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RESUMEN

En este trabajo se desarroll6 la metodologia para la preparacion de un candidato a
material de referencia de plaguicidas en aguacate. Para ello, algunos arboles de
aguacate fueron expuestos por aspersion directa al fruto, follaje y tronco, con una mezcla
de los siguientes plaguicidas: acefato, metamidofos, paration, lambda-cialotrina,
malation, carbendazim, dimetoato y permetrina (cis y trans). Posteriormente las muestras
(expuesta a plaguicidas) y el blanco negativo (aguacate libre de plaguicidas) fueron
trituradas, congeladas y se determinaron las condiciones mas adecuadas para su secado
por liofilizacion.

Con la pulverizacion y el tamizado se obtuvo una distribucién de tamario de particula
menor a 300 um. Una vez homogeneizadas las muestras, éstas fueron envasadas en
frascos color ambar con su correspondiente identificacion y se empacaron al vacio para
su conservacion. Mediante un muestreo aleatorio estratificado se realizaron los analisis
de humedad, de distribucion de tamafio de particula y de la fraccion de masa de los
plaguicidas A cialotrina, permetrina cis y trans.

El desarrollo de la metodologia de extraccion de estos ultimos plaguicidas se llevo a cabo
usando las técnicas de extraccion de fase solida de QUEChERS modificado usando los
disolventes: acetonitrilo, acetona, acetona y para la metodologia de medicion de los
plaguicidas se utilizé el método de calibracion de estandar interno por la técnica de
cromatografia de gases/espectrometria de masas. La fraccion de masa promedio de
lambda cialotrina del material de plaguicidas fue de 64.74 ng/g con un coeficiente de
variacion del 11.74 %, para la permetrina cis fue de 225.96 ng/g, y un coeficiente de
variacion de 8.13 % y para la permetrina trans fue de 451.82 ng/g, y un coeficiente de
variacion de 11.75 %. Se obtuvo un andlisis de varianza de un factor calculando la Fcal
< F critica; de esta forma, se concluye que el material de referencia de aguacate asi
obtenido, es homogéneo y contiene los plaguicidas de interés en las proporciones

esperadas.

Palabras clave: Material de referencia, plaguicidas, aguacate, extraccién, cromatografia

de gases/espectrometria de masas.
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SUMMARY

This document summarizes the methodology for preparation of a candidate reference
material developed for pesticides in freeze dried avocado. To do this, the fruit, leaves and
trunk of some avocado trees were exposed by direct spray to a mixture of the pesticides:
acephate, methamidophos, parathion, lambda-cyhalothrin, malathion, carbendazim,
dimethoate and permethrin.

Later the samples exposed to pesticides and a negative blank (avocado free of
pesticides) were crushed, frozen, and the most appropriate conditions for freeze-drying
were determined.

With the pulverization and sieving processes a size distribution of particle less than 300
microns was obtained. Once the samples were homogenized, they were packaged in
amber vials with the corresponding identification and vacuum packed for preservation.
By stratified random sampling, the analysis of mass fraction of A cyhalothrin, permethrin
cis and trans were performed. Else, the determination of moisture and particle size
distribution was done. The development of the methodology for extracting the last
pesticides was carried out using solid phase extraction modified QUEChERS using the
following solvents: acetonitrile, acetone, acetone and the measurement methodology of
pesticides by internal standard calibration with gas chromatography/mass spectrometry
triple quadrupole techniques.

The average of mass fraction of lambda cyhalothrin in the material of pesticides was of
62.3 ng/g with a relative standard deviation of 13 %, for permethrin cis the average
content was of 217 ng/g with a relative standard deviation of 11 % and lastly the average
content of permethrin trans was of 424 ng/g with a relative standard deviation of 17 %.
An analysis of one variance factor was obtained by calculate the Fcal<Fcritical; thus, it is
concluded that the avocado reference material is homogeneous and contains the

pesticides of interest in the expected proportions.

Key words: Reference material, pesticides, avocado, extraction, gas

chromatography/mass spectrometry.
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I. INTRODUCCION

El aguacate es uno de los principales frutos que se consumen en el pais y ocupa el
segundo lugar de exportacién, después del jitomate; México es el pais lider en la
exportacion a nivel mundial representando el 39 % del comercio internacional,
destacando Estados Unidos, Japén y Canada.

Entre julio de 2014 y enero de 2015 se registr6 un incremento del 39 % en las
exportaciones de este fruto a Estados Unidos, con respecto al mismo periodo de 2013-
2014, siendo en total 365 mil 639 toneladas.

En el periodo 2014-2015 se han exportado, ademas 22 mil 428 toneladas de aguacate a
Japon; 17 mil 331 a Canada; 12 mil 671 a Centroamérica; seis mil 676 a Europa y tres
mil 490 a los paises de Asia, es decir, un total de 62 mil 596 toneladas. Las ganancias
econdmicas acumuladas del pais de 1999 a diciembre del 2014 por la comercializacion
de este producto a Estados Unidos representaron un total de $ 1317.4 millones de
dédlares, a Japon un total de $ 141.6 millones de dolares y a Canada de $ 35.2 millones
de dolares (SIAP, 2014) beneficiando a los estados y/o regiones productoras de
Michoacan, Jalisco y Morelos, los cuales aportan el 90 % de la produccién nacional.

El comercio del aguacate hacia Japon es importante ya que en los ultimos 8 afios ha
aumentado cuatro veces en valor, debido a que lo demandan con buena calidad,
incrementado asi su costo; sin embargo, sus requerimientos son estrictos, puesto que el
aguacate no debe contener plaguicidas o bien, que los contenga en un limite
especificado por su regulacion, ademas de cumplir con los analisis organolépticos y
valores nutrimentales determinados (SIAP, 2014). Los plaguicidas son compuestos
quimicos que pueden causar efectos adversos en los individuos, en el caso de alimentos,
debido a la ingestion de productos contaminados. El uso de plaguicidas en productos
vegetales con naturaleza grasa implica un riesgo adicional para la salud humana, debido
a la solubilidad de los plaguicidas no polares en la grasa del cuerpo y al consecuente
efecto de concentracion que sucede en el vegetal.

La presencia de estos residuos ilegales y/o fuera del nivel de tolerancia, constituye una
barrera no arancelaria para el comercio internacional del aguacate, esto se debe al uso
en el campo de productos no autorizadas o no recomendadas, ademas de que no se

respeta la dosis de aplicacion o los intervalos de seguridad recomendados, asi como a
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la restriccidn de los mismos en los mercados nacionales e internacionales. Por tal motivo
es importante analizar y monitorear los plaguicidas en los frutos para investigar la
relacion entre la exposicion y los riesgos a la salud; razén por la cual es necesario realizar
estudios analiticos que sean exactos y confiables.

Los laboratorios que brindan este servicio al sector, generalmente cuentan con
estandares de plaguicidas puros, pero no tienen un material de referencia certificado, en
matriz de aguacate, con y sin plaguicidas, que sirvan para introducirlos en el mismo
proceso de medicion que las muestras y reproducir los resultados; con lo que aseguren
que las mediciones son confiables en cualquier laboratorio a nivel mundial y que los
resultados que se emiten son correctos; garantizando asi la exportacion y recepcion del
producto de acuerdo a las normas del pais importador.

Un material de referencia certificado (MRC) es un material de referencia acompanado de
un certificado, para el cual el valor de una (o de varias) de sus propiedades se ha
certificado por medio de un procedimiento que establece su trazabilidad a una realizacién
exacta de la unidad en que se expresan los valores de la propiedad y en el que cada
valor certificado se acompana de una incertidumbre con un nivel de confianza declarado
(NMX-CH-160-IMNC-2006, 2006).

Para el desarrollo de este proyecto fue importante contar con un producto que contenga
los plaguicidas integrados en el fruto y que sean aquellos que comunmente usan los
agricultores para erradicar las plagas que infestan sus cosechas; una vez que se
exponen a los arboles de aguacate con plaguicidas, los frutos cosechados de estos
arboles, se podran utilizar para preparar un material de referencia usando el método de
secado por liofilizacién para su conservacion, proceso de deshidratacion que hace al
material que se conserve estable.

La implementacién de la metodologia para medir plaguicidas en este tipo de matriz
representa un desafio analitico, ya que el aguacate contiene gran cantidad de grasa
(entre el 17 % y 20 %), ademas de que la fraccion de masa de los plaguicidas es a niveles
traza, lo cual implica innovar una metodologia que permita identificar el analito en
cuestion.

El método de extraccion implementado por (Annastasiades, 2003) es conocido como
QuUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) para optimizar



procedimientos de extraccion y limpieza, con un énfasis en la minimizacién de costos,
tamano de la muestra y el tiempo de preparacion. Los métodos de medicion utilizados
son la cromatografia de gases (CG) la cual ha sido histéricamente empleada,
predominante en el analisis multiple de residuos de plaguicidas y durante las dos ultimas
décadas los instrumentos de cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS),
un solo cuadrupolo y mas recientemente GC/MS/MS triple cuadrupolo y la cromatografia
de liquidos/espectrometria de masas (LC/MS/MS).

Il. MOTIVACION DE LA PROPUESTA

Debido a la gran cantidad de plagas que se presentan en los arboles de aguacate, al uso
indiscriminado de plaguicidas por los agricultores, asi como a las afectaciones al medio
ambiente, accidentes y al uso persistente de plaguicidas que han ocasionado la
contaminacion de productos, ya sean frescos o procesados, ocasionando enfermedades
trasmitidas por alimentos (ETAs) causadas por la presencia de microorganismos
patéogenos, metales pesados y sustancias organicas (plaguicidas, entre otros), han
puesto en riesgo la calidad de los productos, asi como la inocuidad y seguridad
alimentaria, representando un reto importante para los productores mexicanos en la
competencia con otros paises, en donde las regulaciones constituyen un papel muy
importante en el comercio internacional, la proteccion a la salud y al medio ambiente
(Calderdn, 2009). El problema para los productores mexicanos es que no se cuenta con
laboratorios confiables que garanticen la calidad de los resultados de las mediciones de
estos contaminantes, teniendo que recurrir a laboratorios u organizaciones extranjeras
para su realizacion o bien para obtener patrones de medicién o materiales de referencia
certificados, incrementando asi los costos y tiempos de disposicion de los resultados de
los analisis requeridos para corroborar la calidad de los aguacates y asi poder
exportarlos. Otro problema que tenemos en México es la falta de normatividad nacional
equiparable con la legislacion internacional, lo cual retarda y dificulta las negociaciones
de libre comercio. Se considera que es de caracter inminente que México disponga de
las herramientas metrologicas necesarias para poder verificar, con sustento cientifico,

los compuestos considerados como contaminantes, evitando en lo posible rechazos de



los productos; por lo que es de suma importancia tener disponibilidad de MRC, en matriz
vegetal, que se utilicen para evaluar la competencia técnica de los laboratorios, mediante
la participacion exitosa en ensayos de aptitud, contar con métodos analiticos validados
que sean trasmitidos a estos laboratorios para que puedan medir la fraccion de masa de
los plaguicidas, con alta exactitud.

Es por ello que se desarrollaran y prepararan dos candidatos a MR (uno sin plaguicidas
y el otro con plaguicidas), con el propdsito de que estas metodologias sirvan en un futuro
para certificar a los dos materiales de matriz de aguacate.

El desarrollo de los MR de plaguicidas en el fruto del aguacate seran los primeros que
se elaboren a nivel mundial; dichos materiales podran ser utilizados por otros paises
productores, avalando de manera exacta y confiable la cantidad presente de plaguicidas

en el fruto.

ll. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1 El aguacate

El nombre del aguacate proviene del nahuatl (Ahuacatl), palabra que significa “testiculos
del arbol”’. El aguacate, Persea americana o Persea gratissima, es un fruto de origen
mexicano rico en carbohidratos, grasa y fibra. Por su aportacion nutricional y sus
diferentes usos en las industrias: alimenticia, cosmética y farmacéutica, el aguacate

representa un alto valor comercial.

Figura 1.- Aguacate Persea americana.

En cuanto a las caracteristicas botanicas, el aguacate se clasifica de la siguiente manera:
Clase: Dicotiledoneae.

Sub clase: Dialipétala.



Orden: Ranales.
Familia: Lauraceae.
Género: Persea.
Especie: americana.

(Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), 2008).

Hay docenas de variedades de aguacate que se dividen en tres categorias principales:
Los aguacates de México, aguacates de Guatemala y los aguacates de las Indias
Occidentales que difieren en su tamafo, apariencia, sabor, calidad nutrimental y
sensibilidad al frio. El tipo de aguacate mas popular en los Estados Unidos y en Japon
es la variedad denominada aguacate Hass. El aguacate Hass proviene de injerto, mezcla
de diferentes variedades de aguacate, desarrollado por Rudolph Hass.

La caracteristica mas distintiva del aguacate Hass es que su piel cambia de color verde,
a color purpura oscuro cuando esta maduro. Esta variedad es la que se cultiva
principalmente en California, USA. La piel de este tipo de aguacate es rugosa pero
flexible. El aguacate Hass es de forma ovalada y tiene semilla pequena, se puede pelar

facilmente y tiene un excelente sabor; su peso oscila entre 140 g y 340 g.



Las principales exportaciones mexicanas de los grupos arancelarios de frutos que se han exportado en los ultimos cinco
afnos, se observan en el Cuadro 1.

Cuadro 1.- Principales exportaciones mexicanas de frutos.

Valor exportado Participacion mexicana

Producto (Miles de en las exportaciones  Primer exportador Segundo Tercer
; . . exportador exportador
dolares) mundiales (porcentaje)
Aguacate 892 938 45.2 México Chile Peru
Nuez d.e nqgal 513 218 20.9 Estados Unidos México Francia
con y sin cascara
Sandia 283 715 23.9 México Espana Estados Unidos
Limén 274 356 13.4 Espana México Turquia
Guayaba y 255 107 16.2 México India Brasil
mango
Fresa 210 986 9.0 Espafia %St?dos México
nidos
Papaya 63 717 30.1 México Brasil Estados Unidos

(Campo mexicano, 2015)



3.2 Plagas del aguacate

Al igual que todos los cultivos, las plantas de aguacate pueden ser susceptibles a una
gran diversidad de plagas y enfermedades que podrian amenazar la calidad de los frutos
o incluso poner en peligro la vida de toda la planta. Saber como reconocerlos y solucionar
estos problemas sera crucial para mantener un arbol de aguacate productivo y sano. Las

plagas que mas comunmente se encuentran en el aguacate son las siguientes:

Gusano barrenador de hueso (Heilipus lauris Boheman): La hembra deposita sus
huevecillos bajo la epidermis del fruto en desarrollo, la larva se introduce en la pulpa
hasta llegar al hueso. El dafio principal lo ocasiona al alimentarse del hueso, provocando

la caida prematura del fruto, lo que puede provocar la pérdida total en la produccién.

Trip del aguacate (Heliothrips haemorrhoidalis): Ocasiona danos en frutos y flores,
produciendo malformaciones; inhibe la fecundacion de flores al lesionar los érganos
sexuales; origina la caida de las mismas y deteriora mucho a los frutos recién formados

por la aparicion de alteraciones irregulares en la cascara.

Arana de cristal (Oligonychus): Esta plaga se presenta en época seca, los adultos
succionan los jugos de las hojas, produciendo manchas amarillentas en las mismas. En

casos severos, los arboles se debilitan y tiran sus hojas.

Taladrador del tronco (Copturomimus persea gunther): Esta plaga come la madera
de troncos, ramas y nuevos brotes, ocasionando regularmente que las ramas se trocen
por el peso de la fruta. Las zonas dafiadas son faciles de detectar por la presencia de

aserrin en polvo.

Acaro de las agallas (Eriophyes): Su ataque provoca la paralizacion del desarrollo del

fruto, produce dafnos severos formando protuberancias en las hojas.

Perforador del fruto (Stenomema catenifer): Los huevecillos son depositados sobre
los frutos o las ramas tiernas, en su etapa de desarrollo penetra la cascara y la fruta. Los

desechos dejados por las larvas dentro del fruto provocan su pudricion.



Gusano arrollador de la hoja (Platynota): Es una larva color verde claro, que al raspar
la epidermis de las hojas las adhiere provocando su desecacion (SAGARPA, 2011).

3.3 Plaguicidas

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, FAO (Food
and Agriculture Organization por sus siglas en Inglés), es el principal organismo
encargado de dirigir las actividades internacionales de lucha contra el hambre (FAO,
2015). Un plaguicida es definido por la FAO como "cualquier sustancia o mezcla de
sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los
vectores de enfermedades humanas o animales, las especies no deseadas de plantas o
animales que causan perjuicio o de otra manera interfieren con la produccion,
procesamiento, almacenamiento, transporte o comercializacién de alimentos, productos
agricolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, o que pueden
administrarse a animales para el control de insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre
sus cuerpos”. El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras
del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes o agentes para el raleo de fruta o
para evitar la caida prematura de la fruta y las sustancias aplicadas a los cultivos antes
o después de la cosecha, para proteger el producto contra el deterioro durante el
almacenamiento y su transporte (Mastovska, 2013).

Los plaguicidas son necesarios y esenciales en la produccion agricola, debido a que son
extensamente usados para proteger a las plantas contra plagas y enfermedades, con la
intencidn de mejorar la produccion. Su uso representa un reto, ya que, existe el riesgo
de la presencia de los residuos de estos quimicos que permanecen en el fruto y que
podrian ser consumidos por los humanos. Por esta razon, los gobiernos y las
organizaciones internacionales han publicado una lista de plaguicidas y sus tolerancias
o limites de residuos maximos permitidos (Cuadro 4) (Columé, 2001). El numero de
plaguicidas utilizados esta aumentando continuamente a medida que las sustancias
activas nuevas se estan desarrollando y registrando. La edicion actual del manual de
plaguicidas, es una fuente completa de informacion sobre los plaguicidas, que incluye

mas de 1 600 compuestos.



Para fines regulatorios, las definiciones de residuos de plaguicidas incluyen el compuesto

original y cualquier derivado especificado como producto de degradacion y conversion

de los metabolitos y las impurezas toxicologicas que se consideren de importancia.

3.3.1 Descripcién de los plaguicidas utilizados en este trabajo:

Los plaguicidas adicionados a los arboles de aguacate en este trabajo fueron: Metil

paration, dimetoato, malation, metamidofos, acefato, carbendazim, permetrina y lambda

cialotrina.

Su solubilidad en agua se indica en el cuadro 2.

Cuadro 2.- Solubilidad en agua de los plaguicidas de interés.

Plaguicidas Solubilidad Polaridad Masa molar Nombre IUPAC
en agua g/mol
Alta, 818 g/L acetiltiofosforamidato de O,S-
Acefato 295 °C Muy polar 183.2 dimetilo
Muy soluble,
Metamidofos >200g/La  Muy polar 141.1 0, S-dimetil fosforamidotiodato
20 °C
Dimetoato 23.8 %/L az20 Polar 299 28 O,Q—DlmetlI-Smetﬂ-carbamoﬂ
C metilfosforoditioato
. 2-
Malation ~ 42mg/ba  Polaridad 544 550 1gimetoxifosforotioil)sulfaniljbutan
20°C intermedia . "
odioato de dietilo
Metil — S5mg/lLa20 Polaridad 59y 5 G o_pietil-O-4-nitro-feniltiofosfato
paration C intermedia
Carbendazi 8 mg/La24 Polaridad Methyl 1H-benzimidazol-2-
; . ) 191.187
m C intermedia ylcarbamate
3-Phenoxybenzyl
Baja, 6.00 x Polaridad (1RS)-cis,trans-3-(2,2-
Permetrina 10 mg/mL a baia 391.28 dichlorovinyl)
20 °C J -2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate
Poco. 5.00 x 3-(2-cloro-3,3,3-trifluoro-1-
Lambda S Polaridad propenil)-2,2-dimetil-ciano(3-
. . 10° mg/L a . 449.9 e .
cialotrina 20 °C baja fenoxifenil)metil

ciclopropanecarboxilato

(COFEPRIS, 2015)



Los plaguicidas organofosforados (OPPS) son sustancias biodegradables en la
naturaleza, sin tendencia a acumularse en las grasas del organismo, pero con gran
actividad neurotdxica (por ejemplo, diclorvos, metil paration, clorpirifos, diazinon,
demeton- S-metilo, fosalona, fonofos, metamidofos, monocrotofos, clorfenvinfés,
fenitrotion, malatién) son los principales grupos de compuestos que se utilizan para
proteger a las plantas.

Incluyen todos los compuestos organicos que contienen fésforo y se utilizan para
combatir las plagas en plantaciones industriales, huertos y cultivos de hortalizas.

Su toxicidad consiste en inhibir la actividad de las enzimas que controlan las funciones
del sistema nervioso, principalmente la acetilcolinesterasa y actua a través del contacto
o sistémicamente (Fenik, 2011).

Los plaguicidas piretroides son menos perjudiciales para los mamiferos, solo el padre
piretroide muestra toxicidad por presencia de metabolitos téxicos, sin embargo, aun no
se ha demostrado (Columé, 2001). La lambda cialotrina y la permetrina pertenecen a
este grupo.

La lambda cialotrina, 3-(2-cloro-3,3,3-trifluoro-1-propenil)-2,2-dimetil-ciano (3-fenoxifenil)
metil ciclopropanecarboxilato es un insecticida, con accion sobre el sistema nervioso del
insecto, es efectivo para el control de insectos masticadores, picadores y chupadores en
cultivos extensivos e intensivos; posee accion por contacto, ingestion y repelencia de
larvas y adultos. Afecta el sistema nervioso central mediante la intervencién en los
canales de sodio, causando hiper excitacion y bloqueo nervioso, seguido por la muerte
del insecto.

La permetrina, el 3-fenoxibencil-3-(2,2-diclorovinil) 2-2,2 dimetil ciclo propano carboxilato
es un farmaco escabicida ampliamente utilizado en el tratamiento de las denominadas
enfermedades sociales y ademas su uso también se ha extendido para la prevencion de
la malaria en zonas tropicales (P. Modanio Charles, 2001), asi como para la plaga de la
mosca verde Aethalio quadratum.

El carbendazim CgoHgN3O2 esta compuesto de metil benzimidazol-2-ilcarbamato, es de la
familia de los benzimidazoles. Es un fungicida poco persistente. En el aire esta presente
en la fase particulada, la cual es eliminada fisicamente por gravedad o precipitacion

humeda. Es ligeramente toxico para crustaceos, pero toxico para aves. Es equivalente
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al mecanismo de accién de los organofosforados, uniéndose a las colinesterasas e
inactivandolas. Pero esta union es reversible espontaneamente en menos de una hora,
de manera que en el curso de una intoxicacion aguda por carbamatos se manifiestan los

mismos signos y sintomas de la intoxicacion por organofosforados pero con un curso

mas rapido hacia la recuperacion (COFEPRIS, 2015).

Cuadro 3.- Clasificacion de los plaguicidas adicionados a los arboles de aguacate.

Tipos de Plaguicidas Caracteristicas
Plaguicidas
Organofosforados Metil paration, -Biodegradables
dimetoato, -Baja acumulacion en tejido graso
malation,metamidofos, -Actividad neurotdxica
acefato
Carbamatos Carbendazim -La intoxicacioén aguda por
carbamatos se manifiesta con los
mismos signos y sintomas de la
intoxicacion por organofosforados
pero con una recuperacion mas
rapida.
Piretroides Permetrina y lambda -Son compuesto mas toéxicos para los

cialotrina

insectos y también para los peces.
-Son relativamente biodegradables y
no causan resistencia entre los
insectos. Representan lo mas antiguo
y a la vez, lo mas novedoso de los

insecticidas.

(COFEPRIS, 2015).
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3.4 Normatividad sobre el uso de plaguicidas en el aguacate

En la mayoria de los paises existen normativas en las que se registran los limites
maximos tolerados de cada uno de los plaguicidas, en Japon esta the Japanese
positive list system for Agricultural Chemical Residues in Foods, 2006; en USA la
autoridad reguladora Environmental Protection Agency’s (EPA’s) quien establecio
las tolerancias en las secciones 408 y 409 del Federal Food, Drug and Cosmetic
Act. Estas son colocadas en el Title 40 del Code of Federal Regulations (CFR), part
180 para materia prima de productos agricolas, part 185 para alimentos procesados
(Food and Drug Administration, 1968). En la Comunidad Econdmica EU pesticides
database, Active Substances, regulation (EC) No. 396/2005 y en Canada la Health
Canada; MRL Database for avocado.

En México, la Direccion General de Investigacién sobre la Contaminacion Urbana y
Regional (DGICURG), que pertenece al Instituto Nacional de Ecologia y Cambio
Climatico (INECC), difunde informacion sobre el manejo adecuado de las sustancias
quimicas, participa en la ejecucion de estrategias de monitoreo y evaluacion
ambiental, desarrolla inventarios sobre plaguicidas y sustancias toxicas y genera
estrategias de investigacion sobre comunicacién de riesgos. Esta direccion,
mediante la Investigacidn sobre Sustancias Quimicas y Riesgos Ecotoxicologicos y
el Sistema de Consulta de Plaguicidas, enlista los plaguicidas permitidos, prohibidos
y restringidos.

Por otra parte, la Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de
Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas (CICOPLAFEST) (COFEPRIS,
2015) apoya sus acciones en la Ley General de Salud y en la Ley Federal de
Sanidad Vegetal para el manejo adecuado de plaguicidas y fertilizantes en la
agricultura y medidas fitosanitarias. Los unicos plaguicidas cuya importacion,
comercializacion y uso estan permitidos en México, son los que han sido registrados
por la CICOPLAFEST.

Los limites maximos tolerados de la normativa extranjera se resumen en la siguiente
tabla:
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Cuadro 4.- Limites maximos de residuos de plaguicidas de interés en los paises
de mayor importacion de aguacate mexicano.

Plaguicidas Japon'’ USA? México® UE* Canada’
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Acefato 0.01 - No 0.01 -
autorizado
Metamidofos 0.01 - No 0.01 -
autorizado
Paration 0.05 = e e 0.05 = e
Lambda 0.5 0.2 No 0.02 0.2
cialotrina autorizado
Malation 8.0 8.0 8.0 0.02 8.0
Carbendazim 30 e No 01 .
autorizado
Dimetoato 1.0 No 0.02
autorizado
Permertrina 5.0 1.0 1.0 0.05 -

"The Japanese positive list system for Agricultural Chemical Residues in Foods, 2006.

2 USA, autoridad reguladora Environmental Protection Agency’s (EPA’s) Tolerances and exemptions
for pesticide chemical residues in food, 2013.

3México: Publicacién de lista de plaguicidas aprobados para usarse en los cultivos por la SAGARPA
y la Secretaria de Salud.

4EU pesticides database, Active Substances, regulation (EC) No. 396/2005. Pesticides Web Version
- EU MRLs (File created on 29/01/2014 17:41)

SHealth Canada; MRL Database for avocado; http://pr-rp.hc-sc.gc.ca/mrl-Irm/index-eng.php

Las Normas Oficiales Mexicanas (NOMs) y las Normas Mexicanas (NMXs) que
aplican para el producto de aguacate son:

NOM-128-SCFI-1998.- informacidén comercial-etiquetado para productos agricolas-
aguacate que se plasmo en los envases.

NMX-FF-016-SCFI1-2006.- productos frescos no industrializados para uso humano,
fruta fresca — aguacate.

NOM-066-FITO-2002, que tiene por objetivo el manejo fitosanitario y movilizacion

del fruto y controlar el barrenador de hueso.
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3.5 Métodos para determinar humedad

El agua absorbida por los materiales sélidos se clasifica generalmente como agua
ligada por fuerzas fisicas o agua vinculada por enlaces quimicos. Fisicamente el
agua ligada incluye agua absorbida, atrapada o el agua liquida incluida. El
conocimiento de los contenidos de humedad exactos y reproducibles en la
determinacion cuantitativa de un mensurando es esencial para minimizar posibles
errores sistematicos. Las correcciones de masa seca erroneas influyen
directamente en el resultado obtenido y en su presupuesto de incertidumbre. De
hecho, son con frecuencia dificiles las determinaciones correctas de agua por
técnicas de secado o no pueden ser alcanzadas con resultados confiables.

Para un productor de MR, el contenido de humedad influye directamente en otras
magnitudes tales como fracciones de masa elemental. Para evitar resultados
erréneos, los MR deben ser bien conocidos en todas sus propiedades fisicas y
quimicas, las cuales directamente o indirectamente influyen en la magnitud
certificada (Vogl, 2006).

Metodologias detalladas para productos alimenticios especificos pueden
encontrarse en los Métodos Oficiales de Analisis de la AOAC Internacional.

Los métodos de determinacion de humedad pueden ser considerados y
diferenciados por dos tipos de procedimientos, directos e indirectos, los cuales se
presentan en el cuadro 5 (AOAC, 2012).
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Cuadro 5.- Clasificacion de los métodos para la determinacién de humedad.

Métodos directos

Métodos indirectos

Métodos gravimétricos

e Horno de secado

e Secado por congelacion

Métodos por espectroscopia

e Absorcion infrarroja
e Espectrometria de masas

Métodos electronicos

e Anadlisis termo gravimétricos

Métodos por destilacion e Absorcién de microondas
e Destilacion directa e Conductividad
e Destilacion con reflujo e Capacitancia dieléctrica

Método de titulacidn quimica Refractometria

e Karl Fischer Métodos crioscopicos

3.5.1 Métodos directos

En los métodos directos, el analisis de humedad normalmente implica la eliminacién
de agua de las muestras de alimentos solidos por secado, destilacion, extraccion, u
otro método (Park & Bell, 2002). Se describiran solamente aquellos que se utilizaron

en este trabajo:

3.5.1.1 Desecacion Quimica

El método de desecacién quimica se lleva a cabo con un desecador de vacio que
contiene una sustancia que absorbe fuertemente la humedad, por lo general es
utilizado para los alimentos secos. La cantidad de agua eliminada de los alimentos
depende de la fuerza del desecante empleado. Comunmente, la desecacion de la
muestra se logra a temperatura ambiente. Las técnicas de desecacion son
procedimientos largos y con frecuencia requieren semanas e incluso meses de la

muestra para conseguir un peso constante. El tiempo de equilibrio depende en gran
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medida de las fuerzas que mantienen el agua en la muestra en relacién con el
desecante. Los desecantes mas comunmente utilizados son pentdxido de fosforo,
oxido de bario y perclorato de magnesio; un ligero calentamiento puede ser usado
en conjuncion con los desecantes para mejorar la eliminacion de la humedad de los
alimentos. Aunque este método tiene algunas limitaciones, los resultados obtenidos
mediante desecacién quimica pueden servir como estandares de referencia para
calibrar los contenidos de humedad de procedimientos mas rapidos (Pomeranz &
Meloan, 1994).

3.5.1.2 Secado por congelacién (liofilizacién)

Es un proceso importante en la preparacion de muestras y para la conservacion y
almacenamiento de productos bioldgicos, farmacéuticos y de alimentos. El secado
por congelacion (liofilizacidon) es especialmente adecuado para sustancias que son
sensibles al calor. Aparte de la elaboracion de alimentos (por ejemplo, café, comidas
completas), el secado por congelacion se ha utilizado ampliamente en el desarrollo
de productos farmacéuticos (por ejemplo, antibioticos) y la conservacion de los
productos biolégicos (por ejemplo, proteinas, plasma, virus y lineas celulares). La
liofilizacién es un proceso mediante el cual se elimina el agua u otro disolvente del
material congelado mediante la conversion del agua congelada directamente en
vapor, sin la formacion intermedia de agua liquida.

El proceso de liofilizacién consta principalmente de dos pasos; el primero consiste
en congelar el producto y en el segundo paso el producto es secado por sublimacion

directa del hielo bajo presion reducida (Orrego Alzate, 2008).

3.5.1.2 1 Etapas del proceso de liofilizacion

La primera etapa se lleva a cabo en congeladores independientes (separados del
equipo liofilizador) o en el mismo equipo. El objetivo es congelar el agua libre del
producto. Con esto se busca que el producto congelado tenga una estructura sdlida,
sin que exista liquido concentrado, de manera que el secado ocurra unicamente por

sublimacién. Cuando en el proceso de liofilizacibn se comienza con el
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calentamiento, empieza a formarse un frente de sublimacién o interface entre la
capa seca y la capa congelada de la muestra, el cual avanza progresivamente. La
transferencia de masa ocurre por la migracion de vapores a través de la capa seca

de la muestra bajo la accion de una diferencia de presiéon (Parzanese, 2011).

3.5.1.2 2 Congelacion y cristalizaciéon del agua

La congelacion es el proceso de conservacién originado por la reduccion de la
temperatura por debajo de aquella en la que se comienzan a formar cristales en un
alimento. En este proceso primero se verifica la eliminacion del calor sensible por
enfriamiento y luego se retira el calor latente durante la congelacion, que es la
porcidn energética mas considerable. En los alimentos frescos debe eliminarse
también el calor generado por la respiracion metabdlica. En seguida se elimina el
calor latente de congelacion, lo que provoca la formacién de cristales de hielo;
también se retira el calor latente de otros componentes de los alimentos, como por

ejemplo el de las grasas.

3.5.1.2 3 Secado primario

El material congelado se somete a la accion del vacio produciéndose la sublimacion.
Se debe tener en cuenta un fenomeno de transferencia térmica, ya que la
sublimacién es un fendmeno endotérmico, es necesario durante el proceso
proporcionar calor a la masa congelada. Si este calentamiento no se efectua, se
producira un sobre enfriamiento, dificultandose asi la sublimacion. Este calor
aportado es necesario para compensar el enfriamiento producido por el vapor de
hielo y la temperatura de equilibrio, recibe el nombre de temperatura de desecacion.
La desecacion se producira desde la superficie del producto expuesto al vacio hacia
abajo. El otro punto critico lo constituye la transferencia de masa y se refiere a la
eliminacion del vapor de agua que se produce en la sublimacion. Si se considera
que a la presiéon de 0.1 Torr un gramo de agua ocupa un volumen de 9.500 litros,

se comprendera la magnitud del problema que significa remover del sistema esta

17



enorme cantidad de vapor de agua. Ambos problemas inciden en la velocidad del

proceso (Terroni, 1997).

3.5.1.2 4 Secado secundario

El final de la sublimacién se puede apreciar por una elevacion de la temperatura del
producto.

Finalizado el secado primario el producto contiene generalmente una cantidad
apreciable de agua, ésta permanece adsorbida en la superficie del mismo, la que
es muy grande debido a su estructura porosa. Esta agua residual puede ser
perjudicial para muchos productos que podrian deteriorarse al ser almacenados. Es
por esta razon que se efectua el secado secundario que corresponde a la desorcion
o liberacion de gran parte del agua adsorbida. El secado secundario en la practica
finaliza cuando se estima que la humedad residual no afectara al producto final,
asegurandole una buena conservaciéon. Esta humedad residual se determina para

cada producto.

3.5.1.2 5 Equipo de liofilizacion

El equipo de liofilizacion se conforma de 4 partes generales que se describen a
continuacion.

Camara de secado.- Esta camara provee al proceso un ambiente limpio y estéril, da
las condiciones de presion y temperaturas exigidas para la congelacion y posterior
secado de la matriz.

Condensador.- Recoge el vapor de agua producto de la sublimacién y lo congela
nuevamente.

Sistema de vacio.- Esta conectado a la camara del condensador y proporciona las
condiciones de presion indicadas para las etapas de secado primario y secundario.
Instrumentacion.- Son de vital importancia para el control del proceso, de manera

que el resultado del mismo siempre sea el mejor posible (Parzanese, 2011).

18



3.6 Contenido de humedad de los alimentos

El agua, en un alimento existe en dos formas, conocidas como "libre" y "ligada". El
agua libre existe en los espacios intergranulares y dentro de los poros del material.
Tal agua sirve como un medio de dispersion para las macromoléculas hidrdfilas,
tales como proteinas, gomas y compuestos fendlicos para formar soluciones
moleculares o coloidales y como un disolvente para los compuestos cristalinos. La
segunda forma de agua se adsorbe como una capa muy fina, mono-capa o
polimolecular en las superficies internas o externas de los componentes sélidos (es
decir, en almidones, pectinas, celulosa y proteinas) de las fuerzas moleculares o la
condensacion capilar. Esta agua esta estrechamente asociada con macromoléculas
de absorcion por fuerzas de Van der Waals o formacion de enlace de hidrégeno. La
tercera forma de agua en combinacion quimica es como agua de hidratacion, la
llamada "agua ligada".

Una parte del agua en una muestra durante el secado se retiene por tiempos mas
largos a temperaturas mas altas, que el resto. El intervalo de agua ligada en los
alimentos es menor a 0.5 %, donde el 30 % de agua total presente, corresponde a
(0.1-2.2) g/g de sdlidos totales. Se debe conocer la eliminacion del agua libre en
lugar del agua ligada de los alimentos secos, para mejorar la estabilidad del
almacenamiento (Damodaran, 2007). El aguacate contiene de (74 a 80) % de
contenido de agua, comparado con la fresa que contiene del (90 al 95) % vy el
pescado del (65 al 81) % (Damodaran, 2007).

3.7 Actividad acuosa.

La actividad acuosa, en un material es de gran importancia para sus propiedades
biolégicas y bioquimicas. Esto depende tanto del contenido de agua vy
significativamente de la naturaleza de la unién estructural de las moléculas de agua
con la matriz. Asi, para contenidos de agua similares, cuando son determinados por
titulacion Karl Fischer se obtienen actividades acuosas bastante diferentes para

distintos materiales (Stoeppler, 2001).
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El contenido de agua por si sola no es un indicador viable de la caducidad de los
productos alimenticios, que se debe en parte a las diferencias en la intensidad de la
asociacion del agua con los constituyentes no acuosos. Varios tipos de alimentos
con el mismo contenido de agua difieren significativamente en lo perecedero que
puedan ser. Esto es atribuible a la actividad acuosa.

El efecto de la aw en el crecimiento de microorganismos es muy importante en los
alimentos de humedad intermedia.

La aw minima por debajo de la cual las bacterias mas importantes de alimentos no
creceran es de aproximadamente 0.90, dependiendo de la bacteria (Badui Dergal,
2006).

3.8 Materiales de referencia certificados (MRC)

Como ya se menciono, un material de referencia certificado es un material de
referencia acompafado de un certificado, para el cual el valor de una (o de varias)
de sus propiedades se ha certificado por medio de un procedimiento que establece
su trazabilidad a una realizacion exacta de la unidad en que se expresan los valores
de la propiedad y en el que cada valor certificado se acompafia de una incertidumbre
con un nivel de confianza declarado (NMX-CH-160-IMNC-2006, 2006)

Un punto importante de un material de referencia es la vida de anaquel, el cual es
el tiempo que permanece estable bajo condiciones apropiadas de almacenamiento.
Esta se puede mejorar dependiendo de los mecanismos naturales que afectan la
estabilidad del material. Como ejemplo el reducir el contenido de humedad es uno
de las primeras opciones que se toman en cuenta. En otros casos la esterilizacion
o la pasteurizacion del material se pueden considerar para parar la actividad
microbiana. En los materiales de referencia de estado sdlido, la reduccion del
tamano de particula juega un papel muy importante.

Normalmente se reduce el tamano de particula debido a los métodos de medicion,
que son usados en la certificacion y por los usuarios del MR, asi como también al
tomar una muestra minima aceptable. Posterior a la reducciéon del tamafo de

particula el material debe ser dividido en porciones apropiadas para lo cual se
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utilizan equipos subdivisores o rifflers, dependiendo del tipo y tamaro de la muestra
a dividir. Un requisito basico es que el método usado garantice, dentro de ciertos
limites, que la primera muestra obtenida tendra las mismas caracteristicas que la
ultima.

A pesar de todos los esfuerzos puestos en la preparacion y la conservacion del
material, puede que haya algo de heterogeneidad e inestabilidad, la cual se debe
tomar en cuenta en la estimacion de incertidumbre.

Después de los estudios de homogeneidad y estabilidad viene el proceso de
caracterizacion del material. Esta puede llevarse a cabo mediante un solo método,
el primario, el uso de varios métodos, de principios de medicion diferente y por
medio de un estudio inter laboratorio. En cualquier caso los resultados obtenidos
con los métodos de medicién usados deben ser trazables a referencias establecidas
o preferentemente a las unidades del sistema internacional.

El establecimiento de la trazabilidad de los resultados de medicion es esencial en
un material de referencia. Como se publica en las guias ISO 30 y 35, un material de
referencia puede ser certificado solamente si hay un establecimiento de
incertidumbre con una trazabilidad demostrada. Entre mejor sea la ejecucion de los
métodos de medicion, en términos de incertidumbre y trazabilidad, mejor servira el
material de referencia para los intereses de los usuarios. El método de medicién
utilizado para el estudio de homogeneidad debe tener buena repetibilidad. Para el
estudio de estabilidad, en el que con frecuencia las muestras se miden en diferentes
dias, la reproducibilidad del método de medicion es de suma importancia (Stoeppler,
2001).

3.8.1 Estudio de homogeneidad de un material de referencia

De acuerdo a la Guia ISO 30 la homogeneidad es la condicién de tener una
estructura o una composicion uniforme con respecto a una o mas propiedades
especificadas. Se dice que un material de referencia es homogéneo con respecto a
una propiedad especificada si el valor de la propiedad, determinado por ensayos en

muestras de tamano especificado, se encuentra dentro de los limites de
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incertidumbre definidos, aunque las muestras sean tomadas de diferentes unidades
de abastecimiento (botellas, paquetes, etc.) o de una sola unidad de abastecimiento.
Un estudio de homogeneidad es necesario en los proyectos de certificacion por lote
para demostrar que el lote de muestras (unidades) es suficientemente homogéneo.
Los aspectos para asegurar la calidad son tan importantes como la determinacion
de la variacién remanente entre frascos del lote, lo cual es un componente de la
incertidumbre que se incluira en la estimaciéon de la incertidumbre del valor de la
propiedad del MRC. El numero de muestras adicionales requeridas depende
principalmente del estudio de homogeneidad entre frascos (NMX-CH-165-IMNC-
2008, 2008).

El numero optimo de muestras para un estudio de homogeneidad se puede
determinar mediante técnicas de disefo apoyadas estadisticamente. Ademas, el
numero de frascos depende del tamafio del lote, de manera que el numero de las
muestras escogidas pueda considerarse “representativo” del lote entero. Este
requisito se debe balancear con la incertidumbre de las mediciones que es (bajo
condiciones de repetibilidad) una funcion de la desviacion estandar de repetibilidad
de la medicion y del numero de réplicas.

El plan de muestreo utilizado para seleccionar los frascos (unidades) para el estudio
de homogeneidad puede ser aleatorio, aleatorio estratificado o en algunos casos
sistematico. La estratificacion es recomendada en muchas situaciones, ya que esto
garantiza que los frascos seleccionados para el estudio de homogeneidad estén
distribuidos equivalentemente en todo el lote (NMX-CH-165-IMNC-2008, 2008).

Se usa un analisis de varianza (ANOVA) para calcular las diferencias de las

concentraciones entre botellas.

La desviacion estandar entre los frascos (Swb) es calculada al usar la ecuacién

siguiente y los resultados son utilizados como la incertidumbre de la inestabilidad:

Sbb=VYMS entre — MS dentro/n Ecuacion 1
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Donde MS dentro Yy MS entre representan los minimos cuadrados dentro de un grupo y
entre grupos respectivamente.

Para el calculo de la incertidumbre de la no homogeneidad la Sev se calcula usando
la ecuacién 1. En el caso de una gran variabilidad de medicién, la influencia de la
variacion analitica sobre la desviacion estandar entre unidades (uwv) se calcula 'y es
utilizada como el estimado para la no homogeneidad en lugar de Sub. La (uwb) se

calcula al usar la ecuacion 2.

Ubb = YMS dentro/N 4N2/¥ MS dentro Ecuacion 2

Donde Y MS dentro representa el numero de grados de libertad de MS dentro. La Seb y
la ubb se calculan usando las ecuaciones 1y 2 respectivamente y los resultados son

utilizados como la incertidumbre de la no homogeneidad (Otake T, 2009).

3.8.2 Estudio de estabilidad

De acuerdo a la (NMX-CH-160-IMNC-2006, 2006) es la capacidad de un material
de referencia, cuando se almacena bajo ciertas condiciones, para mantener un valor
de una propiedad declarado dentro de los limites especificados por un periodo de
tiempo.

Otro parametro relevante con respecto a la estabilidad es la vida de anaquel del
MRC. Dependiendo de la naturaleza de los mecanismos que afectan la estabilidad
del material, pueden tomarse varias acciones para mejorar la vida de anaquel y/o el
periodo de vigencia. El ajuste de la actividad de agua es una de las primeras
opciones a considerarse, dado que la sequedad excesiva o un contenido demasiado
alto de agua puede desestabilizar el material. En muchos casos, la humedad juega
un papel dominante en los mecanismos que conducen a la inestabilidad de la matriz
y/o de los parametros.

Hay dos tipos de estabilidad:

A corto plazo, es la estabilidad de una propiedad de un material de referencia
durante su transporte bajo condiciones especificadas
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Estabilidad a largo plazo, es la estabilidad de una propiedad de un material de
referencia bajo condiciones de almacenamiento especificadas por el productor del
MRC.

Otro concepto importante que se debe conocer es el tiempo de vida de un material
de referencia, es el intervalo de tiempo durante el cual un material de referencia
puede ser utilizado.

La vida de anaquel de un MR/MRC, es el intervalo de tiempo durante el cual el
productor del MRC garantiza su estabilidad.

Para alcanzar la estabilidad a largo plazo evitando cambios bioldgicos, fisicos y
quimicos, es indispensable eliminar la humedad para la mayoria de los materiales
de referencia solidos. Asi que es comun en la practica aplicar diferentes técnicas de
secado para matrices biologicas conteniendo analitos organicos y organometalicos.
El procedimiento de secado es con frecuencia seguido por irradiacion gamma para

proteger contra el ataque microbiano.

3.9 Métodos de analisis cromatograficos.

Para realizar la extraccion de residuos de plaguicidas en alimentos, se han
implementado técnicas, tales como: extraccion sélido—liquido o liquido-liquido,
QUECHhERS, extraccion con fluidos supercriticos, extraccidon con liquidos
presurizados, extraccion asistida con microondas, extraccion en fase solida y micro-
extraccion en fase sélida. Cualquier técnica de extraccion a emplear en el analisis
de residuos de plaguicidas en alimentos debe maximizar la recuperacion de los
analitos y minimizar las interferencias.

En (Annastasiades, 2003) desarrollaron un método de extraccién simple para
residuos multiples de muestras de alimentos, conocidos como QUEChERS para
optimizar procedimientos de extraccion y limpieza con un énfasis en la minimizacién
de costos, tamarfio de la muestra y el tiempo de preparacion. QUEChERS implica la
extraccion de plaguicidas de una muestra de material compuesto, se homogeneiza
usando acetonitrilo y cloruro de sodio en un tubo de centrifuga, seguido de un paso

de limpieza de fase solida de dispersion realizado en un segundo tubo de ensayo
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que contiene sorbentes para quitar componentes que interfieren en la matriz
(Narong, 2013).

Se logré una excelente sensibilidad para los plaguicidas de residuos multiples en
diversas matrices vegetales utilizando tanto el GC-MS/MS y LC-MS/MS (Olusegun,
2013).

La ultima etapa en el procedimiento analitico es la identificacion de los compuestos
y su determinacion cuantitativa usando instrumentacion apropiada. Las técnicas
usuales para determinaciones finales de plaguicidas incluyen la cromatografia de
gases con diferentes detectores selectivos, la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (usualmente en modo de fase inversa) con detector de arreglo de diodos
y detector de fluorescencia (Fenik, 2011) y la espectrometria de masas tandem
acoplada a sistemas de cromatografia tales como CG-MS/MS y LC-MS/MS, que
funciona en modo Multiple Reaction Monitoring (MRM).

Durante las dos ultimas décadas, los instrumentos de GC/MS principalmente en un
solo cuadrupolo MS, trampas de iones y mas recientemente también de triple
cuadrupolo MS/MS se han convertido en herramientas primarias determinantes en
la mayoria de los laboratorios de plaguicidas. Han reemplazado al CG con
detectores convencionales y ha permitido la identificacion y cuantificacion
simultdnea de una gama mas amplia de analitos susceptibles al CG,
independientemente de su composiciéon elemental.

Cabe sefialar que la aplicacion de LC/MS también ha mejorado el analisis de ciertos
plaguicidas, tales como insecticidas organofosforados mas polares (por ejemplo,
acefato, metamidofos, ometoato, dimetoato, dicrotofos, monocrotofos, malaoxén,
paraoxon), que han sido tradicionalmente incluidos en los métodos de residuos
multiples basados en CG porque no habia otra manera de analizarlos facilmente de
modo multi-residuos.

El método QUEChERS original se evalu6 inicialmente sélo para un numero limitado
de analitos representativos, la mayoria plaguicidas susceptibles a CG. Estudios
posteriores con un mayor numero de analitos mostraron que ciertos analitos

sensibles al pH pueden dar recuperaciones menores debido a su estabilidad mas
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baja o a pérdidas durante la etapa de particion, dependiendo del pH de la matriz de
la muestra.

Las pérdidas durante la etapa de particidon pueden ocurrir en el caso de plaguicidas
acidos (por ejemplo, imidazolina 4&acida, herbicidas piridincarboxilicos o
fenoxicarboxilicos acidos), en matriz neutral/menos acida, o en el caso de los
plaguicidas basicos (por ejemplo, carbendazim, imazalil, pimetrozina, o tiabendazol)
a un pH inferior (en matrices acidas) cuando una porcion de las moléculas del analito
pueden estar en una forma iénica (anién o cation, respectivamente) y la particion en
la capa acuosa.

Para remediar estos problemas para el método de residuos multiples en todo el
alcance de aplicacion que cubre estos analitos problematicos, es importante: (i)
acidificar el extracto final (a = 0.1 % de contenido de acido acético o de acido
férmico) para mejorar la estabilidad de los analitos sensibles a las bases vy (ii) utilizar
una disolucion amortiguadora de pH = 5 durante el proceso de extraccion, para
proporcionar recuperaciones optimas para la mayoria de los analitos sensibles al
pH.

El método QUEChERS original para las frutas y hortalizas (muestras con mas de 80
% de contenido de agua) se basa en la extraccion de acetonitrilo y la particién de
acetonitrilo y capas de agua (procedentes de la muestra) inducidas por la adicién
de una mezcla de sales de sulfato de magnesio anhidro (MgSO4 anh.) y cloruro de
sodio (NaCl) 4:1 (w/w)

Después de una agitacion vigorosa y centrifugacion, una parte de la alicuota del
extracto de acetonitrilo se limpia utilizando extraccion en fase sdlida dispersiva
(dSPE) con 150 mg MgSOa4 anh. y 25 mg de sorbente de amina primaria/ secundaria
(PSA) por un mL de extracto. Después de la centrifugacién, el extracto esta listo
para el analisis GC/MS y LC/MS (la dilucion acuosa se realiza tipicamente antes por
LC/MS).
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Los siguientes componentes son utilizados en la limpieza de los extractos por el
método QUEChERS.

(1) MgSOs4 anhidro

Se anade al extracto crudo para propdsitos de secado, para reducir
significativamente la cantidad de agua en el extracto del acetonitrilo, que podria
afectar a la limpieza de la SPE y la determinacion por CG.

La eliminacién de agua afecta debido a que disminuye la polaridad de los extractos
de acetonitrilo, bajando la solubilidad y precipitacion de mas co-extractivos polares,

tales como los pigmentos de antocianinas en ciertas frutas.

PSA

El PSA es un sorbente con la siguiente estructura de amina primaria y secundaria:
-Si-CHz2-CH2-CH2-NH-CH2- CH2 - NH2

Se utiliza principalmente para eliminar los compuestos con grupos carboxilicos,
tales como acidos grasos u otros acidos organicos presentes en la matriz de la
muestra, pero también puede eliminar los compuestos con grupos carbonilo, tales
como azucares.

Grandes cantidades de PSA (> 50 mg por 1 ml de extracto) pueden conducir a
menores recuperaciones de ciertos plaguicidas con grupos carbonilo, como acefato,
quinometionato, cletodim, hexitiazox, o setoxidim. Esto es especialmente cierto si
se emplea para matrices con un contenido menor de coextractivos de matriz acida,
lo que haria competir con ellos por los sitios activos en el sorbente PSA. Del mismo
modo, cantidades mas grande de PSA (y mayor contacto con él) pueden causar
degradacion de analitos de bases sensibles debido a la eliminacidon de los acidos

del extracto.

C18
Los sorbentes a base de silice de fase inversa, tales como el octadecilo (C18)

pueden ser afnadidos de forma segura en la etapa de dSPE a 50 mg por 1 ml de
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extracto para eliminar componentes de la matriz altamente lipofilicos, tales como

esteroles o ceras, sin poner en peligro las recuperaciones de los plaguicidas.

GCB (negro de carbén grafitado)

Adsorbe compuestos con estructura plana. Por lo tanto, se puede afadir a la etapa
de dSPE utilizado para la eliminacion de ciertos pigmentos (carotenoides y clorofila),
esteroles, y otros coextractivos de matriz planar potencialmente presentes en el

extracto de la muestra.

Estandar interno

El uso de estandares internos adecuados es una buena practica analitica para
mejorar la precision y la veracidad. En el método QUEChERS, el estandar interno
se adiciona a la muestra justo después del solvente de extraccién para el control
volumétrico de todo el proceso analitico. Se recomienda esto porque la seial de
normalizacion del estandar interno puede corregir errores y fluctuaciones
volumétricas cuando se trata de la adicion del disolvente de extraccion a la muestra
o el volumen inyectado en la etapa determinante.

Un estandar interno adecuado debe tener las siguientes cualidades:

» muy buena estabilidad y recuperacion independientemente del pH de la matriz,
el contenido de grasa, o la opcion de limpieza (por ejemplo, el uso de GCB).

» que no esté presente como un residuo en ninguna muestra.

» disponible como material puro a un precio razonable.

» que represente bien los analitos en el sistema cromatografico dado. Por ejemplo,
paration-d10 puede ser usado como estandar interno para plaguicidas

recomendables por CG para controlar todo el proceso analitico.

(Mastovska, 2013).
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Cuadro 6.- Propiedades de disolventes comunes utilizados en el analisis de residuos de plaguicidas.

Disolvente Constante Indice de Viscosidad Punto de Solubilidad en
dieléctrica, € polaridad (mNsm2) ebullicién (°C) agua (% wi/w)

Agua 78.5 9.0 1.0 100.0 -

Acetonitrilo 37.5 5.8 0.37 81.6 100

Acetona 20.7 5.1 0.32 56.2 100

Metanol 32.6 5.1 0.60 64.6 100

Etanol 24.3 5.2 1.2 78.4 100

Acetato de etilo 6.0 4.4 0.45 77.2 8.7

Eter dietilico 4.3 2.8 0.24 34.6 6.9

Diclorometano 91 3.1 0.44 40.7 1.6

Tolueno 2.4 24 0.52 110.8 0.05

Ciclohexano 2.0 0.2 0.98 80.7 0.01

Hexano 1.9 0.0 0.32 69.0 0.001

(Lehotay, 2006).
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IV. HIPOTESIS

Se obtendra un lote candidato a material de referencia de plaguicidas en aguacate,
mediante un desarrollo metodoldgico, controlando variables en el proceso de
liofilizacién tales como el vacio, la temperatura y el tiempo, asi como en la

homogeneizacion el tamafo de particula.

V. OBJETIVO GENERAL
Desarrollar la metodologia para la obtencion de un candidato a material de

referencia de plaguicidas en aguacate.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Exponer plantas de aguacate a plaguicidas.

e Seleccionar los frutos expuestos para determinar la exposicion a plaguicidas.

e Obtener un lote homogéneo de las muestras de aguacate liofilizado.

e Desarrollar una metodologia para la extraccion de los plaguicidas en
aguacate

e Desarrollar la metodologia para medir la fraccion de masa de los plaguicidas
en el candidato a material de referencia.

e Obtener un candidato a material de referencia.

VIl. METODOLOGIA

7.1 Exposicion de plantas de aguacate a plaguicidas

Localizacion de los arboles. Los arboles de aguacate se expusieron a algunos
plaguicidas, éstos estan ubicados en México, en el estado de Michoacan (Rancho
las Pilas, Aputzio de Juarez, Michoacan, México (Figura 5).

La localidad se encuentra a una mediana altura de 2010 metros sobre el nivel del

mar.
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Figura 2.- Rancho las Pilas, Zitacuaro, Mich., México.

7.1.1 Tipo de plaguicidas aplicados.

Los plaguicidas que se aplicaron fueron los 8 que se encuentran en el cuadro 7, en

la dosis que se muestra.

Cuadro 7.- Cantidades sugeridas a adicionar de los plaguicidas en el arbol de
aguacate.

Plaguicida Dosis en 20 L
de agua
Acefato 60 g
Carbendazim 50 mL
Dimetoato 35 mL
Lambda-Cialotrina 50 mL
Malation 50 mL
Metamidofos 100 mL
Paration metilico 25 mL
Permetrina 5mL

7.1.2 Método y periodos de aplicacion

Los plaguicidas fueron adicionados semanalmente a los arboles por el método de
aspersion directa a las hojas, tallos y frutos en un periodo de aproximadamente 4
meses. El Cuadro 8 muestra los plaguicidas adicionados de manera individual y el
cuadro 9 muestra los plaguicidas adicionados y la secuencia de la adicion de los

mismos para contar con lotes de mezcla de plaguicidas.
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Cuadro 8.- Tipo de plaguicidas individuales, identificacion y codigo.

Plaguicidas Identificacion Caodigo
individual
Acefato A 1i
Carbendazim C 2i
Dimetoato D 3i
Lambda-Cialotrina L 4i
Malation Ma 5i
Metamidofos M 6i
Paration Pa 7i
Permetrina P 8i

Cuadro 9.- Identificacién de la mezcla y secuencia de la aplicacién de cada

plaguicida.
Mezcla Plaguicidas adicionados por semana
1m Pa,M,M,Pa,L,L,C,C,C,P,P,A/A,Ma
2m P,P.L,L,Ma,Ma,D,D,A,C,C,A/A
3m L,L,D,D,AAP,P,C,C,Ma,Ma,D,M,M,Pa,L
4m D,L,L,C,M,M,A A Ma,Ma,C,C,P,P,LD,PaAA
5m A,Ma,Ma,P,P,A,L,L,Pa,Pa,D,D,Ma,Ma,C,C,M,P,A
6m M,M,A,A,P,P,C,CL,L,Pa,Pa,D,D,Ma,Ma,M,C,AA

7.1.3 Arboles control.

Como control negativo/blanco, se utilizaron los frutos de plantas que no se trataron

y que se encontraban en otra parte de la huerta, localizados a 2 km

aproximadamente de los arboles expuestos.

7.1.4 Materiales y equipos utilizados

Los equipos utilizados durante el proceso de preparacion de los materiales de

referencia de aguacate liofilizados se encuentran en el cuadro 10.
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Cuadro 10.- Equipos utilizados en la preparacion de los materiales de referencia
de aguacate liofilizado.

Instrumento Marca Modelo
Procesador de alimentos Robot Coupe RSI 6V
Liofilizadora Virtis 50L ultra EL-85
Bascula OHAUS s/m
Divisor rotatorio de conos con FRITSCH PT100
alimentador vibratorio
Congelador Thermo Scientific UXF40086A60
Congelador vertical Thermo FC PEEK
Molino vertical RETSCH SM 300
Balanza analitica Sartorius 6200 g LC6201S
Tamizador Orto Alresa OA SS203
Tamizador Retsch AS200
Selladora con ajuste p/vacio Audion UMS-93

Limpiador ultrasénico de acero Fritsch
inoxidable en una sola carcasa

Thermohigrobarémetro VWR 20367570
Cromatografo de gases Marca Agilent Mod.6890N
Detector selectivo de masas Mca. Aligent Mod. 5973

Centrifuga refrigerada
Balanza analit.electr.digital
Evaporador de nitrogeno
Cuchillo de tipo carnicero
Tabla para picar de plastico
Charolas de acero inoxidable
Mallas de acero de 1000
micrometros

Frascos de vidrio

Espatula

7.2 Seleccion de los frutos expuestos para la determinaciéon del nivel de

exposicion a plaguicidas, de acuerdo a los criterios de maduracién.

7.2.1 Muestreo de frutos de aguacate.

Una vez que se aplicaron los plaguicidas a los arboles de aguacate, se realiz6 el
muestreo de los frutos de una manera aleatoria y éstos se tomaron de los arboles

identificados previamente.
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3 W

Figura 3.- Arboles identificado~s.

7.2.2 Seleccion de los aguacates.

Se seleccionaron los frutos de acuerdo a su nivel de madurez, se eligieron aquellos
que tuvieron una consistencia firme y un tamano de aproximadamente 150 g, se
colocaron en una rejilla de plastico, con un letrero que contenia el numero del arbol
y el plaguicida o la mezcla de plaguicidas que se aplicaron y se transportaron al
CENAM para su procesamiento. Una vez en el CENAM se partieron en rodajas, se
les quitd la semilla y se trituraron en un procesador de alimentos. Posteriormente se

colocaron en el ultra congelador.

Figura 4.- Seleccion de aguacates de la huerta.
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7.3 Obtencion de un lote homogéneo de las muestras de aguacate liofilizado.

7.3.1 Identificacion de las mejores condiciones de liofilizaciéon, vacio,
temperatura y tiempo.

En el proceso de liofilizacion se empled una liofilizadora marca Virtis, modelo 50L
ultra EL-85. Este se llevd a cabo de la siguiente manera:

Una vez congelado el producto se introdujeron las charolas a la liofilizadora, se
colocaron los detectores de temperatura en algunas de ellas, se cerrd
herméticamente la liofilizadora, asi como la puerta del condensador y se coloco el
programa de liofilizacién mas adecuado, iniciando con la eleccién de la temperatura
en la etapa de tratamiento térmico, las temperaturas en las fases de congelacion,
condensacion y el vacio; en la etapas del ciclo de secado, la eleccion de la
temperatura, tiempo, si se mantiene o se hace una rampa y la eleccién del vacio;
en la programacion secundaria, la temperatura, el tiempo y el vacio.

Algunos lotes de aguacates se sometieron al proceso de liofilizacion seleccionando
y mejorando las condiciones de este proceso hasta elegir las mejores, con las

cuales se trabajo.

7.3.2 Identificacion de las mejores condiciones de molienda del fruto
aguacate.

Se selecciond el molino y la malla con los cuales el producto no se aglomero, asi
como las rpm a las que se trabajaria el molino para obtener una consistencia

adecuada del producto.
7.3.3 Molienda de frutos de aguacate con base a las mejores condiciones.

Para la molienda se utilizd, un molino de cuchillas vertical SM-300 marca Retsch a
800 rpm. El proceso de molienda se llevé a cabo adicionando el producto al molino
en el que se coloco la malla de 1 000 um y se recolecté el aguacate molido en un
recipiente de acero inoxidable.

Se almaceno en frascos de vidrio, los cuales se sellaron con parafilm y se colocaron

en cajas de plastico de 30 cm x 50 cm x 40 cm, conteniendo costales de manta
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rellenos con un desecante, para conservarlos secos, mientras se continuaba con el

proceso de tamizado y homogenizacion.

7.3.4 Determinacion del nivel de tamizado de las muestras molidas de frutos
de aguacate.

Se utilizé un tamizador marca Retsch automatico. Se usaron tamices o mallas de
tamano de particula de 1 000 ym, 500 ym y 250 um, con la finalidad de elegir, el
tamano de particula idoneo en donde se encontraba la mayor fraccion de masa de
los plaguicidas. Se recomienda hacerlo pasando dos veces el producto a través de
los tamices para tener mayor contenido de la fraccién de interés (250 um) y por lo
tanto un mayor rendimiento.

Se colocaron las mallas en el tamizador y se procedi6 a realizar el tamizado de las
mismas por periodos de 10 minutos cada uno.

Una vez tamizado el producto, se almacenaron los diferentes tamafos de particula
en frascos de vidrio de 500 g cada uno, sellandolos con parafilm y empacandolos
en bolsas aluminizadas (marca mylar) al vacio, para su conservacion, mientras se

envasaban de manera individual.

7.3.5 Homogenizacion de las muestras de fruto de aguacates, molido y
tamizado.

El proceso de subdivisién de la muestra se realizé enumerando 2 juegos de frascos
recolectores del 1 al 8, ocho fueron colocados en el divisor y los otros 8 fueron los
recolectores. Se colocd el producto en el subdivisor rotatorio, subdividiendo la
muestra en ocho partes (frascos de aproximadamente 100 g de muestra liofilizada);
la muestra subdividida se colocé en el frasco recolector con el numero
correspondiente. En la siguiente ronda la muestra del frasco uno se coloco en el
frasco dos y la muestra del frasco dos, en el frasco tres y asi sucesivamente hasta

terminar con el producto, la figura 5 muestra la subdivisién realizada.
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No.
de frasco
1a 1

2a
3a
4a
5a
6a
7a
8a

No.
de frasco

Division

O N| O O &~ W N

Figura 5.-Proceso de subdivision.

7.3.6 Obtencién de un lote homogéneo conteniendo producto de fruto de
aguacate.

7.3.6.1 Envasado de las unidades del lote.

De cada uno de los frascos recolectores se tomaron 10 g de aguacate liofilizado y
se adicionaron a los envases ambar en los cuales se coloco el aguacate, para ello
se utilizé una balanza granataria, se puso el sello de garantia y la etiqueta

correspondiente a cada frasco, para su identificacion.

7.3.6.2 Empacado del lote

Posteriormente se colocaron en bolsas aluminizadas y se sellaron al vacio,
poniendo la etiqueta en la parte externa de la bolsa para la identificacion del material
de referencia. Una vez envasados los frascos con el aguacate, éstas fueron

almacenadas en congeladores a — 50 °C.

7.3.6.3 Medicion de humedad por desecacidén quimica

La determinacién del contenido de humedad se realizé de acuerdo al procedimiento
de la AOAC internacional para la determinaciéon de humedad por medio de

desecacion quimica.
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Se introdujeron las charolas (previamente limpias), en la estufa a una temperatura
de 100 °C por un tiempo de 3 horas, una vez transcurrido el tiempo, se pasaron a
un desecador para dejarlas enfriar por 1 hora. Pasado el tiempo, se pesaron y se
marcaron para identificarlas durante el proceso de peso constante, se registraron
los pesos. Estos se corrigieron por empuije del aire. Este procedimiento se llevé a
cabo hasta obtener un peso constante con un criterio de peso constante de 0.0004
g.

El método de desecacidon quimica consistio en lo siguiente: Una vez que se obtuvo
el peso constante de las charolas, se le agrego6 aprox. 1 g de material de referencia
de control (DMR-489a de plaguicidas en lechuga) en una charolay 1 g de DMR-
516a que es el material de referencia de plaguicidas a medir en cada una de las 6
charolas y se introdujo otra charola vacia adicional como muestra “control
negativo/blanco”, se registraron los pesos iniciales y se introdujeron al desecador
con perclorato de magnesio Mg(ClOa4)2 el cual funciona como desecante; al quinto
dia se pesaron las charolas para obtener una diferencia en los pesos y determinar
la humedad que se perdié en ese periodo, después se pesaron cada tercer dia
registrando los pesos y comparandolos con la pesada anterior hasta obtener el peso
constante, el peso se corrige por empuje del aire, se inicid pesando las 8 charolas
en una misma pesada, se observo que las charolas que se pesaron al final en lugar
de perder peso lo ganaban, al exponerse a la humedad del aire en ese tiempo, por

lo que se decidio pesar tres charolas en cada pesada para reducir ese efecto.

Las muestras en el desecador se aprecian en la figura 6.
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Figura 6.- Muestras en el desecador.
7.3.6.3.1 Calculo del contenido de humedad

Se registraron los pesos de las muestras en diferentes dias pesando tres charolas
por cada dia de pesado, debido a que al pesar las 8 charolas en un mismo dia se
observé un comportamiento de hidratacion de la muestra en las charolas pesadas
al final, provocado por la exposicion al aire en el momento de abrir y cerrar el
desecador durante el pesado, dando como resultado que no se obtuviera una
disminucién de pesos o incluso que éste aumentara debido a la absorcion de
humedad contenida en el aire, al momento de pesar.

Conforme se fueron registrando los datos se calculé el contenido de humedad

determinado por diferencia de pesos utilizando la siguiente férmula:

w)x 100

% de humedad = < —
1

Donde:
m+ = masa del solido himedo

m2 = masa del sélido seco

Con los valores obtenidos se elabor6é una grafica de humedad determinada en
funcién del tiempo con la cual se pudo determinar el momento en que se llegé al
contenido de humedad final, teniendo un comportamiento de valores constantes de

humedad.
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7.3.6.4 Medicion del tamano de particula

Para determinar el tamafo y la distribucion de particulas se introdujeron las
submuestras dispersadas en etanol, una a la vez en el analizador, se hicieron tres
repeticiones de medicién para cada una de ellas, para alcanzar un total de 9
mediciones para cada muestra. Se utilizé el instrumento marca Malvern, modelo
Mastersizer X, el cual para medir hace uso de la teoria de dispersion de Mie y de
Fraunhofer, un haz de luz Iaser incide sobre una muestra en movimiento, la cual
dispersa la luz y produce patrones de difraccion que corresponden a los tamafios

de particula detectados.

7.3.6.5 Medicion de la densidad

Se realizé usando un picndmetro el cual se recomienda para densidad de sélidos o
liquidos. El picndmetro, o botella de gravedad especifica, es un frasco con un cierre
sellado fabricado de vidrio metal o plastico que dispone de un tapdn provisto de un
fino capilar con el fin de obtener un volumen constante con gran precision (a una
temperatura de referencia), lo anterior permite medir la densidad de distintos fluidos
o solidos utilizando el mismo picnémetro.

Para la determinacion de la densidad de algunos productos especiales como sélidos
o polvos, se utilizan picndmetros metalicos o de vidrio con un disefio de boca ancha
que facilita el llenado del material a medir; estos instrumentos son del tipo Hubbard

o Reischauer.

Reischauer Hubbar

Figura 7.- Picndmetros utilizados para medir densidad de sdlidos o polvos.
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La densidad de particulas de un arido (polvo, por ejemplo), que no puede
determinarse con el método de pesada hidrostatica, densimetro de inmersion o
densimetro digital, puede obtenerse con el picnometro. El proceso para la medicion
de la densidad con el uso de un picndmetro calibrado consiste en:
e Limpiar perfectamente el instrumento (incluyendo el tapon).
e Secar con un solvente para evitar humedad.
e Determinar la masa del picndmetro vacio utilizando el instrumento
para pesar (balanza).
e Llenar el picndmetro con el polvo a medir.
e Llevar el picndmetro lleno a la temperatura de medicion.
e Rebosar con el polvo muestra el capilar del picndmetro.
e Rasarla boca del capilar con una placa de vidrio, el exceso del material
en medicion.
e Eliminar el exceso de polvo del cuerpo del picnédmetro, por la parte
externa, utilizando papel que no desprenda fibras.
e Determinar la masa del picnometro lleno del polvo a medir con un

instrumento para pesar.

La densidad del polvo (asociada a una temperatura y presién atmosférica) se obtuvo
de la diferencia del picnometro lleno con la muestra y vacio dividido entre el volumen

interno del picndmetro patrén.

7.4 Desarrollo de una metodologia de medicidn.

Todos los aspectos en un proceso analitico son igualmente importantes y ninguna
etapa puede mejorar la calidad de la etapa previa en el procedimiento.

La preparacion de la muestra es un paso muy importante dentro del proceso de
medicion de los plaguicidas, consiste de las etapas de homogenizacion, extraccion

y limpieza.
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7.4.2 Desarrollo del método de extracciéon de los plaguicidas en el aguacate.

Extraccién de fase sélida QUEChERS modificado.

Las muestras se obtuvieron usando un muestreo aleatorio estratificado, se
atemperaron, se agitaron para homogeneizarlas y se tomé una cantidad de muestra
de 2 g, se midieron 3 submuestras.

El método de extraccion se bas6é en el QUEChERS modificado de la referencia
citada (Narong, 2013). A continuacion se describe el método utilizado:

Se pesaron 2 g de la muestra (material de referencia control negativo/blanco, sin
plaguicidas, blanco fortificado y MR de plaguicidas) en tubos de centrifuga; para el
blanco fortificado, se adicionaron los plaguicidas de interés (lambda cialotrina,
permetrina cis, permetrina trans y el estandar interno deltametrina) y a la muestra
se agrego la deltametrina; se adicionaron 15 ml de acetonitrilo y 5 mL de agua, se
espero unos minutos, se agito con el vortex hasta que se disolvieron las soluciones,
se sonicaron por 15 min y se centrifugaron por 15 min a 4 °C a 5 000 rpm, la parte
liquida se paso6 a un tubo al que se le adiciond 1 g de cloruro de sodio, se agito y
esperd a que se separaran las dos fases, se tomé la fase organica y se pasoé a otro
tubo para almacenarlo y posteriormente hacerle la limpieza. Mientras tanto al
sedimento de aguacate remanente se le afiadieron 10 ml de acetona para hacerle
una segunda extraccion, se agité nuevamente en el vortex, se sonicaron por 15 min,
se centrifugd, una vez obtenida la segunda extraccién, se paso el liquido al tubo
donde se colocé la parte de la fase organica y se almacené para hacerle la limpieza.
Al sedimento de aguacate nuevamente se le afnadieron 10 ml de acetona para
hacerle una tercera extraccion, se agitdo en el vortex, se sonicé por 15 min, se
centrifugd, una vez obtenida la tercera extraccion, se paso el liquido al tubo en el
que se almacenaron las dos extracciones anteriores, se homogenizaron usando un
vortex, se dejo reposar por 1 min y se le hizo el proceso de limpieza siguiente:

Se adicionaron los sorbentes comerciales para muestras grasas’, se agitd con
vortex, se centrifugo y la parte liquida se pasé a otro tubo con los sorbentes para

muestras con pigmentos?, se agitd con vortex, se centrifugd y se pasd por un
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acrodisco, se evaporo a 1 mL a 40 °C usando un evaporador con N2gas y se coloco
en un vial para su medicion por GC/MS/MS (Narong, 2013).

' Sorbentes para grasas QUECHhERS, contienen comercialmente lo siguiente:

600 mg de MgS04
200 mg PSA
200 mg C18

2 Sorbentes para pigmentos QUEChERS

600 mg de MgS04
200 mg PSA
200 mg GCB (carbon activado)

Desarrollo y optimizacion del método de extraccion de fase sélida.

Se desarrolld un nuevo método de extraccion para mejorar el porcentaje de
extraccion de los plaguicidas de interés debido a que el método QUEChERS
aplicado no satisfizo los requerimientos metrolégicos de 90 % para todos los
plaguicidas. Con este fin se llevé a cabo el proceso de extraccidon cambiando los
disolventes tanto de la primera, segunda y tercera extraccion, con la finalidad de
conocer bajo qué condiciones se obtenia un mayor porcentaje de recuperacion. El
proceso se realizd de la siguiente manera: Se pesaron 2 g de la muestra (material
de referencia control negativo/blanco (sin plaguicidas), blanco fortificado y MR de
plaguicidas en tubos de centrifuga; para la muestra fortificada se adicionaron los
plaguicidas de interés (lambda cialotrina, permetrina cis, permetrina trans y el
estandar interno deltametrina), para la muestra se adicion6 la deltametrina, se
adicionaron 15 ml de acetonitrilo* y 5 mL de agua, se esperd unos minutos, se agitd
con el vortex hasta que se disolvieron las soluciones, se sonicaron por 15 min y se
centrifugaron por 15 min a 4 °C a 5 000 rpm, la parte liquida se pasé a un tubo al
que se le adiciond 1 g de cloruro de sodio, se agito y esperd a que se separaran las

dos fases, se tom¢ la fase organica y se paso a otro tubo para hacer la limpieza.

43



La limpieza se hizo de la siguiente manera: Se adicionaron los sorbentes
comerciales para muestras grasas', se agitd con vortex, se centrifugé y la parte
liquida se pasé a otro tubo con los sorbentes para muestras con pigmentos?, se
agitd con vortex, se centrifugd y se pasd por un acrodisco, se evaporo hasta tener
1 mL del extracto, se coloco en el vial para su medicion por GC/MS/MS, se registrd
como 1a. extraccion.

Mientras tanto al sedimento de aguacate remanente se le afiadieron 10 ml de
acetona® para hacerle una segunda extraccion, se agitd nuevamente en el vortex,
se sonicd por 15 min, se centrifugd, una vez obtenida la segunda extraccion, se
paso el liquido a otro tubo y se le hizo el proceso de limpieza anteriormente
mencionado. Una vez limpio y evaporado se coloco en un vial para su medicion por
GC/MS/MS, se registrd como 2a. extraccion.

Al sedimento de aguacate nuevamente se le afadieron 10 ml de acetona* para
hacerle una tercera extraccion, se agité nuevamente en el vortex, se sonico por 15
min, se centrifugd, una vez obtenida la tercera extraccion, se pasé el liquido a otro
tubo y se le hizo el proceso de limpieza siguiente:

Se adicionaron los sorbentes comerciales para muestras grasas®, se agitd con
vortex, se centrifugo y la parte liquida se pasé a otro tubo con los sorbentes para
muestras con pigmentos?, se agitd con vortex, se centrifugd y se pasd por un
acrodisco, despueés se evaporo hasta tener 1 mL del extracto y se colocé en el vial

para su medicion por GC/MS/MS, se registré como 3a. extraccion.

Sorbentes para grasas QUEChERS, contienen comercialmente lo siguiente:

1200 mg de MgS04
400 mg PSA
400 mg C18

Sorbentes para pigmentos QUEChERS, contienen comercialmente lo siguiente:
1200 mg de MgS04

400 mg PSA

400 mg GCB (carbodn activado)

' Para la 1a. y 2a extraccion
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Sorbentes para grasas QUEChERS

600 mg de MgS04
200 mg PSA
200 mg C18

2 Sorbentes para pigmentos QUEChERS

600 mg de MgS04
200 mg PSA
200 mg GCB (carbon activado)

3a. y 4a. extraccion
3 Sorbentes para grasas QUEChERS

300 mg de MgS04
100 mg PSA
100 mg C18

4 Sorbentes para pigmentos QUEChERS

300 mg de MgS04
100 mg PSA
100 mg GCB (carbén activado)

*Este disolvente se cambia en el método de extraccion al realizar la optimizacion
del mismo, se utilizaron los disolventes que se encuentran en el cuadro 6 del punto
3.9.

7.5 Desarrollo de la metodologia para medir la fraccion de masa de los

plaguicidas en el candidato a material de referencia

La medicion de la fraccién de masa de los plaguicidas en el candidato a material de
referencia se realizé mediante la técnica de cromatografia de gases/espectrometria
de masas/masas, triple cuadrupolo.

Se utilizé un cromatégrafo de gases marca Agilent 7890 GC acoplado a un
espectrometro de masas Agilent modelo 7000 triple cuadrupolo MS, con fuente de

ionizacion de masas de impacto electrénico (IE), con extractor (alta sensibilidad) y
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un automuestreador Agilent 7693A muestreador liquido automatico (ALS) que
consta de un Backflushing unién ultima de purga controlado por un modulo de
control neumatico; se usé como gas acarreador helio y dos columnas Agilent HP-
5MS Ul. El espectrometro de masas fue operado en ionizacién de impacto
electronico, con una energia de ionizacion de 70 eV, a una temperatura en la fuente
de iones de 230 °C, temperatura del cuadrupolo de 150 °C, temperatura de la linea
de transferencia de 230 °C, retardo del solvente (Solvent delay) de 4.0 min, gas He
para enfriar con flujo de 2.25 mL/min, flujo de gas de colisién N2de 1.5 mL/min, con
un barrido total de 50 m/z a 350 m/z y un modo de adquisicion de monitoreo de
reaccion multiple (MRM) y amplia resolucion MS1/MS2.

El cromatografo de gases trabajé con dos columnas de 15 m x 250 pm x 0.25 pym,
de 0 °C a 350 °C, columna 1: flujo: 0.907 mL/min, presion: 8.3119 psi; columna 2:
flujo: 1.107 mL/min, presion: 2.3617 psi, temperatura del inyector de 280 ° C y un
programa en el horno de 60 °C, 1 min, 40 °C/min, 170 °C, 0 min, 10 °C/min, 310 °C,
3 min, con un tiempo de la corrida de 20.75 min y una post-corrida de 5.0 min a 310
°C, el volumen de inyeccién fue de 1 pL. Las concentraciones de cada compuesto
se determinaron al comparar las areas de los picos en las muestras con las de las
mezclas de plaguicidas de los estandares de concentracién conocida.

El analisis fue llevado a cabo con monitoreo de ion seleccionado (SIM), utilizando 3
iones precursores con sus respectivos iones producto.

Se prepararon disoluciones de los plaguicidas a aproximadamente 10 mg/kg usando
acetona como disolvente. Se realizé una curva de calibracién de 5 puntos, usando
el material de referencia control negativo/blanco adicionado con las disoluciones de
plaguicidas elaboradas previamente de lambda cialotrina, permetrina cis,
permetrina trans y como estandar interno deltametrina.

Las muestras fueron adicionadas con el estandar interno y extraidas con el método
anteriormente mencionado, se midieron en el cromatografo de gases/espectrometro
de masas/masas de la siguiente manera:

Cada vez que se hizo la medicidon se realizo el auto scan con el propdsito de que el
equipo fuera calibrado, utilizando el método de medicion de 20.75 minutos

anteriormente mencionado, bajo una secuencia donde primeramente se midié el
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disolvente acetona (2 veces), posteriormente dos muestras con 3 repeticiones cada
una, otras dos mediciones con acetona y asi sucesivamente hasta finalizar con las
mediciones de la acetona.

Se eligieron las abundancias de acuerdo a la biblioteca del equipo, corroborando

con estandares conocidos.

7.5.1 Preparacion de las disoluciones.

Se prepararon disoluciones madre de lambda cialotrina, permetrina cis y permetrina
trans a una concentracion calculada. El procedimiento de preparacién para éstas
fue el siguiente:

e Pesarun vial de 20 mL

e Pesar una cantidad calculada de plaguicida.

e Disolver con acetona.

e Pesarytomar la lectura final.

e Agitar la disolucion.

7.5.2 Preparacion de la curva de calibracion.

Las curvas de calibracion con las que se hicieron las mediciones del lote candidato
a material de referencia se prepararon en matriz, esto es, en el aguacate libre de
plaguicidas. La medicion de la fraccion de masa de la lambda cialotrina, permetrina
cis y permetrina trans se realiz6 por curva de calibracion con estandar interno

(deltametrina), usando la siguiente ecuacion:

rA, — B,

w, =( B, ) * W
Donde:
wa Fraccion de masa del plaguicida en la muestra.
rAm Relacién de respuesta o area del analito de interés y el
estandar interno (Am/AEI).
Bo Ordenada al origen.
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B1 Pendiente de la funcién de calibracion.

wEl Concentracidn (fraccion de masa) del estandar interno.

La curva de calibracién se prepar6é en matriz, usando aguacate liofilizado libre de
plaguicidas, adicionado con la cantidad calculada de las disoluciones de los
plaguicidas de interés. El procedimiento para cada nivel de la curva de calibracion
fue el siguiente:

e Pesar un tubo de centrifuga de 50 mL limpio y seco.

e Pesar 2 g de aguacate libre de plaguicidas y agregar la cantidad de disolucion
madre de lambda cialotrina, permetrina cis y permetrina trans de acuerdo al
nivel de la curva.

e Agregar la disolucion de El.

e Hacer la extraccion con el procedimiento ya descrito.

e Los extractos obtenidos se inyectan en el cromatografo.

7.6 Obtencion de un candidato a material de referencia

Se prepararon dos candidatos a materiales de referencia, uno libre de plaguicidas y
otro con una mezcla de plaguicidas, en el que se expusieron a plaguicidas los
arboles de aguacate para lograr tener la seguridad de que el fruto de aguacate
contendria los plaguicidas de interés tales como: acefato, metamidofos, dimetoato,
malation, metil paratién, lambda cialotrina, permetrina (cis y trans) y carbendazim.
Para mantenerlos estables se eliminé el agua por el proceso de liofilizacion; para
lograr su homogeneizacion el aguacate liofilizado se moli6é y tamizé a un tamafio de
particula de aproximadamente 300 pm, se subdividi6 para lograr tenerlo

homogéneo, se envasaron y empacaron al vacio.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Exposicion de plantas de aguacate a plaguicidas

Para este trabajo utilizamos 17 arboles de aguacate expuestos a plaguicidas,
ademas de los que se utilizaron para elaborar el control negativo/blanco. Los arboles
se expusieron a los siguientes plaguicidas: acefato, metamidofos, paratién, lambda
cialotrina, malation, carbendazim, dimetoato y permectrina, simulando la practica de
los productores. Los frutos se cosecharon y se llevaron al CENAM para su

procesamiento.
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Cuadro 11.- Caracteristicas de los plaguicidas utilizados para preparar las disoluciones para la dosificacion.

Plaguicidas Caracteristicas del plaguicida
Nombre Nombre Composicion Ingrediente activo, Presentacion Unidades
técnico comercial (% en peso) equivalente a requeridas
Acefato Orthene ultra 97.0 970 g de I.A./kg Bolsa de 1 kg en 2
(Pellets) pellets
Permetrina Ambush 34 33.66 500 g de I.A./kg Botellade 1L, 2
concentrado
emulsionable
Metamidofos Mattafox 600 50 600 g de .A./L. Botella de 1 L, 2
LM liquido miscible
Lambda- Kendo 6.5 CE 6.50 70 gde LLAJ/L. Botella de 1L, 2
cialotrina concentrado
emulsionable
Paration Foliol 40.0 450 g de LLA./L Botella de 1 L, 2
metilico microencapsu-
lado
Dimetoato Perfekthion 3.40 400 g de l.A/L. Botellade 1L, 2
concentrado
emulsionable
Malation, Malation 1000 83.70 1000 gde lLA/L. Botella de 1 L, 2
concentrado
emulsionable
Carbendazim Derosal 43.0 511 g de I.A./kg. Botella de 1L, 2
suspension
acuosa
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La identificacion de los plaguicidas adicionados se mostré en los cuadros 8 y 9.
En el siguiente cuadro se pueden observar la relacion de los arboles expuestos a

plaguicidas, el periodo en el que se aplicaron y el numero de aplicaciones.

Cuadro 12.- Relacion de arboles expuestos a plaguicidas semanalmente para
tener una mezcla.

Caédigo No. de arbol Periodo Aplicaciones
1m 10 9/07/2013 al 2/11/2013 14
2m 6 9/07/2013 al 14/12/2013 13
3m 8 9/07/2013 al 7/12/2013 17
4m 12 9/07/2013 al 14/12/2013 19
5m 15 9/07/2013 al 14/12/2013 19
6m 4 25/06/2013 al 14/12/2013 20

8.2 Seleccion de los frutos expuestos para la determinaciéon del nivel de

exposicion a plaguicidas, de acuerdo a los criterios de maduracién.

Se seleccionaron los frutos de acuerdo a su nivel de madurez, se eligieron aquellos
que tuvieron una consistencia firme (ligeramente verdes) y un tamafo de
aproximadamente 150 g, se colocaron en una rejilla de plastico, se identificd con el
numero del arbol y el plaguicida o la mezcla de plaguicidas que se aplicaron y se
transportaron al CENAM para su procesamiento. Una vez en el CENAM, se espero
hasta lograr una madurez firme en los aguacates, no se lavaron para evitar eliminar
los plaguicidas que se encontraban en la cascara, se partieron en rodajas, se les

quito el hueso o la semilla y se trituraron en un procesador de alimentos.
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Figura 8.- eleccién de aguacates, corte y triturado de éstos.

8.3 Obtenciéon de un lote homogéneo de las muestras de aguacate liofilizado.

8.3.1 Identificacion de las mejores condiciones de liofilizaciéon, vacio,
temperatura y tiempo.

Se realizaron diferentes experimentos utilizando el fruto control negativo/blanco, con
la finalidad de obtener las mejores condiciones de liofilizacion, éstas fueron las

siguientes:
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Cuadro 13.- Condiciones del programa de liofilizacion.

o Tiempo Vacio
Etapa Temperatura °C (min) R/M (mtorr)
Etapa de .40 120 M

tratamiento térmico
Fases de congelacion, condensacion y vacio

Congelacién -40
Tiempo adicional
. 5

(min)

Condensador -45

Vacio (mtorr) 250

Etapas del ciclo de secado
1 -40 360 M 250
2 -20 420 M 200
3 20 1200 R 100
4 20 420 M 100

Secado secundario

Programacion
! 30

secundaria

Programacién del post calentamiento

Temperatura (°C) | 30 | 1000 | | 100

M= mantenido
R= rampa

Tiempo total del proceso

3820 Minutos
63.6 Horas

En la figura 9 se muestra el rendimiento del producto liofilizado en ambos materiales

de referencia candidatos y en la figura 10 se aprecia el producto liofilizado.
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Rendimiento de producto liofilizado
en % de materia seca

32.00% -

30.08 %
30.00% -
28.00% - 26.22 %
24.00% - — :
Blanco Matriz

Figura 9.- Eficiencia del proceso de liofilizacion en porciento de materia seca.

Figura 10.- Proceso de liofilizacién.

8.3.2 Identificacion de las mejores condiciones de molienda del fruto
aguacate.

La malla con los cuales el producto no se aglomero, fue la de 1 000 ym, a 800 rpm.
Bajo estas condiciones se obtuvo una consistencia adecuada del producto.

8.3.3 Molienda de frutos de aguacate con base a las mejores condiciones.

Se obtuvo la eficiencia del molido, tomando en consideracion la cantidad de muestra
que se obtuvo después de la molienda entre la cantidad de muestra antes de

molerse, por 100.
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Eficiencia de la molienda del aguacate
97.00% - 96.60 %

96.00% -
95.00% -
94.00% -
93.00% - 92.38%
92.00% -
91.00% -

90.00% - T

Blanco Matriz

Figura 11.- Eficiencia del proceso de la molienda en porciento de materia seca.

Figura 12.- Molienda del aguacate.

8.3.4 Determinacion del nivel de tamizado de las muestras molidas de frutos
de aguacate.

De acuerdo al producto tamizado se aprecia que en la malla de 1 000 pym se retiene
la cascara del aguacate, la malla de 500 pym retiene una mezcla de cascara y

aguacate, la malla de 250 um el aguacate es mas fino (el mas aceptable) y < 250
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Mm logré pasar poca muestra, pero es mucho mas fina. El tamano de particula ideal

oscila entre un tamafio de particula de 250 ym.

Eficiencia del Tamizado

99.00% -~
98.50% -
98.00% -
97.50% -
97.00% -
96.50% -
96.00% -
95.50% -
95.00% -
94.50% -

Blanco Matriz

Figura 13.- Eficiencia del proceso de tamizado en porciento de materia seca.

% de producto tamizado en cada malla
70.00% - 64.36 %

0, -
60.00% 52.99 9%

50.00% -

40.00% 1 M Blanco
30.00% 2191 % 22.75%
Al M Matriz

16.92 % 17.92 %

20.00% -

10.00% -
0.80%

0.00% -

% 1000 pum % 500 um % 250 um % <250 um

Figura 14.- Eficiencia del proceso de tamizado de los dos MR, blanco y matriz, en
cada malla.
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Figura 15.- Mallas de diferentes tamafos para el tamizado.

8.3.5 Homogenizacion de las muestras de fruto de aguacates, molido y
tamizado.

El proceso de subdivisiéon se realizé usando el equipo Riffler que se muestra en la

figura 16.

Figura 16.- Subdivision u homogenizacién del aguacate.
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8.3.6 Obtencion de un lote homogéneo de fruto de aguacate.

La eficiencia total del proceso de preparacion de los materiales de referencia se

muestra en la figura 17.

Eficiencia total del proceso en %
20.00 - 17.95

15.00

1

12.77

10.00 - .
m Eficiencia %

5.00 -

0.00 -
Blanco Mezcla 6

Figura 17.- Eficiencia total del proceso de preparacion de los materiales de
referencia.

8.3.6.1 Envasado del material de referencia

En la figura 18 se muestra el envasado del producto, el total de frascos envasados
de los 2 materiales de referencia fueron los siguientes: 150 frascos del blanco, 263

frascos de la mezcla de plaguicidas.

Figura 18.- Envasado, sellado y etiquetado del producto.
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8.3.6.2 Empacado del lote

Se empacaron al vacio y se coloco la etiqueta afuera del frasco para su facil

identificacion.

Figura 19.- Empacado al vacio.

8.3.6.3 Medicion de la humedad

El % de humedad promedio en funcién del tiempo de los materiales de referencia
DMR-516a Plaguicidas en aguacate y DMR-523a Aguacate libre de plaguicidas,

se puede apreciar en la figura 20.

- % Humedad en funcion del tiempo

2.30

2.10 e DMR-516a

1.90 DMR-523a

1.70 /

1.50

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
Tiempo (dias)

% Humedad determinado

Figura 20.- % de humedad de los materiales de referencia DMR-516a y DMR-
523a.
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Cuadro 14.- Datos del % de humedad de los MR DMR-516a y DMR-523a.

MR DMR-516a MR DMR-523a
Tiempode o ymedad Tiempo de % Humedad
medicion promedio . medicion .
(dias) promedio promedio (dias) promedio
7.06 1.5201 6.01 1.95
11.22 1.7336 9.02 2.25
17.43 1.7653 14.04 2.36
25.26 1.7874 18.39 2.42
32.75 1.7971 23.09 244
40.79 1.8019 28.02 2.44
40.79 1.80 30.08 244

8.3.6.4 Medicion de la distribucion del tamano de particula
8.3.6.4.1 DMR-516a Plaguicidas en aguacate liofilizado.

En las tres graficas siguientes se observa la distribucion del tamano de las particulas
en las 3 muestras analizadas y la distribucion del tamafio de particula del material

de referencia candidato de plaguicidas.

Histograma y Acumulado PLAGLO36 Histograma y Acumulado PLAGL135
Histogramay Acumulado PLAGL2G3

20 vy ¥olume % 100 20 Volume % 100

20, Volume % 100

90

.0
1000 1000.0

Partice Diameter (um.) Partice Diameter (um.) Partice Diameter (um)

Figura 21.- Distribucion del tamafio de particula del DRM-516a Plaguicidas en
aguacate liofilizado.
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Cuadro 15.- Distribucion del tamafio de particula del DRM-516a Plaguicidas en

aguacate liofilizado.

No de botella | Moda [pum] | d(v, 0.1) [um] | d(v, 0.5) [um] | d(v, 0.9) [um]
DMR 516a/036 |  224.79 24.39 153.72 405.53
DMR 516a/135 |  222.73 24.77 153.95 401.46
DMR 516a/263 |  227.21 21.82 145.74 408.55

8.3.6.4.2 DMR-523a Aguacate libre de plaguicidas.

En las tres graficas siguientes se observa la distribucion del tamafo de las particulas

en las tres 3 muestras analizadas y la distribucion del tamano de particula del

material de referencia candidato libre de plaguicidas.

Histograma y Acumulado Aguli0ss

Volume %

00

Partide Diameter (pm)

Histograma y Acumulado Aguli0o?

100 1000

Parficke Diameter (pm.)

10000

100

8

8 &8 & &8 8

3

=)
=

00 1000 10000

Partice Dameter (um.)

Figura 22.- Distribucion del tamaino de particula del DRM-523a Aguacate libre de

plaguicidas.
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Cuadro 16.- Distribucion del tamano de particula del DRM-523a Aguacate libre de

plaguicidas.
No de botella | Moda [um] | d(v, 0.1) [um] | d(v, 0.5) [um] | d(v, 0.9) [pum]
DMR 523a/007 286.26 27.48 176.90 462.06
DMR 523a/065 244.00 23.45 151.09 379.75
DMR 523a/150 279.59 26.56 173.22 467.34

8.3.6.5 Medicion de la densidad

La densidad del material de referencia DMR-523a fue de 330 kg/m3, ésta fue
obtenida midiendo la masa y el volumen del aguacate que no contenia plaguicidas,

en la Direccion de Metrologia Mecanica del CENAM.

8.4 Desarrollo de una metodologia para la extraccién de los plaguicidas en

aguacate.

Se realizaron diferentes experimentos utilizando distintos disolventes durante las
etapas de extraccion, con el propdsito de encontrar con cual disolvente se extraen
en mayor porcentaje los plaguicidas de interés. Como se puede apreciar en el
cuadro 17 usando acetonitrilo en la primera extraccion, acetona en la 22. extraccion
y acetona en la 32. extraccion se obtienen las recuperaciones mas altas de los 3
plaguicidas de interés. También se realizaron los analisis usando el blanco

fortificado (cuadro 18) y la muestra (cuadro 19).
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Cuadro 17.-. Disolventes usados en el proceso de extraccion para validar la recuperacion.

Procedimiento de extraccion Quechers modificado (Narong, 2013)

Ensayo/Extracciéon Primer ensayo Segundo ensayo Tercer ensayo Cuarto ensayo
Primera Acetonitrilo + acido Acetonitrilo + (acido Acetonitrilo, lavado Acetonitrilo
aceético 1 % acético 1 %):Agua con 2 mL la fase
(1:1) inorganica
Segunda Acetonitrilo Acetonitrilo Acetonitrilo Hexano: Acetona (1:1)
Tercera Acetonitrilo Etanol Etanol Acetona

Procedimiento de extraccion Quechers modificado (Narong, 2013)

Ensayo/Extraccion

Quinto ensayo

Sexto ensayo

Séptimo ensayo

Primera Acetonitrilo Acetonitrilo Acetonitrilo

Segunda Hexano: Acetona Acetona
Acetona (1:4)

Tercera Acetona Acetona Acetona
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Cuadro 18.-. % de recuperacion de las extracciones en el blanco fortificado.

64

Experimento Primero Segundo Tercero Cuarto
Extraccion/plaguicida 12 22 32. 12 22 32. 12, 22, 32. 12. 22, 32.
Lambda cialotrina 26.5 | 41.7 | 30.8 | 15.1 64.7 |20.2| 574 | 17.0 | 255 | 88.8 5.5 5.6
Permetrina Cis 26.3 | 429 | 30.8 | 1.3 46.8 | 52.0| 9.0 | 744 | 16,6 | 254 | 37.7 37.0
Permetrina Trans 0 0 0 15.7 326 (516 | 403 | 264 | 33.3 | 65.8 0.0 34.2
Experimento Quinto Sexto Séptimo
Extraccion/plaguicida 12 22, 3. 12 22 32. 12 22 32.

Lambda cialotrina 81.4 16.9 1.7 3.8 92.9 3.3 0.1 99.9 0
Permetrina Cis 23.3 76.7 0.0 24.8 73.8 1.5 62.2 37.8 0
Permetrina Trans 76.4 23.6 0.0 100 0 0 100 0 0




Cuadro 19.-. % de recuperacion de las extracciones en el material de referencia de plaguicidas.
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Experimento Primero Segundo Tercero Cuarto
Extraccién/plaguicida 12. 22, 32 12, 22, 32 12, 22, 32 12. 22, 32
Lambda cialotrina 28.5 32 36.6 | 60.6 255 | 139 0 674 | 326 | 91.0 0.77 8.2
Permetrina Cis 28.7 | 325 | 388 | 51.3 18.0 |29.6 0 56.6 | 43.4 | 46.6 0.0 53.4
Permetrina Trans 0 100 0 75 0 25.0 0 739 | 26.0 0.0 42.2 57.8
Experimento Quinto Sexto Séptimo
Extraccién/plaguicida 12. 22, 32. 12, 22, 32 12, 22, 32

Lambda cialotrina 20.0 20.0 60.0 | 795 | 20.5 0 69.1 30.9 0
Permetrina Cis 26.7 26.7 46.6 100 0 0 88.3 11.7 0
Permetrina Trans 50 50 0 0 100 0 19.4 80.6 0




8.5 Desarrollo de la metodologia para medir la fraccion de masa de los
plaguicidas en el candidato a material de referencia

Se obtuvieron tres pares de iones de cada uno de los plaguicidas y se eligi6 el par
de iones con el cual se cuantificd, éstos fueron los que estan marcados en color

obscuro.

Cuadro 20.-. Pares de iones de los plaguicidas objetivo.

Plaguicidas Tiempo de Qo Q1 Q2
retencion

Deltametrina 17.93 181-152.1 250.7-172 252.9-93
L- cialotrina 14.77 208-181 197-141 181.1-152
Permetrina | 15.48 183.1-168.1 183.1-165.1 183.1-153.1
(Cis)
Permetrina |l 15.60 182.9-155.1 182.9-168.1 162.9-91.1
(Trans)

Los plaguicidas objetivo fueron analizados usando el GC-MS-MS triple cuadrupolo,

como se aprecia en el método.

8.5.1 Preparacion de las disoluciones.

8.5.1.1 Disoluciones madre de plaguicidas.

Se prepararon las siguientes disoluciones a partir de las cuales se fortificaron las
muestras de aguacate.

Lambda cialotrina.- se pesaron 0.200 mg de una pureza del 99.5 % en 15.8 g de
acetona, esta solucion quedd a 12.78 mg/kg.

Permetrina cis.- se pesaron 0.336 mg de una pureza del 99.5 % en 15.67 g de
acetona, esta solucion quedo a 21.32 mg/kg.

Permetrina trans.- se pesaron 0.227 mg de una pureza del 99 % en 15.67 g de

acetona, esta solucion quedd a 12.78 mg/kg.
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Estandar interno Deltametrina.- se pesaron 0.160 mg de una pureza del 99.7 % en
15.91 g de acetona, esta solucion quedo a 10.14 mg/kg.

8.5.1.2 Curva de calibracion.

Se utilizaron 2 g del MR libre de plaguicidas adicionado con los siguientes
compuestos:

Nivel 1.- se tomaron 0.0035 mg de la disolucion de 12.78 mg/kg de lambda cialotrina,
0.010 mg de la disolucién de 21.32 mg/kg de permetrina cis, 0.015 mg de la
disolucién de 12.78 mg/kg de permetrina trans y se colocaron en 2 g de la muestra.
Se le adicion6 ademas 0.2124 mg de la disolucién de 10.14 mg/kg del estandar
interno (El) de deltametrina. Esta disolucion quedo de 0.023 mg/kg de lambda
cialotrina, 0.111 de permetrina cis, 0.110 de permetrina trans y 1.068 mg/kg del EI.
Nivel 2.- se tomaron 0.0046 mg de la disolucion de 12.78 mg/kg de lambda cialotrina,
0.014 mg de la disolucién de 21.32 mg/kg de permetrina cis, 0.033 mg de la
disolucion de 12.78 mg/kg de permetrina trans y se colocaron en 2 g de la muestra.
Se le adicion6 ademas 0.2169 mg de la disolucion de 10.14 mg/kg del estandar
interno (El) de deltametrina. Esta disolucion quedé de 0.03 mg/kg de lambda
cialotrina, 0.15 de permetrina cis, 0.24 de permetrina trans y 1.10 mg/kg del EI.
Nivel 3.- se tomaron 0.006 mg de la disolucion de 12.78 mg/kg de lambda cialotrina,
0.020 mg de la disolucion de 21.32 mg/kg de permetrina cis 0.041 mg de la
disolucién de 12.78 mg/kg de permetrina trans y se colocaron en 2 g de la muestra.
Se le adicion6 ademas 0.2152 g de la disolucion de 10.14 mg/kg del estandar interno
(El) de deltametrina. Esta disolucién quedo de 0.04 mg/kg de lambda cialotrina, 0.21
de permetrina cis, 0.30 de permetrina trans y 1.09 mg/kg del El.

Nivel 4.- se tomaron 0.0079 mg de la disolucion de 12.78 mg/kg de lambda cialotrina,
0.024 mg de la disolucién de 21.32 mg/kg de permetrina cis, 0.057 mg de la
disolucién de 12.78 mg/kg de permetrina trans y se colocaron en 2 g de la muestra.
Se le adicion6 ademas 0.2153 g de la disolucion de 10.14 mg/kg del estandar interno
(El) de deltametrina. Esta disolucion quedd de 0.05 mg/kg de lambda cialotrina, 0.26
de permetrina cis, 0.410 de permetrina trans y 1.09 mg/kg del EI.
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Nivel 5.- se tomaron 0.009 mg de la disolucion de 12.78 mg/kg de lambda cialotrina,
0.033 mg de la disolucién de 21.32 mg/kg de permetrina cis, 0.072 mg de la
disolucién de 12.78 mg/kg de permetrina trans y se colocaron en 2 g de la muestra.
Se le adicion6 ademas 0.2143 g de la disolucion de 10.14 mg/kg del estandar interno
(El) de deltametrina. Esta disolucion quedd de 0.06 mg/kg de lambda cialotrina, 0.36
de permetrina cis, 0.52 de permetrina trans y 1.09 mg/kg del El.

Las curvas obtenidas se muestran a continuacion:

Para lambda cialotrina se obtuvo la siguiente curva.

Lambda cialotrina

1.4000

y =30.827x - 0.5316
1.2000 R?=0.9951

1.0000

0.8000

RA*EI

0.6000

0.4000

0.2000

0.0100 0.0200 0.0300 0.0400 0.0500 0.0600 0.0700

Fraccién de masa de la lambda cialotrina en ng/g

Figura 23.- Grafico de la curva de calibracién de lambda cialotrina.
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Para la cuantificacion de permetrina cis se realizo la siguiente curva:

Permetrina cis
4.5000

y =13.374x-0.7213
RZ=1

4.0000
3.5000
3.0000

I 2.5000

P

& 2.0000
1.5000

1.0000

0.5000

0.0500 0.1000 0.1500 0.2000 0.2500 0.3000 0.3500 0.4000

Fraccién de masa de la permetrina cis en ng/g

Figura 24.- Grafico de la curva de calibracion de la permetrina cis.

Para la cuantificacion de permetrina trans se realizo la siguiente curva:

Permetrina trans
4.5000
R2=0.9924

3.5000

3.0000
& 2.5000
<
& 2.0000

1.5000

1.0000

0.5000

0.1000 0.2000 0.3000 0.4000 0.5000 0.6000
Fraccion de masa de la permetrina trans en ng/g

Figura 25.- Grafico de la curva de calibracion de permetrina trans.
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8.5.2 Resultados de la fraccion de masa de los mensurandos en las muestras.

Los resultados de la fraccion de masa de los mensurandos en el material de

referencia candidato de plaguicidas se encuentran en los cuadros 21, 22 y 23.

Cuadro 21.- Fraccion de masa de lambda cialotrina en las muestras (ng/g).

Fraccion de masa de lambda cialotrina en ng/g
Muestra Submuestras =
1 2 3 Promedio ;:t"' CV %
026 53.1985 61.6456 85.5895 66.8112 16.8020| 25.15
200 54.1330 71.2580 62.2264 62.5392 8.5668 | 13.70
251 61.3203 68.6648 64.6115 64.8656 3.6788| 5.67
Promedio | 56.2173 67.1895 70.8091 64.7386 7.5984| 11.74
Cuadro 22 .- Fraccion de masa de permetrina cis en las muestras (ng/g).
Fraccion de masa de la permetrina cis en ng/g
Submuestras
Muestra Desv
1 2 3 Promedio Est ) CV%
026 183.6002 |218.5770 252.8319 218.3363 [34.6165|15.85
200 198.5352 |262.8774 212.3706 224 5944 |33.8680 |15.08
251 233.4663 [239.0144 232.3889 234.9565 |3.5553 |1.51
Promedio [205.2006 |240.1562 232.5305 225.9624 [18.3801 (8.13
Cuadro 23.- Fraccion de masa de permetrina trans en las muestras (ng/g).
Fraccion de masa de permetrina trans en ng/g
Muestra Submuestras .
1 2 3 Promedio ;:t"' CV %
026 334.9396 | 429.5025 514.2416 | 426.2279 | 89.6958| 21.04
200 339.7729 | 534.4103 436.6247 | 436.9360 | 97.3191| 22.27
251 499.7972 | 510.5476 466.5037 | 492.2828 | 22.9633| 4.66
Promedio |391.5032| 491.4868 472.4567 | 451.8156 | 53.0916| 11.75
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Analisis de varianza de un factor
de la lambda cialotrina

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Fila 1 3 200.433617 66.8112057 282.305578
Fila 2 3 187.617471 62.539157 73.3896996
Fila 3 3 194.59667 64.8655568 13.5337145
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Promedio de

las Suma de Grados de los Valor critico

variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 27.4480864 2 13.7240432 0.11150839 0.89629472 5.14325285
Dentro de
los grupos 738.457984 6 123.076331
Total 765.906071 8

Analisis de varianza de un factor
de la permetrina cis

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Fila 1 3 655.00903 218.336343 1198.30286
Fila 2 3 673.783259 224.59442 1147.04403
Fila 3 3  704.869573 234.956524 12.639854
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Promedio de

las Suma de Grados de los Valor critico

variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos 422.767151 2 211.383575 0.26893736 0.77293677 5.14325285
Dentro de
los grupos 4715.97349 6 785.995582
Total 5138.74064 8

71



Analisis de varianza de un factor para la permetrina trans

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 3 1278.68367 426.227891 8045.34386
Fila 2 3 1310.80795  436.935982 9470.99823
Fila 3 3 1476.84853  492.282843 527.314867

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Valor
las Suma de Grados de  Promedio de critico para
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados F Probabilidad F
Entre
grupos 7541.19482 2 3770.59741 0.6269124 0.56591677 5.14325285
Dentro de
los grupos 36087.3139 6 6014.55232
Total 43628.5087 8

Observando los resultados del analisis de varianza de un factor, no hubo diferencia
significativa entre los grupos, (F calculada < F critica), en ninguno de los plaguicidas,

por lo tanto el lote es homogéneo.

72



Como se puede apreciar en la figura 26, se ve un cromatograma del material de

referencia de plaguicidas.

x108 +EI TIC MRM (™ -> =) 23-06-20150011.d

1124

114
1.08+
1.064
1.044
1.024

0.84+ Permgtrina ci
i

Permetrina trans

0084 Lambda cialotrina

0.044
0.02+4
04

84 85 88 9 92 94 96 98 10 102104 106 108 11 112 114 116 118 12 122174 126 128 13 132134 136 138 14 142 144 146148 156 152 154 156 158 16 162 164 166 168
Counts vs Acquisition Time (min)

Figura 26.- Cromatograma del MR de plaguicidas en la matriz de aguacate.
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En la siguiente figura se aprecian los cromatogramas donde se encuentra el pico de

la lambda cialotrina, el de la parte de arriba corresponde al material de referencia

de plaguicidas

del frasco 026 y el cromatograma de abajo es de la curva de

calibracion del punto 3 o punto medio.
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Figura 27.- Cromatograma de la lambda cialotrina.
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En las siguientes figuras se pueden apreciar los cromatogramas de la permetrina,

ambas permetrinas cis y trans contienen los dos picos. El primer pico corresponde

a la permetrina cis y el segundo a la trans en cada uno de los cromatogramas.
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284
264
244
224

24
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1.6
144
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1
08

Cpd 2: Permethrin |: +EI MRM CID@&15.0 (182.1 -» 153.1) 23-06-20150011.0 Material de referencia 026

15.579

15.458
Permetrina cis

/

Counts vs. Time (min)
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72
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15642
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Figura 28.- Cromatograma de la permetrina cis.
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Figura 29.- Cromatograma de la permetrina trans.
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8.6. DISCUSION

(Yuanxun, 1998) lograron producir un candidato a material de referencia usando el
meétodo de secado de liofilizacion con un tamano de particula de 22 ym, lo cual es
muy conveniente, ellos lo hicieron en higado de res y utilizando un molino muy
efectivo. Se notd que a un tamafo de particula menor la consistencia del aguacate
no fue la mas adecuada, era muy pastosa. El tamafio de particula logrado para los
materiales de referencia candidatos fue menor a 300 pm.

Se prepararon dos candidatos a materiales de referencia a partir de frutos de
aguacate que fueron expuestos a plaguicidas (material de referencia de plaguicidas)
y otro libre de plaguicidas (blanco). En este trabajo se presentaron las etapas
realizadas para preparar el candidato a material de referencia de plaguicidas en
aguacate y se desarroll6 la metodologia de extraccion y de medicion de los mismos.
Al final del proceso de elaboracion se obtuvieron dos materiales liofilizados con
tamano de particula menor a 300 um. Debido a que este tipo de matriz contiene un
alto contenido de grasa, esto no permitié obtener un material de referencia de un
tamano de particula menor a 150 um.

El rendimiento total del procesamiento del candidato a material de referencia de
plaguicidas obtenido fue del 17.8 % y del MR libre de plaguicidas o blanco del 12.8
%, lo cual se considera apropiado para este tipo de matrices, considerando que el
aguacate contiene aproximadamente 74 % de agua y 15 % de grasa. El porcentaje
de materia seca obtenido en el material de referencia libre de plaguicidas (blanco)
fue del 26 % y del material de referencia de plaguicidas del 30 %.

Se logré implementar la metodologia para extraer los plaguicidas siguientes: lambda
cialotrina, permetrina cis y trans, usando el método QUEChERS modificado y los
disolventes de extraccion siguientes: el acetonitrilo en la primera extraccion, la
acetona en la 2a. extraccion y acetona en la 3a. extraccion, con ello se obtuvieron
las mas altas recuperaciones. El método de medicion se realizd utilizando el
cromatégrafo de gases/espectdmetro de masas de triple cuadrupolo utilizando
curva de calibracidn con estandar interno de deltametrina bajo las siguientes

condiciones: Para el cromatégrafo de gases se trabajo con dos columnas de 15 m
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x 250 ym x 0.25 ym, de 0 °C a 350 °C, columna 1: flujo: 0.907 mL/min, presién:
8.3119 psi; columna 2: flujo: 1.107 mL/min, presion: 2.3617 psi, temperatura del
inyector de 280 °C y un programa en el horno de 60 °C, 1 min, 40 °C/min, 170 °C, 0
min, 10 °C/min, 310 °C, 3 min, con un tiempo de la corrida de 20.75 min y una post-
corrida de 5.0 min a 310 °C, el volumen de inyeccion fue de 1 L.

El EM fue operado en ionizacion de impacto electronico, con una energia de
ionizacion de 70 eV, a una temperatura en la fuente de iones de 230 °C, temperatura
del cuadrupolo de 150 °C, temperatura de la linea de transferencia de 230 °C,
retardo del solvente de 4.0 min, gas He para enfriar con flujo de 2.25 mL/min, N2
como gas en la celda de colision a un flujo de 1.5 mL/min, con un barrido total de 50
m/z a 350 m/z y un modo de adquisicion de monitoreo de reaccion multiple (MRM).
El contenido promedio de lambda cialotrina del material de plaguicidas fue de 64.74
ng/g con una desviacion estandar de 7.6 ng/g y un coeficiente de variacion del 11.74
%, para la permetrina cis fue de 225.96 ng/g, una desviacion estandar de 18.38 ng/g
y un coeficiente de variacion de 8.13 % y para la permetrina trans fue de 451.82
ng/g, una desviacion estandar de 53.09 ng/g y un coeficiente de variacién de 11.75
%.

IX. CONCLUSIONES

Una de las etapas mas complejas de la produccion de un candidato a material de
referencia de acuerdo a la normativa internacional es la preparacion, que implica
desde la seleccidn de la materia prima hasta la conservacion para su uso definitivo.
El material de referencia preparado se hizo exponiendo los arboles de aguacate a
plaguicidas, esto fue adecuado ya que el candidato a material de referencia contuvo
los plaguicidas objetivo lambda cialotrina, permetrina cis y trans, es homogeneo y

se ha mantenido estable por alrededor de dos anos.

Se desarrollaron las metodologias de extraccion y de medicion con las cuales se
podran medir los plaguicidas de una manera eficiente y con un alto grado de

recuperacion que permitiran el analisis en niveles bajos de plaguicidas exigidos por
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la legislacion y lo mas importante poder detectar contenidos de plaguicidas

confiables para apoyar en la inocuidad alimentaria.

Las concentraciones de lambda cialotrina, permetrina cis y trans que contienen los
materiales de referencia candidatos son adecuadas para el propdsito de uso, ya que
los niveles de dichos plaguicidas son comparables a las normativas internacionales,
por debajo de los limites maximos que dictan las normas de USA, México, Canada

y Japon, no asi la de la Union Europea.

Los dos candidatos a materiales de referencia, uno libre de plaguicidas (control
negativo o blanco) y otro material de referencia de plaguicidas, serviran como
materiales de referencia de control, una vez que sean certificados, con los cuales

los laboratorios analiticos podran compararse y proporcionar resultados confiables.

X. PERSPECTIVAS

De acuerdo a la metodologia de extraccion y de medicion desarrolladas, se
realizaran las pruebas de estabilidad y continuar validando los métodos, asi como
certificar los dos materiales de referencia.

Estos seran certificados por primera vez en México y mundialmente, ya que no

existen MR en la matriz de aguacate que se hayan certificado en plaguicidas.
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Cuadro 24.- Plaguicidas adicionados a los arboles de aguacate y su clasificacion.

Plaguicida Presentacién Cultivo Plaga Dosis Dosis Recomendaciones
adquirida para 20 L
Acefato Orthene Ultra - 2 aplicaciones al follaje por
(Pellets) aspersion al detectar plagas.
composicion: Aguacater - Este producto es toxico a
97.0 % en peso , (0.6-1.0) | (60 — peces, aves, crustaceos,
. o] Trips . .
Equivalente a (45) kg/ha 100) g animales silvestres y a las
970 g de I.A./kg abejas.
- No mezclar con productos
de reaccion alcalina.
Permetrina Ambush 34 Aguacater 4 mL - Aplicar de (200-600) litros
(concentrado o] . de agua por ha, utilizando
emulsionable) (14) Gusano confeti (200 - aspersores de mochila o de
Composicion: 300) tractor.
33.66 % en mL/100 - Repetir de ser necesario
peso OLde cada 5 dias o mas.
Equivalente a : agua - No se aplique cuando el
70gde LA /L Ir\1/lc|)jnaador de la cultivo esté en flor o las
abejas libando.
- Aplicacion por aspersion al
follaje.
Metamidofos Mattafox 600 Berenjena | Gusano falso 1.0 LUh 200 mL - Diluir en no menos de 100 L
: : a o
LM 14 medidor de agua /ha en aplicacién
(Liquido Gusano 1.0 L/ha con mochila.
miscible) soldado ' - No mezclar con productos
Composicion: G del (1.0- 300 mL | de reaccién alcalina.
50 % en peso usano de 1.5) - Aplicacién por aspersion al
Equivalente a fruto L/ha follaje.
600 g de I.A/L (1.0-
Pulgdén mizus | 1.5)
L/ha
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Lambda Kendo 6.5 CE Aguacater | Acaro café (0.4-0.6) | (40-60) - No aplique en cultivos en
cialotrina (Concentrado o] L/ha mL flor o cuando las abejas
emulsionable) (14) estén libando.
Composicion: - Apoca de aplicacién: en
6.50 % en peso fructificacion.
Equivalente a - Aplicacién por aspersion al
70gde LA /L follaje.
Metil paratiéon Folial Calabaza | Chicharritas, - Con aspersor manual se
(Microencapsula | (21) pulgones, usan de 200 L a 400 L de
(1.0-
do) gusano 15) (100- agua/ha.
Composicion: trozador y L}ha 150) mL | - No se mezcle con
40.0 % en peso barrenadores compuesto de fuerte reaccion
Equivalente a de guias. trips alcalina.
450 gde lLA./L | Durazno Frailecillo 125 - No se aplique en cultivos en
(14) cc/100 L | 25 mL flor o cuando las abejas
de agua estén libando.
Dimetoato Perfekthion - Aplicacién terrestre con
(Concentrado bombas de mochila, usar
emulsionable) T Pulad 175 boquilla de cono 8004
Composicion: Imonero, u'gon negro, (175- - No aplicar cuando el cultivo
3.40 % en peso naranjo y mosquita . 200) (35-40) esté en flor o cuando las
Equivalente a toronjo blanca y t_rlps cc/100L | mL abeias estén libando
quiva (15) de los citricos | de agua J .
400 g de lLA/L - No mezclar con plaguicidas
de reaccién fuertemente
alcalina
Carbendazim Disp.(Emulsion Aplicacion al follaje
(Derosal 500 D) | aceite en agua)
Composicion: Aguacater Antracnosis (0.05-
43 % 09 (Colletotrichum | 0.07) | (5-7) mL
Equivalente a sp) L/ha
511 g/L
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Malation
(Polathion
1 000)

Concentrado
emulsionable
Composicion:
83.7 %
Equivalente a
1 000 g/L

Aguacater
o (7)

Palomilla del
hueso del
aguacatero
(Stenoma
catenifer)

1.25
L/ha

125 mL

Aplicacién al follaje

() en el cultivo, son los dias entre la Gltima aplicacion y la cosecha.

- En donde no se especifica el volumen de agua se tomo la recomendacion de manejar un volumen de 200 L.

[.A. = ingrediente activo

(SENASICA, 2011; APEAM, 2012).
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Localizacion de los arboles. Los arboles de aguacate se expusieron a algunos
plaguicidas, éstos estan ubicados en México, en el estado de Michoacan (Rancho las

Pilas, Aputzio de Juarez, Michoacan, México (Figura 3).

Las Pilas se localiza en el Municipio de Zitacuaro del Estado de Michoacan de Ocampo
México y se encuentra en las coordenadas GPS:

Longitud (dec): -100.354722

Latitud (dec): 19.355000

2 Mapa  Satélite

1 o
de uarez SES {1

2 1
ielaTolucy %,
i i “opista Zig;

8 : & {15} i
2 5
ZitgBuaro = )

FlBosqte

San Agusti
deLag Palmas

Figura 30.- Coordenadas de localizacion del rancho las pilas.

La localidad se encuentra a una mediana altura de 2010 metros sobre el nivel del mar.
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Cuadro 25.- Relacién de arboles expuestos a plaguicidas de manera individual.

Cadigo No. de arbol Periodo Dosis en 20 L/aplicacion

1i 1 25/06/2013 al 12/10/2013 60 g/13

2i 17 16/07/2013 al 7/11/2013 50 mL/13
3i 11 9/07/2013 al 7/12/2013 35 mL/16
4i 7 9/07/2013 al 7/12/2013 50 mL/16
5i 16 16/07/2013 al 7/12/2013 50 mL/15
6i 3 25/06/2013 al 7/11/2013 100 mL/15
7i 9 9/07/2013 al 13/12/2013 25 mL/16

8i 5 9/07/2013 al 13/12/2013 5 mL/16
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Cuadro 26.-. Obtencion del % de humedad y correcciones por empuje del aire de la charola vacia (blanco).

Charola + muestra

. m con
Tiempo Deriva Peso m corr der Densidad correccion
Fecha , P Deriva(g) Peso (g) . Y 1 (°C) P (hPa) Hr (%) Aire . Diferencias
(Dias) (g) muestra (g) errorind (g) Empuje
(Kg/m"3) ;
de aire (g)
13/8:_/224015 0 0 30.4782 0 0.00026 0.000274 19.49 807.58 44.9 0.95714 0.00027
20/33'/428015 7.06 0 30.47861 0.00001 0.00067 0.000679 18.97 810.15 58.07 0.96076 0.00068 0.00041
24/35_/425015 11.22 0 30.4783 0 0.00036 0.000374 18.77 806.56 48.82 0.95810 0.00037 -0.00031
27/;);'/226015 14.25 0 30.47866 0 0.00072 0.000734 19.21 808.53 52.28 0.95854 0.00073 0.00036
06/](_)2/022015 24.28 0 30.47836 0.00004 0.00042 0.000414 18.51 805.24 48.07 0.95753 0.00041 -0.00032
14/](.);1'/026015 32.07 0 30.47846 0 0.00052 0.000534 18.57 810.81 58.11 0.96300 0.00053 0.00012
21/04/2015
16:40 39.30 0.00003 30.4785 0.00005 0.00056 0.000534 18.89 804.65 53.58 0.95493 0.00053 0.00000
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ALS
AOAC
APEAM

ANOVA
aw

CE
CENAM
CFR
CG

Cl

CICLOPLAFEST

COFEPRIS

Ccv

DCE

DE
DGICURG

dSPE
El
ESI
ETAs
eV
FAO

FDA
FHIA

GC/MS

GC/MS/MS

GCB
HPLC

ABREVIATURAS

Muestreador liquido automatico
Association of Official Analytical Chemists
Asociacion de productores y empacadores
exportadores de aguacate de Michoacan
Analisis de varianza

Actividad del agua

Comunidad Europea

Centro Nacional de Metrologia

Code of Federal Regulations
Cromatografia de Gases

lonizacién quimica

Comision intersecretarial para el control del proceso

y uso de plaguicidas, fertilizantes y sustancias
toxicas

Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos

Sanitarios

Coeficiente de variacion

Detector de conductividad electrolitica
Desviacion estandar

Direccion General de Investigacion sobre la
Contaminacion Urbana y Regional
Extraccion en fase sélida dispersiva
Estandar interno

Fuente de ionizacion por electrospray
Enfermedades trasmitidas por alimentos
Electron Volt

Organizacion de Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion

Food and Drug Administration

Fundacion Hondurefia de Investigacion
Agricola

Cromatografia de gases/espectrometria de
masas, un solo cuadrupolo

Cromatografia de gases/espectrometria de
masas triple cuadrupolo

Negro de carbon grafitado

Cromatografia liquida de alta resolucion
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INECC

LC/MS/MS

LMR
MR
MRC
MRM
MS
MS/MS
m/z
OMS
OPPS
PSA

QuEChERS

SAGARPA

SIAP

SIM
SPE
USA

Instituto Nacional de Ecologia y Cambio
Climatico

Cromatografia de liquidos/espectrometria de
masas

Limite maximo residual

Material de referencia

Material de referencia certificado

Multiple Reaction Monitoring

Un cuadrupolo

Triple cuadrupolo

Masa/carga

Organizacion Mundial de la Salud
Plaguicidas organofosforados

Amina primaria/secundaria

Pares de iones uno

Pares de iones dos

Pares de iones tres

Método de extraccidn rapido, facil, barato,
efectivo, robusto y seguro

Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca Alimentacion
Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera

Monitoreo de ion seleccionado

Extraccion en fase soélida

Estados Unidos de Norteamérica
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