD."386

Los espectros de relacion masa carga del trifenilfosfato, antraceno y tetrafeniletileno se
muestran en la siguiente figura.
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Figura 14. Espectros de masa de a. trifenilfosfato, b. antraceno y c. tetrafeniletileno.

52



Como se muestra en la Figura 12 los estandares internos seleccionados presentan un
espectro de relacidon masa carga que permite ser utilizado en modo de monitoreo de iones
selectivos (SIM) pues, el pico base es de alta masa/carga, lo que aumenta la selectividad
del idn, ya que la probabilidad de presencia de impurezas aumenta conforme disminuye
la relacion masa/carga del fragmento.®3 Al evaluar las condiciones cromatograficas
mediante una mezcla de los tres estandares internos en el método anterior se observé el
efecto memoria, por lo cual se decide revisar y modificar las condiciones del método a
validar con las recomendaciones de la literatura.

Los cambios de las condiciones cromatograficas se observan en el Cuadro Xl, siendo los
principales cambios para disminuir el efecto memoria la modalidad de inyeccién de split
pulsado por splitless pulsado, la temperatura inicial del horno y el aumento de la
temperatura de la camara de ionizacion de 230 °C a 280 °C.

Cuadro Xl. Diferencias de las condiciones entre el anterior y el actual método
cromatografico.
Condiciones

. g Anterior Desarrollado
cromatograficas

Condiciones del inyector

Modo de inyeccion Split pulsado Splitless pulsado
Temperatura del puerto de 200 °C 250 °C
inyeccion
Flujo de purga del septum 3.00 mL/min 3.00 mL/min
Presién 12.69 psi 11.99 psi

25.00 psi, 0.50 min

Presioén de la inyeccion

pulsada No aplica Con un flujo de purga hacia
el Split vent de 60 mL/min al
1 min
Tiempo de ahorro de gas 15.0 mL/min, 3.00 min 16.4 mL/min, 3.00 min

(saver time)
Condiciones del horno

Temperatura inicial 75 °C, 2.00 min 70 °C, 2.00 min
Programacién de Rampa 20 °C/min hasta Rampa 20 °C/min hasta
temperatura 270 °C 280 °C
Tiempo de corrida 30 min 16 min
Condiciones de la Columna capilar
Flujo inicial 1.30 mL/min 1.30 mL/min, 12.50 min
Programacion de flujo No aplica Rampa 1.50 mL/min por 3.30
min
Velocidad promedio 42.00 cm/sec 42.13 cm/sec
Condiciones del detector de masal/carga
Modo SCAN SIM/SCAN
Rango de deteccion 45 uma a 650 uma 44 uma a 565 uma
MS fuente 230 °C 280 °C
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En las condiciones del inyector se modificé de modo de inyeccidn split pulsado a splitless
pulsado. Con el splitless se asegura que toda la muestra entre a la columna, evitando
una dilucién a través del flujo de purga y, por ende, solo después de la inyeccion de la
muestra se abre el flujo de purga y se elimina el resto de vapor del disolvente. Con esto,
se evita que este se acumule y al ser pulsado hay un aumento de presion donde los
analitos tienen menos contacto con el puerto de inyeccion y llegan mas rapido a la primera
porcion de la columna, evitando posible degradacion térmica de la muestra.®”

Para este tipo de inyectores la purga debe realizarse alrededor de 20 segundos después
de la inyeccion, ya que si se realiza muy pronto se puede perder parte de la muestra,
resultando en una mala cuantificacion. Pero si se deja mas tiempo puede generar coleo
en la sefal del disolvente con un aumento de la linea base.%26° La purga en el método se
realizé al minuto de inicio de la inyeccién, dejandose mas tiempo segun lo recomendado,
sin embargo, no se observo un aumento en la linea base, por lo que no fue necesario
disminuir el tiempo de la purga.

Las sustancias al evaporizarse en la camara de inyeccion se consideran que poseen un
comportamiento de gases ideales, siendo asi se mantuvo el volumen de inyeccion de
1.00 uL. El porcentaje de muestra utilizado en el liner, segun el programa del equipo, fue
del 49 %, por lo que no se excede la capacidad maxima del liner y se evitdé contaminacion
en el puerto de inyeccion.

Para las condiciones del horno, se cambid la temperatura inicial, reduciendo al menos 10
°C por debajo del punto de ebullicion del acetonitrilo, el cual es de 82 °C. Esta situacion
fue para condensar los analitos en la entrada de la columna y que se revolatilicen cuando
la temperatura vaya aumentando, para obtener picos agudos en el cromatograma.
Ademas, se aumenté la temperatura final de la rampa para obtener una mejor separaciéon
de los picos cromatograficos. EI aumento de este ultimo parametro junto con la
programacion del flujo en la columna ayudd a disminuir el tiempo de elucién de los
analitos sin dafiar la resolucion entre estos.588

Las modificaciones que se realizaron para el detector de masa/carga fue el modo de
adquisicion, cambiando a SIM/SCAN. Esto con el fin de mejorar la sensibilidad de
escaneo para los iones de los analitos por el modo SIM, pero sin dejar de lado el modo
SCAN, ya que, a la hora de analizar muestras reales, es necesario haber adquirido todas
las sustancias que contenian los indicios para identificar si hay algun otro analito que sea
necesario conocer su presencia. Segun las recomendaciones para el ambito de escaneo,
el limite superior debe ser al menos 50 uma mayor que del analito mas pesado, por lo
tanto, tomando en cuenta ese criterio e incluyendo no solo los analitos del proyecto sino
también otros plaguicidas se redujo el rango.8%:9°
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Ademas, se aumento la temperatura de la fuente de ionizacion, de manera que fuera
igual a la de la interfase para que los iones no eluyeran de la interfase hacia la fuente con
una temperatura mas baja, provocando que no se favorezca el flujo de salida y una
posible deteccion incompleta de los analitos.

Con los cambios realizados en el método cromatografico se obtuvo un coeficiente de
variacion de 12 repeticiones del tetrafeniletileno, antraceno y trifenilfosfato de 1.4 %, 2.2
% y 8.0 %, respectivamente. En la Figura 15 se observa el cromatograma de los analitos
junto con los estandares internos.
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Figura 15. Cromatograma de los analitos junto con los estandares internos adquiridos
en modo SCAN y en modo SIM para la concentracién 3.75 mg/L.

Se selecciono tetrafeniletiieno como estandar interno, ya que mostr6 un menor
coeficiente de variacion con un 1.4 %, aunque el uso del antraceno también es aceptable.
No se utilizé trifenilfosfato a pesar de que era uno de los estandares internos
recomendados por el método oficial de QUEChERS"3, porque fue el que presento el
mayor coeficiente de variacién con un 8.0 %.

Como se menciond anteriormente, el estandar interno cromatografico mejora la precision
de la senal analitica, minimizando las fluctuaciones instrumentales, las inestabilidades y
los efectos de la matriz.%° Por estas razones se utiliza para normalizar las sefiales (area
bajo la curva) de cada analito en una misma inyeccion en todos los parametros donde
sean necesarios estos resultados para demas calculos.

5.1.2. Seleccidén de iones principales

La medicion y la seleccion de los iones tanto los base como los calificadores se realizo a
partir de la respuesta obtenida con los materiales de referencia. Al ser un detector de
baja resolucién y de simple cuadrupolo la caracterizacion requiere del analisis de no
menos de tres iones calificadores.’®
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En Quimica Forense, la identificacion de una sustancia quimica por espectrometria de
masas se realiza por la comparacion espectral contra la respuesta obtenida por un
material de referencia certificado y no por una elucidacion estructural % 16, La garantia
que el espectro obtenido para el material de referencia corresponde a la sustancia en
cuestion se da por la presencia del pico molecular en todos los espectros, y la
comparacién contra bibliotecas comerciales reconocidas como la NIST y la PEST,
presentando indices de comparacion superiores al 90%. Adicionalmente en el Anexo 03
se presentan una propuesta de las estructuras de los fragmentos positivos mas

abundantes (idn base) y al menos un ion calificador para cada analito.

Los iones seleccionados (Ver Cuadro Xll) presentan alta relacion masa/carga para evitar
posibles iones anémalos como lo es el i6n de 73 m/z y el 295 m/z (siendo este el de
mayor relacién masa/carga)®, con excepcion del i6n base del forato (75.1 m/z) y un
calificador del metilparation (79.1 m/z), los cuales fueron escogidos ya que presentaron
estabilidad en pruebas realizadas en el DCF anteriormente.

La intensidad relativa de los iones seleccionados fue de al menos un 10 %8 y mostraron

baja variabilidad cumpliendo con las ventanas de tolerancia maxima de WADA', lo cual
se corroboré mas adelante en las curvas de calibracion tanto interdia como intradia.

5.1.3. Calibracion dinamica

Para determinar el valor de mayor sensibilidad del pico base y de los iones calificadores
dentro de la resolucion del espectrometro de masas, se realizd un experimento de
calibracion dinamica en modo SIM en un intervalo de +/- 0.1 m/z con un paso de +/- 0.05
m/z.83 En la siguiente figura se muestra, como ejemplo, los resultados para uno de los
iones del etoprofos.
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Figura 16. Abundancias obtenidas de la calibracion dinamica del ion 126.00 m/z para el

etoprofos.

Como se observa en la Figura 16, el ion que presenté mayor abundancia fue 126.00 m/z,
por lo que fue seleccionado como uno de los iones calificadores. Los iones que mostraron
mayor abundancia en la calibracion dinamica se muestran en el Cuadro XII.

Cuadro XIl. lones base y calificadores con mayor abundancia en la calibracién dinamica.

Analito lon base | lon calificador 1 | lon calificador 2  lon calificador 3
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z)

etoprofos 158.05 139.05 126.00 200.00

forato 75.10 96.95 121.05 231.00

diazinén 137.10 152.10 179.15 199.15

metilparation 109.05 79.05 125.00 263.00

malation 125.00 127.10 158.00 173.10

clorpirifés 196.95 198.95 257.90 314.00
tetrafeniletile- 253.15 332.25 -- -

no

5.1.4. Ambito para el analisis cualitativo

El ambito para el analisis cualitativo se evalué6 mediante una curva de calibracion de
nueve niveles que comprendia desde 1.25 mg/L hasta 15.0 mg/L, con los resultados de
todos los analitos se seleccionaron cinco niveles, en donde no se observo saturacion o
perdida de la linealidad, los niveles seleccionados fueron 2.50 mg/L, 3.75 mg/L, 5.00

mg/L, 7.50 mg/L y 10.0 mg/L.
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La regresion lineal de los analitos se evalué mediante cinco curvas de calibracion de una
réplica cada una en diferentes dias (interdia) y con una curva de calibracion de dos
réplicas inyectadas en el equipo de manera que se tuvo cinco inyecciones en un solo dia
(intradia). Los resultados de estas se muestran en los siguientes cuadros.

Cuadro XIll. Regresion lineal para los analitos evaluados intradia con tetrafeniletileno
como estandar interno.
Analito Pendient  Incertidumbr Intercept Incertidumbr | Coeficiente

e e estandar o e estandar de
de la del determinacio
pendiente intercepto n
etoprofos 0.1882 0.0026 -0.189 0.041 0.9993
forato 0.4210 0.0093 -0.292 0.085 0.9975
diazinén 0.2110 0.0047 -0.055 0.065 0.9983
metilparati6  0.2692 0.0043 -0.266 0.062 0.9959
n

malation 0.2085 0.0051 -0.133 0.032 0.9982
clorpirifos 0.2009 0.0056 0.070 0.036 0.9976

Cuadro XIV. Regresion lineal para los analitos evaluados interdia con tetrafeniletileno
como estandar interno.
Analito Pendient Incertiumbr Intercept Incertidumbr Coeficiente

e e estandar o e estandar de
de la del determinacio
pendiente intercepto n
etoprofos 0.1803 0.0011 -0.1918 0.0070 0.9999
forato 0.4212 0.0054 -0.279 0.034 0.9995
diazindén 0.2113 0.0040 -0.053 0.026 0.9989
metilparatio = 0.27226 0.00081 -0.274 0.018 1.0000
n

malation 0.2111 0.0014 -0.178 0.028 0.9999
clorpirifos 0.2199 0.0042 -0.002 0.048 0.9984

El criterio de aceptacion para los coeficientes de determinacion es que no pueden ser
menor a 0.99 y segun los resultados se cumple, mostrando que los calculos de la
regresion proveen estimaciones confiables para la pendiente y el intercepto.”®

Los resultados de las curvas intradia e interdia de la cedasticidad y la linealidad segun el
analisis de F de ANOVA se muestran en el siguiente cuadro.
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Cuadro XV. Resultados de la cedasticidad y la linealidad para la repetibilidad y para la

reproducibilidad.

Repetibilidad

Analitos Cedasticidad Fanova F critico (a: 0.05)
Etoprofés heterocedastico 1369.05 4.67
Forato heterocedastico 400.79 4.75
Diazinén heterocedastico 602.11 4.49
Metilparation heterocedastico 244 22 5.99
Malation homocedastico 558.39 10.13
Clorpirifés homocedastico 424.09 10.13

Reproducibilidad

Analitos Cedasticidad Fanova F critico (a: 0.05)
Etoprofos homocedastico 13721.58 10.13
Forato homocedastico 3131.60 10.13
Diazinon homocedastico 919.21 10.13
Metilparation heterocedastico 34925.05 4.96
Malation heterocedastico 6963.38 4.67
Clorpirifés heterocedastico 635.50 4.67

El criterio de aceptacion para el analisis F de ANOVA es que el F critico debe ser menor
a los F de ANOVA calculados para cada analito.

Como se observa en el ultimo cuadro, el F de ANOVA cumple los criterios establecidos
mencionados en la metodologia (nivel confianza al 95 %) en la repetibilidad y en la
reproducibilidad, indicando que los analitos son lineales. Ademas, con los resultados
obtenidos de la cedasticidad se seleccion6 un modelo lineal que se utilizd segun
corresponde.

5.1.5. Limite de deteccion

Con los resultados obtenidos de la cedasticidad se utiliz6 un modelo de regresion lineal
simple para resultados homocedasticos o regresion lineal con ponderacion estadistica
para resultados heterocedasticos.8®

Se realizoé la prueba de F de ANOVA para la comparacion de varianzas entre las
pendientes y los interceptos para asi determinar si los LD (nivel confianza al 95 %) para
la repetibilidad y para la reproducibilidad son significativamente diferentes mediante las
curvas de calibracién realizadas, en el siguiente cuadro se muestran los resultados.
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Cuadro XVI. Comparaciones entre las pendientes, interceptos y tipo de tratamiento de
los LD entre repetibilidad y reproducibilidad.

Analitos Pendiente Intercepto Resultado
estadistico
etoprofos diferente no diferente diferente
forato diferente no diferente diferente
diazindén no diferente no diferente diferente
metilparation diferente no diferente no diferente
malatién no diferente no diferente diferente
clorpirifos diferente diferente diferente

Las comparaciones de la repetibilidad y de la reproducibilidad se realizaron entre las
pendientes y los interceptos, ya que el LD se calcul6 segun la Ecuacion 2, que se muestra
a continuacion:
3 xsb
m

Ecuacién 2. Ecuacion para la estimacion del limite de deteccion segun Miller y Miller.8%

Donde esta es afectada principalmente por el componente numérico de la pendiente,
luego por la dispersion de datos del intercepto y, por ultimo, por el tratamiento realizado,
ya sea homocedastico o heterocedastico. Ese mismo orden, es la prioridad que se tuvo
a la hora de analizar si los datos son o no diferentes entre ellos.

En el Cuadro XVII se muestran los resultados para el limite de detecciéon tanto de
repetibilidad como de reproducibilidad.

Cuadro XVII. Limites de deteccion de la repetibilidad y reproducibilidad.

Experimento de repetibilidad | Experimento de reproducibilidad
Analitos LD LC LD LC
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

etoprofos 0.65 2.2 0.12 0.39
forato 0.60 2.0 0.25 0.82
diazinén 0.92 3.1 0.36 1.2
metilparation 0.69 2.3 0.20 0.67
malation 0.47 1.6 0.39 1.3
clorpirifés 0.53 1.8 0.66 2.2

El criterio de calidad planteado para este parametro fue que el limite de deteccién de los
analitos fuera cercano a 2.50 ug/mL. Con los resultados mostrados en el Cuadro XVII se
observa que se cumple el criterio planteado tanto en la repetibilidad como en la
reproducibilidad.
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La verificacion del limite de deteccion mostré que se logré identificar los analitos,
aplicando los criterios WADA'® no solo de los tiempos de retencion sino también de las
intensidades relativas de los iones.

Los limites de deteccion de los organofosforados validados en el mismo u otros tipos de
equipos instrumentales previamente extraidos de sus matrices oscilan entre 6.0 x 10-°
mg/L a 0.030 mg/L,7-30:31.354042 |og cuales muestran ser al menos una orden de magnitud
menos con respecto a lo obtenido en la validacién, esto porque muchos estudios son
enfocados en el area de alimentos, aguas o forense en sangre donde es necesario la
deteccion de estos analitos a muy bajas concentraciones utilizando GC/MS-MS, LC/MS
u otros equipos siendo estos mas sensibles que el usado en el proyecto. Dado que las
muestras a las que se someteria la presente metodologia estan relacionadas con el
dopada de plaguicidas con fines criminales y no con un residuo de plaguicidas por un
control fitosanitaria o ambiental, se consideran que los limites de deteccion obtenidos
para metodologia con una orden de magnitud mas altos son aceptables.

5.1.6. Selectividad

La selectividad se evalud segun lo establecido por WADA' para el tiempo de retencion
y las intensidades relativas de los iones calificadores de las curvas de calibracion. La
precision se analizd con los resultados de la selectividad de las curvas obtenidas intradia
e interdia.

Los resultados de los tiempos de retencion evaluados intradia e interdia se muestran en
el Cuadro XVIIl y en el Cuadro XIX, respectivamente.

Cuadro XVIIl. Tiempos de retencion para la curva de calibracion intradia.

Analito Promedio = Ambito segun Minimo Maximo
(min) WADA (min) experimental experimental
(min) (min)
etoprofos 9.039 8.939 - 9.139 9.039 9.039
forato 9.410 9.310 - 9.510 9.398 9.410
diazinoén 9.955 9.855 - 10.055 9.955 9.955
metilparation 10.490 10.385 - 10.595 10.484 10.496
malation 10.832 10.724 - 10.940 10.832 10.832
clorpirifés 10.971 10.861 - 11.081 10.971 10.971
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Cuadro XIX. Tiempos de retencion para la curva de calibracion interdia.

Analito Promedio = Ambito segun Minimo Maximo
(min) WADA (min) experimental experimental
(min) (min)
etoprofés 9.041 8.941 - 9.141 9.039 9.050
forato 9.409 9.309 - 9.509 9.398 9.410
diazindn 9.955 9.855 - 10.055 9.955 9.955
metilparation 10.492 10.387 - 10.597 10.484 10.496
malation 10.832 10.724 - 10.941 10.832 10.843
clorpirifés 10.971 10.861 - 11.081 10.971 10.971

Como se observa en los resultados, el tiempo de retencion de las curvas de calibracion
tanto intradia como interdia de los analitos cumplen los criterios WADA.'® Esto demuestra
no solo que con el aumento de la concentracion de los analitos no afecta en gran medida
los tiempos de retencion, sino que 11 dias después de haber preparado e inyectado la
primera curva, todavia se cumple los criterios hasta la ultima curva, indicando que se
tiene precision.

Los resultados de las intensidades relativas de los iones de los analitos evaluados intradia
e interdia se muestran en el Cuadro XX y Cuadro XXI, respectivamente.

Cuadro XX. Intensidades relativas de los iones de los analitos para la curva de calibracion
intradia.

lones (IR en % con Variabilidad Variabilidad
Anali respecto al ion obtenida parala | maxima permitida
nalito . . .
diagnoéstico de IR parala IR
referencia)
etoprofos 139.05 m/z (52.6) + 2.1 abs + 10.0 abs
126.00 m/z (50.7) + 3.5 abs + 10.0 abs
200.00 m/z (28.4) +4.2 % rel +5.7 % rel
forato 96.95 m/z (26.0) £ 2.3 % rel 5.2 % rel
121.05 m/z (38.2) + 3.9 % rel +7.6 % rel
231.00 m/z (11.2) +7.0 % rel + 5.0 % rel
diazinon 152.10 m/z (60.7) + 1.4 abs + 10.0 abs
179.15 m/z (85.8) + 4.8 abs +10.0 abs
199.15 m/z (52.3) + 2.3 abs + 10.0 abs
metilparation 79.05 m/z (29.3) 1+ 6.8 % rel £ 5.9 % rel
125.00 m/z (92.2) + 2.4 abs + 10.0 abs
263.00 m/z (59.6) +4.1 abs + 10.0 abs
malation 127.10 m/z (92.2) + 8.7 abs + 10.0 abs
158.00 m/z (43.6) + 8.0 % rel + 8.7 % rel
173.10 m/z (83.0) + 9.7 abs + 10.0 abs
clorpirifés 198.95 m/z (53.2) + 3.5 abs 1+ 10.0 abs
257.90 m/z (38.8) +4.6 % rel +7.8 % rel
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314.00 m/z (97.5) + 4.7 abs + 10.0 abs

La intensidad relativa obtenida se reporta como el promedio y la variabilidad obtenida se
reporta como la ventana mayor entre la diferencia del promedio y el valor maxima y del
promedio y el valor minimo.

Cuadro XXI. Intensidades relativas de los iones de los analitos para la curva de
calibracion interdia.

lones (IR en % con Variabilidad Variabilidad
Anali respecto al ién obtenida para la maxima permitida
nalito . x ot
diagnéstico de IR parala IR
referencia)
etoprofos 139.05 m/z (52.8) + 2.3 abs + 10.0 abs
126.00 m/z (51.0) + 3.8 abs 1+ 10.0 abs
200.00 m/z (28.4) +4.9 % rel + 5.7 % rel
forato 96.95 m/z (26.0) 1 3.5 % rel £ 5.2 % rel
121.05 m/z (37.5) + 5.3 % rel +7.5 % rel
231.00 m/z (10.9) 1.2 % rel 1+ 5.0 % rel
diazinén 152.10 m/z (60.0) + 5.4 abs + 10.0 abs
179.15 m/z (85.0) + 5.0 abs 1+ 10.0 abs
199.15 m/z (51.6) + 3.7 abs + 10.0 abs
metilparation 79.05 m/z (29.8) 1 6.4 % rel £ 6.0 % rel
125.00 m/z (85.7) + 3.6 abs +10.0 abs
263.00 m/z (58.8) + 7.5 abs 1+ 10.0 abs
malation 127.10 m/z (93.2) + 16.6 abs + 10.0 abs
158.00 m/z (43.2) 1+ 6.7 % rel 1 8.6 % rel
173.10 m/z (82.2) + 8.8 abs + 10.0 abs
clorpirifés 198.95 m/z (52.7) + 5.2 abs + 10.0 abs
257.90 m/z (38.6) 1+ 6.5 % rel 7.7 % rel
314.00 m/z (97.0) + 2.5 abs + 10.0 abs

Como se observa en los resultados del Cuadro XX, las intensidades relativas de los iones
de la curva de calibracion intradia pasan los criterios WADA, caso contrario con los
resultados de la curva de calibracion interdia. En esta ultima, el ion 127.10 m/z de
malatién no pasa el criterio estipulado, demostrando que es necesario preparar una curva
cada vez que se realicen extracciones de los analitos, ya que cabe la posibilidad que a la
hora de evaluar extracciones con una curva realizada dias antes, no alcance a llegar a
los criterios establecidos y se tenga que repetir la preparacion. Esto indica que no hay
precisién interdia.

WADA establece que para la identificacion de muestras cuestionadas se debe realizar la

comparacién contra una curva de calibracion de la misma secuencia de analisis, en donde
experimentalmente se corrobora que es lo idoneo.
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5.1.7. Efecto memoria

En quimica forense los resultados pueden ser interpretados para incriminar a un inocente
o dejar libre a una persona culpable, por esta razon es un requisito en la validacion de
una metodologia cualitativa demostrar que el cromatografo no da una sefal por el analito
después de la inyeccion de una muestra, a fin de que el equipo esté preparado para la
lectura de la siguiente muestra.

Para evaluar el parametro de efecto memoria se preparé en acetonitrilo todos los
organofosforados al doble del nivel mas alto evaluado de la curva de calibracion.
Seguidamente se inyectan varios blancos instrumentales de acetonitrilo o varios controles
negativos en matriz (para ambas matrices). Esto se realiza para determinar con cuantos
blancos instrumentales o controles negativos son suficientes para que el equipo no de un
falso positivo y para determinar cual preparacion es mejor inyectar después de una
muestra positiva en un analisis de rutina. El criterio de aceptacidon para este parametro
fue el no detectar ningun analito en los blancos (S/N < 3 o no identificable).

No se detectd efecto memoria de los analitos en los blancos instrumentales o los blancos
de matrices (cerveza y jugo de manzana). En la Figura 17 se observa uno de los
resultados del etoprofés en el blanco instrumental, donde no se detectd ningun i6n
seleccionado, lo mismo sucedio para el resto de los analitos en los diferentes blancos.
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Figura 17. Resultado del efecto memoria del etoprofés en el blanco instrumental.

Estos resultados demuestran que, a una concentracion de 20.0 mg/L de los analitos no
hay efecto memoria siempre y cuando no exceda el doble del nivel mas alto de la curva
de calibracion.

Este parametro es importante porque para los indicios recolectados no hay conocimiento

de cual es su concentracion, siendo asi, a la hora de realizar su extraccion hay que tomar
en cuenta si proviene de un envase del plaguicida como tal o si es algun liquido
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recolectado, ya que de esto dependera la dilucion a realizar. Aun con la dilucion realizada
hay que verificar si las siguientes inyecciones en la corrida presentd un efecto memoria.

5.1.8. Estabilidad de la disolucién intermedia

La estabilidad de la disolucion intermedia de los analitos se comparé siempre contra una
disolucion intermedia nueva a los dos meses, cuatro meses y seis meses, almacenados
en refrigeracion. En los siguientes cuadros se muestran los resultados en los diferentes
meses.

Cuadro XXIl. Porcentajes de estabilidad a los dos meses de la disolucion intermedia de
los analitos.
Concen- etoprofos forato diazindn  metilpara- | malatién | clorpirifés

tracion (%) (%) (%) tion (%) (%) (%)
2.50 mg/L 103.5 104.7 103.5 97.8 104.0 98.2
3.75 mg/L 99.6 101.9 104.1 97.2 101.2 98.8
5.00 mg/L 101.6 104.1 103.4 99.2 103.5 99.3
Promedio 101.5 103.6 103.7 98.1 102.9 98.7

Cuadro XXIIl. Porcentajes de estabilidad a los cuatro meses de la disolucion intermedia
de los analitos.
Concen- | etoprofés forato diazinon metilpara- malatiéon clorpirifés

tracion (%) (%) (%) tion (%) (%) (%)
2.50 mg/L 100.8 116.8 106.1 104.4 100.5 101.7
3.75 mg/L 98.7 113.3 104.6 101.5 98.4 101.6
5.00 mg/L 97.7 113.4 104.6 98.5 97.1 103.1
Promedio 99.0 114.5 105.1 101.5 98.7 102.1

Cuadro XXIV. Porcentajes de estabilidad a los seis meses de la disolucién intermedia de
los analitos.
Concen- etoprofos forato diazindn  metilpara- | malatién | clorpirifés

tracion (%) (%) (%) tion (%) (%) (%)
2.50 mg/L 109.9 110.9 110.8 87.6 106.8 104.7
3.75 mg/L 104.8 107.8 107.7 89.6 104.1 104.2
5.00 mg/L 97.6 102.9 102.3 91.8 100.4 96.4
Promedio 104.1 107.2 106.9 89.7 103.7 101.8

El criterio de aceptacion para este parametro fue la descomposicion hasta de un 20 % o
menos, esto por ser una metodologia cualitativa.” El valor mas bajo detectado fue el de
metilparation a los seis meses con un 89.7 % pero aun asi cumple el criterio establecido.
Con estos resultados se demuestra que la disolucidon intermedia tiene una estabilidad
aceptable hasta los seis meses para todos los analitos.
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5.2. Determinacion de los parametros de desempeno de la modificacion del
método QUEChERS EN15662:2008 para la extraccion y la limpieza de
forato, malation, etoprofos, clorpirifés, diazinén y metilparation, en una
matriz de jugo de mazana y una matriz de cerveza

5.2.1. Limite de deteccion en matriz

Las concentraciones preparadas para la evaluacion del limite de deteccién se muestran
en el Cuadro XXV, siguiendo la serie Fibonacci.

Cuadro XXV. Concentraciones utilizadas segun la serie Fibonacci para el limite de
deteccion en matriz.

. Ci(CNM C2(C/2 Cs3 (C/3 C4(C/5

Concentraciones (m(gIL)) (m(gIL)) (m(g/L)) (m(g/L))
etoprofos 4.74 2.37 1.58 0.948
forato 3.72 1.86 1.24 0.744
diazinén 3.12 1.56 1.04 0.624
metilparation 4.14 2.07 1.38 0.828
malation 4.26 213 1.42 0.852
clorpirifos 2.40 1.20 0.800 0.600

En cerveza la concentracion en donde se detectd e identifico todos los analitos con los
criterios establecidos fue C2. Esta concentracion es cercana o es mas del doble del limite
de deteccion instrumental, indicando que la extraccion y la matriz influyen, por ejemplo,
los resultados mostrados mas adelante en el parametro de recuperacion exhiben que la
cerveza tiene bajos porcentajes de recuperacion, caso similar con los datos obtenidos en
este parametro, ya que la matriz de cerveza necesitdé una concentracion mayor para una
eficiente deteccioén de los analitos.

En jugo de manzana la concentracion en donde se detecto e identificd todos los analitos
con los criterios establecidos fue Cs. Esta concentracion es cercana o es mas del doble
del limite de deteccion instrumental, indicando que la extraccion y la matriz influyen.

Como se menciond anteriormente, los limites de deteccion en diferentes matrices de los
organofosforados de esta validacion en otras investigaciones?’-30.31:3540.42 son mas de una
orden de magnitud menos que las obtenidas, esto debido a su enfoque en el area de
alimentos o agua donde es necesario la identificacion de estos a muy bajas
concentraciones. Sin embargo, el objetivo fue lograr obtener limites de deteccion
menores que la dosis letal media, que segun lo mostrado en el Cuadro | acerca de su
clasificacion toxicologica, el analito con el menor LD50 es forato (2 mg/kg).
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Si se toma como ejemplo una persona de 70 kg, se necesita 140 mg de forato en un litro
(140 mg/L) para tener una dosis letal media que comparado con los limites de deteccion
obtenidos en la matriz de cerveza (1.86 mg/L) y en la matriz de jugo de manzana (1.24
mg/L), el método es eficiente para la deteccion del analito en muestras reales.

5.2.2. Precision intermedia

La precision intermedia se evalu6 con dos diferentes analistas, donde se les entregé el
diagrama del procedimiento y cinco réplicas correspondientes de cada matriz a dos
diferentes concentraciones: el doble del limite de deteccion por matriz y a una
concentracion de 5.00 mg/L. Ademas, se les entregd cinco réplicas como blanco de
preparacion, esto para evaluar si la técnica requiere de un entrenamiento del personal y
la posibilidad de contaminacién cruzada. Todas las réplicas fueron entregadas sin
etiquetar la concentracion.

Los resultados en cerveza se muestran en el siguiente cuadro, donde también se observa
un tercer analista, pero sin la concentracién de 5.00 mg/L ni los blancos de preparacion.

Cuadro XXVI. Porcentajes de deteccion para los diferentes analistas en cerveza.

Analista 1 Analista 2 A“a:,i'Sta

Analitos 2LD | 500 | 000 | 2LD | 5.00 | 0.00 | 2°LD (%)
(o |MIL(%) | molL | (%) | mgiL (%) | mglL
(%) (%)

ctoprofos 100 90 0 100 100 0 100
forato 100 100 0 0 100 0 100
diazinén 90 100 0 100 100 0 100
metilparation | 100 100 0 100 80 0 100
malation 100 100 0 100 100 0 100
Clorpirifos 100 100 0 100 100 0 100

El criterio de aceptacion fue la deteccidn de al menos un 80 % de las inyecciones de cada
concentracion en las dos matrices para ambos analistas. Como se mostréo en los
resultados de los extractos en cerveza, la mayor parte de los analitos en las diferentes
concentraciones cumplen con el criterio, con excepcion del forato para el segundo
analista al doble del limite de deteccidn. Por esta razén, se necesitd una tercera persona
que realizara lo mismo a la concentracion que no paso el criterio, en donde se obtuvo un
100 % no solo en el analito en cuestion sino también en los demas.

Los resultados en jugo de manzana se muestran en el siguiente cuadro, donde también

se observa un tercer analista, pero sin la concentracion de 5.00 mg/L ni los blancos de
preparacion.
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Cuadro XXVII. Porcentajes de deteccion para los diferentes analistas en jugo de
manzana.

Analista 1 Analista 2 A“a:,i'Sta

Analitos 2LD | 500 | 000 | 2LD | 5.00 | 0.00 | 2°LD (%)
(o |MIL(%) | molL | (%) | mgiL (%) | mglL
(%) (%)

ctoprofos 100 100 0 100 100 0 100
forato 100 100 0 100 100 0 100
diazinén 100 100 0 100 100 0 100
metilparation | 100 100 0 100 100 0 100
malation 100 100 0 100 100 0 100
Clorpirifos 90 100 0 100 100 0 100

Los resultados de los extractos en jugo de manzana muestran que todos los analitos
cumplen con el criterio independientemente del analista o la concentracion en la que se
trabajo, sin embargo, para corroborar los resultados del doble del limite de deteccion se
le entregd también a la tercera persona las réplicas correspondientes, demostrando un
100 % de deteccion.

Con este parametro se verificd no solo el limite de deteccion y a una concentracion de
5.00 mg/L, sino que también extracciones por diferentes personas sin presentar una
contaminacion cruzada, siempre y cuando se sigan las buenas practicas de laboratorio.
Ademas, se confirma la necesidad que el personal sea entrenado, esto porque el analista
2 no tenia previo entrenamiento no solo de la técnica, sino que tampoco del uso de
micropipetas.

5.2.3. Estabilidad del extracto en bandeja de inyeccidon

La evaluacion de la estabilidad en la bandeja de inyeccion se realizdé mediante una curva
de calibracién de cinco niveles extraidos en cada matriz, de la misma disolucion
resultante de los extractos se fracciono y se agreg6 a diferentes viales de 2.00 mL con el
fin de inyectarlos alas 0 h, 24 h, 48 h y 72 h. El criterio de aceptacion para este parametro
fue la descomposicion no mayor de un 20 % hasta las 72 horas y cumplir con los criterios
de identificacién segin WADA'S acerca de los tiempos de retencion y las intensidades
relativas de los analitos.

Los resultados de la estabilidad de los extractos de la curva de calibracién en cerveza se
observan en la siguiente figura.
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Figura 18. Promedio de las estabilidades de los extractos (2a, n = 5) en cerveza, de los
analitos en la bandeja de inyeccion.

Como demuestran los resultados, los analitos son estables en la bandeja de inyeccion
hasta las 72 horas en cerveza, sin embargo, se observa una mayor descomposicién al
pasar del tiempo en especial en metilparation, malatiéon y clorpirifés. Esto es aceptable ya
que la metodologia es cualitativa. En todas las horas evaluadas se cumplié con los

criterios de WADA del tiempo de retencion y de las intensidades relativas de los iones de
los analitos.

Los resultados de la estabilidad de los extractos de la curva de calibracion en jugo de
manzana se observan en la siguiente figura.
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Figura 19. Promedio de las estabilidades de los extractos (2a, n = 5) en jugo de
manzana, de los analitos en la bandeja de inyeccion.
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Segun los resultados, los analitos son estables en la bandeja de inyeccién hasta las 72 h
en jugo de manzana, sin embargo, el clorpirifés con una concentracion de 3.75 mg/L a
las 72 h no cumplié con el criterio, aunque el promedio de las estabilidades si cumplid.
Ademas, al igual que los extractos en cerveza se observa una mayor descomposicion al
pasar del tiempo especialmente de metilparation, malation y clorpirifés. En todas las
horas evaluadas se cumplié con los criterios de identificacion.

Los resultados obtenidos en ambas matrices se asemejan a otros estudios donde
igualmente los extractos se dejaron a temperatura ambiente o en el equipo hasta 48 h o
72 h, donde uno de los estudios planteé como criterio de aceptacion una descomposicion
no mas del 20 %.2°4243 Una de las investigaciones demostré que el malation, al igual que
en la validacion, presentaba una alta descomposicion a las 72 h.*? Estos estudios
mencionados se realizaron tanto en matrices como en concentraciones diferentes
comparados a las de la validacion, esto porque no es comun encontrar investigaciones
con estas caracteristicas en el ambito forense en muestras no biologicas.

Segun los resultados de una investigacion realizada por Racke en 1994, la temperatura
del suelo afecta significativamente la tasa de degradacion del clorpirifés, donde se puede
hasta duplicar con cada aumento de 10 °C.°" Esto podria explicar el por qué la tendencia
a recuperaciones menores para el clorpirifés en ambas matrices al estar en la bandeja
de inyeccion. Si bien el cuarto donde se encuentra el cromatografo esta con temperatura
controlada a 21 °C, la cercania de la bandeja con el puerto de inyeccién y la salida del
aire del horno del cromatégrafo podria generar un microambiente no controlable de
temperatura. La temperatura de este microambiente no se midié debido que es parte
normal del trabajo de muestras que este efecto se presente. Adicionalmente, no solo son
recuperaciones bajas, sino que son también no reproducibles, lo cual se evidencia por la
mayor variabilidad en los resultados solo para el clorpirifés, ya que todas las extracciones
permanecieron en el auto muestreador hasta por 72 horas.

Al tomar en cuenta que el tiempo de corrida cromatografica es de 25 minutos, la cantidad
de blancos instrumentales, los controles positivos, los controles negativos, las muestras
(las cuales se extraen por duplicado) y que un ciclo de analisis de casos sospechosos es
de hasta 48 h, el total de muestras a analizar es de al menos 22.

5.2.4. Estabilidad del extracto en refrigeracion

La evaluacion de la estabilidad del extracto en refrigeracidn se realizé mediante una curva
de calibracién de cinco niveles extraidos en cada matriz, de la misma disolucion
resultante de los extractos se fracciono y se agregé a diferentes viales de 2.00 mL con el
fin de inyectarlos a los ocho dias y quince dias después de la extraccion, durante ese
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tiempo fueron almacenados en una refrigeradora a (5 £ 3) °C. El criterio de aceptacién
para este parametro fue la descomposicion de un 20 % o menos hasta los 15 dias y
cumplir con los criterios WADA.

Los resultados de la estabilidad del extracto de la curva de calibracion en cerveza se
observan en la siguiente figura.
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Figura 20. Promedio de las estabilidades de los extractos (2a, n = 5) en cerveza, de los
analitos en refrigeracion.

Segun los resultados mostrados en la Figura 20, los analitos son estables en refrigeracion
hasta los 15 dias en cerveza y los que presentaban una mayor descomposicién en la
bandeja de inyeccion no presentan el mismo problema cuando se almacenan en
refrigeradora, indicando que no es apto dejarlos en la bandeja del equipo. Todos los dias
evaluados cumplieron con los criterios de WADA del tiempo de retencidn y de las
intensidades relativas de los iones de los analitos.

Los resultados de la estabilidad del extracto de la curva de calibracion en jugo de
manzana se observan en la siguiente figura.
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Figura 21. Promedio de las estabilidades de los extractos (2a, n = 5) en jugo, de
manzana de los analitos en refrigeracion.

Segun los resultados mostrados en la Figura 21, los analitos son estables en refrigeracion
hasta los 15 dias en jugo de manzana y los que presentaban una mayor descomposicion
en la bandeja de inyeccidén no presentaron el mismo problema cuando se almacenan en
refrigeradora, indicando que son inestables al dejarlos a la temperatura que alcance la
bandeja en el equipo. Todos los dias evaluados cumplieron con los criterios de WADA
del tiempo de retencidn y de las intensidades relativas de los iones de los analitos.

Si se comparan las desviaciones estandar de los resultados del clorpirifés para la
estabilidad del extracto en bandeja de inyeccion contra las desviaciones estandar de los
resultados del clorpirifés para la estabilidad en refrigeracion observadas en los graficos
para cada matriz, se nota que hay un mayor rango de desviacién para la primera
estabilidad. Con esto se confirma que la temperatura afecta la degradacion de este
analito. Las variabilidades y los porcentajes de recuperacion en refrigeracion son
similares para todos los analitos.

5.2.5. Eficiencia del método para la recuperacion de los analitos y efecto matriz

Los cromatogramas en las matrices evaluadas se observan a continuacion:
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Figura 23. Cromatograma en SCAN del extracto de los analitos a 5.00 mg/L en jugo de
manzana.

Como se observa en las Figuras 22 y 23, el método presenta selectividad entre los
componentes de las respectivas matrices, lo cual se demuestra mayormente por la
variabilidad de los iones calificadores para los analitos en matriz con respecto a las
variabilidades en disolvente (sin matriz). La metodologia cromatografica y de deteccién
de espectrometria de relacion maza/carga permite la identificacion de los componentes
de la matriz que no son eliminados por la técnica de extraccion y limpieza.

Entre las sustancias mayoritarias que no son eliminadas por la técncia QUEChERS se
logran caracterizar por comparacion con la base de datos NIST, en el caso de la cerveza,
el alcohol bencilico y el alcohol feniletilico y en el caso del jugo de manzana, el octanodiol
y el acido benzoico. La certeza en la caracterizacidn de estas sustancias no es completa
pues no se corrobord contra materiales de referencia. Lo importante es que la técnica
cromatografica presenta selectividad respecto a estas sustancias. La presencia de los
alcoholes descritos en la cerveza se puede explicar por productos de la fermentacion y
el acido benzoico en las bebidas de manzana por el preservante benzoato de sodio.
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La deteccidn de estas sustancias adicionales en las muestras cuestionadas podria ser
de utilidad forense en un peritaje de comparacion de muestras para establecer o
descartar un origen comun como un indicador cualitativo, por ejemplo, que la matriz

cuestionada corresponde a cerveza o a una bebida. Claro esta que esto requiere de
estudios adicionales.

Los resultados del efecto matriz tanto en cerveza como en jugo de manzana se muestran
en las siguientes figuras.
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Figura 24. Efecto matriz en cerveza expresado como porcentaje de recuperacion (2a, n
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Figura 25. Promedio de los extractos de los analitos en jugo de manzana para el efecto
matriz (2a, n = 5).

El efecto matriz depende de la naturaleza de los analitos (estabilidad térmica, volatilidad,
polaridad, etc) y de su concentracion. Para minimizar su efecto se han propuesto
numerosos meéetodos como la limpieza exhaustiva de muestras, protectores de analitos,
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factores de compensacion y entre otros, pero normalmente se emplea calibraciones
combinadas con matrices, como se realizd anteriormente para evaluar el efecto de la
recuperacion. Un efecto matriz del 100 % no indica influencia, pero si los resultados estan
fuera del ambito de 80 % a 110 % muestran un efecto significante, por lo que se toma
como criterio de aceptacion, ademas debe cumplir con los criterios WADA para la
identificacion de los analitos.%%:93

Las interferencias en la matriz es uno de los mayores problemas en la cuantificacion ya
que pueden suprimir 0 mejorar las senales cromatograficas, por ejemplo, valores
menores del 100 % demuestran supresion y valores mayores del 100 % demuestran
mejoramiento. Este efecto puede mostrar una baja o alta recuperacion de los analitos.

Como muestran los resultados en las Figuras 24 y 25 para el efecto matriz, metilparation
y malation en ambas matrices y etoprofés en jugo de manzana no cumplieron con el
criterio de aceptacion. Si se observan los resultados independientemente de la matriz,
todos presentan un mejoramiento en la sefial al ser mayores del 100 %. Esta situacion
es tipica en cromatografia de gases, debido a un efecto de mejora por el bloqueo de sitios
activos en la columna por componentes en la matriz, siendo asi mas particulas de los
analitos llegarian al detector.®3

Para la presente metodologia no es transcendental el efecto matriz observado ya que, al
ser un analisis cualitativo, la caracterizacion del analito no se vio afectada por la presencia
de impurezas que no se lograran remover con el método de extraccion y que coeluyeran
con el analito. Caso contrario para una metodologia cuantitativa, ya que habria que
evaluar si la presencia de impurezas o inclusive los otros analitos afectan la intensidad
de la sefial.?293

Para evaluar la eficiencia de recuperacion se tomé como criterio de aceptacién un ambito
entre el 85 % y el 110 %’°, ademas debe cumplir con los criterios WADA para la
identificacion de los analitos. Este parametro se realizé al tomar en cuenta la curva de
calibracion preparada en matriz extraida, esto para minimizar el efecto matriz, y los
extractos en las matrices correspondientes. La curva se realiz6 al extraer la matriz sin ser
dopada con los analitos y del liquido obtenido se prepararon los niveles. Para cada nivel
se preparo una réplica inyectada en el equipo por triplicado, esto segun lo mencionado
por el cientifico Usui en el 2012, donde demostré el efecto matriz en sus resultados.*®

Para la preparacion de las extracciones en matriz se agrego primero la cerveza y luego
la alicuota correspondiente para preparar el nivel deseado, por ultimo, se mezclaba. Esto
antes de empezar con la extracciéon como tal, cada nivel se preparé por triplicado. En la
siguiente figura se observa la curva del forato el cual presenté el menor coeficiente de
determinacion con respecto a los demas analitos evaluados.
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Figura 26. Curva de calibracién de forato preparada con el extracto en cerveza sin
dopar.

El criterio de aceptacion de linealidad para la curva de calibracidn del extracto en cerveza
fue un coeficiente de determinacion no menor de 0.99 para todos los analitos.” Por lo
que segun lo mostrado en la figura anterior se cumple con el criterio.

Como se observa en los resultados de la siguiente figura, los diferentes niveles de
concentracion cumplen con el criterio de aceptacion para evaluar la eficiencia de
recuperacion. Ademas, se obtuvieron coeficientes de variaciones menores a 1.9 % entre
todos los niveles, demostrando reproducibilidad del método de extraccién en la matriz de
cerveza. También, se cumplio con los criterios de WADA'S del tiempo de retencion y de
las intensidades relativas de los iones, indicando que la metodologia es apta para la
deteccion de los analitos.
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Figura 27. Porcentajes de recuperacion (2a, n = 3) de los extractos en cerveza de los
analitos a diferentes concentraciones.
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La curva de calibracion que se realizé con el extracto en jugo de manzana se evalud la
misma manera que en cerveza, en la siguiente figura se observa la curva del malation el
cual presenté el menor coeficiente de determinacion con respecto a los demas analitos
evaluados.
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Figura 28. Curva de calibracién de malation preparada con el extracto en jugo de
manzana sin dopar.

El criterio de aceptacion de linealidad para la curva de calibracion del extracto en jugo de
manzana sin dopar fue un coeficiente de determinacion no menor de 0.99 para todos los
analitos.”® Por lo que segun lo mostrado en la figura anterior se cumple con el criterio.

Como se observa en la siguiente figura los diferentes niveles de concentracién cumplen
con el criterio de aceptacidén establecido para evaluar la eficiencia de recuperacion.
Ademas, se obtuvieron coeficientes de variaciones menores a 4.46 % entre todos los
niveles, demostrando reproducibilidad del método de extraccién en la matriz de jugo de
manzana. También, se cumplié con los criterios de WADA"® del tiempo de retencion y de
las intensidades relativas de los iones, indicando que la metodologia es apta para la
deteccion de los analitos.
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Figura 29. Porcentajes de recuperacion (2a, n = 3) de los extractos en jugo de
manzana de los analitos a diferentes concentraciones.

5.2.6. Robustez: efecto resinas del tubo d-SPE

El método QUEChERS plantea el uso de diferentes composiciones en la fase dispersiva
para su aplicacibn en matrices de composicion variada, por ejemplo, C18EN para
matrices grasosas y GCB para matrices coloreadas. Por esta razén, se evaluaron las
diferentes mezclas indicadas por el método para estudiar su efecto. El criterio de
aceptaciéon para este parametro fue que el efecto de las resinas afectara la recuperacion
en un 20 % o menos’® y que los analitos pasen los criterios de WADA'®.

Las sales B (175 mg de la mezcla 19+1 y 25 mg de PSA), sales C (150 mg de MgSOa4 y
25 mgde PSA) y sales D (150 mg de MgSOa4y 25 mg de PSA y 25 mg de C18) se evaluan
con respecto a las sales A (175 mg de la mezcla 59+1 y 25 mg de PSA), esto porque
estas ultimas son las utilizadas para la validacién. Se seleccioné las sales A ya que el
C18 funciona mejor para grasas y lipidos, que en el caso de las matrices analizadas no
es necesario, ademas, tanto la cerveza como el jugo de manzana presentaron un tono
beige por lo que es importante el uso del GCB, sin embargo, no es esencial una mayor
cantidad de este por la baja coloracion presentes en las matrices.'®

Los resultados del efecto de las resinas del tubo d-SPE de los extractos en cerveza y en
jugo de manzana se observan en las siguientes figuras.
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Figura 30. Porcentajes de recuperacion (2a, n = 6) de los extractos en cerveza de los
analitos en diferentes mezclas de resinas.
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Figura 31. Porcentajes de recuperacion (2a, n = 6) de los extractos en jugo de
manzana de los analitos en diferentes mezclas de resinas.

Los resultados mostrados en la Figura 30 y en la Figura 31, demuestran que todas las
resinas pasan el criterio de aceptacion con respecto a la recuperacién en ambas matrices,
a excepcion de una inyeccién duplicada en el equipo de una de las réplicas en las sales
B para etoprofés en cerveza, donde no pasa el criterio WADA'® para uno de los iones.
Entre las mezclas de resinas evaluadas la que presentd mayores porcentajes de
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recuperacion fueron las sales C, las cuales en lugar de GCB contienen C18. Es
importante observar que de todos los resultados el clorpirifés presenta las mas bajas
recuperaciones independientemente de la matriz, siempre en las sales B donde hay
mayor cantidad de GCB. Esto puede deberse a que el GCB tiene una afinidad por las
estructuras planas, disminuyendo la extraccién del analito' y aunque el clorpirifés no
tenga una estructura plana por completo es el unico que presenta en su estructura un
grupo aromatico donde estan enlazados halégenos y su grupo compuesto con fosforo,
siendo suficiente para la afinidad mostrando bajas recuperaciones.

A pesar de que la validacion esta enfocada en cerveza y jugo de manzana, es comun a
nivel forense recibir indicios en diferentes tipos de matrices desde comidas, recipientes
de plaguicidas o bebidas, siendo esta ultima la mas comun. Por esta razén, se vuelve
importante conocer los resultados de este parametro, porque al tomar en cuenta las
caracteristicas de la matriz como cantidad de grasa, coloracion o carbohidratos, se puede
elegir el tipo o proporciones de las sales a utilizar.

Por ejemplo, con una muestra muy coloreada es ideal utilizar para la fase dispersiva una
alta cantidad de GCB, para ceras es ideal C18 y para azucares o acidos grasos es bueno
el PSA, todo depende del tipo de matriz en la que se esté trabajando. Volviéndose
importante la evaluacién de las diferentes sales para asegurarse de que ninguna afecte
los analitos como lo puede hacer el GCB con analitos de estructura plana.'3

5.2.7. Veracidad

El parametro de veracidad es importante porque se puede comparar los resultados del
método QUEChERS EN15662:2008 oficial, el método QUEChERS EN15662:2008
modificado y el método sin las modificaciones realizadas. Es importante mencionar que
ademas de las modificaciones ya descritas anteriormente en la extraccion, el método
oficial utiliza un equipo GC/MSD con PTV y/o un LC-MS/MS e identifica los analitos a
nivel de residuos en frutas y verduras. El criterio de aceptacion para este parametro fue
un porcentaje de exactitud del 85 % o mayor.

Los extractos por ambos métodos no mostraron problemas a la hora de realizar el
procedimiento y en ambos casos el tono intenso de las fresas fue absorbido por el carbén
grafitizado.

En el siguiente cuadro se encuentran los resultados de las recuperaciones que obtuvieron
en la validacion del método oficial QUEChERS EN15662:2008 para el parametro de
recuperacion por los Laboratorios Comunitarios de Referencia para Plaguicidas de la
Union Europea (EURLs, siglas en inglés).’3
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Cuadro XXVIIl. Recuperaciones e intervalos de confianza (IC) obtenidas del método
QuEChERS oficial, modificado y los resultados reportados del método QUEChERS. '3

Recuperacion del Recuperacion Recuperacion
Analitos método modificado obte’nida, ap_lic_:ando r’eportad_a en el
(1C) el método oficial (IC) = método oficial (IC)

etoprofos 100.9 % (1.5) 103.0 % (1.4) 100 %
forato 102.2 % (1.5) 105.7 % (1.3) 91 %
diazinén 98.3 % (1.7) 99.1 % (1.2) 101 %
metilparation 111.7 % (1.5) 111.5 % (1.8) 99 %
malation 107.4 % (1.2) 104.7 % (1.2) 101 %
clorpirifés 79.1 % (1.9) 83.5 % (3.0) 101 %

Para comparar los resultados y mostrar si hay diferencias significativas entre las
recuperaciones del método modificado, las recuperaciones del método oficial y los
resultados reportados por los Laboratorios Comunitarios de Referencia para Plaguicidas
de la Union Europea, se realizd una prueba t con un 95 % de confianza. En el siguiente
cuadro se muestran los resultados.

Cuadro XXIX. Resultados de los sesgos para los diferentes métodos.

Analitos Sesgo del método Sesgo del método oficial
modificado contra lo contra lo reportado
reportado segun EURLs segun EURLs
(%) (%)
etoprofos +0.90 +3.0*
forato +11.2* +14.7*
diazinoén -2.7* -1.9*
metilparation +12.7* +12.5%
malation +6.4* +3.7*
clorpirifés -21.9* -17.5*

*diferencia significativa al 95 % de confianza

El valor tedrico de t es de 2.26.85 Si se observan los resultados solo la comparacion de
etoprofos del método modificado contra lo reportado segun EURLs"3 no presenta dicha
diferencia, caso contrario del resto de analitos.

Estas diferencias se pueden deber a que no solo se realizé un escalamiento de la técnica,
sino que se trabajo en otras matrices, con niveles de concentracion y un equipo
cromatografico diferentes. Sin embargo, es importante mencionar que es un método
cualitativo y ha demostrado que cumple con los requerimientos establecidos.
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Ademas, no todas las diferencias representan que el método no es apto, esto porque si
se observan los sesgos en donde la mayoria son positivos significa que el método
aplicado obtuvo mayor recuperacion contra lo reportado por EURLs."3

Una investigacion realizada donde modificaron el procedimiento de QUEChERS vy
afiadieron el uso de nanoparticulas magnéticas utilizando fresas como matriz, obtuvieron
recuperaciones de analitos organofosforados alrededor del 93 %,% siendo este resultado
similar a lo obtenido en las recuperaciones del método modificado de QUEChERS
validado utilizando igualmente fresas como matriz.

5.3. Evaluacion del desempeno de la metodologia validada en matrices
diferentes de cervezas y jugos de manzana de acuerdo con los criterios
de Horwitz y a los criterios de Westgard y el efecto de las diferentes
concentraciones de etanol en cerveza dopada

5.3.1. _Rugosidad

El criterio de aceptacion fue entre el 85 % y el 110 % de porcentaje de recuperacion’ de
cada analito para cada matriz y que los analitos pasen los criterios de WADA.'®

La Figura 32 a. presenta matrices con fuertes tonalidades, las cuales no se observan en
la Figura 32 b., indicando que el carbdn grafitizado cumplié el objetivo de absorber las
sustancias que generan coloracion, como lo son las maltas. Para las extracciones en las
diferentes cervezas no se tuvo ningun problema o particularidad.

Figura 32. En la figura a. se muestran las matrices de cerveza antes de la extraccion y
en la figura b. en el mismo orden las matrices después de la extraccion.
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Los resultados de la rugosidad en las diferentes marcas de cervezas se encuentran en la

siguiente figura.
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Figura 33. Porcentajes de recuperacion (2a, n = 6) en diferentes marcas de cerveza a
una concentracion de 3.75 mg/L de los analitos.

Si se observan los resultados mostrados en la Figura 33, la cerveza codificada como F
no cumple con el criterio establecido, a excepcion de forato, esto debido al alto contenido
de alcohol, caso contrario de las cervezas con codigo de identificacion E y G donde todos
los analitos cumplieron el criterio de aceptacion.

Si se analizan los resultados con respecto a los analitos, clorpirifés solo cumpli6 el criterio
de aceptacion en las cervezas de codigo E y G, caso contrario de forato el cual cumplio
el criterio de aceptacion en todas las cervezas.

Segun los resultados no todas las marcas de cervezas utilizadas presentan altos
porcentajes de recuperacion de los analitos, sin embargo, el porcentaje de alcohol puede
ser una interferencia significativa. Esto indica que, aunque se extraiga una muestra en
alguna cerveza, no significa que la metodologia funcione de la misma manera que con la
cerveza seleccionada para la validacidén ya que cada una de estas contienen diferentes
ingredientes, proporciones de estos o tonalidades. Por esta razéon es importante la
validacion de cada matriz y en caso de encontrarse una interferencia que afecta el analisis
del analito se puede utilizar algin agente enmascarante que inactiva la interferencia.%®

La Figura 34 a. presenta matrices de diferentes jugos de manzana con leves tonalidades,

sin embargo, en la penultima de codigo D se observo un liquido blanco que cuando se
realizé la extraccion presentd problemas en la separacion de las fases, dificultando el
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traspaso del liquido sobrenadante. La Figura 34 b. presenta los tubos d-SPE sin
tonalidades.

EEN

Figura 34. En la figura a. se muestran las matrices de bebidas de manzana antes de la
extraccion y en la figura b. en el mismo orden las matrices después de la extraccion.

Los criterios fueron los mismo que los aplicados en las diferentes marcas de cerveza. Los
resultados de la rugosidad en seis diferentes marcas de jugos de manzana se encuentran

en la siguiente figura.
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Figura 35. Porcentajes de recuperacion (2a, n = 6) en diferentes marcas de jugo de
manzana a una concentracion de 3.75 mg/L de los analitos.

Si se observan los resultados de cada marca de jugo de manzana, la muestra codificada
como F es la unica donde uno de los analitos (clorpirifés) no cumple el criterio establecido.
Esto demuestra que, a pesar de las diferencias entre los distintos jugos de manzana se
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obtuvieron muy buenos resultados de la recuperacidon de los analitos indicando que aun
en estas otras marcas se pueden extraer, sin la duda de no lograr detectar la sustancia.

Ademas, es importante destacar que la bebida con manzana con cdédigo D, la cual
contenia soja, presento turbidez en los extractos no se vieron afectados los porcentajes
de recuperacion. La turbidez podria asociarse a la presencia de las proteinas de la soja
en la matriz que son insolubles en las fases acuosa y organica

De manera general, el clorpirifés fue el analito que presentd los menores porcentajes de
recuperacion tanto en las diferentes cervezas como en los diferentes jugos de manzana,
siendo esta tendencia similar a la observada en los porcentajes de recuperacion
obtenidos en la cerveza y en el jugo de manzana utilizados en la validacion. En
comparacion con las diferentes marcas de cerveza, las marcas de jugo de manzana
muestran muy buenas recuperaciones. Para analizar de manera grafica los resultados y
asi determinar el desemperfio de la metodologia en las diferentes matrices se utilizé el
criterio de Horwitz y el criterio de Westgard.””-"8

Cada matriz se evalu6 con dos criterios diferentes segun el valor del porcentaje de sesgo,
recomendado por el investigador Sagrado en el ano 2005, donde depende de la
concentracion utilizada en la extraccion que segun lo realizado para este parametro fue
de 3.75 mg/L de los analitos, por lo que permite una recuperacién entre un 80 % y 110
%. Si en los resultados se obtiene una recuperacién menor del 100 % el porcentaje de
sesgo utilizado para el grafico es de un 20 % pero si mas bien fue mayor del 100 %, se
utiliza un 10 %.

El otro criterio utilizado fue de un sesgo del 30 %, este ultimo aplicado porque a
laboratorios forenses cualitativos le interesan no solo la deteccion, sino que también la
identificacion de los analitos, siendo asi, aunque no se tengan excelentes
recuperaciones, si los tiempos de retencion y las intensidades de los analitos pasen los
criterios establecidos es una sustancia identificada, siendo el principal objetivo.

En las siguientes figuras se observan el desempefio de la metodologia segun Westgard
en diferentes marcas de cerveza con el porcentaje de sesgo de 20 % recomendado por
Sagrado.’® para metodologias cuantitativas y de un 30 % que se considera que es un
sesgo aceptable dato que la metodologia desarrollada es de aplicacion cualitativa.
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Figura 36. Valoracion del desempefio de la metodologia QUEChERS segun Westgard
en diferentes marcas de cerveza con un porcentaje de sesgo del 20 %.
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Figura 37. Valoracion del desempefio de la metodologia QUEChERS segun Westgard
en diferentes marcas de cerveza con un porcentaje de sesgo del 30 %.

Como se observa en la Figura 36, la mayoria de los simbolos que representan analitos
extraidos de las matrices de cerveza con codigo F y C muestran un desempefio
inaceptable, caso contrario con la de cédigo G que muestra en su mayoria un desempeno
entre clase mundial y excelente. La mayor parte de las diferentes marcas de cerveza
muestran un rendimiento desde clase mundial a pobre, esto indica que la metodologia de
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extraccion no es tan eficiente en las diferentes marcas ni en los analitos, ya que una
misma marca puede indicar que los analitos son extraidos con eficiencias distintas como
por ejemplo la de codigo H.

En la Figura 37, la cerveza de cédigo F muestra la misma tendencia que en la Figura 36
acerca de presentar un desempefio inaceptable, mientras que las de cédigo G y E
indicaron un desempefio entre clase mundial y bueno. Ademas, al igual que en la Figura
36 la mayor parte de las distintas marcas de cervezas muestran un rendimiento de clase
mundial a pobre.

Si se observan las Figuras 36 y 37, se nota que la mayoria de los simbolos se encuentran
en la parte superior, indicando una mala recuperacion que a la vez se ve reflejada en los
resultados de los porcentajes de extraccion. Ademas, el metilparation en al menos un
duplicado de las réplicas de las cervezas de cddigo G, F, C y E no cumplieron con el
criterio de WADA'® acerca de las intensidades relativas. La misma situacion se presenté
con forato en las de cédigo F y C, y con etoprofos en la muestra E.

En las siguientes figuras se observan el desempefio de la metodologia segun Westgard
en diferentes marcas de jugo de manzana con el porcentaje de sesgo recomendado por
Sagrado del 10 % y 20 %, dependiendo de la recuperacion obtenida y por laboratorios
forenses cualitativos, respectivamente.”
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Figura 38. Valoracion del desempefio de la metodologia QUEChERS segun Westgard
en diferentes marcas de jugo de manzana con un porcentaje de sesgo del 10 %.
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Figura 39. Valoracion del desempefio de la metodologia QUEChERS segun Westgard
en diferentes marcas de jugo de manzana con un porcentaje de sesgo del 20 %.
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Figura 40. Valoracion del desempefio de la metodologia QUEChERS segun Westgard
en diferentes marcas de jugo de manzana con un porcentaje de sesgo del 30 %.

En la Figura 38 los resultados demuestran que para los distintos jugos de manzana se
obtuvo que la metodologia es entre clase mundial y pobre, a excepcion de unos simbolos
en la parte superior que indican que es inaceptable, las cuales todas representan al
malatién. Por lo que se considera que la extraccion del malation en las diferentes marcas
de jugo de manzana no es eficiente.

En la Figura 39 se observan solo dos simbolos por marca de jugo de manzana a
excepcion de la de codigo F, el cual tiene las seis figuras, ya que todos los analitos
mostraron recuperaciones menores del 100 %. Con estos resultados se puede indicar
que el desempeno de la metodologia fue desde clase mundial hasta inaceptable.

En la Figura 40 en el cual se evaluan los distintos jugos con el criterio de laboratorios
forenses cualitativos, el desempefo de la metodologia resulta desde clase mundial hasta
pobre, aunque en su mayoria no pasa de ser marginal.

Todos los analitos en las distintas marcas evaluadas de jugos de manzana pasaron los
criterios WADA' acerca de las intensidades relativas de los iones, con excepcion de
metilparation en un duplicado de una réplica de las extracciones con codigo B. Si se
analizan los resultados de los criterios WADA'® para las marcas de cervezas con las
marcas de jugos de manzana, se puede considerar que el metilparation es un analito que
puede presentar problemas de identificacidon en otras matrices en las que no esté
validado.

Si se analizan los resultados de las figuras anteriores, hay una relacion entre los
porcentajes de recuperacién mostrados y el cumplimiento del criterio WADAS acerca de
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las intensidades relativas de los iones, esto porque las distintas cervezas que mostraron
bajas recuperaciones fueron las que presentaron la mayor cantidad de analitos que no
pasaron el criterio WADA' en comparacion con las diferentes marcas de jugos de
manzana, en las que se obtuvieron altas recuperaciones. Si se comparan los resultados
entre las Figuras 36, 38 y 39 donde se utiliza el porcentaje de sesgo segun Sagrado en
el 2005, contra las Figuras 37 y 40 con un porcentaje de sesgo que puede ser utilizado
por laboratorios forenses cualitativos, se observan mejores resultados con el ultimo
criterio esto porque permite mayor porcentaje de sesgo, atrayendo los simbolos hacia el
lado izquierdo del grafico, el cual es lo que se espera para un buen desempefio de una
metodologia.

Los datos de los porcentajes de recuperacion junto con los graficos de Westgard para
evaluar el desempeno de la metodologia QUEChERS, se puede afirmar que, aunque se
realicen extracciones con el mismo tipo de matriz evaluada en la validacion (cerveza y
jugo de manzana), estos pueden variar en ingredientes, proporciones y entre otros, los
cuales pueden interferir con los porcentajes de recuperacion y, por ende, con la
identificacion de los analitos segun el criterio de WADA.

Se buscaron investigaciones que hayan trabajado con los analitos de la validacién en
matrices similares, el cual el mas cercano era el agua, sin embargo, no contiene los
componentes de las matrices utilizadas en este estudio (azucares, color, ente otros), por
lo que las recuperaciones obtenidas fueron aceptables. Como se menciond anteriormente
es indispensable en especial en métodos cuantitativos la validacién de todas las matrices
para evaluar si contienen sustancias que puedan interferir en la deteccién de los
analitos,® lo cual se comprobo en la presente validacion ya que a pesar de ser matrices
similares sus diferencias afectan los porcentajes de recuperacion.

5.3.2. Robustez: efecto etanol

El criterio de aceptacion para este parametro fue que el etanol afectara la recuperaciéon
en un 20 % o menos y que todas las extracciones cumplieran con los criterios WADA del
tiempo de retencion y de las intensidades relativas de los iones.

Los resultados de la robustez en diferentes porcentajes de etanol se encuentran en la
siguiente figura.
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Figura 41. Porcentaje de recuperacién del etanol en los diferentes analitos estudiados.

Como se observa en los resultados de la Figura 41, una cerveza hasta con un 4.5 % de
etanol pasa el criterio de aceptacion de recuperacion. Sin embargo, con un 12 % de etanol
se aprecia que etoprofés, metilparation y malation no pasa el criterio de la recuperacion
lo cual puede ser debido a que son mas afectados que el resto de los analitos. Todos los
resultados pasan los criterios WADA."®

Con los porcentajes de recuperacion obtenidos se puede predecir que con cervezas u
otras matrices con altos contenidos de etanol pueden presentar peores porcentajes
comprometiendo la deteccion de los analitos.

En las siguientes figuras se observan el desempefio de la metodologia segun Westgard
en diferentes porcentajes de etanol con un porcentaje recomendado por Sagrado en el

ano 2005, luego por un porcentaje de sesgo que puede ser utilizado para laboratorios
forenses cualitativos, respectivamente.”®
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Figura 42. Valoracion del desempefio de la metodologia QUEChERS segun Westgard a
diferentes porcentajes de etanol con un porcentaje de riesgo del 20 %.
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Figura 43. Valoracion del desempefio de la metodologia QUEChERS segun Westgard a
diferentes porcentajes de etanol con un porcentaje de riesgo del 30 %.

En las Figuras 42 y 43 se observan que tres analitos en la matriz con un 12 % de etanol
la metodologia es inaceptable, concordando con los resultados de los porcentajes de
recuperacion. Para el resto de los analitos la metodologia sefala ser desde clase mundial
a pobre. Sin embargo, independientemente del porcentaje de etanol utilizado, los criterios
de identificacién cumplen con lo establecido. Siendo asi, a pesar de no presentar buenos
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porcentajes de recuperacion con altas concentraciones de etanol cumple con la
identificacion de los analitos, lo cual es importante para una metodologia cualitativa.

Una investigacion del cientifico Nasiri en el 2021 acerca de la extraccion de plaguicidas
organofosforados con alcohol polivinilico, recubriendo particulas magnéticas de grafeno,
demostré que dicho alcohol que contiene un grupo hidroxilo en una unidad del monémero
presentaba mejores propiedades de adsorcion si se comparaban los resultados de la
extraccion de los organofosforados con las particulas magnéticas de grafeno con y sin el
alcohol.®

Ademas, comprobaron el efecto del pH sobre la eficiencia de la extraccion, concluyendo
que a pH 6 los grupos funcionales de los organofosforados y el adsorbente estan
disociados, provocando una fuerte interaccion entre ellos, y mejorando la eficiencia de la
extraccion. Por lo anterior, es que se ha utilizado un pH de 6 en otros estudios
posteriores.%

En el método de QUEChERS en la segunda etapa de extraccion donde se utiliza un buffer
de citratos, el pH de dicha disolucién se encuentra ente 5.0 y 5.5."® Tomando en cuenta
los resultados mostrados por la investigacion mencionada y los resultados de la
validacién donde el pH es cercano a 6 en una de las etapas y que al aumentar el
porcentaje de alcohol en la matriz los porcentajes de recuperacién de los analitos
disminuyen, se considera la posibilidad que el etanol adsorba los organofosforados y que
por esta razon no se estén extrayendo o identificando la totalidad de los analitos de la
validacion.
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Los cambios realizados en los parametros instrumentales, fundamentados en lo
encontrado en la literatura o recomendaciones de la casa Agilent, mostraron un mejor
rendimiento de la metodologia cromatografica y de deteccién, ya que no se observé en
los resultados de los diferentes estandares internos o en los analitos un efecto memoria.
Ademas, la resolucion de estos no se vio afectada de manera que coeluyeran entre ellos,
indicando que el método cromatografico modificado es apto para los plaguicidas
organofosforados evaluados.

La seleccion de los iones principales mostré que estos ademas de cumplir con las
recomendaciones de WADA'™ y AGILENT®® acerca de sus caracteristicas, mostraron
repetibilidad adecuada, confirmando que su eleccién es correcta, ya que si hubieran
expuesto lo contrario no pasarian los criterios de identificacién acerca de las intensidades
relativas de los iones. Ademas, se confirma lo recomendado por WADA'S acerca de no
evaluar una muestra contra una curva de calibracion obtenidas en diferentes secuencias,
esto porque no se obtuvo reproducibilidad en uno de los iones de los analitos.

Las diferentes estabilidades como la disolucion refrigerada de los analitos y la estabilidad
de los extractos en las diferentes matrices en la bandeja de inyeccion y en refrigeracion
mostraron que la disolucion intermedia puede almacenarse por al menos 6 meses sin
descomposicién mayor del 20 %’ o que no cumpliera con el criterio WADA', los
extractos en la bandeja de inyeccion pueden estar por hasta 72 h y los extractos en
refrigeracion por 15 dias sin afectar los criterios de identificacion.

No hay necesidad de preparar constantemente la disolucién intermedia de los analitos,
que las secuencias pueden durar al menos dos dias y que los extractos se pueden
almacenar sin el peligro de una descomposicion significativa por 2 semanas.

Las curvas de calibracion realizadas intradia e interdia presentaron linealidad, limites de
deteccion menores a 2.50 mg/L, siendo este el criterio de aceptacién o rechazo. Ademas,
los limites de deteccion en las matrices mostraron ser menores que la dosis letal media
del analito mas toxico por lo que el método es eficiente para la deteccion de los analitos
de la validacion en muestras reales.

El efecto matiz mostré6 que este es importante, este parametro es importante si se
requiere escalar la metodologia a nivel cuantitativo en donde se deben preparar la curva
en matriz sino se quiere resultados erréneos con falsos porcentajes de recuperacion,
caso contrario de metodologias cualitativas donde su principal funcion es la identificacion
del analito.

La eficiencia de recuperacion demostro los altos porcentajes de recuperacion obtenidos,
reafirmando que el método de extraccion QUEChERS fue creado para la identificacion de
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plaguicidas, aun cuando fue modificado no solo por la cantidad de muestra y por el equipo
sino también por el tipo de matices utilizadas. Las diferentes proporciones de resinas en
el tubo d-SPE no afectaron los porcentajes de extraccién, con excepcidén las que
presentaban altas proporciones de GCB.

A pesar de que la evaluacion de los porcentajes de recuperacion del método oficial
QUuEChERS contra los porcentajes obtenidos con el método QUEChERS modificado
presentaron diferencias significativas en la mayoria de los analitos, este procedimiento
ha cumplido con los requerimientos establecidos.

La evaluacioén de la recuperacion en las diferentes marcas de cerveza y jugo de manzana
revelaron que es indispensable probar cada matriz antes de reportar un resultado
cualitativo como negativo, ya que, aunque las matrices de una misma familia puedan ser
similares, sus diferencias en componentes pueden presentar bajas porcentajes de
recuperacion o darse un resultado falso negativo por no cumplir con los criterios de
identificacion.

Asimismo, en matrices con concentraciones de etanol entre el 5 % y 12 % se demostro
que generan una peérdida importante de ciertos analitos generando de igual manera la
posibilidad de resultados falsos negativos. Por lo tanto, se recomienda realizar la
medicion del porcentaje de alcohol en las bebidas alcohdlicas cuestionadas previo a la
extraccion. Y posterior a la extraccion, concentrar el extracto para no afectar la deteccion.

A nivel forense esta metodologia genera un inconveniente para su aplicacién dado que
las muestras cuestionadas son de origen desconocido. Puede ser cualquier tipo de
bebida y no se pueda realizar un control positivo y negativo de matriz, sin tomar en cuenta
que puede presentar altos porcentajes de alcohol en donde se puede generar falsos
negativos como se menciono anteriormente. Aun asi, siempre es recomendable realizar
un control positivo con una muestra conocida dopada o realizar un dopado sobre la
muestra cuestionada para evaluar el comportamiento cualitativo de los analitos.

Con todos los resultados obtenidos se concluye que, la metodologia validada por
QuUEChERS-GC/MSD para el analisis cualitativo de seis plaguicidas en cervezay jugo de
manzana cumple con los criterios requeridos para su aplicacion en muestras de casos
reales cuestionadas por la adulteracion con este tipo de sustancias téxicas.
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8.1.

Anexo 1: Diagrama de la metodologia de extraccion oficial por QUEChERS
de la Norma Europea EN15662:2008

Inicio

QUECHERS segun

CEN

Preparacion inicial

\ 4

Agregue aprox. 10 g de fruta o
vegetal a un tubo de

polipropileno de 50 mL

»

Agregue
suficiente agua
fria

Primera etapa de
extraccion

\ 4

Agregue aprox. 10.0 mL de
acetonitrilo con ISTD

Agite en el vortex por
al menos 1 min

Segunda etapa de
extraccion y
particion

A 4

Agregue aprox. 6.20 g +/- 0,05 g de
mezcla de sales EN15562

Agite inmediatamente
en el vortex por al menos 2 min

y

Centrifugue 5 min
a 3000 rcf

Limpieza por d-SPE
(tercera extraccion)

Transfiera aprox. 8000 uL a un tubo
y centrifugue

Refrigere durante la noche

Transfiera aprox. 6000 pL a un tubo
d-SPE de 10 mL

Agite por al menos 2 min en el
vortex

A 4

Centrifugue 5 min
a 3000 rcf

Fin

ransfiera aprox. 5000 pL a un vial y
agregue aprox. 50 pL de acido
formico al 5 %
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8.2. Anexo 2: Calibracién dinamica de los iones principales

72000.0 150000.0
69000.0 145000.0
y: ¥
=3 =3
[ s
S 66000.0 S 140000.0
s : s B
=3 =
= -]
2 2
63000.0 I 135000.0 I
60000.0 130000.0
13900 13905 13910 13915 13920 15790 15795 15800 15805  158.10
lones (m/z) lones (m/z)

Figura 44. Abundancias obtenidas dela  Figura 45. Abundancias obtenidas de la
calibracion dinamica del ion 139.10 m/z calibraciéon dinamica del ion 158.00 m/z

de etoprofos. de etoprofos.
46000.0 264000.0
44000.0 258000.0
= =
o o
c s
[} o
g 420000 S 2520000
3 =
= 2
< <
40000.0 I 246000.0 I I
38000.0 240000.0
199.90 199.95 200.00 200.05 200.10 75.00 75.05 75.10 75.15 75.20
lones (m/z) lones (m/z)

Figura 46. Abundancias obtenidas dela  Figura 47. Abundancias obtenidas de la
calibracion dinamica del ion 200.00 m/z  calibracién dinamica del ion 75.10 m/z de
de etoprofos. forato.
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69000.0 84000.0

66000.0 82000.0
2 e
=3 =3
[ c
© [
T 63000.0 © 80000.0
s c
3 3
< <
60000.0 I 78000.0 I I
57000.0 76000.0
96.90 96.95 97.00 97.05 97.10 120.95 121.00 121.05 121.10 12115
lones (m/z) lones (m/z)

Figura 48. Abundancias obtenidas dela  Figura 49. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 97.00 m/zde  calibracion dinamica del ion 121.05 m/z

forato. de forato.
25000.0 160000.0
24000.0 155000.0
8 =
o =3
s s
S 23000.0 S 150000.0
s : s :
= =
= =
= <
22000.0 145000.0 I
21000.0 140000.0
23090 23095 23100 23110 23115 13700 13705 13710 13715  137.20
lones (m/z) lones (m/z)

Figura 50. Abundancias obtenidas dela  Figura 51. Abundancias obtenidas de la
calibracién dindmica del ion 231.00 m/z calibracién dinamica del ion 137.10 m/z

de forato. de diazinon.
84000.0 112000.0
82000.0 109200.0
© (]
2 L]
g §
<© 80000.0 T© 106400.0
[ [
= =
= =
< <
78000.0 I 103600.0 I I
76000.0 100800.0
152.00 152.05 152.10 152.15 152.20 179.05 179.10 179.15 179.20 179.25
lones (m/z) lones (m/z)
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Figura 52. Abundancias obtenidas de la Figura 53. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 152.10 m/z calibracién dinamica del ion 179.15 m/z
de diazinon. de diazinon.

75600.0 88000.0

72800.0 84000.0
70000.0 ‘ 80000.0
67200.0 I 76000.0 I
72000.0
79.00

64400.0
199.00 199.05 199.10 199.15 199.20 79.05 79.10 79.15 79.20
lones (m/z) lones (m/z)

Abundancia
Abundancia

Figura 54. Abundancias obtenidas de la  Figura 55. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 199.10 m/z  calibraciéon dinamica del ion 79.10 m/z de

de diazindn. metilparation.
306000.0 280000.0
297000.0 270000.0
2 K
=3 o
s c
[} o
'g 288000.0 'g 260000.0
= =
=2 2
< <
279000.0 I 250000.0 I
270000.0 240000.0
109.00 109.05 109.10 109.15 109.20 124.90 12495 125.00 125.10 125.15

lones (m/z) lones (m/z)
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Figura 56. Abundancias obtenidas de la Figura 57. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 109.10 m/z calibracién dinamica del ion 125.00 m/z

de metilparation. de metilparation.
204000.0 93000.0
192000.0 90000.0
- K
= o
c c
S 180000.0 S 87000.0
c - = A
= =
= 2
< <
168000.0 84000.0 I
156000.0 81000.0
262.90 262.95 263.00 263.10 263.15 124.90 124.95 125.00 125.10 125.15
lones (m/z) lones (m/z)

Figura 58. Abundancias obtenidas de la Figura 59. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 263.00 m/z calibracién dinamica del ion 125.00 m/z

de metilparation. de malation.
92000.0 46000.0
88000.0 44000.0
L) L)
2 S
c c
S 840000 S 420000
c : c i
= =
= -
< <
80000.0 I 40000.0
76000.0 38000.0
12695 12700 12705 12710  127.15 15790 15795 15800 15810  158.15
lones (m/z) lones (m/z)
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Figura 60. Abundancias obtenidas de la  Figura 61. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 127.05 m/z calibracién dinamica del ion 158.00 m/z

de malation. de malation.
85000.0 160000.0
82500.0 150000.0
2 K
] =3
s s
S 80000.0 S 140000.0
s = = A
3 =
E- 2
< <
77500.0 I 130000.0 I
75000.0 120000.0
17300 17305 17310 17315 17320 19680 19685 19690 19695  197.00
lones (m/z) lones (m/z)

Figura 62. Abundancias obtenidas de la  Figura 63. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 173.10 m/z calibracién dinamica del ion 196.90 m/z

de malation. de clopirifés.
156000.0 60000.0
152000.0 57500.0
8 =
=3 o
5 5
S 148000.0 T 55000.0
c c
= =
= -
< <
144000.0 I I 52500.0 I
140000.0 50000.0
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Figura 64. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 198.95 m/z

de clopirifés.
75000.0
72000.0
[}
S
c
S 69000.0
S X
=
=
=4
66000.0
63000.0
31390 31395 31400 31405  314.10
lones (m/z)

Figura 66. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 314.00 m/z

de clopirifés.
660000.0
605000.0
o
‘S
s
o
'g 550000.0
=
=
<
495000.0 I
440000.0
332.05 332.10 332.20 332.25 332.30
lones (m/z)

Figura 68. Abundancias obtenidas de la
calibracion dinamica del ion 332.20 m/z
de tetrafeniletileno.

Figura 65. Abundancias obtenidas de la
calibracién dinamica del ion 257.90 m/z

de clopirifés.
247000.0
234000.0
©
S
c
S 221000.0
S )
=
=
<
208000.0
195000.0
25310 25315 25320 25325 25330
lones (m/z)

Figura 67. Abundancias obtenidas de la
calibraciéon dinamica del ion 253.20 m/z
de tetrafeniletileno.
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8.3. Anexo 3: Estructuras de los fragmentos positivos mas abundantes del ion

base y un ién calificador para cada analito

Analitos Estructura quimica lones Estructura lineal de los
seleccionados carbocationes
etoprofos 158.05
P ch\/\s_gﬁs/\/CHg 7
| '\:\I
O._CHj {J: ~
I
139.05 ?H
T "‘:D
forato N S\b,SvSvCHg 75.10 (|3H2+
HaC™ "0™ Y
CHs j
231.00
O |
o T
diazinon /O g 137.10 .
HiC P N
0o )[
X CH
/EL/N CHS "
HaC N)\( 2
CH
’ 152.10 J
Q
|
/f-"'-cg x
metilparation S 109.05 3
OQN—OO—E—OCH;; Pt
OCHa E
125.00
|:|/
|
i TR
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Analitos Estructura quimica lones Estructura lineal de los
seleccionados carbocationes
malation 125.00 P
S S- P OCH3 0
3
HsC OCH3 |
3 *"‘*.u s
173.10
\ o
CH+
,,\j,E
clorpirifés Cl ~ | cl . 196.95
& [l
ClI” °N O*IILO\_
OW CHa . N o+
CHy 314.00
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8.4. Anexo 4: Espectros de masas de los analitos y del estandar interno
Los iones seleccionados se muestran con un tridngulo de color en la parte inferior.
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+ Scan (10.830-10.911 min, & scans) GTVO015.D
2 %105

= e.
8 o3 B 2w
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Figura 69. Espectros de masas en modo SCAN de: a. etoprofés, b. forato, c. diazinén,
d. metilparatidn, e. malation, f. clorpirifos.
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Area normalizada

Area normalizada

Anexo 5: Curvas de calibracion utilizadas para el calculo de los

porcentajes de recuperacion preparados con los extractos de cerveza o

de jugo de manzana
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2 _
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S ’“'-
c e
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0.0000
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Concentracién (mg/L)

Figura 70. Curva de calibracién de
etoprofos en extracto de cerveza.
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Figura 72. Curva de calibracién de
diazindn en extracto de cerveza.
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Figura 71. Curva de calibraciéon de forato
en extracto de cerveza.
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Figura 73. Curva de calibracién de
metilparation en extracto de cerveza.
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Figura 74. Curva de calibracién de Figura 75. Curva de calibracién de

malatién en extracto de cerveza. clorpirifés en extracto de cerveza.
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Figura 76. Curva de calibracion de Figura 77. Curva de calibracion de forato

etoprofos en extracto de jugo de manzana. en extracto de jugo de manzana.
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Figura 78. Curva de calibracion de Figura 79. Curva de calibracion de
diazinon en extracto de jugo de manzana. metilparation en extracto de jugo de

manzana.
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Figura 80. Curva de calibracion de Figura 81. Curva de calibracion de
malation en extracto de jugo de manzana. clorpirifés en extracto de jugo de
manzana.
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