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1. RESUMEN

El término nutraceltico hace referencia a aquellos alimentos y sustancias bioactivas
que estan presentes en ellos y que aportan un efecto beneficioso sobre la salud humana,
siendo consumidos en un formato de matriz no alimenticia con concentraciones mas
elevadas a las presentes de forma natural en el propio alimento. Teniendo en cuenta que
durante el cultivo de té verde se emplean plaguicidas, es de suponer que éstos puedan
llegar al producto final, es decir, a los comprimidos nutraceuticos, que son elaborados a
partir de las hojas de té. En este trabajo se pretende utilizar un método analitico basado
en la cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia acoplada a la espectrometria de
masas en tindem (UHPLC-MS/MS) para la determinacion de residuos de plaguicidas en
este tipo de productos. Se evaluard un método de extraccion basado en la metodologia
QUEChERS. El método serd optimizado y validado para su aplicacion en la
determinacion de la presencia de este tipo de contaminantes en comprimidos

nutracedticos elaborados a partir de hojas de té verde.

2. INTRODUCCION
2.1. Seguridad Alimentaria

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(Food and Agriculture Organization, FAQO) [1] define la seguridad alimentaria de la
siguiente forma: “La seguridad alimentaria existe cuando todas las personas tienen
acceso en todo momento (ya sea fisico, social y econémico) a alimentos suficientes,
seguros y nutritivos para cubrir sus necesidades nutricionales y las preferencias
culturales para una vida sana y activa”. Dentro de este marco, la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority, EFSA) define el limite
maximo de residuos (maximum residue limit, MRL) como “la concentracion maxima de
residuos (expresada en mg/kg) de plaguicidas permitida legalmente para su uso en
alimentos o piensos basandose en buenas practicas agricolas y tratando de garantizar

la exposicion mas baja posible a los consumidores ” [2].

Para que un alimento sea de calidad no solo hay que considerar su valor nutritivo o
sus cualidades organolépticas, sino también su seguridad, vinculada siempre a la
ausencia de agentes quimicos o bioldgicos capaces de atentar contra la salud del

consumidor. Los peligros quimicos son una fuente importante de enfermedades
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transmitidas por los alimentos, aunque muchas veces es dificil asociar los efectos con
un alimento determinado e incluso pueden producirse mucho tiempo después del
consumo del producto. En este sentido la Organizaciéon Mundial de la Salud (World
Health Organization, WHO) define la contaminacion alimentaria como “la presencia de
cualquier materia anormal en el alimento que comprometa su calidad para el consumo
humano ” [3]. Por tanto, es imprescindible certificar que los alimentos disponibles en el
mercado a disposicion de los consumidores estan libres de productos toxicos o de
residuos de €stos y si se encuentran presentes, que €stos no superan los valores maximos

fijados por la legislacion [4].

2.2. Nutraceuticos

Se conocen como productos nutracedticos a los suplementos dietéticos que
contienen una forma concentrada de un presunto agente bioactivo procedente de un
alimento presentados en una matriz no alimentaria y que se utilizan con el proposito de
mejorar la salud en dosis que exceden aquellas que se podrian obtener al consumir los

alimentos normalmente [5].

Cabe destacar la diferencia entre nutraceuticos y los Ilamados alimentos funcionales,
que son aquellos que cuando se consumen regularmente producen un efecto beneficioso
especifico para la salud méas alla de sus propiedades nutricionales [6,7]. El limite entre
nutracelticos y alimentos funcionales no siempre estd claro pero una diferencia
principal es el formato en el que se consumen. Asi, mientras que los nutracedticos se
consumen como capsulas, pildoras, comprimidos, etc., los alimentos funcionales

siempre se consumen como alimentos ordinarios.

La capacidad de algunos de los alimentos derivados de las plantas para reducir el
riesgo de enfermedades crénicas se asocia a la participacion de metabolitos secundarios
que ejercen una amplia gama de actividades biol6gicas. En general, estos metabolitos
tienen baja potencia como compuestos bioactivos, si se comparan con medicamentos
farmaceéuticos, pero ingiriéndolos con regularidad y en cantidades significativas como

parte de la dieta, pueden tener un notable efecto fisioldgico a largo plazo.

Por lo general, son productos seguros y bien tolerados, pero la interpretacién de
unos resultados a nivel global se ve obstaculizada por la heterogeneidad de los estudios,

los resultados inconsistentes, y/o investigaciones no muy bien disefiadas [5]. Por otro
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lado, se espera que los nutracelticos sean sustancialmente mas seguros y con menos
efectos secundarios que muchos farmacos habitualmente prescritos en el tratamiento de
ciertos sintomas. Sin embargo, a menudo son costosos y no existe una fabricacion
normalizada por parte de las compafias productoras, y a veces no logran el efecto

deseado sobre el organismo.

En este &mbito, no existe una reglamentacion especifica en Europa para controlar
estos productos nutracéuticos, aunque se consideran en el mismo marco de leyes que
regulan las medicinas. En cambio, en los Estados Unidos, la Agencia de alimentos y
medicamentos (Food and Drug Administration, FDA) se encarga de regular los
suplementos dietéticos en base a un conjunto de normas relacionadas con alimentos

convencionales y medicamentos [8].

2.3. Té verde y polifenoles

Los efectos beneficiosos para la salud del té verde derivan de sus multiples
componentes activos, entre ellos los polifenoles, cuyos principales tipos se muestran en
la Figura 1. Estos son un grupo de sustancias quimicas presentes en las plantas que se
caracterizan por poseer mas de un grupo fenol por molécula. El tipo de polifenoles mas
abundante en el té son los flavonoides, que son pigmentos vegetales no nitrogenados y
tienen un papel muy importante en la alimentacion humana por sus propiedades
medicinales [9], mostrandose a continuacion las mas destacadas [10,11]: (i) propiedades
antioxidantes (especialmente catequinas en té verde); (ii) propiedades anticancerosas;
(iif) propiedades cardiotonicas; (iv) disminucion de la fragilidad de capilares
sanguineos; (v) propiedades antitrombéticas; (vi) disminucion del colesterol; (vii)
proteccién del higado; (viii) proteccion estomacal y antiulcerosos; (ix) antiinflamatorias

y analgésicas; (x) antimicrobianas.
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Figura 1. Principales polifenoles presentes en el té.

Los principales flavonoides presentes en el té son las catequinas, dentro de las cuales
existen cuatro grupos principales: Epicatequina (EC), epicatequina galata (ECG),
epigalocatequina (EGC) y epigalocatequina galata (EGCG). Esta Gltima por si sola
concentra un 32% de toda la actividad antioxidante del té verde, siendo de 40 a 100

veces mas efectiva que la vitamina C y 25 veces mas potente que la vitamina E [12].

La accion antioxidante del té verde es la base de casi todos sus beneficios,
destacando [9]:

e Previene enfermedades cardiovasculares evitando la oxidacion del colesterol
LDL (Low Density Lipoprotein, conocido vulgarmente como “colesterol malo”),
impidiendo trombos en vasos sanguineos y disminuyendo las probabilidades de
accidentes cardiovasculares.

e Reduce los riesgos de cancer impidiendo que los radicales libres dafien y causen
mutaciones a las células.

e Retrasa el envejecimiento de la piel y 6rganos internos.
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e Propiedades antiinflamatorias mejorando dolencias como la artritis.

Existen ademas otros compuestos activos importantes en la composicion del té
verde, como son las metilxantinas [9] (alcaloides estimulantes del sistema nervioso
central) y los taninos (poseen propiedades astringentes, es decir, producen constriccion

y sequedad de los tejidos orgénicos, disminuyendo asi la secrecion).

Por ultimo, cabria destacar ciertos estudios epidemioldgicos que muestran una
relacion inversa entre el consumo de té y el riesgo de desarrollar la enfermedad de
Parkinson. Asi, diversos ensayos muestran el efecto neuroprotector del té verde
(fundamentalmente debido a EGCG) frente al Parkinson inducido por la toxina
medioambiental MPTP (1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3,6-tetrahydropyridine) en modelos de
raton [13].

2.4. El té y los plaguicidas

La aplicacion de plaguicidas durante el cultivo y almacenamiento del té representa
una practica comun para la lucha contra plagas y enfermedades de las plantas. Ya que
los comprimidos de té verde estan elaborados a partir de extractos concentrados de las
hojas de la planta, deben ser sometidos a rigurosos controles para asegurar el
cumplimiento de MRLs de residuos de plaguicidas que puedan suponer un riesgo para
la salud del consumidor por exposicién aguda o prolongada. Ademas, el nivel de
residuos de plaguicidas en el té puede ser mayor que en otros cultivos basicos por dos
razones: las hojas tienen una gran area superficial por unidad de masa y en segundo
lugar, durante el proceso de secado, la masa de hojas se reduce, resultando en un

incremento en la concentracion de plaguicida en el producto final.

La matriz de té es bastante compleja ya que las hojas de té contienen azUcares,
pigmentos (por ejemplo, clorofila), polifenoles y alcaloides, especialmente cafeina, que
es dificil de eliminar de la muestra debido a su similitud en relacion a las propiedades

quimica con los plaguicidas y su elevada concentracion [14].

Estudios previos [15] ya han informado de la deteccion de residuos de plaguicidas
en té verde detectandose plaguicidas en 18 muestras de té verde analizadas, observando
que el acetamiprid es el compuesto méas frecuentemente detectado (> 60%), mientras

que otros compuestos también encontrados fueron imidacloprid y carbendazim (> 50
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%), triazofos (> 40 %), dimetoato, metomilo y uprofezin (> 30 %) y triadimenol (> 20
%), aunque los valores encontrados eran siempre inferiores a los MRLs establecidos por
la legislacion china y europea, excepto para el dimetoato y metomilo en 5 muestras. Por
tanto, cabria esperar su posible presencia también en este tipo de nutracedticos
obtenidos a partir de la concentracion de hojas de té verde, aunque hasta la fecha no se
ha realizado un estudio de la presencia de residuos de plaguicidas en dichos productos

nutraceuticos.

2.5. Metodologia analitica para la determinacion de residuos de plaguicidas en

nutracéuticos.

2.5.1. Extraccion QUEChERS

En los ultimos afios, la metodologia QUEChERS (acronimo en inglés de rapido,
facil, barato, eficaz, robusto y seguro) se ha usado como procedimiento de extraccién de
residuos de plaguicidas de una gran variedad de matrices [16]. Para la extraccion se
toma una muestra representativa y homogénea y se adiciona acetonitrilo, seguido de la
adicién de sales como cloruro sédico y sulfato magnésico. Esto induce la separacién de
las dos fases y el analito migra de la fase acuosa a la fase organica consiguiéndose
recuperaciones aceptables [17]. Ademéas de las sales se pueden afiadir agentes
reguladores de pH como citrato y patrones internos para minimizar los posibles errores

que se puedan cometer durante el proceso de extraccion [18].
Existen diversas variantes del método QUEChERS:

e Método Original, desarrollado por Anastassiades et al. en 2003 [19]. Se emplea

cloruro sadico para mejorar la separacion entre fases.

o Método Oficial AOAC 2007.01 [20]. Se usa acetato de sodio como tampdn en
sustitucion del NaCl y 1% de &cido acético en la disolucion organica del

acetonitrilo.

e Variante de Doble Fase. Se emplea amina primaria-secundaria (primary-
secundary amine, PSA) y carbon negro grafitizado (graphitized carbon black,

GCB) [21] para eliminar altos niveles de clorofila y esteroles en el extracto final
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sin pérdida de los plaguicidas planares (polares aromaticos) usando una mezcla

de acetona:tolueno (3:1).

o Método Oficial Europeo EN15662 [18]. Similar al método AOAC, pero emplea
citrato de sodio dihidrato y citrato de sodio sesquihidrato en lugar de acetato de

sodio.

De forma general, el QUEChERS incluye una etapa de limpieza en fase solida
dispersiva (dSPE) y es el mas ampliamente extendido para la extraccion de residuos
de plaguicidas en frutas y verduras. También es uno de los mas empleados para el
andlisis de plaguicidas en té [15,16] seguido de otros como la extraccién con
liquidos presurizados (pressurized liquid extraction, PLE) [22], la extraccion solido-
liquido (solid liquid extraction, SLE), extraccion en fase solida (solid phase
extraction, SPE) [23], la dispersién de matriz en fase solida (matrix solid phase
dispersion, MSPD) [24] o la microextraccion en fase soélida (solid phase
microextraction, SPME) [25].

2.5.2. Cromatografia de liquidos

A finales de 1990, los plaguicidas en el té se determinaban principalmente mediante
cromatografia de gases (gas chromatography, GC) equipados con detectores nitrogeno-
fosforo (o llama alcalina) o detectores de captura de electrones. Estos detectores
requieren un paso elaborado de preparaciéon de la muestra y no eran adecuados para
muchos plaguicidas [14]. Hoy en dia, las técnicas cromatogréaficas, junto con detectores
de espectrometria de masas en tandem (MS/MS), son las técnicas mas empleadas para la

determinacion de plaguicidas en té [15].

Inicialmente, la cromatografia de liquidos (liquid chromatography, LC) se empleaba
para analizar todo aquello que no se podia analizar por GC, es decir, compuestos no
volatiles, termolabiles o polares. Actualmente LC se encuentra en un periodo de
maxima expansion y su rango de analisis no se centra solo en los compuestos

incompatibles con GC sino que muchas aplicaciones se solapan [26].
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El analisis mediante LC consta de tres etapas:

1- Inyeccion de la muestra
2- Separacion en la columna cromatografica
3- Deteccion mediante el empleo de un detector (espectrometro de masas en este

caso)

El desarrollo y la optimizacion de un método cromatogréfico requiere del estudio de
la composicién y flujo de fase movil, el tipo de columna y el gradiente de fase movil.
En el 95% de las ocasiones se emplea un disolvente polar como fase mévil y una fase

estacionaria o columna apolar (fase reversa), tipo Cas.

Para aumentar la eficacia de la separacion y asi incrementar la resolucion de la
técnica es necesario emplear fases estacionarias con tamafio de particula entre 2-5 um.
Esto implica la necesidad de impulsar la fase mdvil con un sistema de alta presion,
dando lugar a la cromatografia de liquidos de alta presion (high pressure liquid
chromatography, HPLC).

El empleo de fases estacionarias con un tamafio de particula inferior a 2 um supuso
la utilizacion de nuevas bombas que permitan trabajar con presiones superiores a 10000
psi, apareciendo lo que se denomina cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia
(ultra high performance liquid chromatography, UHPLC). Para hacer efectivo el
potencial en velocidad de andlisis, resolucion y sensibilidad y trabajar a elevadas
presiones se desarrollaron nuevas fases estacionarias de particula hibrida que tienen un
componente inorganico (silice) y un componente orgénico (organosiloxanos). Las
columnas més empleadas son las rellenas de octadecilsilano (Cis) debido a la gran
eficiencia que ofrecen en métodos multi-residuo y poseen diametros de particula < 2
pum, siendo validas para un gran nimero de aplicaciones y analitos. Ademas se rebaja

considerablemente el tiempo de analisis, siendo a veces inferior a 10 minutos.

2.5.3. Espectrometria de masas (MS)

El uso de técnicas cromatograficas acopladas a sistemas de deteccion de
espectrometria de masas (mass spectrometry, MS) en el andlisis de contaminantes a
niveles traza es una metodologia ampliamente extendida, proporcionando informacion

cualitativa y cuantitativa de gran calidad. MS es una técnica muy potente para la
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cuantificacion y confirmacion de contaminantes dada la alta sensibilidad y selectividad

que ofrece.

Es una técnica instrumental que a través de la generacion de iones en fase gaseosa,
proporciona informacion de la masa molecular del compuesto analizado asi como

informacidn estructural del mismo tres etapas:
- lonizacion de la muestra.

- Separacion y andlisis de los iones y fragmentos cargados segun su relacion

masa/carga (m/z).

- Medicion, amplificacion y registro de la corriente idnica generada en el detector. El
espectro de masas resultante es una representacion de la abundancia relativa de los iones

generados frente a la relacion m/z.

En LC, el modo de ionizacion mas empleado es la ionizacién a presion atmosférica
(atmospheric pressure ionization, API), pudiendo distinguir la ionizacion quimica a
presion atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization, APCI) y la
electronebulizacion (electrospray ionization, ESI), siendo ésta ultima la més utilizada
para compuestos de baja masa molecular e ionizables en disolucion. En la Figura 2 se
muestra un esquema del proceso de ionizacién llevado a cabo en ESI. Basicamente, la
muestra se disuelve en una fase movil volatil y se bombea a través de un fino capilar de
acero inoxidable cuyo extremo se encuentra a un potencial eléctrico elevado [27]. Este
gran potencial unido al pequefio radio de curvatura al final del capilar crea un fuerte
campo eléctrico, que produce reacciones de oxidacion-reduccion y hace que el liquido
emerja como finas gotas finas cargadas eléctricamente [28]. En la formacion de las
gotas cargadas resultan criticas la velocidad del flujo, la tensién superficial y la
conductividad de la solucidon. La nebulizacion ocurre a presion atmosférica y es
usualmente asistida por un flujo de nitrégeno gaseoso que fluye a través de un tubo
coaxial al capilar principal. La “nube” generada atraviesa una serie de cdmaras con
vacio creciente y las gotas van evaporandose y haciéndose cada vez mas pequefias por
la evaporacion del disolvente. Al mismo tiempo dado que el area superficial de las gotas
se reduce, aumenta la densidad de carga eléctrica sobre la superficie hasta llegar a un

limite en que se tornan inestables y estallan.
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Figura 2. lonizacion por electrospray (ESI).
(http://www.lamondlab.com/MSResource/LCMS/MassSpectrometry/electrospraylo
nisation.php).

El avance de MS y LC acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)
ha permitido el desarrollo de métodos multi-residuo para plaguicidas pertenecientes a

diversas familias y en distintas matrices, lo que permite una deteccion cuantitativa
eficiente sin necesidad de derivatizacion.

Entre los analizadores de masas empleados en la determinacion de plaguicidas
destaca el triple cuadrupolo (QgQ). En este analizador, el Q1 y Q3 actGan como
separadores de masas y 2 actia como celda de colision. Este analizador suele trabajar
en modalidad tandem (MS/MS), implicando una etapa de separacion y seleccion en Q1,
una fragmentacion en g2 y una Gltima separacion y seleccion en Q3. Cuando se emplea
QqQ como analizador se pueden distinguir varios modos de trabajo:

-Barrido de iones producto
-Barrido de iones precursores

-Barrido de pérdida de neutros
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- Monitorizacion de reacciones seleccionadas (selected reaction monitoring, SRM).
Este ultimo se emplea el 99 % de las veces debido a su alta sensibilidad y selectividad y
es el que méas se usa con fines cuantitativos y para el analisis de trazas (Figura 3).
Trabajando en este modo el primer cuadrupolo se configura para dejar pasar los iones
precursores seleccionados aproximadamente en el tiempo de retencion previsto para
cada componente. A continuacion, estos iones precursores pasan a una celda de colision
(9), a través de la cual se hace circular un gas de colision (normalmente nitrégeno o
argon) que chocara con los iones. Si durante la colision se les proporciona una energia
suficiente se van a producir fragmentos caracteristicos de cada ion que pasaran al tercer
filtro de masas (Q3). En este filtro de masas se seleccionard solo un fragmento
especifico del ion precursor [29]. Por lo tanto un compuesto determinado solo se
detectard si el ion seleccionado en Q1 produce un determinado fragmento que

posteriormente sea monitorizado en Q3.

Ql \ ( Gas dr;i;lisldn ’/prlz-:::to Q3 _\

len precurser

q

Seleccion de iones ciD Seleccion de iones

Figura 3. Esquema de funcionamiento de un analizador de masas de triple

cuadrupolo.

Por lo tanto en el presente trabajo se trata el caso de los comprimidos de té verde
elaborados a partir de un extracto concentrado de hojas de té y cuyos principales aportes
a la salud son el efecto antioxidante y adelgazante que ofrece. Durante el proceso de
elaboracion de estos productos, el propdsito es obtener la mayor concentracién de
sustancias bioactivas por comprimido, pero esto podria suponer también un aumento en
la concentracion de residuos de plaguicidas en el producto final. Por lo tanto, es
importante evaluar la seguridad de estos productos nutraceuticos ya que actualmente no

existe legislacion para residuos de plaguicidas en este tipo de productos.
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En este trabajo se pretende utilizar un método analitico basado en UHPLC-MS/MS
para la determinacion de residuos de plaguicidas en productos nutraceuticos procedentes
de té. Paraello:

1. Se aplicara un método de UHPLC-MS/MS para la determinacion de
plaguicidas.

2. Se evaluara un método de extraccion basado en la metodologia QUEChERS.

3. Se llevara a cabo la validacion del método analitico.

4. El método optimizado y validado se aplicard a distintos productos

nutraceuticos para determinar la presencia de este tipo de contaminantes.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Reactivos y productos quimicos

Los patrones analiticos de los plaguicidas fueron proporcionados por Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania), con una pureza superior al 99 %. Se
prepararon disoluciones individuales de los analitos (con concentraciones en el rango
entre 150-400 mg/L) mediante pesada exacta del sélido o el liquido y posterior
disolucion en acetona o metanol. A partir de estas disoluciones se prepard una
disolucién de trabajo en metanol conteniendo 1,5 mg/L de cada plaguicida, la cual se

guardd bajo refrigeraciéna T <4 °C.

El acetonitrilo, metanol, acido acético glacial, cloruro sédico, hidrogenocitrato de
sodio, acetona e isopropanol fueron obtenidos de J.T. Baker (Deventher, Holanda); PSA
y GCB fueron obtenidos de Scharlab (Barcelona, Espafia); acido formico, sulfato de
magnesio, acetato sodico y citrato sédico se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia). Todos los disolventes empleados eran de calidad HPLC. EIl agua ultrapura
utilizada en la preparacion de todas las disoluciones acuosas empleadas y de la fase
movil, se obtuvo de un sistema de gradiente de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EEUU).
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3.2. Procedimiento de extraccion utilizado

Tras diversos ensayos experimentales se optd por el método de extraccion
QUEChERS americano sin etapa de limpieza. Este procedimiento consta de los
siguientes pasos: (1) Colocar 2 g de muestra homogenizada en un tubo de centrifuga de
50 mL; (2) Adicionar 8 mL de agua destilada, agitar durante 30 seg y dejar reposar 15
min para la hidratacion de la muestra; (3) Adicionar 10 mL de una solucién de
acetonitrilo y acido acético al 1% y agitar vigorosamente durante 1 min; (4) Adicionar 4
g de sulfato de magnesio + 1 g de acetato sodico y agitar vigorosamente durante 1 min;
(5) Centrifugar a 5000 rpm durante 5 min y tomar 1 mL del extracto para su analisis

cromatogréfico.

3.3. Instrumentacion

El andlisis cromatografico se llevd a cabo con un sistema de cromatografia de
liquidos de ultra alta eficacia (UHPLC) Agilent (Santa Clara, CA, EE.UU.) equipado
con una bomba binaria, un muestreador automatico de alto rendimiento y un inyector
automatico termostatado. Como fase movil se utilizé una mezcla de acetonitrilo (A) y
una disolucién acuosa de acido férmico 0,01% (v/v) (B) a un caudal constante de 0,35
mL/min. La columna usada para la separacién era una columna Hypersil Gold aQ (100
x 2,1 mm, tamafio de particula 1,9 um) de Thermo Scientific (San José, CA, EE.UU.).
La deteccion de los compuestos se realiz6 empleando un espectrometro de masas de

triple cuadrupolo Agilent 6460 en el modo de ionizacion ESI+.

3.4. Analisis cromatogréafico

Se inyectaron alicuotas de 5 pL del extracto final. Para la separacion cromatografica

de los plaguicidas se empled el gradiente de elucién mostrado en la Tabla 1.
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Tabla 1. Gradiente de elucién empleado.

% B Tiempo (minutos)
90% 0.0
50% 25
10% 7.0
90% 9.5
20% 11,0

El tiempo de ejecucion total es de 11 minutos por muestra, empleando una
temperatura de la columna de 30 °C.

El espectrometro de masas QqQ operaba en modo SRM bajo las siguientes
condiciones: (i) un caudal constante de nitrogeno 9 L/min; (ii) temperatura de
desolvatacion de 325 °C; (iii) presion del nebulizador de 40 psi; (iv) voltaje del capilar
de 3.000 V (en modo positivo).

La adquisicion y procesamiento de datos se realizé mediante el software Agilent
Mass Hunter Workstation Data Adquisition y Quantitative Analysis for QQQ
respectivamente. EI método analitico empleado incluia 128 plaguicidas, aunque algunos
de ellos fueron eliminados después del proceso de optimizacion, ya que no cumplian

con los requisitos adecuados.

3.5. Muestras de té verde

Los comprimidos y capsulas de té verde (Camellia sinensis) se obtuvieron en una
tienda local y fueron utilizados para los blancos, muestras fortificadas y curva en matriz.
Se analizaron diez muestras que previamente fueron trituradas para su homogenizacion
y almacenadas a 4° C hasta su tratamiento. El procedimiento de extraccion se llevo a
cabo segun la metodologia descrita en el apartado 3.2.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Optimizacion del método UHPLC-MS/MS.

En primer lugar se optimizaron las condiciones MS/MS, y para cada plaguicida se
selecciond el ion mas abundante como ion precursor, fijAndose para cada uno de ellos el
minimo voltaje que proporcionaba una sefial constante y de mayor intensidad (Tabla 2).
A continuacion, trabajando en modo MS/MS, se sometieron a estudio las energias de
colision, a fin de obtener los iones producto. Como criterios de seleccidon, se procedio a
escoger aquellos iones producto con mayor m/z (mas selectividad) y mayor intensidad
(mayor sensibilidad). Asi, para cada ion precursor se seleccionaron dos iones producto,
empledndose el mas sensible con fines de cuantificacion y el segundo de mayor
abundancia, para confirmacion (Tabla 2).

A continuacién se evalud la composicion de la fase movil, y se estudio la influencia
del disolvente organico en la separacion de los plaguicidas objeto de estudio. En este
sentido, se compararon las sefiales cromatograficas obtenidas cuando se empleo
acetonitrilo o metanol como disolvente orgénico, obteniendo resultados similares.
Teniendo en cuenta que como método de extraccion se emplearia el QUEChERS, que
implicaba un extracto en acetonitrilo, se decidio utilizar este disolvente como uno de los
constituyentes de la fase mdvil, con objeto de obtener una forma de pico mas
reproducible. En la Tabla 2 se muestra también la ventana de tiempo de retencion para

cada uno de los plaguicidas incluidos en este estudio.

Tabla 2. Parametros de UHPLC-MS/MS para los plaguicidas analizados.

lon

precursor lones producto -

Compuesto \./TR (Voltaje (energia de colision, _Relamon
(min)? . de iones (%)
fragmentacion eVv)e

de cono)®
8-Quinolinol 2.29-2.31 146 (130) 128 (24)9; 118 (20) 90
Acetamiprid 2.44-2.51 223 (90) 126 (16); 56 (12) 49
Aldicarb 2.51-2.59 213 (90) 156 (4); 75 (8) 15
Aldicarb sulfona 1.48-1.64 223 (50) 148 (2); 86 (8) 67
Aldicarb sulfoxido 1.26-1.42 207 (50) 132 (1); 89 (4) 28
Azaconazol 3.64-3.68 300 (90) 123 (1); 89 (80) 36
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Bendiocarb

Benzoato de emamectina 1b

Bioaletrina
Bitertanol
Bromuconazol
Butocarboxim

Butocarboxim sulféxido

Carbaril
Carbendazima
Carbofurano
Carbofurano 3-hidroxi
Clorantranipol
Cloridazona
Clofentizin
Cumafos
Ciromazina
Demeton-S-metil
Desmetrina
Diclobutrazol
Dicrotofos
Diflubenzuron
Difenilamina
Disulfoton sulfona
Disulfoton sulfoxido
Diuron
Epoxiconazol
Espiroxamina
Etiofencarb sulfona
Etiofencarb sulfoxido
Etoxiquina
Etofenprox

Etoxazol
Fenazaquin
Fenbuconazol
Fenhexamida

3.09-3.15
5.96-6.16
3.64-3.68
4.46-4.52
4.14-4.21
2.51-2.59
1.27-1.41
3.33-3.35
1.71-1.85
3.10-3.16
2.08-2.24
3.30-3.46
1.70-1.92
5.05-5.14
4.94-5.03
0.87-0.89
2.98-3.05
2.97-3.12
4.30-4.35
1.86-1.95
4.34-4.40
4.41-4.46
3.71-3.76
3.38-3.43
3.56-3.60
4.25-4.30
4.51-4.86
2.00-2.13
1.94-2.05
3.68-4.00
6.78-6.81
5.95-6.00
6.49-6.52
4.45-4.50
4.10-4.15

224 (50)
873 (210)
303 (90)
338 (50)
376 (90)
213 (90)
229 (90)
202 (50)
192 (90)
222 (90)
238 (70)
484 (90)
222 (130)
303 (90)
363 (130)
167 (130)
253 (80)
214 (90)
328 (90)
238 (50)
311 (90)
170 (120)
307 (90)
291 (50)
233 (120)
330 (150)
298 (90)
258 (50)
242 (50)
218 (130)
394 (90)
360 (130)
307 (90)
337 (130)
302 (90)

167 (1); 109 (12)
158 (36); 82 (80)
162 (32); 161 (28)
99 (8); 70 (4)
159 (24); 70 (20)
116 (4); 75 (12)
166 (4); 92 (8)
145 (4); 127 (24)
160 (16); 132 (32)
165 (4); 123 (20)
181 (5); 163 (10)
453 (12); 286 (4)
77 (36); 65 (40)
138 (8); 102 (36)
307 (12); 227 (20)
85 (16); 68 (40)
89 (10); 61 (35)
172 (12); 82 (32)
159 (40); 70 (20)
112 (4); 72 (20)
158 (8); 141 (36)
93 (30); 65 (30)
153 (4); 97 (28)
213 (4); 185 (8)
160 (20); 72 (20)
141 (10); 121 (15)
144 (16); 100 (32)
201 (2); 107 (8)
185 (1); 107 (12)
174 (28); 160 (36)
359 (4); 177 (8)
141 (28); 113 (64)
161 (12); 57 (24)
125 (28); 70 (16)
97 (20); 55 (44)
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Fenmedifam
Fenpropidin
Fenpropimorf
Fenpiroximat
Fensulfotion
Flubendiamida
Flufenoxuron
Fluguinconazol
Flusilazol
Flutolanil
Flutriafol
Forclorfenuron
Formetanato
Fosfamidon
Furmeciclox
Hexytiazox
Imazalil
Indoxacarb
Iprovalicarb
Linuron
Menanipirim
Metaflumizona

Metiocarb sulfoxido

Metiocarb
Metomilo
Metoxifenozida
Monocrotofos
Nitempiram
Ofurace
Oxamilo

Oxidemeton-methyl

Paclobutrazol
Pencicuron
Piperonil butéxido
Promecarb

3.84-3.89
4.58-4.68
4.44-4.82
5.98-6.03
3.62-3.67
4.59-4.67
5.84-5.89
4.18-4.23
4.44-4.48
4.31-4.37
3.39-3.43
3.43-3.47
3.10-3.16
2.75-2.82
4.54-4.59
5.72-5.76
3.70-3.88
5.19-5.24
3.91-3.96
3.96-4.02
4.33-4.38
5.53-5.70
2.14-2.23
3.86-3.91
1.66-1.80
4.19-4.25
1.55-1.92
1.72-1.86
3.37-3.41
1.57-1.69
1.58-1.72
3.83-3.87
5.02-5.06
5.35-5.38
3.96-4.00

301 (50)
274 (130)
304 (130)
422 (130)
309 (90)
705 (205)
489 (90)
376 (90)
316 (130)
324 (90)
302 (90)
248 (90)
222 (90)
300 (90)
252 (90)
353 (90)
297 (130)
528 (90)
321 (90)
249 (90)
224 (130)
507 (130)
242 (90)
226 (50)
163 (70)
369 (90)
224 (50)
271 (90)
282 (90)
242 (90)
247 (50)
294 (90)
329 (130)
356 (90)
208 (50)

168 (1); 136 (12)
147 (28); 117 (60)
147 (28); 117 (64)
366 (8); 138 (28)
173 (20); 140 (40)
531 (45); 174 (35)
158 (16); 141 (52)
349 (25); 307 (20)
247 (12); 165 (24)
262 (12); 242 (20)
123 (24); 70 (12)
129 (12); 93 (36)
165 (8); 65 (52)
174 (4); 127 (16)
170 (8); 110 (20)
228 (8); 168 (20)
159 (16); 69 (12)
203 (40); 150 (20)
203 (2); 119 (16)
182 (8); 160 (12)
106 (24); 77 (40)
287 (20); 178 (20)
185 (4); 122 (28)
169 (4); 121 (12)
106 (5); 88 (5)
313 (1); 149 (8)
193 (1); 127 (8)
225 (4); 56 (36)
254 (4); 160 (20)
121 (4); 72 (16)
169 (8); 109 (24)
125 (40); 70 (16)
330 (2); 89 (68)
177 (4); 119 (36)
151 (1): 109 (12)
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Propamocarb 1.40-1.54 189 (90) 102 (16); 74 (24)
Pimetrozina 1.27-1.44 218 (90) 105 (16); 51 (68)
Simazina 2.91-2.96 202 (130) 104 (24); 68 (32)
Spinosad A 5.55-6.15 733 (170) 142 (28); 98 (72)
Spiridiclofen 6.30-6.35 411 (90) 313 (5); 71 (10)

_ _ 393 (115) 295 (10)
Spiromesifen 6.18-6.23

273 (110) 255 (10)

Teflubenzuron 5.21-5.25 381 (90) 341 (4); 198 (16)
Terbutilazina 3.90-3.95 230 (90) 174 (8); 68 (40)
Tiabendazol 1.93-2.10 202 (130) 175 (24); 131 (36)
Tiacloprid 2.74-2.79 253 (90) 126 (16); 73 (68)
Tiametoxam 1.93-2.02 292 (50) 211 (8); 181 (16)
Tiodicarb 3.20-3.26 377 (170) 113 (8); 64 (12)
Tiofanox sulfona 2.19-2.37 251 (50) 76 (1); 57 (8)
Tiofanox sulfoxido 1.94-2.07 257 (90) 200 (5); 137 (10)
Tiofanox 3.31-3.37 241 (90) 184 (4); 57 (20)
Tiofanato-metil 3.01-3.05 343 (90) 311 (4); 151 (20)
Triazofos 4.37-4.41 314 (90) 162 (12); 119 (36)
Tricresil fosfato 4.54-4.59 253 (90) 171 (8); 110 (16)
Trifloxiestrobeno 5.21-5.26 409 (90) 186 (8); 145 (52)
Triflumizol 5.15-5.24 346 (90) 278 (4); 73 (8)
Triflumuron 4.75-4.79 359 (90) 156 (8); 139 (32)
Vamidotion 1.99-2.06 288 (50) 146 (4); 58 (40)

43
29
83
21
85

57
18
91
13
57
10
29
91
30
34
20
61
62
29
55
30

2 VTR: Ventana de tiempo de retencion; ° Voltaje de fragmentacion indicado entre
paréntesis; © Energia de colision indicada entre paréntesis (eV); ¢ El ion producto sefialado en

negrita se empled con fines de cuantificacion.

4.2. Optimizacion del procedimiento de extraccion
4.2.1. Comparacion QUEChERS americano y europeo

En primer lugar se evaluaron los resultados obtenidos mediante el empleo del
QUEChERS versidn europea y americana, mostrandose en la Figura 4 un esquema de

ambos procedimientos, omitiendo la fase de limpieza original basada en la adicion de
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PSA. Para cada caso se prepararon tres fortificados a 50 pg/kg, una recta de calibrado

en disolvente y otra en matriz (0, 5, 10, 50, 150 pg/L).

QUEChERS Europeo

~

QUuUEChERS Americano

Se colocan 2 g de muestra homogenizada en un tubo de

centrifuga de 50 mL.

/

Fortificar con solucion intermedia. Dejar reposar 30 min.

|

Adicionar 8 mL de agua destilada, agitar por 30 seg y dejar

reposar 15 min para hidratacion

v

Adicionar 10 mL de una solucidn de acetonitrilo y acido

acético al 1% y agitar vigorosamente 1 min

A

y

’

Adicionar 4 g de sulfato de magnesio
+ 1 g de cloruro de sodio + 1 g de citrato
sodico + 0,5 g de hidrogenocitrato de

sodio y agitar vigorosamente por 1 min

Adicionar 4 g de sulfato de magnesio
+ 1 g de acetato sodico y agitar

vigorosamente por 1 min

" /

Centrifugar a 5000 rpm durante 5 min

|

Tomar 1 mL del extracto para su analisis

Figura 4. Esquema de extraccién de QUEChERS Americano y europeo (ambos sin

limpieza).

El método de extraccion QUEChERS modalidad americana proporciond los mejores

resultados. Con él se extrajeron 85 plaguicidas con recuperaciones comprendidas entre

el 70y el 120 %, frente a los 44 en la modalidad europea.
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A modo de ilustracion, los cromotogramas de iones de la Figura 5 muestran estas
diferencias. En el cromatograma TIC del método americano se distinguen méas picos que
en el caso del método europeo. También se puede apreciar graficamente la presencia de
efecto matriz si comparamos el orden de magnitud de los picos obtenidos en el

cromatograma en disolvente con los obtenidos en los cromatogramas en matriz.

+-TIC MRM (** -> **) dte_50ppb.d

\ ¥
P |
f (
|
\ I | A
/| l A f
M YL |
— f‘ | 'III x“ \/ |[\ | \J ‘..;f J ¥ “\ | |||‘
P s __/f \ s ~_‘7} - TR, ! - S
+-TIC MRM (** -> **) mtzSL_50ppb.d
h \
‘f [ | b)
\ il
\ ~ | | A\ || ;
i « o { | i
‘I‘ L I"',‘ Il ) II| | ‘l‘ f |‘ \ || [ |‘
2 Na Y - ‘, 4 S o f \‘
i P AV W RAVAR VALY 3 L
| VvV o\ - A A\ _ o -
+/-TIC MRM (** -> **) mtzSL_50ppb.d
\ c)

Figura 5. Cromatograma total de iones (TIC) en disolvente (a), QUEChERS
americano (b) y QUEChERS europeo (c).

4.2.2. Evaluacién de la etapa de limpieza

A continuacion se evalud la influencia de la etapa de limpieza sobre la extraccion de
plaguicidas de productos nutracelticos. Para ello se llevd a cabo el procedimiento
mostrado en la Figura 6, y los resultados obtenidos se compararon con los obtenidos sin

incluir dicha etapa de limpieza.
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Tomar 1,5 mL del extracto y depositar en un
tubo que contiene 50 mg de PSA y 100 mg de GCB

v

Agitar vigorosamente por 1 min y centrifugar

a 5000 rpm por 5 min

v

Tomar 1 mL del extracto para su analisis

Figura 6. Etapa de limpieza en la extraccion QUEChERS.

En ambos casos (con y sin limpieza) se prepararon tres fortificados a 10 pg/kg y tres
a 50 pg/kg, asi como dos curvas en matriz (una de ellas para la limpieza y otra para
cuantificar los fortificados sin limpieza). Las curvas de calibracion se realizaron a
concentraciones mas bajas (0, 2, 5, 10, 50 pg/L). Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 3, y se puede observar que el numero de compuestos extraidos a altas
concentraciones (50 pg/kg) es superior a 80, independientemente de la adicion de dicha
etapa de limpieza, mientras que a 10 pg/kg, el nGmero de compuestos extraidos es

inferior a 20 utilizando ambas condiciones.

Tabla 3. Numero de plaguicidas extraidos incluyendo o no etapa de limpieza.

N° de compuestos extraidos

Concentracion (ng/kg)
Sin limpieza Con limpieza
10 16 15
50 g5 80

Tal y como muestra la Figura 7, no se observan variaciones significativas entre los
resultados obtenidos aplicando u omitiendo la etapa de limpieza, con lo cual se puede
prescindir de esta etapa, reduciendo la manipulacion de la muestra y el tiempo de

analisis por muestra.
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100

80

Numero de 60
plaguicidas
40

20 ] ‘
0 - ]
R<70 70<R<120 R>120

Recuperaciones (RSD)

B QUEChERS Americano QUEChERS Americano + limpieza

Figura 7. Numero de plaguicidas con diferentes porcentajes de recuperacion
obtenidos aplicando QUEChERS americano con y sin limpieza. Se emplearon muestras

fortificadas a 50 pg/kg.

Con objeto de intentar mejorar el numero de compuestos extraidos a bajas
concentraciones, seguidamente se realizd otro experimento volviendo al método
europeo y comparando los resultados con y sin limpieza. En esta ocasion solo se
evaluaron las recuperaciones obtenidas a bajas concentraciones (10 pg/kg),
obteniéndose que el nimero de compuestos extraidos sin limpieza era de 42, mientras

que con limpieza, el nUmero de compuestos se reducia hasta 19.

En funcion de los resultados obtenidos, se decidid validar el método QUEChERS
americano sin limpieza a concentraciones superiores a 10 pg/kg, ya que permitia la
extraccion de un mayor nimero de compuestos que la modalidad europea a

concentraciones mas altas.

Los siguientes compuestos fueron eliminados del estudio puesto que no presentaban
porcentajes de recuperacion aceptables: 2,6-diclorbenzamida, abamectina 1a, amitraz,
azaridactina, benzoato de emamectina la, butoxicarboxin, cihexatin, ciprodinil,
clotianidin, diclofluanida, dietofencarb, diniconazol, dodina, fenbutatin o6xido,
flonicamida, flufenuron, himexazol, imidacloprid, lufenuron, mecarbam, mepanipirim,
metiocarb sulfona, piraclostrobina, quinosol, quinoxifen, spinosad D, tebufenocida,

tebufenpirad, terbufos, triadimenol, triclorfon.
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4.3. Validacion del método analitico

Una vez desarrollado el método analitico, se procedié a la validacién de éste,
sometiéndose a la estimacion de diversos parametros como: efecto matriz, linealidad,

recuperacion, repetibilidad, precision intermedia, limites de deteccion y cuantificacion.
A. Efecto Matriz

A pesar de la aplicacion de diferentes procedimientos de limpieza, el gran nimero
de interferentes presentes en el té verde causan normalmente un acusado efecto matriz
[14]. Este consiste en una disminucion o aumento de la respuesta instrumental del
analito debido a la presencia de otros componentes. En otras palabras, para la misma
concentracion de analito, el analisis de una muestra real o de una disolucion estandar del
analito puro no proporciona la misma respuesta instrumental. El efecto matriz fue
estudiado mediante el analisis de disoluciones de los patrones en disolvente y patrones
en matriz preparados con extractos blancos de té verde a los mismos valores de
concentracion (0, 2, 5, 10, 50, 100 pg/L). A continuacion se estimaron los cocientes de
las pendientes en disolvente y en matriz, estimando que si dicho cociente era menor de
0,8 0 mayor de 1,2 se considerara que se produce una supresién o un incremento de la
sefial analitica significativo, mientras que si dicho cociente estd comprendido dentro de
dicho intervalo, no se consideraria la presencia de efecto matriz [30]. En la Figura 8 se
muestran los resultados obtenidos, y se puede observar como la relacion entre la
pendiente de la recta en matriz y en disolvente en la gran mayoria de plaguicidas esta
por debajo de 0,8, indicando la presencia de un efecto matriz acusado, en concreto
provocando una supresion de la sefial. Por tanto, para compensar el efecto matriz la

cuantificacion se llevo a cabo utilizando calibracién en matriz.
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Efecto matriz
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Pendiente en matriz / Pendiente en disolvente

Figura 8. Plaguicidas que presentan efecto matriz (ME).

B. Linealidad

La linealidad del método se estudio a través de las curvas de calibracion en matriz,
entre 2 y 100 pg/kg. Las curvas de calibracion se obtuvieron por minimos cuadrados
obteniendo coeficientes de determinacion (r?) superiores a 0.98 para la mayoria de los

compuestos.

C. Recuperacién

La recuperacion de los plaguicidas también fue evaluada durante el proceso de
validacion mediante la fortificacion de cinco replicas a cada nivel (25, 50 y 100 pg/kg).
Se toman como valores adecuados aquellos que se encuentra entre 70-120 %. Los
resultados se muestran en la Tabla 4. Para los fortificados de 25 pg/kg el rango de
recuperacion oscila entre 70-119 %; entre 70-117 % para los fortificados de 50 pg/kg y
entre 71-116 % para los fortificados de 100 pg/kg.

D. Repetibilidad

La repetibilidad del método se estudié al mismo nivel que la recuperacion y los

resultados se expresan como valores de desviacion estandar relativa (relative standard
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deviation, RSD), considerando como aceptables aquellos valores menores al 20%. En la
Tabla 4 se muestran los valores de RSD (aparecen entre paréntesis) calculados a partir
de valores de recuperacion obtenidos a partir de 5 réplicas de cada nivel de fortificado.
En el caso de los fortificados de 25 pg/kg el valor de la RSD se encuentra entre 3 y 28
%. Para el nivel de fortificado de 50 pg/kg la RSD oscila entre 2 y 22 % mientras que
para el caso del fortificado de 100 pg/kg, los valores méximo y minimo son 1y 20 %,

respectivamente.

E. Precision intermedia

La precision intermedia se evalu6 mediante el analisis de cinco muestras de
diferentes dias fortificadas a 25, 50 y 100 pg /kg. Los valores de RSD fueron inferiores
al 25 % para todos los compuestos incluidos en el método propuesto, lo cual indica la
estabilidad del mismo (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de la validacion del método desarrollado.

Recuperacion (%) Precision intermedia (%0)°
Plaguicida 25 ug/kg 50 pg/kg 100 pg/kg 25 ug/kg 50 pg/kg 100 pg/kg

8-quinolinol 106 (19)? 117 (18) 114 (18) 8 11 16
Acetamiprid 101 (8) 101 (12) 100 (17) 6 14 10
Aldicarb 74 (8) 85 (18) 96 (14) 9 10 14
Aldicarb sulfona 96 (13) 101 (11) 108 (12) 25 18 10
Aldicarb sulfoxido 89 (3) 97 (6) 100 (2) 9 10 13
Azaconazol 77 (12) 84 (14) 89 (4) 20 19 11
Bendiocarb 78 (6) 94 (6) 107 (4) 9 16 9
E;gi;’:é‘t’l r?ae n 71 (10) 74 (11) 81 (17) 13 16 12
Bioaletrina 88 (20) 104 (12) 97 (14) 16 20 17
Bitertanol 80 (6) 90 (8) 100 (5) 20 15 10
Bromuconazol 101 (14) 94 (9) 100 (10) 19 15 11
Buiocarboxin 89 (10) 93 (8) 103 (9) 10 14 6
Butocarboxim 73 (8) 85 (19) 96 (14) 9 10 14
Carbaril 71 (7) 91 (7) 106 (3) 18 14 13
Carbendazima 117 (4) 113 (11) 111 (7) 6 11 8
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Carbofurano

Carbofurano 3-
hidroxi

Clorantranipol
Cloridazona
Clofentizin
Cumafos
Ciromazina
Demeton-S-metil
Desmetrina
Diclobutrazol
Dicrotofos
Diflubenzuron

Difenilamina

Disulfoton sulfona

Disulfoton
sulféxido

Diuron
Epoxiconazol
Espiroxamina

Etiofencarb sulfona

Etiofencarb
sulféxido

Etoxiquina
Etofenprox
Etoxazol
Fenazaquin
Fenbuconazol
Fenhexamida
Fenmedifam
Fenpropidin
Fenpropimorf
Fenpiroximat
Fensulfotion
Flubendiamida
Flufenoxuron

Fluquinconazol

85 (3)
104 (14)

84 (20)
112 (17)
87 (19)
91 (19)
76 (5)

117 (18)
84 (4)

78 (9)

86 (15)
78 (28)
71 (10)
82 (18)

85 (7)

77 (17)
78 (11)
84 (7)

92 (13)

95 (10)

87 (4)

114 (19)
73 (13)
81 (9)

82 (16)
103 (9)
78 (12)
98 (8)

81 (7)

73 (11)
88 (14)
115 (15)
71 (14)
96 (12)

95 (5)
99 (10)

88 (10)
98 (13)
78 (12)
100 (19)
78 (7)
100 (3)
90 (4)
95 (5)
89 (8)
84 (25)
93 (11)
98 (14)

100 (4)

83 (11)
93 (7)
86 (5)

98 (8)

87 (8)

87 (5)
86 (22)
80 (8)
84 (6)
94 (7)
88 (14)
96 (6)
102 (13)
83 (6)
82 (5)
102 (7)
100 (14)
74 (6)
96 (15)

103 (3)
110 (6)

98 (8)

114 (8)
88 (20)
92 (15)
71 (5)

111 (10)
97 (2)

102 (2)
100 (5)
94 (15)
90 (17)
108 (12)

103 (3)

97 (6)
97 (10)
89 (6)

107 (9)

99 (8)

94 (2)
81 (8)
90 (4)
89 (1)
101 (4)
95 (5)
102 (7)
110 (19)
89 (5)
93 (4)
102 (7)
109 (13)
90 (12)
103 (19)

11

16

oo

10

19

11
13
14
14

16
10
14
16
10
12
14

10

15

12

13

13
11
14
11
16
11
11
15
12
14
10
13
18
17

11

11

16
14
11
14

11
13
13
16
19
10

10
14
11

10

10
11
12

16

14
12
11
18
12
19
15
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Flusilazol
Flutolanil
Flutriafol
Forclorfenuron
Formetanato
Fosfamidon
Furmeciclox
Hexytiazox
Imazalil
Indoxacarb
Iprovalicarb
Linuron
Menanipirim
Metaflumizona

Metiocarb
sulféxido

Metiocarb
Metomilo
Metoxifenozida
Monocrotofos
Nitempiram
Ofurace

Oxamilo
Oxidemeton-metil
Paclobutrazol
Pencicuron
Piperonil butdxido
Promecarb
Propamocarb
Pimetrozina
Simazina
Spinosad A
Spirodiclofen
Spiromesifen
Teflubenzuron
Terbutilazina

Tiabendazol

76 (5)
72 (12)
77 (13)
75 (6)
88 (6)
86 (5)
73 (6)
77 (19)
82 (5)
89 (19)
78 (6)
109 (19)
88 (13)
83 (18)

88 (9)

77 (10)
119 (6)
91 (9)
76 (16)
82 (10)
83 (6)
73 (14)
108 (14)
80 (4)
70 (7)
75 (16)
86 (7)
80 (3)
71 (4)
92 (8)
73 (10)
74 (4)
71 (20)
81 (8)
82 (5)
88 (9)

90 (9)
85 (8)
92 (10)
83 (6)
99 (4)
93 (4)
81 (9)
87 (7)
79 (2)
88 (10)
95 (4)
89 (10)
92 (5)
84 (5)

85 (8)

94 (8)
98 (8)
97 (7)
81 (19)
87 (13)
97 (5)
98 (20)
110 (14)
91 (6)
78 (9)
83 (9)
98 (6)
99 (4)
70 (7)
92 (5)
73 (13)
75 (12)
77 (10)
78 (20)
90 (7)
82 (15)

99 (8)
101 (15)
100 (7)
92 (5)
106 (3)
102 (3)
90 (5)
97 (7)
97 (4)
98 (6)
104 (4)
109 (18)
98 (4)
87 (18)

99 (8)

105 (3)
104 (11)
100 (5)
87 (9)
93 (10)
106 (5)
114 (12)
116 (9)
99 (5)
93 (15)
94 (4)
103 (3)
106 (2)
73 (4)
95 (7)
81 (6)
86 (4)
88 (8)
82 (14)
101 (4)
83 (16)

A~ N

13
13
11
13

23

17

©

16
19

13

18
22
11
20
12
16
14
20

11

13

11
10

10
10
12
13

14

16
12

18
11

12

11
20
13
13

14
17
16
14
12

10
12

16

15
19

10

10
11
13
13
10
16
14

18
12
19
15
18
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Tiacloprid 76 (16) 85 (8) 102 (7) 18 7
Tiametoxam 101 (17) 104 (11) 101 (10) 7 14
Tiodicarb 90 (15) 91 (8) 95 (6) 6 13
Tiofanox 71 (19) 90 (11) 101 (5) 11 8
Tiofanox sulfona 83 (17) 97 (14) 105 (16) 11 10
Tiofanox sulfoxido 104 (12) 106 (20) 109 (16) 17 7
Tiofanato-metil 71 (14) 72 (20) 71 (8) 11 16
Triazofos 97 (4) 100 (4) 106 (4) 7 10
Fostat de 75 (19) 76 (12) 90 (4) 12 7
Trifloxiestrobeno 73 (10) 85 (7) 102 (4) 19 15
Triflumizol 75 (16) 82 (7) 88 (11) 12 12
Triflumuron 94 (15) 81 (15) 83 (13) 22 20
Vamidotion 82 (6) 93 (9) 103 (5) 16 15

16
13

10
17
12

18

14

16

2 Valores de RSD aparecen entre paréntesis (1 =5);°n=5

F. Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) fueron calculados
analizando patrones en matriz a concentraciones 0,2, 0,5, 1,0 2,0 y 5,0 pg/kg. Se
determinaron como la concentracion de analito mas baja que proporcionaba una
sefial/ruido (S/N) de 3 y 10 para LOD y LOQ, respectivamente. Conjuntamente, se
usaron algunos criterios de tipo mas cualitativo para asegurar la eleccion correcta de los
limites, por ejemplo: buena resolucion de picos cromatograficos, correlacion correcta
entre concentraciones y areas de pico, y mayor relacion sefial/ruido al aumentar la
concentracion. Los resultados se reflejan en la Tabla 5. Los limites de deteccion y
cuantificacion se sitGan en un rango de entre 0,2-10 pg/kg y 0,5-25 pg/kg (maximos y
minimos, respectivamente). Estos no son niveles suficientemente bajos para lo que se
podria requerir a la hora de legislar este tipo de productos nutraceuticos, con lo que seria
conveniente una mejora en la optimizacion del método para poder validarlo a niveles

mas bajos de deteccion y cuantificacion.
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Tabla 5. Limites de deteccion y cuantificacion.

Plaguicida LOD (pg/kg) LOQ (no/kg)
8-quinolinol 10,0 25,0
Acetamiprid 10,0 25,0
Aldicarb 1,0 2,0
Aldicarb sulfona 10,0 25,0
Aldicarb sulfoxido 5,0 10,0
Azaconazol 10,0 25,0
Bendiocarb 2,0 5,0
Benzoato de emamectina 1b 2,0 5,0
Bioaletrina 10,0 25,0
Bitertanol 5,0 10,0
Bromuconazol 10,0 25,0
Butocarboxim sulféxido 1,0 2,0
Butocarboxim 1,0 2,0
Carbaril 5,0 10,0
Carbendazima 1,0 2,0
Carbofurano 0,2 0,5
Carbofurano 3-hidroxi 10,0 25,0
Clorantranipol 10,0 25,0
Cloridazona 10,0 25,0
Clofentizin 10,0 25,0
Cumafos 10,0 25,0
Ciromazina 2,0 5,0
Demeton-S-methyl 10,0 25,0
Desmetrina 0,2 0,5
Diclobutrazol 5,0 10,0
Dicrotofos 10,0 25,0
Diflubenzuron 10,0 25,0
Diphenylamine 1,0 2,0
Disulfoton sulfona 10,0 25,0
Disulfoton sulfoxido 5,0 10,0
Diuron 5,0 10,0
Epoxiconazol 5,0 10,0
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Espiroxamina 2,0 5,0
Etiofencarb sulfona 10,0 25,0
Etiofencarb sulféxido 10,0 25,0
Etoxiquina 2,0 5,0
Etofenprox 10,0 25,0
Etoxazol 0,2 0,5
Fenazaquin 1,0 2,0
Fenbuconazol 5,0 10,0
Fenhexamida 5,0 10,0
Fenmedifam 2,0 5,0
Fenpropidin 10,0 25,0
Fenpropimorf 5,0 10,0
Fenpiroximat 0,5 1,0
Fensulfotion 5,0 10,0
Flubendiamida 10,0 25,0
Flufenoxuron 10,0 25,0
Fluguinconazol 10,0 25,0
Flusilazol 1,0 2,0
Flutolanil 50 10,0
Flutriafol 1,0 2,0
Forclorfenuron 2,0 50
Formetanato 5.0 10,0
Fosfamidon 1,0 2,0
Fosfato de tricresilo 5,0 10,0
Furmeciclox 1,0 2,0
Hexytiazox 10,0 25,0
Imazalil 50 10,0
Indoxacarb 5,0 10,0
Iprovalicarb 2,0 50
Linuron 10,0 25,0
Menanipirim 10,0 25,0
Metaflumizona 10,0 25,0
Metiocarb sulfoxido 10,0 25,0
Metiocarb 5,0 10,0
Metomilo 1,0 2,0
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Metoxifenozida 5,0 10,0
Monocrotofos 10,0 25,0
Nitempiram 10,0 25,0
Ofurace 5,0 10,0
Oxamilo 50 10,0
Oxidemeton-metil 10,0 25,0
Paclobutrazol 2,0 5,0
Pencicuron 10,0 25,0
Piperonil butoxido 0,2 0,5
Promecarb 1,0 2,0
Propamocarb 1,0 2,0
Pimetrozina 5,0 10,0
Simazina 2,0 50
Spinosad A 5,0 10,0
Spirodiclofen 5,0 10,0
Spiromesifen 2,0 5,0
Teflubenzuron 10,0 25,0
Terbutilazina 2,0 5,0
Tiabendazol 1,0 2,0
Tiacloprid 5,0 10,0
Tiametoxam 10,0 25,0
Tiodicarb 1,0 2,0
Tiofanox 1,0 2,0
Tiofanox sulfona 10,0 25,0
Tiofanox sulfoxido 1,0 2,0
Tiofanato-metil 10,0 25,0
Triazofos 2,0 50
Trifloxiestrobeno 1,0 2,0
Triflumizol 0,5 1,0
Triflumuron 10,0 25,0
Vamidotion 5,0 10,0
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4.4. Analisis de muestras reales

El método validado fue aplicado al anélisis de 10 muestras de comprimidos
nutraceuticos de té verde adquiridos en diferentes comercios locales. Todas las muestras
fueron extraidas mediante el método de extraccidén optimizado. Durante el analisis de
las muestras se realizo un control de calidad interno, que implicaba la inyeccion de una
recta de calibrado en matriz, una disolucion estandar de los compuestos en disolvente,

un blanco y tres fortificados a distinto nivel (25, 50, 100 ug/kg).

En las muestras analizadas se encontraron residuos de acetamiprid en las muestras 1
y 3 a unas concentraciones de 56,2 y 56,0 pg/kg, respectivamente. El plaguicida

carbendazima se hall6 en la muestra real nimero 8 a una concentracion de 13,2 pg/kg.

Estos resultados son consecuentes ya que las muestras 1 y 3 son comprimidos de té
verde de la misma marca comercial. Ademas, estudios previos [15] ya habian informado

de residuos de estos plaguicidas en muestras de té verde.

A modo de confirmacidn, en las Figuras 9 y 10 se muestran los cromatogramas
obtenidos en la muestra reales para cada plaguicida con los cromatogramas de ese
mismo plaguicida en un punto en matriz a una concentracion similar a la obtenida en la
muestra real correspondiente. En la Figura 9 se muestran los cromatogramas
correspondientes a los positivos de acetamiprid, asi como de un punto en matriz a 50
pg/kg, mientras que en la Figura 10 se muestra el positivo de carbendazima junto a un

punto en matriz a 10 pg/kg.
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Figura 9. UHPLC-MS/MS cromatogramas para a) Muestra 1 conteniendo 56,2

ug/kg de acetamiprid; b) Muestra 3 conteniendo 56,0 pg/kg de acetamiprid y c) Punto

en matriz de acetamiprid a 50 pg/kg. (En azul la linea de confirmacién y en negro la

curva de cuantificacion).

DETERMINACION DE PLAGUICIDAS EN NUTRACEUTICOS PROCEDENTES DE HOJAS DE TE 34

1



Master en Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria

192.2->160.1 , 192.2-> 1320 1922->160.1 ,192.2-> 1320
é x10 2 | Ratio = 17.3 (1066 %) a) g x10 3 Ratio = 16.9 (104.2 %) b)
3 3 111
2 © 105
14
14 0.954
0.9
0.9+ 0.85-
084
0.8 0.75-
074
0.74 0.651
0.6
0.6 0.554
0.54
0.5+ 0454
044
4+
. 0.354
0.3+ 0.34
0.254
0.2 0.2
0.154
0.14 0.14
0.05
04 04
T T T T T T T T T T -0‘05‘ T T T T T T T T T T
14 15 16 1.7 18 19 2 21 22 14 15 16 17 18 19 2 21 22
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Figura 10. UHPLC-MS/MS cromatogramas obtenidos para a) Muestra real 8
conteniendo 13,2 ug/kg de carbendazima y b) Punto en matriz de carbendazima a 10

Hg/kg. (En azul la linea de confirmacidn y en negro la curva de cuantificacion).
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5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas a partir de la elaboracion del presente trabajo

fin de master son las siguientes:

v Se ha desarrollado y optimizado un método para el analisis de plaguicidas en
nutraceuticos procedentes de té verde mediante UHPLC-MS/MS empleando el
método QUEChERS como procedimiento de extraccion.

v El proceso de validacion a los niveles de concentracion elegidos fue
satisfactorio y se obtuvieron buenos resultados para los parametros estudiados
(linealidad, recuperacién, repetibilidad, precision intermedia y limites de
deteccion y cuantificacion).

v Es un método til para su aplicacion en analisis de rutina por su sencillez y
rapidez (11 minutos por muestra).

v" Los niveles de concentracién para la validacion del método son altos con
respecto a los limites que podria establecer una futura legislacion en este tipo de
productos.

v' El método se aplico a diez muestras reales de comprimidos de té verde
obteniendo varios resultados positivos, es decir, presencia de residuos de
plaguicidas, en algunas de ellas, poniendo de manifiesto la necesidad del control

de residuos de plaguicidas en este tipo de productos.
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6. PROPUESTAS PARA LA CONTINUACION DEL TRABAJO

v" Mejorar la optimizacién del método y conseguir una mayor sensibilidad para
poder validarlo a niveles mas bajos (al menos 10 pg/kg) que se ajusten a una
futura regulacion que incluya residuos de plaguicidas en productos

nutracedticos.

v Evaluar la validez del método desarrollado a la hora de analizar comprimidos
nutraceuticos procedentes de otras matrices tales como té rojo, alcachofa, alfalfa,

valeriana o diente leén entre otros.
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