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RESUMEN

Los contaminantes pueden ser transferidos a los alimentos a través del ambiente o durante el pro-
cesado. La presencia de estos contaminantes a altos niveles de concentracién puede constituir un
riesgo para la salud, siendo la identificacion y cuantificacidon de contaminantes en alimentos un tema
de gran interés en seguridad alimentaria. Los limites maximos de residuos (MRLs) establecidos por
las normativas europeas (ej: Reglamento CE 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo relativo
a los limites maximos de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal y animal y
gue modifica la Directiva 91/414/CEE del Consejo) son cada vez mas exigentes y hacen necesario el

desarrollo de nuevas metodologias analiticas mas sensibles, fiables y robustas.

El desarrollo de metodologias para el andlisis de plaguicidas en frutas y vegetales mediante la técnica
acoplada cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC-MS) ha sido extensamente descrito en
la literatura. Por el contrario, el desarrollo de métodos multi-residuo para el analisis de plaguicidas
en alimentos procesados elaborados a base de fruta (como potitos de fruta, zumos y refrescos) no
ha sido ampliamente abordado. Ademas, es de particular interés, dada su complejidad, la evaluacion
de nuevas técnicas de preparacion de muestra para el analisis de contaminantes en muestras vege-
tales con alto contenido graso, como aceite de oliva y aceitunas. Para estas muestras, ademas de
los plaguicidas, existe un grupo de contaminantes volatiles de interés denominado BTEXS (benceno,
tolueno, etilbenceno, los isémeros m-, p-y o-xileno, y estireno), que pueden estar presentes en aceite
de oliva y aceituna por diversas causas. Sin embargo, no se han descrito métodos de andlisis de BTEXS

en aceituna.

Debido a la escasa literatura disponible acerca de métodos de andlisis mediante LC-MS de residuos
de plaguicidas en matrices grasas y alimentos procesados de origen vegetal, el principal objetivo de
la presente Tesis fue el desarrollo de metodologias analiticas basadas en la deteccién mediante es-
pectrometria de masas para el andlisis multi-residuo de plaguicidas en estos productos. Se prestd
especial atencion a matrices grasas como aceitunas y aceite de oliva (producto derivado), y a produc-

tos elaborados a base de fruta, como potitos, zumos y refrescos. Los procedimientos desarrollados
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cubren diferentes metodologias basadas en la combinacion de distintas técnicas de preparacion de
muestra (como dispersion de la muestra en fase solida (MSPD), extraccidn en fase sélida (SPE), ex-
traccidn liquido-liquido seguida de una extraccion en fase sélida dispersiva, y técnica de espacio de
cabeza) con cromatografia liquida con deteccion por espectrometria de masas de alta resolucion
mediante un analizador de tiempo de vuelo (LC-TOFMS), cromatografia liquida con deteccion por
espectrometria de masas en tdndem mediante un analizador de triple cuadrupolo (LC-MS/MS), o cro-
matografia de gases con deteccién por espectrometria de masas (GC-MS). Los resultados derivados
de estos trabajos han sido publicados en revistas cientificas del area de Quimica Analitica de difusién

internacional, sumando un total de 8 articulos (1 review y 7 articulos de investigacion originales).
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ABSTRACT

Several contaminants can be transferred to the food by the ambient or during processing stage.
The presence of these contaminants at high concentration levels may pose a risk for human
health, being the identification and quantitation of contaminants in food an issue of great interest
in food safety. The increasingly stringent maximum residue levels (MRLs) regulations established
by the European Union (e.g. Regulation EC 396/2005 of the European Parliament and the Council
on maximum residue levels of pesticides in or on food and feed of plant and animal origin) are

fostering the development of new, more sensitive, reliable and rugged analytical methodologies.

The development of methodologies for pesticide testing in fruits and vegetables based on liquid
chromatography-mass spectrometric analysis (LC-MS) has been extensively described in the
literature. In contrast, the development of multi-residue methods for the analysis of pesticides
in processed fruit-based food (such as baby food, fruit-based soft drinks and juices) has not been
addressed in detail. Moreover, it is of particular interest -due to its complexity- the evaluation of
new and fast sample preparation techniques for the analysis of contaminants in fatty vegetable
samples, such as olives and olive oil. For these samples, besides the pesticides, there are volatile
contaminants such as the so-called BTEXS group (benzene, toluene, ethylbenzene, the three o-,
m- and p-xylene isomers and styrene) that may be present in both olive oil and olives. However,

there are no available methodologies for the determination of BTEXS in olives.

Because of the scarce literature available in this field of LC-MS based pesticide testing in
fatty matrices and plant-origin foodstuffs, the main goal of the presented PhD Thesis was the
development of analytical methodologies based on mass spectrometric techniques for large-
scale pesticide testing in food, paying particular attention to fatty matrices such as olives and
olive oil (derivate product), and also to fruit-based products such as baby food, juices and fruit-
based soft drinks. The PhD Thesis comprises eight articles (1 review and 7 original research
articles) devoted to these topics, covering different methodologies based on the combination
of different sample preparation strategies (such as matrix solid-phase dispersion (MSPD), solid-
phase extraction (SPE), liquid-liquid partitioning with dispersive solid phase extraction cleanup,
and headspace technique) with liquid chromatography-high resolution mass spectrometry using
a time-of-flight analyzer (LC-TOFMS), liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) and gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS).
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Los principales objetivos de esta tesis son los siguientes:

1)

2)

3)

Evaluar y mejorar los métodos de extraccidn actuales para el andlisis multi-residuo de
contaminantes orgdnicos en alimentos de origen vegetal, prestando especial atencion
a aquellos con un alto contenido graso, como aceite de oliva y aceituna. El objetivo es
obtener extractos limpios que contengan los compuestos de interés mediante la
utilizacion de metodologias practicas y respetuosas con el medio ambiente, lo que
involucra el desarrollo de métodos rapidos, sencillos y con un menor consumo de

disolventes organicos.

Desarrollar nuevos métodos multi-residuo para el analisis de contaminantes en
alimentos elaborados a base de frutas o vegetales, que han sido poco estudiados hasta
el momento. En este sentido, se pretende desarrollar métodos combinando el uso de
protocolos de extraccién simples y deteccién mediante las técnicas LC-MS y GC-MS
para el analisis de plaguicidas y otros contaminantes organicos en zumos de frutas,

alimentos infantiles, refrescos, aceite de oliva y, en un caso, en aceituna.

Emplear técnicas de deteccion avanzadas basadas en el acoplamiento
cromatografia/espectrometria de masas con analizadores de triple cuadrupolo vy
tiempo de vuelo, con el propdsito de alcanzar los requerimientos de sensibilidad y
reproducibilidad que marcan las normativas europeas vigentes en el campo de analisis
de contaminantes en alimentos. Ademds, se evaluard el uso de columnas
cromatograficas de resolucion mejorada y tamafio de particula reducido, para acortar
el tiempo de analisis y aumentar el nimero de plaguicidas que se pueden determinar

en un Unico analisis.



. AIM OF THE THESIS
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The main goals of this PhD. Thesis are as follows:

1) To evaluate and improve the current extraction procedures for the multi-residue
analysis of organic contaminants in fruit and vegetable-based foodstuffs, paying
special attention to those matrices with high fat content such as olive oil and olives.
The challenge is to obtain clean extracts containing the target compounds by the
application of practical and environmentally-friendly procedures, comprising minor

solvent consumption and simplicity as main features of the methods.

2) To develop new multi-residue methods for derivative vegetable and fruit products,
scarcely investigated in terms of content of contaminants. In this sense, different LC-
MS and GC-MS methods will be developed to test the presence of pesticides and other
contaminants in fruit juices, baby food, soft drinks, olive oil and olives, using simplified

extraction procedures.

3) To evaluate the combined use of advanced hyphenated chromatographic techniques
with mass spectrometers equipped with either triple quadrupole or time-of-flight
analyzers for pesticide testing in foodstuffs, in order to develop analytical
methodologies in compliance with the European regulations requirements in terms of
sensitivity and reproducibility. For this purpose, the use of short LC columns with small
particle size will be tested to achieve shorter analysis time for the multi-residue

analysis of a large number of pesticides.



Il. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

- -
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1.1. RESIDUOS TOXICOS EN ALIMENTOS.

Los alimentos pueden contener componentes toxicos, definidos como agentes quimicos que
ingresados en el organismo alteran componentes bioquimicos fundamentales para la vida.
Estos toxicos pueden estar presentes en el organismo en una dosis alta (concentracion
perjudicial para el ser humano), o pueden estar en una dosis baja y acumularse en el
organismo, ocasionando dafios para la salud a medio o largo plazo. Estos tdxicos pueden tener

diversa procedencia:

- Constituyentes naturales de los alimentos. Ejemplos: aminas, inhibidores de enzimas,
sustancias anticolinesterasas, ciandgenos, antivitaminas, agentes quelantes como el
acido oxalico, estimulantes como el alcohol etilico, la cafeina, etc.

- Aditivos alimentarios. Los aditivos alimentarios llevan un cddigo compuesto de una
letra seguida de tres cifras. La primera cifra (centenas) hace referencia a la inclusidon en
grupos establecidos: 1- Colorantes, 2- Conservantes, 3- Antioxidantes y 4-
Estabilizantes.

- Sustancias derivadas. Aparecen como consecuencia de reacciones de degradacién de
los alimentos. Ejemplos: perdxidos y radicales libres procedentes de la oxidacion de
lipidos, micotoxinas originadas por procesos metabdlicos de mohos.

- Contaminantes quimicos. Llegan al alimento durante las fases de produccion,
procesado, distribucién y manipulacion. Pueden ser: residuos de plaguicidas,
compuestos derivados de procesos de calentamiento como hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs), contaminantes accidentales o ambientales, residuos de

medicamentos veterinarios, etc.

Debido al riesgo que suponen para la salud del consumidor, es necesario controlar la
presencia de estos agentes toxicos en los alimentos. Por ello, desde el afio 2000, las
exigentes normas de la Unién Europea (UE) se han hecho alin mas estrictas para garantizar
gue los alimentos de los ciudadanos europeos sean lo mds seguros posible. Asi, en el libro
blanco sobre seguridad alimentaria [1] se indica que una de las prioridades de la Comisidn
de las Comunidades Europeas es velar por los mas elevados niveles de seguridad
alimentaria en la UE. El planteamiento de la seguridad alimentaria es ahora mas integrado:

se sigue cuidadosamente la pista de los alimentos y los piensos a través de toda la cadena
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alimentaria, desde la misma explotacién hasta la mesa del consumidor (trazabilidad). Las
autoridades de la UE evaluan meticulosamente el riesgo y consultan a los mejores expertos
cientificos antes de prohibir o permitir la inclusién de cualquier producto, ingrediente,
aditivo u organismo genéticamente modificado, en cualquier pienso o alimento, venga de

dentro o de fuera de la UE.

Para llevar a cabo un control efectivo sobre la presencia de residuos de contaminantes en los
alimentos, se establecen limites maximos de residuos tolerados (MRLs) de acuerdo con el
procedimiento del Comité permanente de la Cadena Alimentaria y Sanidad Animal y previa
consulta a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (“European Food Safety Authority”,
EFSA) [2]. Pese a todo este esfuerzo, en los ultimos afios, la confianza de los consumidores en
la seguridad de los productos alimenticios se ha visto a veces alterada por las crisis sanitarias
relacionadas con los alimentos. Se demandan cada vez mads alimentos poco elaborados y con
ingredientes “naturales”, pero que a su vez cumplan con los mds exigentes controles

sanitarios.

Para hacer frente a este problema, asi como para ir por delante de los infractores, entre
otros aspectos hay que desarrollar nuevas técnicas y metodologias analiticas avanzadas
para la detecciéon de sustancias quimicas y métodos de produccién de alimentos
prohibidos o no conformes con las buenas practicas. Aunque en los Ultimos afios, se han
producido grandes avances en los métodos de control de contaminantes en alimentos, los
casos recientes de uso de sustancias quimicas prohibidas (melamina en leche en polvo,
insecticidas no autorizados en pimientos, etc. [3-5]) evidencian las limitaciones que
presentan las metodologias que se usan actualmente en la mayoria de laboratorios
acreditados de control de residuos. Por tanto, es muy importante que se investigue en el
desarrollo y mejora de los métodos actuales de control de sustancias quimicas en
alimentos asi como la incorporacidon de nuevas técnicas de detecciéon que proporcionen

mayor informacidn de alta calidad de forma rapida y efectiva.
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11.2. RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL.

1.2.1. Clasificacion de los plaguicidas.

Se pueden realizar distintas clasificaciones de los plaguicidas, atendiendo a diversos criterios:

a) Segun su accion especifica. A continuacién se muestra una clasificacion muy general segun

este criterio, y dentro de cada una de estas categorias se incluirdn algunas clases de

plaguicidas segun su composicion quimica [6]:

M Para el control de invertebrados:

- Insecticidas:

Quimicos orgdnicos: organoclorados, organofosforados, carbamatos, formimidas,
tiocianatos, dinitrofenoles, organoestannicos, piretroides sintéticos.

Quimicos inorgdnicos: derivados de azufre, mercurio, boro, talio, arsénico, antimonio,
selenio y fluoruro.

Botdnicos: Nicotina, Rotenona, Sabadilla, Ryania, Pyretrum.

Fumigantes: Derivados de moléculas orgdnicas que son gases aproximadamente a 5°C
y acido cianhidrico.

Microorganismos: Bacillus thuringiensis, Heliotis (virus), Hirsutella thompsonii (hongo),
Nosema locustae (protozoo).

Reguladores del crecimiento: Ecdysone (hormona de la muda), JH (hormona juvenil).

Repelentes de insectos: Dietil toluamida, entre otros.

- Molusquicidas:

Carbamatos, organoclorados, metacetaldehido, derivado de la nitrosalicilanilida.

- Nematicidas:

Hidrocarburos halogenados, organofosforados, isotiocianatos, carbamatos.

M Para el control de vertebrados:

- Rodenticidas:

Anticoagulantes: cumarinas, indadionas.
Botdnicos: bulbo de Escila (cardiotdxico), estricnina.

Quimicos orgdnicos: organoclorados, organofosforados.
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Inorgdnicos: fésforo amarillo y fosfuro de cinc.

Misceldnea: fluoroacetato sédico y fluoroacetamida, derivados de la urea.

- Avicidas:

Repelente: 4-aminopiridina, metiocarb, glucocloralosa (soporifero).
Para tratamiento de posaderos: endrin (organoclorado), fention (organofosforado).
Cebos: estricnina, 3-cloro-p-toluidina.

Quimioesterilizantes: 20,25-diazacolesterol.

- Piscicidas:

Organoclorados: endrin, toxafeno, endosulfan.
Antibidticos: antimicina

Lampricidas: clonitralid, TFN.

- Repelentes:

De aves: olfatorios (naftaleno); tactil (mezclas de aceites de ricino, petrolato,
polibutano, resinas, difenilamina, pentaclorofenol, quinona, éxido de cinc, disolventes
aromaticos); gestatorios (captan, antraquinona, glucocloralosa, turpentina,
metiocarb).

De perros: naftaleno, paradiclorobenceno, aceites esenciales.

De ciervos: tiram y ziram (fungicidas).

De conejos: naftaleno, nicotina, tiram, ziram.

De roedores: tributil estaifo, naftaleno, paradiclorobenceno, polibutanos, polietilenos,

tiram, tert-butil dimetiltritioperoxicarbamato.

B Para el control de plantas:

- Herbicidas:

Inorgdnicos: sulfato de cobre, derivados de arsénico, sales amodnicas, boratos, clorato
sddico, acido sulfurico.

Orgdnicos: derivados del petréleo (gasolina, queroseno,...), arsenicales organicos,
fenoxiderivados (MCPA, 2,4,5-T, metil diclofop, 2,4,-D), amidas sustituidas (aldiclor,
difenamid, propanil, napropamida), nitroanilinas (trifluralin, benefin, nitralin,
isopropalin,...), ureas sustituidas (monuron, diuron,..), carbamatos (profam,
barban,...), tiocarbamatos (EPTC, pebulato,...), heterociclos nitrogenados (atrazina,

simazina,...), acidos alifaticos (acido tricloroacético, dalapdn,...), derivados del acido
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benzoico (dicamba, fenac,...), derivados fendlicos (dinitrofenoles), nitrilos substituidos
(diclobenil, bromoxynil,...), derivados de amonio cuaternario (paraquat, diquat).
e Micoherbicidas: Phytophthora palmivora.
- Reguladores del crecimiento de las plantas:
e Auxinas, giberelinas, citoquininas, generadores de etileno, retardantes sintéticos del
crecimiento (clormequat, mepiquat).
- Defoliantes:
e Sales inorganicas (clorato sodico, clorato magnésico,...), acidos alifaticos (acido
neodecanoico), paraquat, organofosforados (merphos,...).
- Desecantes:
e Nitrato amodnico, disolventes del petrdleo, borato sédico, clorato sédico, acido

arsénico, derivados fendlicos, derivados de amonio cuaternario (paraquat, diquat).

B Para el control de microorganismos:
- Fungicidas y bactericidas:

e Inorgdnicos: sulfuros, sales de cobre, sales de mercurio.

e Orgdnicos: ditiocarbamatos (tirad, maneb,...), tiazoles (etazol,...), triazinas (anilazina),
aromaticos sustituidos (hexaclorobenceno, pentaclorodinitro-benceno,...),
dicarboximidas (captan,...), fungicidas sistémicos (oxathiinas, benzimidazoles,
pirimidinas, organofosforados, acilalaninas, triazoles, piperazinas, imidas),
dinitrofenoles (dinocap), quinonas (cloranil,...), organoestannicos (hidréxido de
trifenilestafio), compuestos alifaticos nitrogenados (dodine,...), fumigantes
(cloropicrina, bromuro de metilo, isocianato de metilo,...), antibiéticos
(estreptomicina, cicloheximida,...),...

- Alguicidas:

e Inorgdnicos: hipoclorito sédico, hipoclorito célcico, clorito sédico, derivado de cobre.

e Orgdnicos: derivados organicos de cobre (cobre-trietanolamina), derivados de amonio
cuaternario (cloruro de alquildimetilbenzilamonio).

- Desinfectantes.
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b) Segun su toxicidad aguda (24 a 96h), los plaguicidas se pueden clasificar en [7]:

Tabla Il.1. Clasificacién de los plaguicidas segun su toxicidad aguda.

Gaseosos Fumigantes

. Solidos Liquidos
Via de entrada Aerosoles
al organismo | pLs, (mg/kg peso | DLso (mg/kg peso Polvo de @ 50 pm
corporal) corporal) CLso (mg/L de aire)
Via oral DLso < 5 DLso < 25
,M!'Iy Via respiratoria Clso < 0,5 mg/L (4h)
toxicos
Via dérmica DLso < 10 DLso < 50
Via oral 5 < DLsp < 50 25 < DLsp < 200
Toéxicos | Via respiratoria 0,5 < CLsp < 2 mg/L (4h)
Via dérmica 10 < DLso < 100 50 < DLsp < 400
Via oral 50 < DLsp < 500 200 < DLsg < 2000
Nocivos | Via respiratoria 2 < Clsg < 20 mg/L (4h)
Via dérmica 100 < DLsg < 1000 400 < DLsp <4000

donde: DL, es la dosis letal media (muere el 50% de la poblacién de prueba) por via oral o dérmica
para la rata.
CLso es la concentracién letal media (muere el 50% de la poblacidn de prueba) por via

respiratoria para la rata.

1.2.2. Uso de plaguicidas en agricultura.

El incremento constante de la poblacién mundial requiere de una produccidon muy elevada de
alimentos, por lo que la proteccion de cultivos contra el ataque de parasitos y de otros agentes
bioldgicos es mas que necesaria. El empleo de plaguicidas en la agricultura es imprescindible
para mejorar su potencial econédmico, permitiendo la proteccién de los cultivos frente a plagas
y enfermedades, aumentando el periodo de desarrollo de las plantas, incrementando el
periodo de almacenamiento post-cosecha y reduciendo los costes de produccion de los
alimentos [8]. Entre sus multiples campos de aplicacién podemos citar su uso sistematico tanto

a nivel agricola como industrial, doméstico, en jardineria o en veterinaria [9].

El control en el uso de los productos fertilizantes y de los productos fitosanitarios, utilizados
para el aumento del rendimiento en las producciones y el control de plagas y enfermedades,

es de gran importancia por el riesgo de contaminacién que conllevan o, mas bien, que supone
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el abuso de los mismos. Ademas de la acumulacidon de estos compuestos persistentes en el
medioambiente (aire, agua o suelo), los plaguicidas entran en la cadena alimentaria de
animales, llegando en ultimo término a alcanzar la cadena alimenticia humana, donde se
acumulan en algunos érganos vitales y provocan el desarrollo de intoxicaciones de distinta
gravedad. Asi, por ejemplo, se han descrito efectos adversos para la salud de tipo neurolégico,

reproductivo, inmunolégico y cancerigeno [10].

La distribucidon y uso de plaguicidas en la agricultura es una actividad de gran importancia
econdmica, que en el afio 2007 (ultimos datos disponibles) supuso un consumo de 33.390
millones de délares a nivel mundial, siendo los herbicidas los productos mas demandados [11].
El consumo en Europa se situé en 7.080 millones de euros para ese mismo afo. En Espafia
(segundo pais de la UE por superficie cultivada, y cuarto por su aportacion final agricola de la
Unidn), desde mediados de los afios noventa el uso de plaguicidas ha experimentado un
incremento que rompe el fuerte descenso iniciado a finales de la década de los ochenta.
Aungue en un principio la aplicacidon de las reformas de la Politica Agraria Comun (PAC) de
1992 contribuyd parcialmente a la reduccién de su consumo, los procesos de intensificacidon
agraria y, sobre todo, el aumento de su especificidad y eficacia, estan agravando el problema
de la contaminacion medioambiental al aumentar el consumo de plaguicidas y su toxicidad.
Desde 1995, aumenta el consumo de plaguicidas en estrecha relacidon con la produccion
horticola, alcanzdndose en 2004 la cifra mdaxima de kilogramos de ingrediente activo por
hectdrea. En 2005 el consumo de productos fitosanitarios en Espaia se redujo en un 12,69%,
manteniéndose practicamente constante desde entonces [12]. En 2008 (ultimos datos
disponibles) se consumieron en Espaifa un total de 94.549 toneladas de productos
fitosanitarios, correspondiendo el 28,56% a herbicidas, el 24,87% a fungicidas y el 16,45% a

insecticidas.

1.2.3. Riesgos de la presencia de plaguicidas en alimentos.

Se define como residuo de plaguicida a los residuos, incluidas las sustancias activas, los

metabolitos y los productos de degradacién o de reaccién de sustancias activas utilizadas

actualmente o con anterioridad en productos fitosanitarios [13].
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Estos residuos estan presentes en los alimentos debido a un uso legal de los productos

III

fitosanitarios, y en la mayoria de los casos los niveles no suponen ningln problema. El “uso

IM

legal” de los productos fitosanitarios implica que se apliquen las dosis recomendadas por el
fabricante y en los periodos estacionales adecuados, respetando los periodos de reingreso y de
carencia. El periodo de reingreso es el tiempo minimo que se debe esperar, después de
haberse hecho una aplicacion para el ingreso de personas y/o animales al area tratada, y el
periodo de carencia o de espera es el tiempo minimo legalmente permitido, expresado

usualmente en numeros de dias, que debe transcurrir entre la ultima aplicacién de un

fitosanitario y el consumo del producto vegetal tratado.

De cualquier modo, los residuos de plaguicidas pueden afectar negativamente a la salud, por lo
gue su presencia en los alimentos no es deseable, ya que se pueden acumular en el organismo
y alcanzar concentraciones téxicas. Generalmente los plaguicidas aparecen en los alimentos a

muy bajas concentraciones, del orden de partes por millén (mg kg™) o menos [14].

La Ingesta Diaria Admisible (IDA) es un indice toxicoldgico establecido por las autoridades
competentes, tanto a nivel nacional como internacional. Se define como la cantidad de un
compuesto quimico (incluidos los plaguicidas), expresada en relacién con el peso corporal, que
puede ser ingerida a diario durante toda la vida de una persona sin que llegue a representar un
riesgo apreciable para la salud. Es muy importante cuantificar bien los riesgos para la salud
ocasionados por la exposicion a contaminantes como los plaguicidas a través de la dieta. Las
IDAs se obtienen en animales de laboratorio, después de administrarles el plaguicida en el
alimento durante periodos prolongados de tiempo. De esta manera se determina el nivel de
dosis sin efecto (NOEL) y la ingesta diaria admisible (IDA). La ingesta diaria admisible es la
maxima cantidad del plaguicida que la especie experimental puede recibir sin ningln tipo de
manifestacion toxicoldgica. Pero tras esta experiencia hay que extrapolar de alguna manera al
hombre, cosa que no es fécil. En general, lo que se hace es aplicar a la ingesta diaria aceptable
del animal de laboratorio un factor de seguridad que se ubica normalmente en un valor de
100, aunque a veces puede ser mas bajo y, en oportunidades, ser elevado a 1000 (cuando los

riesgos lo justifican). De esta manera se obtiene la IDA para el consumidor humano [15].

Teniendo en cuenta la IDA y las buenas practicas agricolas, se establecen los limites maximos

de residuos (MRLs) (ver figura Il.1). EIl MRL es, simplemente, el maximo nivel de residuos que
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se puede aceptar en un determinado alimento para que un humano que lo consume en forma

normal y abundante no supere la IDA para el residuo en cuestion.

Peso corporal,
ingesta diaria del alimento

Experimentos Célculo del nivel de Ingesta diaria l MRL
toxicoldgicos ’ dosis sin efecto . admisible » (para cada
(ensayos con animales) (NOEL) T (IDA) T pesticida)
Factor de seguridad Nivel de residuos bajo
1/100 buenas practicas

agricolas (GAP)

Figura I1.1. Diagrama de flujo de los pasos seguidos para el establecimiento de los MRLs de plaguicidas
en alimentos.

No obstante, se debe seguir trabajando para desarrollar una metodologia que tome en
consideracion los efectos acumulativos y sinérgicos, teniendo en cuenta la exposicién de los

consumidores a combinaciones de sustancias activas.

1.3. RESIDUOS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS MONOCICLICOS (MAHS) EN ALIMENTOS
DE ORIGEN VEGETAL. BTEXS.

Los hidrocarburos monoaromaticos (MAHs) y en particular los BTEXS (Benceno, Tolueno,
Etilbenceno, Xilenos y Estireno), estan presentes en los productos derivados del petréleo,
como las gasolinas. Ademas, son muy utilizados como disolventes industriales y productos
para pinturas [16,17]. El estireno, por otra parte, es empleado en la produccion de plasticos
usados como contenedores para multitud de productos alimenticios, a los que puede
contaminar por migraciéon de mondmeros del estireno. Los MAHs (igual que los PAHs) son muy
solubles en aceites y grasas, a los que pueden llegar principalmente por contaminacion
ambiental. Dada su alta volatilidad, es de esperar que los niveles encontrados en aceite de
oliva virgen sean muy superiores a los encontrados en otros aceites que han sido sometidos a
un proceso de refinacidn. Asi, se han llevado a cabo algunos estudios para establecer los
niveles de BTEXS en aceite de oliva virgen, al que fueron incorporados por contaminacién

aérea y procesos de extraccion [18,19]. En el caso del aceite de oliva la presencia de estireno
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puede tener también un origen natural, ya que es producido por descarboxilacién del acido

cindmico presente en la pulpa de la aceituna [20].

La Unidn Europea ha mostrado ya su preocupacion acerca de la exposicién a los BTEX y
estireno en la dieta y en particular a través del aceite de oliva [21-23] recogiendo resultados de
estudios realizados en Grecia, Alemania y Francia. EIl Comité Cientifico de Alimentacién de la
Unién Europea recomendd en 1999 la conveniencia de realizar estudios sobre métodos
analiticos (dado que no existe un método de analisis oficialmente aceptado), y sobre el origen

de estos compuestos en el aceite de oliva.

1.4.NORMATIVAS SOBRE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS E HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS EN ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL.

11.4.1. Legislacion europea.

I1.4.1.a) Directiva 91/414/CEE [24] del Consejo, de 15 de julio de 1991, relativa a la

comercializacién de productos fitosanitarios.

Modificaciones:

Esta normativa ha sufrido diferentes modificaciones entre los afios 2003-2007, siendo
destacable el Reglamento CE/396/2005, relativo a los limites maximos de residuos de

plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal y animal.

En el afio 2006 se publicaron dos actos legislativos altamente relacionados con esta
Directiva, puesto que constituyen el marco reglamentario de gestidon de las sustancias
qguimicas (REACH), y contemplan la creacidn de la Agencia Europea de Sustancias y
Preparados Quimicos. Se trata del Reglamento (CE) n2 1907/2006 y la Directiva

2006/121/CE, que seran expuestos posteriormente (seccién 11.4.1.g).
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11.4.1.b) Decision 2002/657/CE [25] de la Comisidn, de 12 de agosto de 2002, por la que se
aplica la Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos analiticos

y la interpretacion de los resultados.

I1.4.1.c) Directiva 2003/13/CE [26] de la Comision, de 10 de febrero de 2003, por la que se
modifica la Directiva 96/5/CE relativa a los alimentos elaborados a base de cereales y los

alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta edad.

e El anexo | establece limites maximos de residuos de plaguicidas y de metabolitos de
plaguicidas en este tipo de alimentos.
e El anexo Il establece los plaguicidas que no se podran utilizar en productos agricolas

destinados a la elaboracion de estos alimentos.

11.4.1.d) Directiva 2003/14/CE [27] de la Comision, de 10 de febrero de 2003, por la que se
modifica la Directiva 91/321/CEE relativa a los preparados para lactantes y los preparados de

continuacion.

e El anexo | establece los plaguicidas que no se podran utilizar en productos agricolas
destinados a la elaboracion de estos alimentos.
e El anexo Il establece limites maximos de residuos de plaguicidas y de metabolitos de

plaguicidas en este tipo de alimentos.

I1.4.1.e) Reglamento (CE) 396/2005 [28] del Parlamento Europeo y del Consejo, de 23 de
febrero de 2005, relativo a los limites maximos de residuos de plaguicidas en alimentos y

piensos de origen vegetal y animal y que modifica la Directiva 91/414/CEE del Consejo.

Deroga las distintas directivas europeas relativas a la fijacion de contenido maximo
tolerado de residuos de plaguicidas en cada tipo de alimento (Directivas 76/895/CEE
(frutas y hortalizas), 86/362/CEE (cereales), 86/363/CEE (productos origen animal) y
90/642/CEE (productos de origen vegetal, incluidas frutas y verduras)), excepto las
directivas relativas a los alimentos infantiles citadas anteriormente, que siguen vigentes,

de forma que se establece un Unico acto legislativo que fija a escala comunitaria los limites
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maximos permitidos de residuos de plaguicidas (MRL) en productos de origen vegetal y

animal, teniendo en cuenta las buenas practicas agricolas.

e Elanexo | establece la lista de productos a los que se le aplicaran los MRL armonizados.
Este anexo se establece en el Reglamento (CE) 178/2006 [29], que incluye la lista de
alimentos y piensos a los que se aplican los contenidos maximos de residuos de
plaguicidas.

e El anexo Il establece los MRLs armonizados para los productos detallados en el anexo |.
Para las sustancias activas no incluidas en este anexo, ni tampoco en los anexos IV y V
se aplicara un MRL por defecto de 0.01 mg kg™, en cualquier producto alimenticio.

e El anexo lll establece los MRLs armonizados temporales o provisionales. Cuando se
consideren definitivos pasaran al anexo |l.

e Elanexo IV establece la lista de sustancias activas respecto a las que no se exigen MRL.

El Reglamento (CE) 149/2008 [30] establece los mencionados anexos IlI, Il y IV del
Reglamento (CE) 396/2005, que estipulan los limites maximos de residuos para los

productos que figuran en el anexo | de dicho Reglamento.

e El anexo V establece la lista de sustancias activas para las que se aplica un MRL por
defecto distinto de 0.01 mg kg™, Este anexo no ha sido publicado aun.

e El anexo VI establece los factores de conversién (concentracién o dilucidn) que habra
que aplicar a los MRLs para los productos elaborados. Este anexo no ha sido publicado
aun.

e El anexo VII establece niveles de residuos de sustancias activas que excedan de los
limites especificados en los anexos Il y Ill para un producto concreto, tras un
tratamiento por fumigacion posterior a la cosecha, siempre y cuando tales productos
no se destinen al consumo inmediato y se disponga de controles adecuados para
garantizar que los productos no pueden ponerse a disposicion del usuario o
consumidor final, si son suministrados directamente a éste, hasta que los residuos
dejen de superar los limites maximos especificados en los anexos Il o Ill. Este anexo
gueda establecido en el Reglamento (CE) 260/2008 [31], donde se incluye la lista de
combinaciones de sustancia activa y producto a las que se aplica la excepcion respecto

al tratamiento por fumigacion posterior a la cosecha.
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Modificaciones:

Reglamento (CE) 839/2008, que modifica el Reglamento (CE) 396/2005 en lo que se refiere
a los anexos Il, lll y IV relativos a limites maximos de residuos de plaguicidas en el interior o
la superficie de determinados productos.

Reglamento (CE) 256/2009, por el que se modifican los anexos Il y Il del Reglamento (CE)
396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites maximos
de residuos de determinados plaguicidas en determinados productos.

Reglamento (CE) 822/2009, por el que se modifican los anexos Il, lll y IV del Reglamento
(CE) 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites
maximos de residuos de determinados plaguicidas en determinados productos.
Reglamento (CE) 1050/2009, por el que se modifican los anexos Il y Il del Reglamento (CE)
396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites maximos
de residuos de determinados plaguicidas en determinados productos.

Reglamento (CE) 1097/2009, por el que se modifica el anexo Il del Reglamento (CE)
396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites maximos
de residuos de determinados plaguicidas en determinados productos.

Reglamento (CE) 304/2010, por el que se modifica el anexo Il del Reglamento (CE)
396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites maximos
de residuos de 2-fenilfenol en determinados productos. El presente Reglamento entrard en
vigor el 1 de enero de 2011.

Reglamento (UE) 459/2010, por el que se modifican los anexos Il, lll y IV del Reglamento
(CE) 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites
maximos de residuos de determinados plaguicidas en determinados productos.
Reglamento (UE) 600/2010, por el que se modifica el anexo | del Reglamento (CE)
396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo a fin de afiadir y modificar ejemplos de
variedades u otros productos relacionados a los que se aplica un mismo LMR. El anexo | del
Reglamento (CE) n o 396/2005 se sustituye por el texto recogido en el anexo del presente
Reglamento.

Reglamento (UE) 750/2010, que modifica los anexos Il y Il del Reglamento (CE) 396/2005
del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites maximos de

residuos de determinados plaguicidas en determinados productos.
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- Reglamento (UE) 765/2010, que modifica los anexos Il y lll del Reglamento (CE) 396/2005
del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites maximos de
residuos de determinados plaguicidas en determinados productos.

- Reglamento (UE) 893/2010, por el que se modifica los anexos Il y Il del Reglamento (CE)
396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo por lo que respecta a los limites maximos

de residuos de determinados plaguicidas en determinados productos.

Observaciones:

Los limites maximos de residuos permitidos que establece el Reglamento (CE) 396/2005
entraron en vigor en el afio 2008, seis meses después de la publicaciéon del Reglamento
(CE) 149/2008, por el que se establecian los anexos I, lll y IV del Reglamento (CE)
396/2005. Por lo tanto, durante ese periodo de tres afios seguian en vigor las distintas
directivas europeas relativas a la fijacion de contenido maximo tolerado de residuos de
plaguicidas en cada tipo de alimento: Directivas 76/895/CEE (frutas y hortalizas),
86/362/CEE (cereales), 86/363/CEE (productos origen animal) y 90/642/CEE (productos de
origen vegetal, incluidas frutas y verduras). Los MRLs establecidos en dichas directivas
fueron actualizados mediante nuevas directivas europeas (Directivas 2005/74/CE,
2006/30/CE, 2006/53/CE, 2006/60/CE, 2007/27/CE, 2007/28/CE, 2007/39/CE, 2007/55/CE,
2007/56/CE, 2007/57/CE) previo a su incorporacidon en los anexos Il y Ill del Reglamento
(CE) 396/2005.

11.4.1.f) SANCO 2009-10684 [32]. “Method validation and quality control procedures for
pesticide residue analysis in food and feed”.
Esta guia da orientacién sobre la validacion de los métodos analiticos para la monitorizacion

de residuos de plaguicidas en la Unidn Europea.

11.4.1.8) Actos legislativos del sistema REACH* .

La Unidn Europea (UE) moderniza la legislacién europea en materia de sustancias quimicas

y crea el sistema REACH, un sistema integrado Unico de registro, evaluacion y autorizacién

'http://europa.eu/legislation summaries/internal _market/single market for goods/chemical product
/121282 es.htm. Ultimo acceso: noviembre de 2010. Ultima modificacién: junio de 2009.



http://europa.eu/legislation_summaries/internal_market/single_market_for_goods/chemical_products/l21282_es.htm
http://europa.eu/legislation_summaries/internal_market/single_market_for_goods/chemical_products/l21282_es.htm
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de sustancias y preparados quimicos, y crea la Agencia Europea de Sustancias y Preparados
Quimicos. REACH obliga a las empresas que fabrican e importan sustancias y preparados
quimicos a evaluar los riesgos derivados de su utilizacion y a adoptar las medidas
necesarias para gestionar cualquier riesgo identificado. La carga de la prueba de la
seguridad de las sustancias y preparados quimicos comercializados recae en la industria. La
Unidn pretende garantizar un nivel elevado de proteccién de la salud humana y el medio
ambiente, asi como fomentar la competitividad y la innovacién en la industria quimica

europea.

El sistema REACH sustituye mas de 40 directivas y reglamentos y crea un sistema Unico
aplicable a todos los productos quimicos. El marco normativo del sistema REACH estd
basado en dos actos legislativos: el Reglamento (CE) n2 1907/2006 y la Directiva
2006/121/CE:

- Reglamento (CE) n° 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de
diciembre de 2006, relativo al registro, la evaluacidn, la autorizacién y la restriccion de
las sustancias y preparados quimicos (REACH), por el que se crea la Agencia Europea
de Sustancias y Preparados Quimicos, se modifica la Directiva 1999/45/CE y se
derogan el Reglamento (CEE) n2 793/93 del Consejo y el Reglamento (CE) n? 1488/94
de la Comisidon asi como la Directiva 76/769/CEE del Consejo y las Directivas
91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE y 2000/21/CE de la Comision.

- Directiva 2006/121/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de diciembre de
2006, por la que se modifica la Directiva 67/548/CEE del Consejo, relativa a la
aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en materia
de clasificacién, embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas, para adaptarla al
Reglamento (CE) n2 1907/2006, relativo al registro, la evaluacién, la autorizacion y la
restriccion de las sustancias y preparados quimicos (REACH), y por el que se crea la

Agencia Europea de Sustancias y Preparados Quimicos.

El sistema REACH se completa con el Reglamento (CE) n° 1272/2008 sobre la
clasificacidn, etiquetado y envasado de las sustancias quimicas y sus mezclas. Dicho
Reglamento integra los criterios de clasificacién y las normas de etiquetado del

Sistema Globalmente Armonizado (SGA) de las Naciones Unidas en la legislacion


http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2006&nu_doc=1907
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=1999&nu_doc=45
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=1993&nu_doc=793
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=1994&nu_doc=1488
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=1976&nu_doc=769
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=1991&nu_doc=155
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=2006&nu_doc=121
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=1967&nu_doc=548
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2006&nu_doc=1907
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comunitaria, y las disposiciones de REACH en lo referente al inventario de las

clasificaciones y los etiquetados.

11.4.2. Legislacion espafola.

11.4.2.a) Orden pre/3301/2006 [33], de 27 de octubre, por la que se modifican los anexos Il de
los Reales Decretos 569/1990, de 27 de abril, y 280/1994, de 18 de febrero, por los que se
establecen los limites maximos de residuos de plaguicidas y su control en determinados
productos de origen animal y vegetal, respectivamente. Esta orden traspone al derecho

espafiol las Directivas europeas 2006/30/CE, 2006/60/CE.

11.4.2.b) Orden pre/508/2008 [34], de 26 de febrero, por la que se modifican los anexos Il de los
Reales Decretos 569/1990, de 27 de abril y 280/1994, de 18 de febrero, por los que se
establecen los limites méximos de residuos de plaguicidas y su control en determinados
productos de origen animal y vegetal, respectivamente. Esta orden traspone al derecho
espafiol las Directivas europeas 2005/74/CE, 2006/30/CE, 2006/53/CE, 2007/27/CE,
2007/28/CE y 2007/39/CE.

I1.4.2. c) Orden pre/695/2008 [35], de 7 de marzo, por la que se modifica el anexo Il del Real
Decreto 569/1990, de 27 de abril y los anexos | y Il del Real Decreto 280/1994, de 18 de
febrero, por los que se establecen los limites maximos de residuos de plaguicidas y su control
en determinados productos de origen animal y vegetal, respectivamente. Esta orden traspone

al derecho espaniol la Directivas europeas 2007/55/CE, 2007/56/CE y 2007/57/CE.

11.5. ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS E HIDROCARBUROS AROMATICOS EN FRUTAS,
VEGETALES Y ALIMENTOS DERIVADOS. ASPECTOS GENERALES.

Para el andlisis de residuos se requieren métodos sensibles, selectivos, precisos, automaticos y

aplicables a un gran nimero de compuestos en una amplia gama de matrices alimenticias.
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La deteccion y confirmacidon de contaminantes organicos en alimentos es muy compleja, no
solo porque se necesitan equipamientos que son sofisticados, sino debido al elevado nimero y
a la gran variedad de clases quimicas, incluyendo compuestos con unas propiedades
fisicoquimicas muy variables y todo ello se debe realizar en muestras sélidas, semisélidas o
liguidas muy complejas y a niveles de concentracidon muy bajos de los compuestos de interés.
Las metodologias analiticas que se vienen empleado en los ultimos afios para el analisis multi-
residuo  de contaminantes organicos estdn basadas en el acoplamiento

cromatografia/espectrometria de masas.

1.6. PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS E
HIDROCARBUROS AROMATICOS.

La preparacion de la muestra consiste en una serie de pasos encaminados a la obtencién de un
extracto que contenga los compuestos de interés (analitos) en un disolvente adecuado para la
técnica de analisis a emplear. La calidad de un andlisis depende a menudo de la forma en que
se ha realizado esta etapa preliminar. Su influencia sobre el resultado es incluso mas
importante que la medida en si misma o la precision del instrumento utilizado. Este
acondicionamiento de la muestra para el analisis, que se realiza a continuacién del muestreo
propiamente dicho, puede ser laborioso, delicado y llevar un cierto tiempo. Lo ideal seria
separar totalmente el analito del resto de constituyentes de la matriz. La gran variedad de
matrices encontradas en los alimentos hacen que existan diferentes formas de llevar a cabo
este proceso [36]. Normalmente se empieza por una etapa de trituracién-homogeneizacién de
la muestra, como paso previo a la etapa de extraccién. Después se realiza una purificacion o

limpieza del extracto y, si es necesario, una etapa de derivatizacién del analito.

La homogeneizacidn puede consistir Unicamente en la mezcla uniforme del alimento triturado,
o se le puede adicionar un tampdn acuoso. Después, el proceso de extraccidon dependera de
las caracteristicas fisico-quimicas tanto de la muestra como de los analitos de interés. En los
ultimos afios se han publicado diversas revisiones sobre las técnicas de preparacion de
muestra comunmente utilizadas para el analisis multi-residuo en alimentos [37-39]. A

continuacién (seccidn 11.6.1.), se expone el fundamento de algunas de ellas.
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11.6.1. Técnicas de preparacion de muestra

11.6.1.1. Extraccion sélido liquido (SLE).

Una porcion homogénea de la muestra sélida (o semisélida) se mezcla con un disolvente capaz
de extraer los analitos de la matriz del alimento, de forma que la concentracion residual que
gueda en el alimento sea despreciable. Dentro de esta categoria se podria incluir el método
“QUEChERS” (acrénimo de las palabras inglesas “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe”) [40], que consiste en una extraccidon con acetonitrilo seguida de una purificacién con
distintas fases sdlidas (extraccién en fase sélida dispersiva o en cartucho), principalmente con
silice enlazada a amina primaria-secundaria (PSA) en modo dispersivo, aunque también se
puede utilizar la extraccion en fase sélida con cartuchos [41]. Este procedimiento ha sido muy
utilizado en la dltima década para la extraccién de residuos de plaguicidas en alimentos como
paso previo a un analisis por cromatografia de gases o de liquidos acoplada a un detector de
espectrometria de masas, siendo validado mediante ensayos de recuperaciéon y estudios
colaborativos [42,43]. Varias versiones de este método QUEChERS han sido publicadas,
dependiendo del tipo de alimento al que se fuera a aplicar. Asi, para mejorar la extraccion en
frutas y vegetales de algunos plaguicidas sensibles al pH, se desarrollé un protocolo en el que
el tampdn acido acético/acetato aseguran la extraccion a pH acido [44]; para la extraccién de
plaguicidas en alimentos con bajo contenido graso se utilizé C,3 ademds de PSA en la etapa de
purificacién del extracto [45]; finalmente, para alimentos con alto contenido graso se

incorpord el carbon grafitizado en la etapa de limpieza del extracto [46].

1.6.1.2. Dispersion de matriz en fase solida (MSPD).

En MSPD [47], una pequeiia cantidad de muestra (entre 0.5y 1 g) se mezcla en un mortero con
una cantidad similar (2 g) de un sorbente adecuado (Cis, alumina, silice enlazada con
aminopropil, etc) hasta conseguir una mezcla homogénea. Esta mezcla se coloca en un
cartucho de extraccién y los analitos son eluidos con un disolvente. Para aumentar la limpieza
del extracto, en la mayoria de los casos se empaqueta primero un pequeio lecho de un
sorbente de distinta polaridad (Florisil, por ejemplo). El volumen de disolvente extractante

suele estar comprendido entre 2 y 10 mL. Las principales ventajas de la MSPD son: el uso de
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una pequefia cantidad de disolvente, el procedimiento analitico es mas corto y simple, se
elimina la posibilidad de formaciéon de emulsiones y la eficiencia de la extraccion aumenta al
exponerse la totalidad de la muestra al extractante. La principal desventaja es la imposibilidad

de automatizacién del procedimiento.

El sorbente mas utilizado tradicionalmente ha sido la silice enlazada-C;s. Tedricamente, las
particulas de silice rompen la arquitectura gruesa de las muestras bioldgicas, mientras que las
cadenas alquilicas enlazadas contribuyen a disolver sus componentes. En general, las
moléculas organicas de polaridad media son eficientemente extraidas si se utiliza como
sorbente C;3 y como eluyente un disolvente polar (acetonitrilo, metanol). Sin embargo,
ultimamente se esta reemplazando el uso de C,5 por silice enlazada con aminopropil o amina
primaria-secundaria (PSA) para muestras con alto contenido graso, ya que el caracter de
intercambiador idnico débil del grupo amino parece ser el responsable de una mejor retencién
de los acidos grasos en el sorbente y una elucién mas selectiva de las moléculas de interés por

parte del disolvente polar.

La técnica MSPD ha sido aplicada al analisis multi-residuo de muestras de alimentos. Como
ejemplos, se pueden citar la determinacidn de plaguicidas en aceituna usando aminopropil
como fase sélida dispersante y Florisil en la etapa de purificacidn del extracto [48], o Cig ¥
MgSO, como fase dispersante y sin purificacion del extracto [49]; el analisis de fungicidas en
frutas y vegetales usando C;3 como fase dispersante y acetato de etilo como eluyente, con [50]
o sin [51] purificacién posterior del extracto con gel de silice, y el andlisis de plaguicidas en

zumo de frutas utilizando tierra de diatomeas como fase dispersante [52], entre otros.

11.6.1.3. Extraccion liquido-liquido (LLE).

La extraccion liquido-liquido esta basada en la solubilidad relativa de un analito en dos fases
inmiscibles y estd gobernada por el coeficiente de distribucién o reparto. Este es uno de los
métodos de preparacion de muestra tradicionales mds comunmente utilizados,
particularmente para la extraccidn de compuestos orgdnicos presentes en matrices acuosas. El
procedimiento experimental consiste en mezclar un volumen determinado de muestra con

uno o varios volimenes de un disolvente (o mezcla de disolventes) organico de polaridad
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similar a la de los analitos e inmiscible con la muestra. Después se agita en un embudo de
decantacion y se dejan separar las fases, de forma que influird la intensidad y la duracién de la
agitacion. Cualquiera de las dos fases se puede recoger para un analisis posterior. Para
aumentar la selectividad de la técnica podemos adicionar sales inorganicas que facilitaran el
paso del analito a la fase orgénica (salting-out effect) [36]. Otro parametro a controlar es el pH
de la muestra, de forma que la acidificaremos para que los analitos acidos pasen a la fase
organica mas facilmente, y la alcalinizaremos para que los analitos basicos sean extraidos. Para
asegurar la completa extraccion de un analito en la fase deseada, a menudo se hacen
necesarias varias repeticiones de la extraccion con distintas porciones del disolvente
extractante. Sin embargo, con esta técnica de extraccidon se consumen grandes volumenes de
disolventes organicos, se generan importantes interferencias de matriz, y en ocasiones se
pueden formar emulsiones dificiles de romper. Estos y otros inconvenientes hacen que la LLE
esté cada vez mas en desuso, siendo empleada como etapa de extraccién o de limpieza del
extracto previa a otra técnica de preparacién de muestra, como la extraccion en fase sélida

[53] o la MSPD [48].

Extraccion liquido-liquido miniaturizada

Para subsanar el inconveniente del uso de grandes volimenes de disolventes, se desarrollé por
primera vez en 1996 la microextraccion en fase liquida (LPME — liquid phase microextraction)
[54], en la que el analito se reparte entre un volumen relativamente grande de muestra y un
volumen muy pequefio de disolvente orgdnico. Incluso se ha llegado a utilizar una unica gota
de disolvente suspendida en la punta de una aguja, que es expuesta a la disolucion de la
muestra (SDME — single-drop microextraction). También se puede utilizar un sistema trifasico,
de modo que los analitos son extraidos en una gota acuosa a través de una fina capa de

disolvente orgdnico en la punta de una microjeringa [55,56].

Las aplicaciones de esta técnica al analisis de alimentos son limitadas, siendo utilizada
principalmente para el andlisis de residuos de plaguicidas en aguas. Entre ellas [57] se
encuentran, por ejemplo, la aplicacidn de la SDME al analisis de plaguicidas organofosforados

en zumo de naranja [58], o la determinacién de residuos de fungicidas en vegetales [59].
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11.6.1.4. Extraccion en fase sélida (SPE).

Los métodos cromatograficos son exigentes en lo que respecta a la naturaleza de las matrices
en el seno de las cuales se encuentran los analitos. Para el andlisis de trazas o
microcontaminantes, la metodologia de extracciéon en fase sdlida es mucho mejor que el
método cldsico de extraccion con disolventes en un embudo de decantacion. Este
procedimiento consiste en hacer pasar la muestra a través de un cartucho relleno con un
adsorbente sélido, de forma que los analitos quedaran retenidos en él y podran ser eluidos
posteriormente con un disolvente apropiado. Podemos dividir este proceso en las siguiente
etapas: 1) acondicionamiento del sorbente haciendo pasar un disolvente de propiedades
similares a la muestra, 2) carga de la muestra en el cartucho, 3) lavado con un disolvente que
no eluya los analitos, pero si otras sustancias presentes en la muestra, y 4) elucién de los

analitos con un disolvente apropiado.

Esta técnica se usa a menudo para purificar extractos obtenidos mediante otras técnicas [60].

Es muy adecuada para:

@ Eliminacién de interferencias (aislamiento de los analitos): Se retienen los analitos en la
fase solida, pasando otras especies constituyentes de la muestra que pueden actuar
como interferentes. También se podria dar el caso contrario: retener los interferentes y
no los analitos.

@ Preconcentracidon de analitos: Los analitos quedan retenidos en la fase sélida, pudiendo

ser eluidos con pequefios volimenes de disolvente.

Existe en el mercado una amplia gama de adsorbentes como las silices enlazadas
guimicamente con cadenas alquilicas (C-18, C-8) o grupos polares (-CN, -NH,), polimeros
porosos (estireno-divinilbenceno), Florisil (silicato de magnesio activado) y carbdn grafitizado.
Grupos funcionales idnicos como el acido carboxilico o los grupos amino también pueden
enlazarse a silice o polimeros para crear adsorbentes de intercambio idnico. También existen
adsorbentes de modo mixto y algunos muy especificos, como los polimeros de impresion
molecular (MIPs). Las interacciones analito-adsorbente pueden estar basadas, por tanto, en

enlaces de hidrdgeno, interacciones polares o apolares, intercambio anidnico o catidnico, y
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exclusién por tamafo. Esto nos permite seleccionar adsorbentes adecuados para la
determinacidn de analitos dentro de un mayor rango de polaridades y caracteristicas fisico-
guimicas. Recientemente, el empleo de adsorbentes de balance hidrofilico — lipofilico, como el
Oasis® HLB (Waters)[61] esta teniendo una gran aplicacion. Oasis® HLB es un relleno de fase
reversa, adecuado para la extracciéon en fase sdlida de una amplia gama de compuestos. Su
composicion consiste en una combinacién de dos monémeros: N-vinilpirrolidona (hidrofilica) y
divinilbenceno (lipofilica). Esta combinacidn proporciona una capacidad de retencidén superior

en fase reversa, con una capacidad especial para optimizar la retencion de los analitos polares.

La SPE ha sido muy utilizada en el anadlisis de contaminantes en alimentos [62,63]. Asi, ha sido
la técnica de eleccién como tratamiento previo de la muestra para el andlisis de residuos de
plaguicidas en vinos [64], en frutas y vegetales [65,66] o miel [67]. También ha sido utilizada
como técnica de clean-up o purificacion del extracto obtenido mediante otra técnica de

preparacion de muestra, como LLE o SLE [68,69], MSPD [48,50]

Recientemente se ha desarrollado una técnica de purificaciéon de extractos relacionada con la
SPE, basada en el empaquetamiento de una fase sdlida en la punta de una micropipeta (DPX —
disposable pipette extraction), que ha sido aplicada al analisis de plaguicidas organofosforados
en magdalenas de maiz y semillas de cacao [70], asi como para el andlisis de residuos de
plaguicidas organoclorados, organofosforados y fungicidas en frutas y vegetales [71]. La

principal ventaja de esta técnica reside en el bajo consumo de disolventes organicos.

11.6.1.5. Microextraccion en fase solida (SPME).

La SPME [72,73] utiliza una fibra de silice fundida recubierta de un material adsorbente, que es
en general un recubrimiento polimérico, que se utiliza para la extraccion de compuestos
organicos y/o inorganicos volatiles derivados del mercurio, arsénico, etc. La fibra se encuentra
en el interior de un tubo hueco, de tal forma que ésta puede retraerse y sacarse de su interior,
quedando asi expuesta a la muestra. Su uso implica dos etapas bien diferenciadas: primero la
etapa de extraccion (retencion de los analitos en la fase estacionaria mediante procesos de
absorcion o adsorcion), que puede llevarse a cabo sumergiendo directamente la fibra en el

interior de una disolucién (DI-SPME — direct inmersion SPME), o bien, manteniéndola en el
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espacio en cabeza que estad en equilibrio con la disolucién (HS-SPME — headspace-SPME); v,
segundo, la etapa de desorcidn, que se puede hacer térmicamente (en el inyector de un
cromatdgrafo de gases), o bien, utilizando disolventes organicos (de forma manual, o acoplado
con un cromatdégrafo de liquidos). Existen varios tipos de fibras disponibles comercialmente
(ver tabla 11.2), que difieren en el tipo de adsorbente y en su espesor. La eleccidn de la fibra
depende de la naturaleza fisicoquimica de los compuestos a extraer. La mayoria de las fibras
puede utilizarse en combinaciéon con cromatografia de gases (desorcion térmica) y, en menor

numero, con cromatografia liquida (desorcién con disolventes).

Tabla I1.2. Tipos de fibras disponibles comercialmente para SPME.

Adsorbente Espesor | Temperatura de Usos *
(pm) operacion
recomendada (°C)
Carboxen ®/Polidimetilsiloxano 75 250 - 310
(Carboxen/PDMS) 85 Gases y moléculas con bajo
peso molecular
(30-225 MW)
Polidimetilsiloxano (PDMS) 7 220 - 320
30 200 - 280
100 200 - 280 Compuestos volatiles
(60-275 MW)
Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno 60
(PDMS/DVB) 65 200 - 270 Aminas volatiles,
nitroaromaticos
(50-300 MW)
Poliacrilato (PA) 85 220 - 300 Compuestos polares,
semivolatiles
Divinilbenceno/Carboxen/ 50/30 230 - 270 Compuestos aromaticos,
Polidimetilsiloxano volatiles y semivolatiles,
(DVB/CAR/PDMS) C3-C20 (40-275 MW)
Polietilenglicol (PEG) 60 200 - 250
Carbopack® Z 15 250 - 340
Carbowax®/Divinilbenceno (DVB) 70 200 - 240

* MW = peso molecular

En general, en cromatografia de gases, los compuestos voldtiles requieren fibras con un
recubrimiento de mayor espesor, mientras para compuestos semivolatiles resulta efectivo el uso
de fibras con un recubrimiento mas delgado. Hay que tener en cuenta que cuanto mayor es el
espesor de la fibra, mayor es el tiempo de extraccién, aungue también es cierto que mayor es la
cantidad de analito extraido, pero también el riesgo de retencion irreversible de otros compuestos
presentes en la matriz. Otros factores que hay que optimizar, ademas del tiempo de extraccion
son: la temperatura de extraccion y desorcion, el tiempo de desorcion, el volumen de muestra, la
velocidad de agitacidon de la muestra (para homogeneizarla durante el calentamiento), el pH, la

fuerza idnica, el disolvente de desorcidn y la adicidn de disolventes o medios micelares.
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La SPME integra extraccion y preconcentracion en un solo paso (la muestra es preconcentrada
en la propia fibra), requiriendo minimas cantidades de disolventes organicos, lo que supone

una ventaja sobre la extraccién liquido-liquido y la extraccién en fase sélida.

Desde su aparicion, la SPME ha jugado un papel importante en el analisis medioambiental y,
dentro de éste, en el analisis de plaguicidas [74]. En lo que al anadlisis de plaguicidas se refiere,
la necesidad de desarrollar metodologias analiticas cada vez mas rapidas y compatibles con el
medio ambiente ha hecho de la SPME una técnica cada vez mas utilizada, sobre todo acoplada
a cromatografia de gases (GC), técnica analitica con la que mas se utiliza actualmente.
Variantes de la técnica como la denominada extraccién sobre barra agitadora (SBSE - stir bar
sorptive extraction) o extraccion dindmica en fase soélida (SPDE - solid phase dynamic

extraction) han mejorado su aplicacion a distintos tipos de muestras.

Espacio de cabeza-SPME (HS-SPME)

La muestra se introduce en un vial de vidrio, sin llenarlo, cerrado por un tapdn perforado y
sellado por un séptum. Se introduce la fibra en el vial y se deja transcurrir un periodo de
equilibrado termodindmico entre las fases presentes (entre 30 min y 1 hora), y adsorcién de
los analitos en la fibra. En estas condiciones, la cantidad de cada compuesto volatil en el
volumen de espacio de cabeza es proporcional a su concentracion en la matriz. Pasado ese
tiempo de equilibrio, los analitos son desorbidos en el inyector del cromatdgrafo de gases.
Cuando se opera en el modo HS-SPME, cuanto menor es dicho espacio mayor es la
sensibilidad. En general se recomienda que esté comprendido entre un 30 y un 50% del vial,
aunque dicho volumen puede ser mayor cuando se trata de muestras mds concentradas. Es
importante también mantener constante tanto el volumen de la muestra como el del espacio
en cabeza, para garantizar una buena reproducibilidad. Ademas, y también con este fin, la fibra

debe mantenerse siempre a la misma altura dentro del vial.

Hasta la fecha se han publicado varias revisiones sobre la utilizacién de la SPME para el andlisis
de alimentos [75,76]. La mayor parte de las aplicaciones descritas usan el modo de espacio de
cabeza (HS-SPME) [77-80], ya que mediante SPME por inmersion directa se corre el riesgo de

dafiar la fibra mediante la adsorcidn irreversible de algunos componentes de los alimentos
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objeto de analisis. No obstante, existen algunas referencias sobre la utilizaciéon del

acoplamiento SPME-LC para el andlisis de residuos de plaguicidas en alimentos [81].

11.6.1.6. Extraccion acelerada por disolventes (ASE).

Esta técnica, también denominada “extraccién liquida presurizada (PLE — pressurized liquid
extraction)” o “extraccion con disolventes presurizada (PSE — pressurized solvent extraction)”,
entre otros, consiste en la extraccion de muestras sélidas con disolventes a elevadas
temperaturas y presiones [82]. Las altas temperaturas provocan el descenso de la viscosidad
de los disolventes, acelerando la solubilidad de los analitos de interés, al mismo tiempo que se
debilitan las interacciones analito-matriz, favoreciendo el paso de los analitos a la superficie de
la matriz. Las altas presiones permiten alcanzar una mayor rapidez en el proceso de extraccion.
El procedimiento experimental consiste en introducir una cantidad de muestra comprendida
entre 1 — 30 g en una celda de acero inoxidable, se le afiade un agente desecante, (como el
sulfato sédico anhidro, Na,S0O,) y se rellena el volumen muerto con arena limpia. La celda de
extracciones se introduce en un horno y se calienta, mientras se hace fluir a través de ella un
disolvente a alta presion. El volumen de disolvente sera 1.2 — 1.5 veces el volumen de la celda
de extraccion. Finalmente, el extracto se recoge en un vial de unos 40 mL. El extracto obtenido
se puede evaporar y reconstituir en un volumen adecuado para su andlisis cromatografico, o

puede someterse a una etapa de limpieza o clean-up, dependiendo de la suciedad del mismo.

La extraccion acelerada por disolventes se ha aplicado al andlisis de residuos de plaguicidas e
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) en muestras complejas, fundamentalmente
sedimentos, aunque también ha sido utilizada para el andlisis de estos compuestos en

alimentos [83-86].

11.6.1.7. Extraccion asistida por microondas (MAE).

La extraccion asistida por microondas (MAE — microwave assisted extraction) [87] se basa en el

calentamiento con energia microondas de un disolvente o una mezcla de disolventes en

contacto con la muestra, de forma que los compuestos de interés (analitos) pasaran de la
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muestra al disolvente. Estas digestiones tienen lugar a alta temperatura y presidon en
recipientes cerrados. Inicialmente, se usaba la energia microondas para la mineralizacién de
muestras en medio acido, con el objeto de determinar analitos de tipo inorganico. Fue a partir
de los afios 80 cuando se empezaron a usar microondas para la extraccién de compuestos
organicos [88]. Se deben usar disolventes polares, ya que los disolventes apolares no absorben
la energia microondas (la absorcion de energia microondas en una disolucidén esta causada por

la rotacidén dipolar de las moléculas y por la conductividad idnica).

Los equipos de microondas comerciales disponen de recipientes de extraccion transparentes a
la radiacién y capaces de soportar altas presiones. Estos recipientes son cerrados tras la
introducciéon de muestra y disolventes, mediante un sistema de seguridad que permite la
salida al exterior de los gases generados en cada uno de los recipientes de extraccion. Esta
técnica presenta como ventajas la rapidez y el bajo consumo de disolventes, que permite el
procesado de varias muestras simultdneamente a alta presién y temperatura, de forma que el
calentamiento de la muestra se produce de forma homogénea y los pardmetros de extraccion

son facilmente controlados durante todo el proceso.

La MAE se ha aplicado fundamentalmente a muestras medioambientales [89], especialmente a
solidos. Sin embargo, en los ultimos afos se ha utilizado satisfactoriamente para el analisis de
plaguicidas organoclorados y organofosforados en alimentos de origen vegetal [90,91].
Recientemente, se ha publicado el uso de extraccidon asistida por microondas a presidon

atmosférica para el analisis de plaguicidas organofosforados en aceite de oliva y aguacate [92].

11.6.1.8. Cromatografia de permeacion en gel (GPC).

La cromatografia de permeacion en gel (GPC — gel permeation chromatography) [93] es el
nombre que recibe la cromatografia de exclusién por tamafio (SEC — size exclusion
chromatography) cuando la fase movil es un disolvente organico. Cuando la fase movil es
acuosa, la SEC se denomina cromatografia de filtracion en gel (GFC — gel filtration
chromatography). Esta técnica permite la separacién de las moléculas segin su tamafio
utilizando fases estacionarias de una porosidad determinada: los poros deben tener un

didmetro del mismo orden de tamafio que el de las especies a separar, que iran disueltas en la
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fase movil. Las moléculas cuyo didmetro es mds grande que el de los poros, son “excluidas” de
la fase estacionaria, ya que atraviesan la columna sin ser retenidas formando un Unico pico en
el cromatograma. La ausencia de interaccién quimica con la fase estacionaria, una elucién
rapida y la recuperacién total de los analitos constituyen los puntos fuertes de esta técnica. No
se utiliza gradiente de elucion, dado que no hay interaccién soluto-fase movil. En GPC se
utilizan geles de estireno-divinilbenceno para separar moléculas o polimeros de sintesis. La

instrumentacidon es comparable a la utilizada en HPLC.

La GPC se utiliza a menudo como técnica de clean-up o purificacién de extractos, sobre todo
para eliminar interferentes de tipo lipidico de muestras con alto contenido graso (aceites,
aceitunas, etc) a las que se le va a hacer un andlisis multi-residuo. Para ello, se suele utilizar
como fase estacionaria un copolimero de estireno-divinilbenceno. Como fase mévil se emplea
una mezcla de acetato de etilo/ciclohexano [94], que recientemente ha reemplazado el uso de

diclorometano [95], mas toxico.

11.6.1.9. Extraccion con fluidos supercriticos (SFE).

La utilizacion de fluidos supercriticos como extractantes puede presentar ciertas ventajas
derivadas de sus propiedades fisicas intermedias entre las de los liquidos y las de los gases. El
didxido de carbono es con diferencia el mas utilizado porque el punto critico de este gas tiene
valores faciles de conseguir (T, = 31 °C y P, = 7400 kPa). Ademas, este gas es poco téxico, no
inflamable, inodoro y no corrosivo. También se utiliza, aunque mas raramente, el mondxido de
nitrégeno (N,O, T, = 132 °C y P. = 11500 kPa). La originalidad de estos fluidos supercriticos
reside en la posibilidad de cambiar su densidad, y por tanto su poder de solvatacién, al
modificar la presién utilizada. Es posible actuar sobre la capacidad de solvatacion del fluido
introduciendo modificadores organicos (metanol, acetona). Los extractores para SFE poseen
un recipiente tubular muy resistente en el cual se coloca la muestra (sélida o semisédlida) y se
le hace llegar el fluido supercritico. Para controlar el caudal del fluido supercritico se utiliza una
bomba de inyeccién o de pistén en la cual la cabeza debe mantenerse por debajo de la
temperatura critica con la ayuda de un criostato regulado a cero grados. El liquido pasa a

continuacién por un serpentin termostatizado para elevar su temperatura por encima del
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punto critico, con el fin de convertirlo en un fluido supercritico. Una vez que éste ha estado en

contacto con la muestra, se puede trabajar de dos modos:

o “Off-line”: Se despresuriza el fluido supercritico que, al volver al estado gaseoso,
abandona los analitos ya preconcentrados, asi como eventuales impurezas indeseables,
sobre la pared del recipiente de extraccidén. Se continla el tratamiento por extraccién
selectiva con disolventes clasicos o con SPE.

@ “On-line”: Consiste en hacer un andlisis directo de lo extraido (siempre a presién
elevada) haciéndolo pasar por una instalacién de cromatografia (SFC — Supercritical fluid
chromatography, o HPLC). Este procedimiento sélo es aplicable a aquellos compuestos

gue no son afectados por interferencias debidas al arrastre de una parte de la matriz.

La SFE funciona mejor para sélidos pulverizados finamente y con buena permeabilidad, como
suelos y plantas secas, pudiendo ser dificil la extraccion de muestras himedas o liquidas. Los
compuestos lipidicos son frecuentemente extraidos junto con los analitos de interés, por lo
gue una de las principales aplicaciones de la extraccién con fluidos supercriticos de alimentos
es la extracciéon de lipidos y la determinacidon del contenido graso de alimentos crudos o
procesados. Sin embargo, la aplicacidn de esta técnica para la extraccion de compuestos
polares no es muy eficaz [96]. Varios autores han resumido las aplicaciones de la SFE al andlisis
de alimentos [97,98], entre las que se incluyen, por ejemplo, la determinacién de PAHs en
aceite vegetal [99] o la determinacién de plaguicidas en soja, espinacas y naranjas [100], en

huevos [101] y en grasas y aceites [96].

Después de la extraccion por cualquiera de los métodos descritos, a menudo los analitos (que
se encuentran en un disolvente organico volatil) deben ser concentrados por evaporacion y
reconstituidos con un disolvente compatible con el sistema de deteccion elegido. La
evaporacion del disolvente se puede hacer por calentamiento o mediante una suave corriente
de nitrégeno o argén de alta pureza. En cualquier caso, para evitar contaminaciones y pérdidas
de los compuestos de interés, se debe usar un material perfectamente limpio y evitar llegar a

sequedad total.
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Una vez que tenemos un extracto concentrado de los analitos, si no se dispone de una técnica
de andlisis que permita detectarlos directamente habra que derivatizarlos, es decir,
transformarlos en compuestos derivados mediante una reaccidn quimica, de forma que
adquieran ciertas propiedades como la absorcién de la luz visible, fluorescencia o mayor

volatilidad (para su analisis por cromatografia de gases).

11.6.2. Antecedentes

11.6.2.1. Bebidas de frutas no alcohdlicas.

a) Tratamiento de muestra previo a la determinacion de residuos de plaguicidas en bebidas de

frutas no alcohdlicas.

El analisis de plaguicidas en bebidas de frutas no alcohdlicas mediante técnicas
cromatograficas se ha investigado mayoritariamente en zumos [102]. Diversas técnicas de
extracciéon han sido utilizadas para este propdsito, como la extraccién liquido-liquido para el
anadlisis de carbamatos [103] o la extraccidon acelerada con disolventes para el andlisis de
plaguicidas organofosforados [104] en zumos de frutas. Para el analisis multi-residuo las
técnicas mas empleadas han sido aquellas que requieren el empleo de una fase sdélida, como
SPE [105-107], MSPD [108-110] y SPME, tanto en modo de inmersién directa (DI-SPME)
[111,112] como en modo espacio de cabeza (HS-SPME) [80]. Para zumos vegetales se ha

empleado recientemente la técnica QUEChERS de modo satisfactorio [113].

Mas escasa es la bibliografia encontrada para el andlisis de plaguicidas en bebidas
refrescantes. En todos los casos, las bebidas carbonatadas requieren una desgasificacion
previa a su analisis. Tras la desgasificacion (si ésta es necesaria) las muestras se pueden
someter a distintos tratamientos para su analisis cromatogréfico, que van desde una simple
filtracidn [114] a la extraccion liquido-liquido [115], en ocasiones seguida de una purificacién

mediante GPC [116] o extraccion en fase sdlida [117].

b) Tratamiento de muestra previo a la determinacion de BTEXS en bebidas de frutas no

alcohdlicas.
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Aunque la presencia de BTEXS no es esperada en bebidas, debido al caracter lipofilico de los
mismos, y a la ausencia de disolventes en el proceso de fabricacion del alimento, en los
ultimos afios se han publicado algunos articulos en los que se analizan residuos de benceno y
otros hidrocarburos aromdticos monociclicos en refrescos de distintos paises, como Bélgica,
Reino Unido, Canada o Italia (ver seccidén 11.7.4.1.). Algunos autores no realizan ninguna etapa
de pretratamiento de la muestra, debido a la alta volatilidad de los compuestos de interés, que
se pueden separar facilmente de una muestra acuosa (como los refrescos) por calentamiento.
Por lo tanto, en estos casos la determinacién de BTEXS en refrescos se realizé por andlisis
directo de las muestras mediante cromatografia de gases (generalmente acoplada a un
detector de espectrometria de masas) utilizando como método de introducciéon de muestra la
técnica de espacio de cabeza, bien sea estatico [118] (HS) o dindmico (purga y trampa) [119].
Otros autores han empleado la microextracciéon en fase sélida “en tubo” [120] y la

microextraccion en fase liquida [121], ambas en modo espacio de cabeza.

11.6.2.2. Alimentos infantiles elaborados a partir de frutas y vegetales.

a) Tratamiento de muestra previo a la determinacién de residuos de plaguicidas en alimentos

infantiles elaborados a partir de frutas y vegetales.

Se han descrito diversas técnicas de preparacion de muestra para la determinacion de residuos
de plaguicidas en alimentos infantiles elaborados a partir de frutas y vegetales mediante
técnicas cromatograficas. Asi, la extraccion liquido-liquido fue empleada para el analisis de
plaguicidas en zumos infantiles [122] y purés de frutas [123]. Otros autores han utilizado una
etapa de clean-up mediante SPE para purificar los extractos obtenidos mediante LLE [124,125].
La extraccion liquida presurizada también ha sido utilizada para el analisis de plaguicidas en
alimentos infantiles [84], al igual que la SBSE [126]. La MSPD también ha sido evaluada

satisfactoriamente para este tipo de analisis [127], al igual que el método QUEChERS [128-131].

b) Tratamiento de muestra previo a la determinacién de BTEXS en alimentos infantiles

elaborados a partir de frutas y vegetales.
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Un estudio reciente determind la presencia de benceno a bajos niveles de concentracion (< 1
pg L) en zumos infantiles de zanahoria (ademas de en otras bebidas), como consecuencia del
calentamiento al que eran sometidos estos alimentos durante su etapa de elaboracion. Las

muestras se analizaron mediante HS-GC-MS tras ajustarle el pH a 10 [132].

11.6.2.3. Aceite de oliva y aceituna.

a) Tratamiento de muestra previo al analisis multi-residuo de plaguicidas en aceite de oliva y

aceituna.

Para la determinacidon cromatografica de residuos de plaguicidas en aceite de oliva, a menudo
se emplea la extraccion liquido-liquido como método preliminar de eliminacién de grasas.
Posteriormente, el extracto se purifica principalmente mediante GPC [94,133-134] o SPE [135-
136]. En el caso de las aceitunas, la masa de aceituna triturada se mezcla con un disolvente
(generalmente éter de petréleo) y se homogeneiza. El extracto obtenido se purifica mediante

GPC [137] y SPE [138-139], del mismo modo que los extractos de aceite de oliva.

La extraccién en fase sélida sin pretratamiento también ha sido utilizada para el andlisis de
plaguicidas en aceite de oliva [140]. Otras técnicas de extraccion utilizadas para el analisis de
plaguicidas en aceite de oliva han sido la extraccién con fluidos supercriticos [96], extraccion

asistida por microondas [141-142] y HS-SPME [143], entre otras.

En los ultimos afos, el método QUEChERS modificado para matrices grasas [46,144] y
la dispersion de la matriz en fase sdlida (MSPD) [48,49] han cobrado cierta relevancia en el
andlisis de plaguicidas de aceite de oliva y aceituna. Sin embargo, ninguno de estos dos
métodos de tratamiento de muestra ha sido evaluado para una gran variedad de plaguicidas

(mds de un centenar) en estas matrices tan complejas.
b) Tratamiento de muestra previo a la determinacidon de BTEXS en aceite de oliva y aceituna.
La determinaciéon de BTEXS se suele llevar a cabo mediante cromatografia de gases (GC),

generalmente con deteccidon por espectrometria de masas. Debido a la naturaleza volatil de

estos compuestos, el tratamiento al que se somete la muestra es un calentamiento a
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temperaturas comprendidas entre 40-90°C. Posteriormente, se toma con una jeringa un
volumen del espacio de cabeza del vial, donde estaran los analitos en forma gaseosa, y se
inyecta en el cromatodgrafo. Este método de introduccién de muestra, denominado espacio de
cabeza estatico (HS), es el que mas frecuentemente se ha utilizado para el andlisis de BTEX en
aceite de oliva, seguido de GC-MS (HS-GC-MS) [20,145], o de espectrometria de masas
directamente [146]. Se ha descrito también la aplicacidn de la microextraccion en fase sdlida
como medio de introduccidn de la muestra aplicdndose el método a aceites vegetales [147].
Por dltimo se ha propuesto un método de extraccién liquido-liquido utilizando nanotubos de
carbono recubiertos de un surfactante como paso previo al andlisis de BTEXS por HS-GC-MS

[148].

No se ha encontrado ninguna referencia acerca de la determinacién de BTEXS en aceituna
previa a esta Tesis. Sin embargo, seria interesante realizar estudios sobre la materia prima (la
aceituna) con el fin de determinar si la incorporacidn estos contaminantes al aceite de oliva se
produce ya en el propio arbol o si tiene lugar durante las etapas de transporte y extraccién del

aceite.

1.7.DETERMINACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS Y RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN
FRUTAS, VEGETALES Y  ALIMENTOS DERIVADOS MEDIANTE  TECNICAS
CROMATOGRAFICAS.

11.7.1. Cromatografia de gases (GC).

En cromatografia de gases, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase mévil de un gas inerte
(generalmente helio o nitrégeno) que no interacciona con las moléculas de analito: su Unica
funcién es la de transportar el analito a través de la columna. El analito se distribuye entre la

fase mévil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un sdlido inerte.

Existen distintas formas de introducir de muestra en un cromatdgrafo de gases:
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a) Inyeccidn de muestras liquidas.- Es necesario preparar un extracto de la muestra en un
disolvente volatil, siendo los mas utilizados acetona, n-hexano y ciclohexano. El volumen
de extracto inyectado estd comprendido entre 1-20 pL.

b) Espacio de cabeza estatico (HS).- Se inyecta un volumen del espacio de cabeza del vial,
por lo que esta modalidad es muy limpia, ya que evita la acumulacién de componentes no
volatiles en el cromatdgrafo de gases. A bajas concentraciones (< 50 ppb), el equilibrio de
distribucidn de los analitos entre la muestra y el espacio de cabeza depende de la
concentracién, no del volumen de la muestra. Sin embargo, a concentraciones mayores, el
volumen adquiere una mayor significacion y se debe mantener constante en todas las
muestras y patrones.

c) Espacio de cabeza dinamico (purga y trampa).- Los componentes volatiles de la muestra
son arrastrados mediante una corriente gaseosa hasta una trampa fria o un soporte inerte,
donde se produce el enriquecimiento de los analitos, que después son transferidos
directamente hacia el cromatégrafo de gases mediante desorcion térmica. La principal
desventaja de esta técnica es que los interferentes volatiles son preconcentrados al mismo
tiempo que los analitos.

d) SPME.- Como se ha comentado previamente (Seccion 11.6.1.5.), los analitos pueden ser

desorbidos de la fibra directamente en el inyector del cromatégrafo de gases.

Actualmente existen en el mercado unos muestreadores automaticos para GC muy versatiles,
que permiten el analisis de muestras por cualquiera de los modos de inyeccidn descritos. Para
pasar de un modo de inyeccion a otro es necesario un pequefio ajuste de la configuracion del

muestreador.

11.7.1.1. Cromatografia de gases con detectores selectivos.

Uno de los primeros detectores que se utilizaron en cromatografia de gases, y uno de los que
todavia tiene una gran aplicacion, es el detector de conductividad térmica (TCD), basado en los
cambios en la conductividad térmica de una corriente de gas (generalmente helio o
hidrégeno), ocasionados por la presencia de analito. Las ventajas del detector de

conductividad térmica son su sencillez, su amplio intervalo dindmico lineal y su respuesta
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universal tanto a especies organicas como inorganicas. Una importante limitacién de este

detector es su baja sensibilidad.

El detector de ionizacion de llama (FID) es el detector mas extensamente utilizado, y por lo
general, uno de los mds aplicables en cromatografia de gases. Se fundamenta en la mezcla del
efluente de la columna con hidrégeno y aire en un quemador. La mayoria de los compuestos
organicos cuando se pirolizan a la temperatura de una llama de hidrégeno/aire forman iones

gue son conducidos mediante una diferencia de potencial hacia un electrodo colector.

El detector de captura de electrones (ECD) ha llegado a ser uno de los detectores mas
ampliamente utilizados para el andlisis de muestras medioambientales, debido a su
selectividad para detectar compuestos que contienen halégenos, como es el caso de los
plaguicidas y bifenilos policlorados. Este detector se fundamente en la ionizacién del gas
portador (generalmente nitrégeno) y la produccién de una rafaga de electrones, de forma que
se generara una corriente eléctrica constante, que se vera alterada por la presencia en el
efluente de la columna de especies altamente electronegativas como los halégenos (debido a
su tendencia a capturar electrones). Los detectores de captura de electrones son altamente
sensibles, pero su intervalo de respuesta lineal se limita normalmente a dos drdenes de

magnitud.

El detector termoidnico (TID 6 NPD) es un detector selectivo de los compuestos orgdnicos que
contienen fésforo y nitrégeno, siendo particularmente util para la determinacién de muchos
plaguicidas organofosforados. El fundamento de este detector es similar al del detector de

ionizacion de llama.

1.7.2. Cromatografia de liquidos (LC).

La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC — High performance liquid chromatography)
es probablemente la técnica analitica de separacion mas utilizada actualmente, debido a su
sensibilidad, su facil adaptacidon a las determinaciones cuantitativas exactas y su idoneidad
para la separacidn de especies no volatiles o termoldbiles. El tipo de cromatografia liquida mas

utilizada es la de reparto, en el que el analito se distribuye entre la fase mdvil liquida
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(generalmente un disolvente o mezclas de disolventes polares) y una fase liquida (fase
estacionaria generalmente apolar) inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte segun su
polaridad. Generalmente se utiliza una elucién en gradiente a alta presién, de modo que se
utiliza una mezcla de dos o tres disolventes de polaridad distinta cuya proporcién varia de

forma programada durante el andlisis.

El método mads usado para la introduccidn de la muestra utiliza vdlvulas de 6 vias con bucles de

voliumenes comprendidos entre 5y 500 pL.

11.7.2.1. Cromatografia de liquidos con detectores dpticos.

La mayoria de los fabricantes de instrumentos de HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucidn) ofrecen detectores de absorcién ultravioleta (UV), o ultravioleta-visible (UV-Vis) de
diodos en serie. Estos instrumentos permiten recoger los datos de un espectro completo en
aproximadamente un segundo, de forma que los datos espectrales para cada pico

cromatografico se pueden recoger y almacenar a medida que van saliendo de la columna.

Otro tipo de detectores dpticos muy usados en cromatografia liquida son los detectores de
fluorescencia, mas sensibles que los de absorciédn UV-Vis. Sin embargo, son menos universales
y a veces es necesario realizar un tratamiento de la muestra para originar derivados
fluorescentes de los analitos de interés. Este tratamiento de derivatizacidon puede realizarse
como paso previo a la separacion cromatografica, o posterior a la misma mediante un

procedimiento on-line (tratamiento post-columna).

También se han usado detectores de indice de refraccion, que tienen la ventaja de que
responden a casi todos los solutos. Sin embargo, su respuesta se ve muy afectada por los
cambios de temperatura, y ademas no son tan sensibles como la mayoria de los otros

detectores.

Existen algunas aplicaciones al analisis de residuos de plaguicidas en alimentos que utilizan un

detector de luz dispersada tras evaporacion (ELSD). El efluente de la columna se evapora,
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originando una nube de finas particulas de analito que pasa a través de un laser. Finalmente,

se detecta la radiacion dispersada por estas particulas de analito.

11.7.3. La espectrometria de masas como detector para cromatografia.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica basada en la ionizacidon de la muestra y en la
separacion y registro de los iones producidos, segun su relacién masa-carga, en un sistema de
vacio. Actualmente es la técnica de deteccion mds empleada para el analisis de contaminantes
en alimentos, reemplazando progresivamente a los detectores selectivos en cromatografia
gaseosa y los detectores dpticos en cromatografia liquida. Esto es debido a las exigencias cada
vez mayores de sensibilidad y selectividad de los métodos analiticos, marcadas por los bajos

MRLs tolerados para mantener un gran nivel de seguridad alimentaria [25,32].

El acoplamiento cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC-MS) proporciona
suficiente selectividad y sensibilidad para el analisis de compuestos relativamente apolares,
volatiles y térmicamente estables [149]. Sin embargo, la presencia de grupos funcionales
polares en la estructura de compuestos de interés en el ambito de la seguridad alimentaria,
hace obligatoria la introduccidon de una etapa de derivatizacidon. Es por ello que cada vez se

utiliza mas el acoplamiento cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC-MS) [150].

Las ventajas que presenta la espectrometria de masas y que la convierten en técnica de

referencia para el analisis de contaminantes en alimentos son:

Es cualitativa y cuantitativa.
Puede analizar mezclas complejas.

Posee gran sensibilidad.

v

v

v

v" Esuniversal y especifica.
v" Presenta la posibilidad de determinar especies que coeluyen.
v" Puede proporcionar informacién estructural.

v" Proporciona informacién isotépica.

v

Es una técnica rapida.
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Un espectrometro de masas es un instrumento que separa los iones que se desplazan
rapidamente segun su relacion masa-carga, m/z (donde m es la masa del i6n en unidades de
masa atdmica y z es su carga). La mayoria de los iones que se estudian presentan una sola
carga, de modo que la relacién es sencillamente el peso molecular del ion. Un hecho
caracteristico de los espectrdmetros de masas es la necesidad de disponer de un sistema de
vacio adecuado para mantener bajas presiones (de 10® a 10™ torr) en todos los componentes
del instrumento (ver figura 1l.2). La necesidad de producir un alto vacio se debe a que las
particulas cargadas (incluidos los electrones) interaccionan mediante colisiones con los
componentes de la atmdsfera y como consecuencia son destruidos. Un espectrometro de
masas consta de tres partes fundamentales: la fuente de iones, el analizador de iones (o de

masas) y el detector.

Presion
atmosférica Sistema de vacio

Sistema

Introduccién Método Analizador Detector
de datos

de muestra de ionizacion de masas

(directo, LC-MS, *C)
GC-MS, CE-MS) (10 - 10 torr)

Figura I1.2. Esquema de un espectrometro de masas.

La forma mas extendida (y de mayor potencialidad analitica) de introducir la muestra en un
espectrometro de masas es mediante el acoplamiento del mismo a una técnica separativa:
cromatografia gaseosa (GC-MS), cromatografia liquida (LC-MS), o electroforesis capilar (CE-

MS). En esta tesis sélo se tratara el acoplamiento cromatografia-espectrometria de masas.

No obstante, también es posible el analisis directo de muestras sélidas por espectrometria de
masas, utilizdndose ésta como una técnica independiente. Asi, la muestra se suele introducir
mediante una sonda que contiene la fuente de ionizacién, encargada de transformar las

moléculas de analito en iones gaseosos.
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11.7.3.1. Fuentes de ionizacion.

A menudo, las fuentes de iones se clasifican en fuentes duras y fuentes blandas. Las fuentes
duras comunican energia suficiente a las moléculas, de manera que se encuentran en un
estado de energia altamente excitado. La relajacidn posterior implica la rotura de algunos de
sus enlaces, produciendo iones fragmentados con una relacion masa-carga menor que la del
ion molecular. Las fuentes blandas dan lugar a poca fragmentacién, por lo que el espectro de
masas resultante suele constar del pico correspondiente al i6n molecular (GC-MS) o molécula
(de)protonada (LC-MS). Por tanto, los espectros de masas obtenidos mediante ionizacién por
fuentes blandas contienen escasa o ninguna informacién estructural de los compuestos

analizados, obteniéndose principalmente informacion sobre la masa molecular.

La técnica de ionizacidon de uso mds extendido en andlisis directo de muestras sélidas por
espectrometria de masas es la desorcién/ionizacion por lIdser asistida por una matriz
(MALDI)[151]. La muestra se mezcla con un gran exceso de una matriz (generalmente un acido
organico cristalino de bajo peso molecular, con grupos funcionales que absorben radiacién en
la region UV) y luego se expone a la accién de un laser o de un haz de atomos (de xendn o
argén) de alta energia, respectivamente. Es una fuente blanda y han sido utilizadas en

instrumentos de LC-MS.

El andlisis directo por espectrometria de masas se suele aplicar a biomoléculas, principalmente
péptidos y proteinas (protedmica). El auge alcanzado por la protedmica en los Ultimos afios ha
llevado al desarrollo de nuevas técnicas de ionizacidn, capaces de ionizar las moléculas de
analito presentes en una muestra a presién atmosférica (Ambient Mass Spectrometry) [152].
Entre dichas fuentes de ionizacidn podemos citar, a modo de ejemplo, DART (direct analysis in
real time) [153], DBDI (dielectric barrier discharge ionization) [154], o LTP (low temperature
plasma) [155]. Estas tres técnicas han sido recientemente aplicadas para el analisis de
moléculas pequefias, como hidrocarburos aromaticos policiclicos [156] o componentes
naturales del aceite de oliva (triacilgliceroles, polifenoles,...) [157-158]. Por ultimo, cabe
mencionar la técnica DESI (desorption electrospray ionization) [159], basada en la generacion
de un electrospray del disolvente, de forma que las gotas cargadas de éste seran las que

ionicen los analitos presentes en una muestra que se coloca en una superficie “al aire”. La
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fuente DESI ha sido utilizada con éxito en el analisis de residuos de plaguicidas en alimentos

[160].
En la siguiente tabla (tabla 11.3) se resumen los principales tipos de fuentes de iones, sus
mecanismos de ionizacidn y si se han usado en espectrometros de masas acoplados a

cromatdgrafos de gases o de liquidos:

Tabla I1.3. Principales tipos de fuentes de iones usadas en espectrometria de masas molecular

Tipo de fuente Simbolo Tipo de Agente Clasificacion Acoplamiento
muestra ionizante LC, GC
a la que
se
aplica
Impacto electrénico EIL Gas Electrones F. de fase | Dura GC
energéticos gaseosa
Ionizacion quimica CI Gas Iones F. de fase | Blanda GC
gaseosos gaseosa
reactivos
Electrospray ESI Liquido Campo Desorcion Blanda LC
eléctrico
elevado
Ionizacién quimica a APCI Liquido, Plasma de | Desorcion Blanda LC, GC
presion atmosférica Gas iones
reactivos
generado por
descarga
Fotoionizacion a APPI Liquido Plasma de | Desorcion Blanda LC
presion atmosférica iones
reactivos

iniciado  por
fotoionizacion

Desorcidn/ionizacién MALDI Liquido, Haz de laser Desorcién Blanda LC
por laser asistida solido
por una matriz
Analisis directo en DART Liquido Plasma de | Desorcion Blanda LC
timpo real iones

reactivos

generado por

descarga
Descarga en una DBDI Liquido Plasma de | Desorcion Blanda LC
barrera dieléctrica iones

reactivos

generado por

descarga
Desorcion por DESI Liquido Gotas Desorcién Blanda -
electrospray cargadas en

forma de

espray
Plasma de baja LTP Liquido Plasma de | Desorcién Blanda -
temperatura iones

reactivos

generado por
descarga



Nuevas metodologias analiticas basadas en.../BIENVENIDA GILBERT LOPEZ 55

En el andlisis por GC-MS, la fuente de iones se encarga de transformar la corriente gaseosa que
abandona el cromatdgrafo de gases en una corriente de iones. Para ello, se utilizan fuentes de
ionizacién en fase gaseosa, puesto que primero se volatiliza la muestra y luego se ioniza. A
continuacién, se resumen las principales caracteristicas de las fuentes de ionizacion mas

utilizadas en GC-MS:

- Impacto electronico (El). La muestra llega a la fuente en forma gaseosa (o se vaporiza
in situ, si se hace un analisis directo por espectrometria de masas) y alli las moléculas
son ionizadas por bombardeo con un haz de electrones de elevada energia [161]. Los
electrones son emitidos por un filamento caliente de wolframio o de renio y se
aceleran mediante un potencial de 70 eV que se aplica entre el filamento y el dnodo.
Las trayectorias de los electrones y las moléculas estan en angulo recto y se cruzan en
el centro de la fuente, donde colisionan y tiene lugar la ionizacién. El producto
primario son iones de una Unica carga positiva que se forman cuando los electrones de
elevada energia se acercan suficientemente a las moléculas como para causarles la
pérdida de electrones por repulsidn electrostatica (i6n molecular, M**). Sin embargo, la
pequefia masa y la elevada energia cinética de los electrones generados en la fuente
provoca pequefios aumentos en la energia cinética de las moléculas con las que
chocan, de forma que éstas adquieren estados vibracionales y rotacionales excitados.
La subsecuente relajacion tiene lugar normalmente mediante una elevada
fragmentacién que da lugar a un gran numero de iones positivos de diversas masas
gue son menores (y en ocasiones mayores) que las del ién molecular. Los complejos
espectros de masas que se obtienen en la ionizacidn por impacto de electrones son
utiles para la identificacion de compuestos. Existen bases de datos comerciales que
contienen los espectros, obtenidos por impacto electrénico (siempre a 70 eV), de
compuestos orgadnicos de interés. No obstante, para cierto tipo de moléculas la
fragmentacion es tan efectiva que no queda ningln ién molecular, perdiéndose por
tanto la informacidon mas importante para la determinacidn de la masa molecular (si la
molécula es desconocida). Este tipo de fuente es sdlo aplicable a analitos con masas
moleculares menores de unos 10° daltons y que sean térmicamente estables, ya que

es necesaria la volatilizacidon de la muestra previa a su ionizacién.
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- lonizacidén quimica (Cl). El disefio de este tipo de fuente es muy similar a las de impacto
electrénico, pero en este caso los electrones generados no colisionan directamente
con la muestra, sino con un gas reactivo. Las moléculas gaseosas de la muestra se
ionizan al colisionar con los iones producidos al bombardear con electrones un exceso
de gas reactivo [161]. Para llevar a cabo experimentos mediante ionizacién quimica, se
introduce un reactivo gaseoso en la region de ionizacién y se mantiene a una presién
de aproximadamente 1 torr, en una cantidad tal que la relacién de concentracion
entre el reactivo y la muestra sea de 10° - 10*. Debido a esta gran diferencia de
concentracidn, el haz de electrones reacciona casi exclusivamente con las moléculas
de reactivo. Los iones reactivos dan lugar a reacciones de transferencia de protones o
de hidruros con las moléculas de analito, originando, respectivamente, iones
moleculares protonados ([M+H]) o deprotonados ([M-H]). Normalmente se utilizan
iones positivos, aunque la ionizacidon quimica que origina iones negativos se utiliza
ocasionalmente en aquellos analitos que contienen dtomos muy electronegativos. Uno
de los reactivos mds comunes es el metano, aunque también se han utilizado gases
como propano, isobutano y amoniaco. Cada uno de ellos produce un espectro
diferente con el mismo analito, siendo en cualquier caso los espectros de ionizacion
quimica mas sencillos (con menor fragmentacion) que los espectros de impacto de

electrones.

Un problema fundamental del acoplamiento de la cromatografia de liquidos con Ia
espectrometria de masas es el enorme contraste que existe entre los volimenes de
disolventes relativamente grandes de la primera y los requerimientos de vacio de la Ultima. El
efluente de la columna, que sera un liquido compuesto por la muestra y los disolventes, tendra
que ser transformado en una corriente gaseosa de iones. Una primera aproximacion consistio
en el desarrollo de interfases que realizaban esta transformacion en dos pasos: primero se
eliminaba el disolvente y posteriormente se ionizaba el analito en forma gaseosa. Estas
interfases (p.ej.: particle beam (PB), moving belt/wire [162]) presentaban bastantes
inconvenientes, sobre todo cuando se aumentaba el contenido de agua de la fase movil.
Actualmente se utilizan las llamadas “fuentes de desorcidn”, de forma que la muestra en
estado liquido se transforma directamente en iones gaseosos. Una ventaja de este tipo de
fuentes es que son aplicables a analitos no volatiles y térmicamente inestables. Las fuentes de

desorcion suelen ser fuentes blandas, de forma que el espectro de masas resultante estara
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formado bdsicamente por el i6n molecular protonado si trabajamos en modo positivo

([M+H]"), y por el idn molecular desprotonado si trabajamos en modo negativo ([M-H]).

Las fuentes de ionizacién a presidon atmosférica (API — atmospheric pressure ionization) son

las mas utilizadas actualmente. La instrumentacidn para todas ellas es comun, excepto la

sonda por donde se introduce la muestra. Se diferencian en el proceso de ionizacién y en

las aplicaciones analiticas. Todas ellas son fuentes de ionizacién blandas, sensibles y

robustas. Las ventajas de las fuentes APl fueron resumidas por Voyksner [163] en cuatro

puntos:

=  Permiten trabajar con volumenes de liquidos tipicamente utilizados en LC.

= Son apropiadas para el analisis de compuestos no volatiles, polares vy
térmicamente inestables tipicamente analizados por LC.

= Son sensibles, ofreciendo limites de deteccion comparables o mejores que los
alcanzados mediante GC-MS.

= Son muy robustas y relativamente faciles de usar.

A continuacién se exponen los fundamentos de las principales fuentes API: electrospray,

ionizacion quimica a presion atmosférica y fotoionizacion a presién atmosférica.

Electrospray (ESI). Es la fuente de ionizacién mas usada en LC-MS. Fue introducida en
el campo de la espectrometria de masas a finales de los afios 70 [164], principio de los
80 [165], aunque el fendmeno se conocia anteriormente, y es llamada lonspray por
algunos autores [166]. Se basa en la aplicacién de un fuerte campo eléctrico a presién
atmosférica a un liquido que fluye a través de un capilar metdlico (aguja de
nebulizacién) con un caudal bajo (1 — 1000 pL min™). Este campo eléctrico se genera
aplicando una diferencia de potencial entre la aguja y un electrodo cilindrico que la
rodea y esta separado de ella una distancia de 0.3 - 2 cm. El campo eléctrico induce
una acumulacién de carga en la superficie del liquido localizado al final de la aguja, de
forma que éste se divide en pequefias gotas cargadas. Un gas inyectado de forma
coaxial y con un bajo caudal permite que la dispersion del espray sea limitada en el
espacio. Estas gotas pasan después a través de una cortina de gas inerte
(generalmente N,) a alta temperatura para eliminar gran parte de las moléculas de

disolvente, de forma que disminuye el tamafio de las gotas y aumenta la densidad de
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carga. Cuando la fuerza del campo en la superficie de la gota supera la energia de
solvatacion de los iones del analito se produce la transferencia de dichos iones a la
fase gaseosa. Finalmente, el proceso se completarad en el interior de un capilar que

guiard a los iones del analito hacia el analizador (Figura 11.3).

La formacion de iones, por tanto, es el resultado de un proceso electroquimico y de la
acumulacién de carga en las gotas. La corriente de electrospray estd limitada por el
proceso electroquimico que ocurre en la punta de la aguja del nebulizador y es
sensible a la concentracion, en vez de a la cantidad total de muestra. Esto permite la
miniaturizacion de la técnica sin pérdida de sensibilidad, pero con una reduccién de
varios érdenes de magnitud en cuanto a consumo de muestra. Esto se aplica en nano-

ESI, a menudo utilizada en el andlisis de péptidos y proteinas.

La ionizacidn se puede llevar a cabo en modo positivo o negativo. En el modo positivo,
se podran formar iones multiplemente protonados [M+nH]™, donde n es el niumero de
protones positivamente cargados en la molécula. Del mismo modo, es posible también
la formacién de aductos con iones de sodio, amonio, potasio, etc. En el modo negativo
se observa normalmente la desprotonacién de las moléculas, pudiéndose formar

también iones multiplemente desprotonados [M-nH]".

Los parametros que se han de ajustar para una buena ionizacién de los analitos y, por
tanto, para una mayor sensibilidad del andlisis son, entre otros, y dependiendo del tipo
de instrumento y fabricante (ver figura Il.3): voltaje de la aguja de nebulizaciéon (3);

presion del gas de nebulizacidn (2); temperatura (4) y caudal del gas de secado.
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Figura 11.3. Esquema de una fuente ESI. 1: entrada del liquido (efluente HPLC); 2: entrada del gas de
nebulizacion; 3: aguja de nebulizacion; 4: calentador del gas de secado; 5: capilar de vidrio a través del
cual pasan los iones hacia el analizador.

Una gran ventaja de la fuente ESI es su aplicabilidad a analitos termosensibles, labiles
o no volatiles [167]. Los hidrocarburos, sin embargo no se ionizan mediante ESI. Las
aplicaciones de LC-ESI-MS cubren un amplio espectro de compuestos, de baja a alta
masa molecular (plaguicidas, farmacos, proteinas, polimeros,...), siendo una técnica
muy valiosa para la deteccién de compuestos de peso molecular medio. Se pueden
citar, por ejemplo, la caracterizacion de péptidos y proteinas [168], el analisis
cuantitativo de farmacos en aguas residuales [169], o el analisis de residuos de

plaguicidas en alimentos [170-171].

Cuando se trabaja con electrospray en analisis cuantitativo de compuestos organicos

|ll

presentes en los alimentos, un factor a tener en cuenta es el “efecto de la matriz”, esto
es, el efecto que pueden tener las especies que acompafian a los analitos en el
extracto del alimento cuando éstos ultimos alcanzan la fuente de ionizacion. Estas
especies pueden favorecer la ionizacion de dichos analitos o dificultarla, e incluso
impedirla (supresién de la ionizacién) [172-173]. Por lo tanto, una buena preparacion

de la muestra puede ser una etapa crucial en el analisis de alimentos mediante LC-ESI-

MS.
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- lonizacién quimica a presion atmosférica (APCl) [161]. El efluente del HPLC es nebulizado
y rdpidamente evaporado mediante una corriente de nitrégeno coaxial en una cdmara a
alta temperatura (350 — 550 °C), de forma que el calor evapora el disolvente y los
analitos. Aunque las elevadas temperaturas de trabajo pueden degradar los analitos, la
alta velocidad de flujo del efluente del HPLC y el flujo de nitrégeno coaxial previenen la
ruptura de las moléculas. Un electrodo de descarga de corona proporciona un haz de
electrones que ionizan los gases de la fuente y los disolventes de la fase movil. El plasma
de iones generado serd el responsable de la ionizacién en fase gas de los analitos. Las
diferentes reacciones dependeran de la naturaleza del gas reactivo y del analito,
fundamentalmente la afinidad protdnica en modo positivo. En modo negativo, menos
usual, el mecanismo de ionizacidn es mediante la pérdida de un protén y/o captura de
un electron. Puesto que la formacién de iones se produce en fase gas, no es apropiada
para compuestos no volatiles o térmicamente labiles. A diferencia del electrospray, APCI
es una técnica que requiere trabajar con altas velocidades de flujo del efluente del HPLC
(= 1 mL/min), ya que una baja velocidad de flujo podria generar problemas en la
estabilidad del electrodo de descarga de corona. Por lo tanto, APCl es menos susceptible

de miniaturizacién.

Esta técnica de ionizacién ha sido aplicada fundamentalmente a compuestos con un
peso molecular < 1000 Da, como farmacos, metabolitos, PAHs, plaguicidas, etc. Como
ejemplos de la aplicaciédn de LC-APCI-MS al andlisis de residuos tdxicos, se pueden citar la
determinacion de lactosas macrociclicas en higado bovino [174], la determinacion de
residuos de plaguicidas en aguas [175], o la determinacién de aminas heterociclicas en

carne liofilizada [176].

Recientemente se ha utilizado APCI como fuente de ionizacidon en un instrumento GC-MS

de tiempo de vuelo [177] y se ha aplicado al andlisis de plaguicidas en alimentos [178].

- Fotoionizacion a presion atmosférica (APPI) [151]. Formalmente seria una APCI iniciada
por fotoionizacion. El proceso de fotoinizacién implica la absorcidon de energia radiante
procedente de una fuente ultravioleta donde la energia incidente es mayor que el
potencial de ionizacién (Pl) para la pérdida de un primer protdn por parte de la molécula

de analito. Dicho proceso de fotoionizacion a presién atmosférica conduce
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generalmente a la produccién de iones moleculares (M), observdndose escasa
fragmentacién. La ionizaciéon no depende de reacciones en fase gaseosa ni de la quimica
acido-base, por lo que con APPI se pueden ionizar moléculas que no son ionizables por
ESI o APCI o lo son con baja sensibilidad. La eficacia es relativamente pobre en algunos

casos debido a la absorcion de fotones por parte de los disolventes y otras especies.

Como ejemplos de aplicaciones de LC-APPI-MS al analisis de alimentos podemos citar la
determinacidn de aflatoxinas en leche de vaca [179], la determinacién de acilgliceroles
en aceites comestibles [180] o la determinacidn de residuos de plaguicidas en citricos

[181].

- Fuentes multimodales. Son dispositivos con mds de una fuente de ionizaciéon (se suele
combinar ESI y APCl en un solo sistema) y surgen con el objetivo de evitar duplicar
inyecciones, especialmente en protocolos genéricos de caracterizacién de compuestos

desconocidos.

11.7.3.2. Analizadores de iones (o masas).

Una vez que los iones han sido producidos en fase gaseosa, deben ser separados segun su
masa. Sin embargo, en vez de la masa, la propiedad fisica de los iones que miden los
analizadores de masas es la relacién masa-carga (m/z). Existen varios tipos de analizadores de
masas (ver tabla 11.4) [182], de forma que la separacion de los iones en funcién de su relacién
masa-carga se basa en distintos principios. Todos los analizadores de masas usan campos
eléctricos y/o magnéticos que pueden ser estaticos o dindmicos. La mayoria de las diferencias
basicas entre los distintos tipos de analizadores reside en la forma en que se usan esos campos
para conseguir la separacién. Los analizadores de masas tienen distinto poder de resolucion,
gue es un parametro que se define como la habilidad de distinguir entre dos iones que difieren
muy poco en su relacion m/z:
R=m/Am

donde Am es la diferencia de masa entre dos picos adyacentes que estan resueltos, y m es la
masa nominal del primer pico (a veces se utiliza en su lugar la masa media de los dos picos). Se

considera que dos picos estan separados si la altura del valle entre ellos no es mayor de una
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determinada fraccién de su altura (a menudo un 10%). Asi, un espectrometro con una
resolucién de 4000 podra resolver picos que aparezcan a valores de m/z de 400,0 y 400,1 (o
40,00 y 40,01). También se puede calcular el poder de resolucidon usando un Unico pico, de
forma que bajo este criterio Am es la anchura del pico a la mitad de su altura (Full Width Half
Maximum — FWHM) y m es el valor de m/z del vértice del pico. Este ultimo procedimiento esta

mas extendido, puesto que se requiere un Unico pico.

De una forma muy general, se dice que un espectrometro de masas es de alta resolucion
cuando R > 5000; por el contrario, un espectrometro con R < 5000 es de baja resolucién. En
cualquier caso, es muy importante especificar el método de medida, ya que el poder de
resolucion registrado mediante el método FWHM es aproximadamente el doble que el

obtenido utilizando dos picos adyacentes con un solapamiento del 10% de su altura.
En la siguiente tabla (tabla 11.4) se resumen los distintos tipos de analizadores de iones, sus
principales caracteristicas y si se han usado en espectrometros de masas acoplados a

cromatdgrafos de gases, de liquidos, o ambos:

Tabla 11.4. Tipos de analizadores de masas

Tipo de Simbolo Principio de Llegada de los Resolucion = Acoplamiento
analizador separacion iones al LC, GC
detector
Sector eléctrico E 6 ESA Energia cinética Simultanea Baja GC
Sector B Momento Secuencial Baja GC
magnético magnético
Cuadrupolo Q m/z (estabilidad Secuencial Baja GC, LC
de la trayectoria)
Trampa de (QIT m/z (frecuencia Simultanea Baja GC, LC
iones de resonancia)
tridimensional
Trampa de LIT m/z (frecuencia Simultanea Baja LC
iones de resonancia)
bidimensional o
lineal
Tiempo de TOF Velocidad Simultanea Alta LC,GC
vuelo (tiempo de
vuelo)
Resonancia de FT-ICR m/z (frecuencia Simultanea Alta LC
idn-ciclotrén de resonancia)
por
transformada
de Fourier
Orbitrap por FT-OT m/z (frecuencia Simultanea Alta LC
transformada de resonancia)

de Fourier
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Los analizadores de masas mds utilizados en el acoplamiento GC-MS son los de cuadrupolo
sencillo, trampa de iones cuadrupolar e instrumentos de doble enfoque (triple sector eléctrico-
magnético-eléctrico), aunque estos ultimos no han sido muy empleados para el analisis de
residuos de plaguicidas. En los Uultimos afos, se han empezando a comercializarse
instrumentos GC-MS con analizador de tiempo de vuelo (TOF), aunque su aplicacion para el
analisis de residuos de plaguicidas no estd todavia tan extendida como en el caso del

acoplamiento LC-TOFMS.

a) Analizador de masas cuadrupolar (Q). Un cuadrupolo estd formado por cuatro barras
cilindricas paralelas que actian como electrodos [161]. Las barras opuestas se
conectan eléctricamente, un par esta unido al polo positivo de una fuente variable de
corriente continua y el otro par se une al terminal negativo (ver figura 11.4.). Ademas,
se aplican a cada par de barras potenciales variables de corriente alterna de
radiofrecuencia que estan desfasados 180 grados. Para obtener un espectro de masas
con este dispositivo, los iones se aceleran en el espacio entre las barras mediante un
potencial de 5 a 10 V. Entre tanto, las tensiones de corriente continua y de corriente
alterna se incrementan simultdaneamente desde cero hasta un valor maximo, mientras
se mantiene constante su relacién. El tiempo para un solo barrido es de unos pocos
milisegundos (< 100 ms). En cualquier momento, todos los iones excepto aquellos que
tengan un determinado valor de m/z inciden en las barras y se convierten en
moléculas neutras. Por tanto, sélo los iones cuyo valor de m/z esté dentro de un
intervalo limitado alcanzaran al detector, de forma que un cuadrupolo actia como un
filtro de masas. Generalmente, los instrumentos cuadrupolares separan facilmente
iones que difieren en su masa una unidad, son de bajo coste y su electrénica puede ser
controlada facilmente (simplicidad de operacidn). Los instrumentos de GC-MS
cuadrupolares han sido muy utilizados para el andlisis de residuos de plaguicidas [183-
187], aunque progresivamente se van reemplazando por otros analizadores debido a
su baja resolucion y selectividad. Los analizadores cuadrupolares no se utilizan en el
acoplamiento LC-MS puesto que las muestras son mas complejas y es necesaria una

mayor resolucion.
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Figura Il.4. Esquema de un analizador de masas cuadrupolar.

Trampa de iones tridimensional 6 cuadrupolar ((Q)IT). Es un dispositivo en el que los
iones en fase gas quedan confinados durante periodos de tiempo relativamente largos
debido a la accion de campos eléctricos. Consta de un electrodo anular (o toroidal) y
un par de electrodos colectores (uno de entrada y otro de salida) [161]. Al electrodo
anular se le aplica un potencial de radiofrecuencia variable mientras que los dos
electrodos colectores estan conectados a tierra. El haz de iones penetra a través de la
rejilla del electrodo colector superior y los iones quedan confinados en el electrodo
anular (ver figura I1.5.). Se realiza entonces un barrido de radiofrecuencias creciente
que provoca la desestabilizacion resonante de los iones confinados, que abandonan la
cavidad anular secuencialmente a través de la rejilla del electrodo colector inferior, en
un orden de m/z creciente. Los iones emitidos pasan seguidamente al detector. Una
versién comercial corriente de este dispositivo es capaz de resolver iones que difieren

en una unidad de masa en el intervalo de masas de 500 a 2000 Daltons.
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Figura II.5. Esquema 3D (seccién) de una trampa de iones cuadrupolar. Los iones son
expulsados selectivamente hacia el detector.

Ademads de su mejorada sensibilidad en full scan con respecto a los cuadrupolos
simples, los analizadores de trampa de iones permiten la obtencién de espectros de
masas en tandem (MS/MS) de una forma sencilla. La técnica de MS/MS consiste en
seleccionar en el espectro full scan un ién selectivo del analito, al que se denomina ién
precursor. Una vez seleccionado, éste es aislado en la trampa de iones, expulsandose
de la misma, mediante la aplicacion de campos eléctricos adecuados, los iones de
masa inferior y superior. A continuacién, mediante la aplicacién de un campo eléctrico
sinusoidal, los iones almacenados colisionan con el helio presente en la trampa
mediante un proceso conocido como disociacién inducida por colisiones (CID —
collision induced dissociation). Los iones producto asi generados se expulsan de la
trampa mediante la aplicacion de una rampa de radiofrecuencia, registrandose el
espectro de la segunda fragmentacion (MS?). Este modo de trabajo proporciona
informacidn estructural adicional, permitiendo la asignacién de iones fragmento
seleccionados, ya que es posible incluso repetir el proceso, aislandose de nuevo un ién
producto para obtener espectros de MS". Sin embargo, en lugar de para elucidacién
estructural, el andlisis por GC-MS/MS mediante trampa de iones de residuos de
plaguicidas se ha centrado en mayor medida en la identificacién de compuestos

objetivo en muestras complejas, dada su mayor selectividad que repercute en una
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c)

mejora de la sensibilidad (en comparacién con el modo full scan) [188-191]. Lo mismo

sucede en el analisis de residuos de plaguicidas mediante LC-MS/MS [192-194].

Sector eléctrico (ESA). El analizador electrostatico (ESA) consiste en dos placas
metalicas lisas curvadas dispuestas paralelamente, a través de las cuales se aplica un
potencial de corriente continua [161]. Este potencial tiene el efecto de limitar la
energia cinética de los iones a un intervalo exactamente definido. Los iones con
energias mayores que las promedio, chocan con la parte superior de la rendija ESAy se
pierden; los iones que tienen energias que son inferiores a las promedio chocan con el
lado inferior de la rendija ESA y son eliminados. Los analizadores de este tipo sélo se
utilizan en los instrumentos GC-MS, y generalmente combinados con analizadores de

sector magnético.

d) Sector magnético (B). Los analizadores de sector magnético utilizan un iman

permanente o un electroimdn para hacer que el haz procedente de la fuente de iones
se desplace con una trayectoria circular de 180, 90 6 60 grados. Los iones son
acelerados entre dos rendijas y salen hacia el tubo analizador metdlico, que se
mantiene a una presién interna alrededor de 107 torr y estd sometido al campo
magnético creado por un iman [161]. Se puede llevar a cabo un barrido de los iones de
diferente masa a través de la rendija de salida variando la fuerza del campo del iman o
el potencial de aceleracion entre las rendijas de entrada (desde la fuente de iones) y
salida (hacia el tubo de aceleracion). Generalmente, se usa un electroiman, de forma
que lo que se varia es el campo magnético (responsable de que los iones realicen la
trayectoria curva dentro del analizador), dejando el potencial de aceleracién entre las
rendijas constante. Los iones que pasan a través de la rendija de salida y cruzan el tubo
analizador son finalmente recogidos en un electrodo colector, dando lugar a una
corriente de iones que es amplificada y registrada. Se supone que todos los iones
tienen la misma energia cinética después de ser acelerados, y puesto que ésta
depende de la masa, los iones mas pesados se desplazan a través del sector magnético
a velocidades menores.

Los analizadores de sector magnético se denominan a menudo espectrémetros de
enfoque simple. Esta terminologia se utiliza porque a veces un conjunto de iones que

salen de la fuente con la misma relacidn masa-carga tienen una distribucion
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direccional divergente. El campo magnético es capaz de corregir estas desviaciones,
haciendo converger las direcciones de los iones (“conduce los iones hacia el foco”), de
forma que la energia cinética de los iones que abandonan la fuente es el factor
responsable que limita en mayor medida la resolucién de los instrumentos de sector
magnético (R < 2000). Sin embargo, la distribucién direccional de los iones no es la
Unica limitacidon de este tipo de instrumentos, ya que también se puede dar una
difusién de energias cinéticas que origine un ensanchamiento de haz que llega al
detector, produciendo una pérdida de resolucién. La distribucién de la energia cinética
de los iones que abandonan la fuente surge de la distribucién de Boltzmann de
energias de las moléculas a partir de las cuales se forman los iones, y de la no
homogeneidad de campo de la fuente.

Para corregir tanto las desviaciones (o aberraciones) direccionales como las de energia
de los iones que dejan la fuente, se usan los espectrdmetros de doble enfoque, que
combinan uno o varios analizadores electrostaticos (ESA) con un analizador magnético
(B). En los mas simples, los iones que proceden de la fuente son acelerados a través de
las rendijas y pasan a través del campo electrostatico, que sirve para enfocar un haz de
iones que tiene una banda estrecha de energias cinéticas sobre una rendija que
conduce al campo electromagnético curvado, donde dichos iones son separados en
funcién de su relacion masa-carga. Una amplia variedad de espectrometros de doble
enfoque se encuentra disponible en el mercado, alcanzando los mas sofisticados una
resolucién del orden de 10°. Los analizadores de doble enfoque mas utilizados son los
de triple sector (ESA-B-ESA), capaces de separar iones cuya masa difiere en el cuarto
decimal. Consecuentemente, a los espectrometro de triple sector se les denomina
espectrometros de masas de alta resolucion (HRMS), siendo muy empleado el
acoplamiento GC-HRMS para el andlisis de compuestos orgdnicos persistentes
(POPs)[195], principalmente dioxinas [196-197] en muestras medioambientales y

bioldgicas. Sin embargo, escasas referencias se pueden encontrar sobre la aplicacion

de esta técnica (GC-HRMS) al andlisis de residuos de plaguicidas [198-200].

Tiempo de vuelo (TOF). Los iones son acelerados (en la fuente de impulso o pulser)
mediante un impulso de campo eléctrico de 10* a 10* V y una frecuencia de 10 a 50
kHz. Las particulas aceleradas pasan al tubo analizador (tubo de vuelo) de entre uno y

dos metros de longitud, situado ortogonalmente a la fuente de iones y que no esta
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sometido a ningun campo. Debido a que todos los iones que entran en el tubo
idealmente tienen la misma energia cinética, sus velocidades dentro del tubo deben
variar inversamente con sus masas, llegando al detector antes las particulas mas
ligeras que las mas pesadas [161]. Los tiempos de vuelo habituales van de 1 a 100 ps.
Variaciones en la energia de los iones y en las posiciones iniciales de los mismos
causan un ensanchamiento de los picos que suelen limitar la resolucidon obtenida.
Algunas de las ventajas de este tipo de analizadores son: la sencillez, la robustez,
facilidad de accesibilidad a la fuente de iones, un intervalo de masas virtualmente
ilimitado y rapidez en la adquisicion de datos. Otra caracteristica interesante de los
analizadores de tiempo de vuelo reside en su facil calibracién de masas (relacion de
tiempos de vuelo con masas) con sélo uno o dos puntos de referencia (uno o dos
compuestos de masa perfectamente conocida). La resolucién de masa depende del
“tiempo de vuelo” y de la longitud del tubo. Para aumentar la trayectoria recorrida por
los iones y, por lo tanto, su “tiempo de vuelo”,se utiliza lo que se denomina reflectrén
(reflectron), que consiste en una serie de electrodos anulares colocados en el extremo
opuesto al detector y que actlan como un “espejo” para los iones (adquisicidon en
modo V) (ver figura I1.6.). El reflectrén ayuda a corregir las pequenias variaciones en la
energia cinética de los iones, evitando el efecto que esto puede ocasionar en la
resolucidn. En algunos instrumentos, para aumentar ain mas la resolucién, se pueden

utilizar dos reflectrones (adquisicion en modo W).
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Figura I1.6. Esquema de un analizador de tiempo de vuelo operando en modo “V”.

La principal caracteristica de los analizadores de tiempo de vuelo es la exactitud de
masa que proporcionan, de hasta cuatro cifras decimales. Esto es posible gracias a la
inyeccion constante durante el andlisis de una disolucién autocalibrante compuesta
por uno o dos compuestos (dependiendo del fabricante) de masa perfectamente
conocida. Recientemente se han desarrollado mejoras en el software de los
instrumentos LC-MS con analizador de tiempo de vuelo que permiten la creacién de
bases de datos que proporcionan la identificacion automatica de los compuestos en
base a su tiempo de retencidén y a su masa exacta. El acoplamiento LC-TOFMS también
permite la deteccién de compuestos “no esperados” (non target) e incluso
desconocidos (unknowns) para los cuales no se dispone de patrones analiticos a priori.
La obtencién de espectros en full scan con gran exactitud de masa, que pueden ser
procesados a posteriori para la identificacion de compuestos no esperados en un

principio y la posibilidad de enfrentar dichos espectros a una base de datos, han
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propiciado que en los ultimos afios los instrumentos LC-MS con analizador de tiempo
de vuelo hayan sido ampliamente utilizados para el andlisis de residuos de plaguicidas
en alimentos de origen vegetal [201-206]. Por otra parte, hasta hace muy pocos afios
no se disponia de instrumentos de GC-MS comerciales con analizador de tiempo de
vuelo. Sin embargo, recientemente ha sido descrita la aplicacién de la técnica GC-

TOFMS al analisis de residuos de plaguicidas en alimentos [207-213].

Trampa de iones bidimensional o lineal (LIT 6 LTQ). Es un analizador cuadrupolar que
termina en unas lentes que repelen los iones del interior del cuadrupolo, aplicando un
potencial positivo para iones positivos (y negativo para iones negativos). En estas
trampas los iones son confinados en la dimensién radial mediante el campo
cuadrupolar y en la dimensién axial mediante un campo eléctrico situado al final de la
trampa [182,214]. Los iones son enfriados mediante colisién con un gas inerte. Una
gran ventaja de la trampa de iones lineal (LIT) es una capacidad de confinamiento de
iones 10 veces superior a la de la trampa cuadrupolar (QIT), ademas de un menor
efecto espacio-carga, ya que los iones son focalizados a lo largo de la linea central, en
lugar de alrededor de un punto (ver figura Il.7). Los iones confinados en una LIT
pueden ser expulsados selectivamente a lo largo del eje de la trampa (expulsion axial)
o perpendicular a dicho eje (expulsién radial), aunque la expulsidn radial no ha sido
aplicada a los instrumentos comerciales. Este tipo de analizadores se suelen utilizar en

los instrumentos LC-MS.

P

% N
_ Detector MS2

Figura Il.7. Esquema de una trampa de iones lineal.
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g)

Resonancia ciclotrénica de iones con Transformada de Fourier (FT-ICR — Fourier
Transform-lon Cyclotron Resonance). Estos analizadores son “trampas” que usan el
fendmeno del i6n ciclotrédn en presencia de un campo magnético estatico vy
homogéneo. Cuando una particula ionizada entra en un campo magnético fuerte sufre
un movimiento circular perpendicular a las lineas del campo magnético, conocido
como movimiento ciclotrén [215]. Este movimiento tiene una frecuencia de resonancia
gue es especifica de la relacion masa-carga del ion. EIl movimiento del ién ciclotrén es
transformado en un voltaje alternante mediante la célula ICR. Este voltaje es entonces
amplificado y digitalizado. Esta sefial digital es procesada mediante transformada de
Fourier, obteniéndose asi el espectro de masas. Con este instrumento se consigue una
resolucidn y una exactitud de masa que no es superada por ningln otro analizador de
masa; sin embargo, no se utilizan para el analisis de alimentos. Este tipo de

analizadores se suelen utilizar en los instrumentos LC-MS.

Orbitrap por Transformada de Fourier (FT-OT). El orbitrap (OT) [216] es una trampa de
iones electrostatica que usa la Transformada de Fourier (FT) para obtener el espectro
de masas [217-218]. La parte externa es un electrodo con la forma de un barril cortado
en dos partes iguales, con un pequefio intervalo de separacién. El electrodo central
tiene forma de huso. El diametro maximo del electrodo central de de 8 mm vy el del
electrodo externo de 20 mm. Los iones son inyectados tangencialmente a través de los
intersticios de las dos partes del electrodo externo. Estos iones inyectados con una alta
energia cinética comienzan a oscilar en la trampa en forma de complicadas espirales
alrededor del electrodo central, bajo la influencia de un campo electrostatico. Una
importante propiedad del orbitrap es que la frecuencia es directamente proporcional a
la relacién m/z e independiente de la energia cinética de los iones inyectados. La
corriente inducida por los iones oscilantes es medida y convertida mediante
Transformada de Fourier en frecuencias individuales e intensidades, generando el
espectro de masas. El tiempo normal de adquisicion durante un ciclo en el orbitrap es

de 1 segundo. Este tipo de analizadores se suelen utilizar en los instrumentos LC-MS.

El orbitrap como analizador sencillo en espectrometros de masas sélo es
comercializado por la compafiia Thermo Fisher Scientific (Bremen, Alemania). Estos

instrumentos operan en full scan y a alta resolucién (50000 — 100000 FWHM).
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Actualmente también se comercializan instrumentos LC-MS hibridos trampa de iones

lineal-orbitrap (LTQ-Orbitrap), que permiten realizar experiencias MS/MS.

11.7.3.3. Detectores para espectrometria de masas.

Una vez que los iones salen del analizador de masas, van hacia el detector. El detector registra
la carga inducida o la corriente producida cuando un ién pasa cerca o golpea una superficie. Se

distinguen varios tipos de detectores [219]:

= Copa de Faraday. Es un dispositivo muy simple y robusto que detecta los iones
mediante la medida directa de la carga con un electrodo conductor, que generalmente
es un metal con forma de copa o un electrodo colector inclinado y rodeado de un
armazon de metal. El electrodo colector estd conectado a un amplificador de alta
impedancia a través de una larga resistencia retroalimentada. EI mecanismo de
deteccidn se basa en la transferencia de carga desde el haz de iones incidente hacia el
electrodo colector, siendo amplificada la corriente resultante por el amplificador de
alta impedancia. Estos detectores ofrecen una respuesta baja pero estable, por lo que
no son adecuados para espectrometros de masas de barrido. Sin embargo, si son
compatibles con espectrometros de masas para relacién de isétopos estables (IRMS).
La respuesta de estos detectores es independiente de la energia de los iones

incidentes.

=  Multiplicadores de electrones de dinodos separados. Los iones positivos golpean un
catodo de conversién que libera electrones que a continuacion son “multiplicados” por
una quincena de dinodos colocados en cascada. Estos detectores tienen un tiempo
rapido de respuesta, son muy sensibles y su ganancia llega a 10%. Nuevos
revestimientos a base de aluminio sobre los dinodos han mejorado los resultados
obtenidos con los materiales tradicionales (Cu/Be), que envejecen bastante mal en la
atmosfera residual de los espectrometros o en los periodos de parada (retorno a la

presion atmosférica).
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= Multiplicadores de electrones de dinodo continuo (CEM, CDEM 6 ChannelTron®). Los
iones son desviados a un colector cuya entrada, con forma de cono y construido en
vidrio dopado con plomo o recubierto internamente con berilio, hace el papel de
catodo de conversidon. Los electrones liberados por el haz de iones incidente son
atraidos hacia un electrodo positivo. Los sucesivos choques de los electrones sobre la
pared provocan su multiplicacién, como ocurre en los dinodos separados. El montaje
estd descentrado en relacién a la trayectoria incidente de los iones, para asi proteger
al detector del impacto de las especies neutras asi como de fotones emitidos por el

filamento.

= Detectores de microcanales. Constituidos por la suma de un nimero muy grande de
“microcanaltrones” dispuestos a modo de colmena, funcionan como si se tratase de
una placa fotogréfica electrénica. Cada detector estd formado de una porcion de
microtubo (25 um de diametro) recubierto interiormente de un material
semiconductor funcionando como un dinodo continuo. La avalancha de electrones
secundarios emitidos se recupera por un anodo. Este sistema permite registrar
simultdaneamente iones de diferentes masas. Este es el tipo de detector que se suele

emplear en los instrumentos con analizadores de tiempo de vuelo.

11.7.3.4. Espectrometria de masas en tdandem (MS/MS).

Para aumentar la selectividad y sensibilidad, asi como para conseguir fragmentos de las
moléculas de analito que conduzcan a una confirmacidn inequivoca de su presencia en la
muestra sometida a andlisis, se comercializan instrumentos hibridos que poseen varios

analizadores de masas (“espectrometria de masas en tandem”, MS/MS).

Los Unicos analizadores de masas sencillos que por si solos tienen la capacidad de fragmentar
las moléculas son las trampas de iones (tanto la tridimensional como la bidimensional), puesto
qgue pueden confinar en su interior a los iones y hacerlos reaccionar con un gas de colision
(generalmente helio) a un voltaje determinado, expulsando posteriormente los fragmentos
obtenidos de forma secuencial hacia el detector. Para conseguir fragmentos con otro tipo de

analizador de masas es necesario combinar varios de ellos (iguales o diferentes) en un mismo
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espectrometro de masas. En un espectrometro de masas en tandem, el primer analizador sirve
para aislar los iones moleculares del resto de componentes de la muestra. Estos iones se
introducen después uno detras del otro en un segundo analizador consistente en una camara
de colisiones donde los iones son fragmentados por colisién con atomos de helio. Finalmente,
los fragmentos generados son separados en funcion de su relacién masa-carga, llegando

secuencialmente hacia el detector.

La espectrometria de masa en tdndem se puede realizar, por tanto, de dos formas: 1) de forma
secuencial en el tiempo en un Unico analizador de masas (primero selecciona los iones, luego
los fragmenta y posteriormente analiza los fragmentos obtenidos), y 2) de forma casi
simultanea en el tiempo, utilizando una combinacién de varios analizadores de masas (en uno
se seleccionan los iones, a continuacion se fragmentan en otro analizador y el Gltimo separa en

funcién de su masa los fragmentos generados).

Los espectrdmetros de masas hibridos comerciales poseen las siguientes combinaciones de

analizadores de masas:

o Instrumentos de sector mdultiple. Existen varias configuraciones posibles, siendo las
mas utilizadas las de triple sector: magnético-eléctrico-magnético (B-ESA-B) 6
eléctrico-magnético-eléctrico (ESA-B-ESA). En esta Ultima, los dos primeros sectores
pueden ser utilizados como un espectrometro de masa de alta resolucién,
seleccionando el idn precursor (también llamado i6n padre); el tercer sector eléctrico

analiza los iones fragmento.

o Triple cuadrupolo (QQQ o TQ). El primer cuadrupolo actia como un filtro que
selecciona y separa las moléculas protonadas o deprotonadas (seguin se trabaje en
modo de ionizacidn positivo o negativo, respectivamente) del resto de componentes
que eluyen del cromatdgrafo. El tercer cuadrupolo actia como analizador de masas y
registra los productos obtenidos en el proceso de disociacién al que son sometidos los
iones seleccionados en el primer cuadrupolo (denominados iones precursores o iones
padre). Este proceso de disociacion es inducido por un gas ionizado y acelerado en el
segundo cuadrupolo, de forma que colisiona con las moléculas de analito provocando

su fragmentacién. Este tipo de fragmentacién recibe el nombre de “disociacion
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inducida por colisiones”. Un esquema del instrumento se puede ver en la figura I1.8..
En el apartado 11.7.3.5. se describiran los cuatro modos de trabajo posibles en MS/MS
con un instrumento de triple cuadrupolo: product-ion scan (PIS), multiple reaction

monitoring (MRM), constant neutral loss y precursor-ion scan.

Cuadrupolo 1 (Q1)
Filtro de masas

Cuadrupolo 2 (Q2)
Celda de colision

Cuadrupolo 3 (Q3)
Filtro de masas

Lentes de
focalizacion

Detector

Figura 11.8. Esquema del funcionamiento de un analizador de triple cuadrupolo. Q1: filtro de masas
trabajando con una masa objetivo (color verde). Q2: el segundo cuadrupolo estd envuelto por una
atmésfera de gas reactivo, utilizado para la fragmentacién. Q3: filtro de masas trabajando en full scan.

Estos instrumentos son robustos, de relativo bajo coste y faciles de operar. Ademas,
permiten monitorizar un gran numero de transiciones idn precursor — ién fragmento
en un unico analisis. Sin embargo, la velocidad de escaneo de este tipo de
instrumentos limita el numero de transiciones que se pueden monitorizar
simultaneamente con sensibilidad y precisién adecuadas. Este nimero de transiciones
depende del instrumento (del valor de dwell time con el que opere el equipo). Por lo
tanto, para obtener una buena resolucién de los picos cromatograficos se requiere
que las transiciones idn precursor — idn fragmento sean agrupadas en segmentos de
tiempo (dependiendo del tiempo de retencidn esperado para los analitos de interés).
Esto supone una desventaja a la hora de ampliar el nimero de compuestos que se
analizan, puesto que para introducir una nueva transicién en un método en uso el
operador a menudo tiene que reorganizar los segmentos de tiempo establecidos.
Ademas, si el nuevo compuesto eluye a un tiempo comprendido entre dos segmentos
de tiempo, las transiciones idn precursor — idn fragmento que lo identifican deben ser
incluidas en ambos segmentos. Para solventar este problema, distintos fabricantes han
disefiado recientemente varios software que no requieren el establecimiento de

segmentos de tiempo [220-222].
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En cualquier caso, los instrumentos LC-MS de triple cuadrupolo son probablemente los
mas utilizados en los laboratorios para andlisis de rutina de compuestos tdxicos, tanto

en muestras medioambientales [223-224] como agroalimentarias [225-227].

0 Q-TRAP. Estos instrumentos hibridos se podrian describir como un triple cuadrupolo
en el que el tercer cuadrupolo ha sido sustituido por una trampa lineal. Ofrecen una
gran velocidad de barrido de masas que permite realizar multiples experimentos
MS/MS simultdneamente. Por lo tanto, es posible obtener informacion estructural de
los compuestos analizados y se puede operar en los mismos modos de trabajo que en
un triple cuadrupolo. Una aplicaciéon destacable de este tipo de instrumento, por
afinidad con esta Tesis, es la determinacion de residuos de plaguicidas en aceite de

oliva [144].

o Cuadrupolo-Tiempo de vuelo (Q-TOF). En estos instrumentos, los iones producidos en
la fuente son introducidos en el cuadrupolo (Q), donde algunos de ellos son
seleccionados para una posterior fragmentacion en un hexapolo que actia como celda
de colisién. Los iones fragmento que abandonan el hexapolo son focalizados hacia el
analizador de tiempo de vuelo (TOF), donde son separados en funcién de su relacién
masa-carga con gran exactitud. Como resultado, se obtiene un espectro MS/MS de
iones fragmento con gran exactitud de masa (4 cifras decimales), siendo ésta la

principal caracteristica de este tipo de instrumentos.

El uso de esta técnica para la determinacién de residuos téxicos en alimentos esta
aumentando en los Ultimos afios, como muestran algunas publicaciones recientes

[228-231].

o Instrumentos hibridos mds sofisticados son LTQ-FTICR y LTQ-Orbitrap, de elevado
coste y apenas utilizados en andlisis alimentario. Ambos instrumentos ofrecen la
posibilidad de monitorizar iones precursores e iones fragmento con alta resolucién y

exactitud, de gran utilidad en anlisis estructural.
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11.7.3.5. Modos de trabajo tipicos de los analizadores de masas.

- Full Scan. El analizador separa todos los iones procedentes del eluyente de la columna
cromatografica segin su relacién m/z y los conduce hacia el detector, sin ninguna

restriccion.

- Selected lon Monitoring (SIM). Consiste en seleccionar la molécula protonada (en
modo de ionizacién positivo) o deprotonada (en modo de ionizacién negativo) y al
menos el fragmento mas intenso. Estos iones son utilizados para la identificacidn del
compuesto. Es una practica comun seleccionar al menos dos iones fragmento para la
identificacion de plaguicidas en alimentos. Este modo de trabajo requiere, por tanto, el
conocimiento del compuesto que se estd analizando. Este modo de trabajo se suele

utilizar en los instrumentos de cuadrupolo sencillo.

- Los instrumentos de triple cuadrupolo poseen cuatro modos de trabajo en MS/MS,
principalmente: product-ion scan (PIS), multiple reaction monitoring (MRM), constant
neutral loss y precursor-ion scan. Estos cuatro modos de trabajo se corresponden con
las cuatro combinaciones posibles entre los modos de operacién de los cuadrupolos 1
y 3 (ver tabla I1.5). Cada uno de ellos puede operar en full scan o SIM. El cuadrupolo 2

(Q2) operara en todo momento como celda de colisidn.

Tabla 11.5. Modos de trabajo MS/MS disponibles en un instrumento de triple cuadrupolo.

Modo de trabajo Configuracion Configuracion
Q1 Q2
Product-ion scan SIM iones Full Scan
precursores
Multiple reaction monitoring SIM iones SIM iones
(MRM) precursores fragmento
Constant neutral loss Full Scan Full Scan
Precursor-ion scan Full Scan SIM iones
fragmento

- Product lon Scan. El primer cuadrupolo (Q1) selecciona el ién de interés de un analito o
analitos de interés, y envia Unicamente estos iones seleccionados (iones precursores) a
la celda de colision (Q2), donde seran fragmentados mediante CID. Todos los iones

fragmento seran entonces enviados al tercer cuadrupolo (Q3), donde seran separados
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en funcidn de su relacion masa-carga previamente a su llegada al detector. De este

modo, se obtiene el espectro de fragmentacidn de las especies de interés.

- Multiple Reaction Monitoring (MRM). A veces se denomina selected reaction
monitoring (SRM), y se basa en la seleccién de los iones de interés en el cuadrupolo 1
(iones precursores), los cuales serdan enviados al segundo cuadrupolo para su
fragmentacién. Finalmente, los fragmentos caracteristicos (iones fragmento o

producto) de cada compuesto serdan monitorizados en el cuadrupolo 3.

- Constant neutral loss scanning. En este modo de trabajo, Q1 y Q3 escanean todos los
iones que les llegan sincronizadamente, de forma que se establece una diferencia de
masa fija entre ambos cuadrupolos. Por lo tanto, el instrumento puede calcular la
pérdida de masa que sufren los iones entre Q1 y Q3 (es decir, en la celda de colisidn
Q2). Por ejemplo, si la pérdida de masa es de 50, mientras Q1 estad escaneando a m/z
200, Q3 esta escaneando a m/z 150. El valor de m/z 150 es registrado por detector
junto con el valor de m/z detectado en Q1 a ese mismo tiempo. Este modo de trabajo
es muy util para la identificacion de ciertas familias de compuestos, como las triazinas,
que sufren una pérdida comuin de propileno (m/z 42). Hasta hace muy poco, sélo los
instrumentos de triple cuadrupolo tenian la habilidad de trabajar en constant neutral
loss scanning, pero recientemente se han desarrollado instrumentos Q-TOF que

también ofrecen esta posibilidad.

- Precursor lon Scan. Q1 opera en modo scan mientras que Q3 selecciona uno o varios
iones especificos generados en la celda de colision (Q2) y que son monitorizados en el
detector. Cuando el idn de interés es detectado en Q3, el valor de m/z encontrado en
ese momento en Q1 es registrado en conjuncion con la intensidad registrada por el
detector. Este modo de trabajo se utiliza para la identificacién del i6n precursor
cuando los iones fragmento producidos en la celda de colision pueden pertenecer a

varios compuestos de una misma familia.

En una trampa de iones (tanto lineal como cuadrupolar), es el mismo analizador el que
primero actia como filtro, luego como cdmara de colisiéon y por ultimo como filtro separador

de masas (pudiendo ser registrados todos los fragmentos obtenidos o sélo unos pocos
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seleccionados por su abundancia). Por lo tanto, en un andlisis MS/MS una trampa de iones

permite trabajar en los modos SIM y PIS.

11.7.4. Antecedentes.

11.7.4.1. Bebidas de frutas no alcohdlicas.

A) ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN BEBIDAS MEDIANTE TECNICAS
CROMATOGRAFICAS.

El andlisis de plaguicidas en bebidas de frutas no alcohdlicas mediante técnicas
cromatograficas se ha investigado mayoritariamente en zumos [102]. Tradicionalmente, la
técnica cromatografica de eleccion ha sido la cromatografia de gases con deteccidn por
espectrometria de masas, siendo muy utilizados los instrumentos cuadrupolares debido a su
bajo coste [108,112,232]. También se pueden encontrar en la bibliografia métodos para la
determinacion de plaguicidas en zumos mediante GC-MS con trampa de iones [233]. Sin
embargo, el aumento de la polaridad de los plaguicidas ha hecho que cada vez se desarrollen
mds métodos basados en el acoplamiento LC-MS. Principalmente, se ha empleado Ia
deteccion por espectrometria de masas en tandem con instrumentos LC-MS/MS de triple
cuadrupolo [52,113,234-235], aunque también se han utilizado instrumentos provistos de una

trampa de iones cuadrupolar [111].

Mas escasa es la bibliografia encontrada para el andlisis de plaguicidas en bebidas
refrescantes. En todos los casos, las bebidas carbonatadas requieren una desgasificacion
previa a su anadlisis. Se han utilizado la cromatografia de gases con detector de captura
electrdnica [115] y GC-MS cuadrupolar [116]. También se han empleado instrumentos LC-MS,

con detectores de tiempo de vuelo [117] y triple cuadrupolo [114].

No se ha realizado ningun estudio analitico a gran escala para evaluar la presencia de

plaguicidas en este tipo de productos.
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B) ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS MONOCICLICOS EN BEBIDAS MEDIANTE
TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

Aunque la presencia de BTEXS no es esperada en bebidas, debido al caracter lipofilico de los
mismos, y a la ausencia de disolventes en el proceso de fabricacion del alimento, en los
ultimos afios se han publicado algunos articulos en los que se analizan, por ejemplo, residuos
de benceno [118] en refrescos del mercado belga, o de benceno y tolueno [119] en refrescos
del mercado italiano. En el primer caso, la presencia de benceno en este tipo de bebidas a
bajos niveles era el resultado de la reacciéon del acido benzoico con acido ascérbico y otros
reguladores de acidez presentes en los refrescos. Sin embargo, en el estudio italiano se
encontré que la presencia de benceno y tolueno en refrescos se debia a contaminacion
ambiental. En todos los trabajos el andlisis de las muestras se realizd mediante GC-MS, pero
difieren en el modo de introduccion de la muestra: en el estudio belga se utilizd la técnica de
espacio de cabeza estatico, mientras que en el italiano la técnica de eleccién para la
introduccion de la muestra en el cromatégrafo fue la técnica de purga y trampa (espacio de

cabeza dinamico).

11.7.4.2. Alimentos infantiles elaborados a partir de frutas y vegetales.

A) ANALISIS DE PLAGUICIDAS EN ALIMENTOS INFANTILES ELABORADOS A PARTIR DE FRUTAS Y
VEGETALES.

La determinacion de residuos de plaguicidas volatiles en alimentos infantiles se ha llevado a
cabo fundamentalmente mediante el uso de GC-MS con analizadores de cuadrupolo sencillo
[125-128]. No obstante, también se han utilizado GC-MS provistos de analizadores de tiempo
de vuelo (GC-TOFMS) [122,130], cuyo uso es menos comun en el campo del andlisis de
residuos. Para el analisis de plaguicidas mas polares en alimentos infantiles la técnica mas
usada ha sido la cromatografia liquida con espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS),

empleando analizadores de triple cuadrupolo [124,129,131,236].

Al comenzar esta Tesis no existia ninguna referencia sobre la determinacién de plaguicidas en

alimentos infantiles mediante LC-TOFMS.
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B) ANALISIS DE BTEXS EN ALIMENTOS INFANTILES ELABORADOS A PARTIR DE FRUTAS Y
VEGETALES.

Un estudio reciente determind la presencia de benceno a bajos niveles de concentracion (< 1
-1 . . . / . .

pg L) en zumos infantiles de zanahoria (ademas de en otras bebidas), como consecuencia del

calentamiento al que eran sometidos estos alimentos durante su etapa de elaboracion. Las

muestras se analizaron mediante HS-GC-MS tras ajustarle el pH a 10 [132].

11.7.4.3. Aceite de oliva y aceituna.

A) ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN ACEITE DE OLIVA Y ACEITUNA MEDIANTE
TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

Para la determinacion de residuos de plaguicidas no polares y volatiles en aceite de oliva y
aceituna la técnica mas utilizada actualmente es la cromatografia de gases con deteccidn por
espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS), con analizadores de triple cuadrupolo
[133,141] y trampa de iones [134,136-137]. Esta técnica mejora la sensibilidad, selectividad y
grado de confirmacion de los analitos con respecto al analisis de residuos de plaguicidas
mediante GC-MS con analizadores de cuadrupolo sencillo [237], muy utilizados en analisis de
rutina en los ultimos afios [46,48,49]. En cuanto al andlisis de plaguicidas mas polares en aceite
de oliva y aceituna, la técnica mas usada ha sido la cromatografia liquida con espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS), empleando fundamentalmente analizadores de triple
cuadrupolo [46,48,139], aunque también ha sido descrito un método basado en el uso de un

instrumento hibrido cuadrupolo-trampa de iones lineal (QqLIT 6 QTRAP) [144].

La principal desventaja del uso de espectrometria de masas en tdndem es la necesidad de
agrupar las transiciones de interés en segmentos de tiempo, debido a que para introducir una
nueva transicion en un método en uso el operador a menudo tiene que reorganizar los
segmentos de tiempo establecidos. Para solventar este problema, como se ha comentado
anteriormente, distintos fabricantes han disefiado recientemente varias herramientas de

software que no requieren el establecimiento de segmentos de tiempo [220-222].
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B) ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS MONOCICLICOS EN ACEITE DE OLIVA Y
ACEITUNA MEDIANTE TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

Los métodos publicados para la determinacion de BTEX estan en su mayoria aplicados a
muestras medioambientales. La técnica habitualmente empleada es GC-MS utilizando espacio

de cabeza estatico (HS) o dinamico (purga y trampa) [238] para la introduccién de la muestra.

Los métodos de determinaciéon de estos compuestos en aceites son muy escasos. Asi, en la
literatura existen hasta la fecha sélo unos pocos métodos que abordan la determinacion de
BTEX en aceite de oliva virgen. Dos de los métodos utilizan el espacio de cabeza estatico
seguido de GC-MS [20,145], y un tercero propone una extraccion liquido-liquido previa de la
muestra utilizando nanotubos de carbono recubiertos de un surfactante como paso previo al
analisis de BTEXS por HS-GC-MS [148]. También se ha propuesto un método rapido de
screening para la detecciéon de BTEX por combinacion directa del muestreo por espacio de
cabeza estatico y la deteccion por espectrometria de masas [146]. Se ha descrito también la
aplicacién de la microextraccién en fase solida (SPME) como medio de introduccion de la

muestra, aplicdndose el método a aceites vegetales [147].

Para realizar estudios sobre el origen de la presencia de estos compuestos en aceite de oliva
resulta imprescindible abordar ademds el analisis de la materia prima, la aceituna, con el fin de
determinar si la incorporacion de los mismos se produce fundamentalmente ya en el propio
arbol o si tiene lugar durante las etapas de transporte y extraccion del aceite. No se ha
encontrado ninguna referencia acerca de la determinacidén de BTEXS en aceituna previa a esta

Tesis.



I1l. REACTIVOS E INSTRUMENTACION
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lll.1. ANALITOS

Los patrones de los plaguicidas de calidad analitica fueron adquiridos bien de Dr. Ehrenstorfer
(Augsburgo, Alemania), o bien de Riedel-de-Hden (Seelze, Alemania). Los nombres de los
plaguicidas se han mantenido en inglés a lo largo de toda la Tesis. Se prepararon disoluciones
concentradas (200 — 300 mg L™) de cada plaguicida en metanol o acetonitrilo y se almacenaron
en el congelador (-18 °C). Posteriormente se prepard en metanol una disolucién de trabajo (10
mg L) que contenia la mezcla de los plaguicidas a analizar en cada estudio. La disolucién de

trabajo también se conservd a -18 °C.

Los patrones de benceno, tolueno, etilbenceno, estireno, y los isémeros o-, m- y p-xileno
fueros adquiridos de Riedel-de-Hden (Seelze, Alemania) con calidad analitica (OEKANAL®). Se
prepararon disoluciones concentradas de cada uno de estos hidrocarburos en metanol (1000
mg L™). Posteriormente se preparé en metanol una disolucién concentrada (100 mg L) que
contenia la mezcla de los compuestos. Mediante dilucion de la disolucidn concentrada que
contenia la mezcla de los compuestos, se prepararon disoluciones de trabajo (también en
metanol) de concentraciones 1 y 10 mg L™ (de cada uno de los analitos presentes en la
mezcla). Todas las disoluciones se conservaron a -18 °C, mientras que los patrones puros se

conservaron refrigerados (+4 °C).

I1.2. PREPARACION DE LA MUESTRA

11.2.1. Reactivos

a) Disolventes

El acetonitrilo y el metanol de grado HPLC se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). El
sistema de agua Mili-Q-Plus ultrapura de Millipore (Milford, MA, EEUU) se empled para
obtener agua de grado HPLC para los andlisis. Eter de petréleo, acetato de etilo y n-hexano

fueron adquiridos en Riedel-de-Haen (Seelze, Alemania). El acido acético era de la marca

Panreac (Barcelona, Espafia).
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En todos los casos, los extractos fueron filtrados a través de un filtro de HPLC de PTFE de 0.45

pum de poro (Millex FG, Millipore, Milford, MA, EEUU) como paso previo a su trasvase a un vial.

b) Meétodo QUEChERS para muestras con bajo contenido graso

La amina primaria-secundaria (Supelclean™ PSA SPE Bulk Packing, 50 pum) se obtuvo de
Supelco (Bellefonte, CA, EEUU). El sulfato se magnesio anhidro y el acetato sddico eran de

Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

¢) Meétodo QUEChERS para muestras con alto contenido graso (aceite de oliva y aceituna)

La amina primaria-secundaria (Supelclean™ PSA SPE Bulk Packing, 50 pm) y el carbdn
grafitizado (Supelclean™ ENVI-Carb™ SPE Bulk packing, 120-400 mesh) se obtuvieron de
Supelco (Bellefonte, CA, EEUU). El sulfato se magnesio anhidro era de Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia), mientras que el cloruro sédico fue adquirido de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EEUU). La

fase sélida C,5 fue adquirida de Analisis Vinicos (Tomelloso, Espafia).

d) Dispersion de matriz en fase sélida (MSPD)

La fase solida aminopropil (Bondesil-NH, Bond Elut, de 40 um de tamafio de particula) parala
dispersidon de la matriz fue obtenida de Varian Inc. (Palo Alto, Ca, EEUU). Los cartuchos de
Florisil (1 g, 50 um, 12 mL) fueron adquiridos de Andlisis Vinicos (Tomelloso, Espafia).

e) Extraccion en fase sélida (SPE) de bebidas

Para la extraccidn en fase sélida se usaron cartuchos Oasis HLB® (200 mg, 6 mL) de Waters

(Milford, MA, EEUU), junto con un dispositivo de vacio para SPE: Supelco Visiprep®, de

Supelco.
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111.2.2. Instrumentacion

La extraccidén en fase sélida se llevd a cabo en un dispositivo de vacio para SPE: Supelco

Visiprep®, de Supelco (Bellefonte, CA, EEUU). El dispositivo se muestra en la figura Il1.1.

Figura lll.1. Dispositivo de vacio utilizado para la extraccion en fase sélida (Supelco Visiprep®).

La evaporacion de los extractos se realizé bajo corriente de nitrogeno bien de forma manual
utilizando un adaptador para tubos de ensayo con 6 salidas, o bien utilizando un evaporador-
concentrador Turbovap LV (Caliper LifeSciences, Hopkiton, MA, EEUU) con capacidad para 48
tubos de ensayo, que permitia monitorizar y controlar la presidn de N, y la temperatura del

bafio de agua. El evaporador utilizado se muestra en la figura lll.2.
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Figura Ill.2. Evaporador-concentrador Turbovap LV, utilizado para la evaporacién de los extractos.

Para el analisis multi-residuo de contaminantes en aceitunas, es necesaria una molienda de las
mismas. Este proceso se llevd a cabo en un molino especialmente disefiado para la trituracién
de aceitunas (ver figura 1l.3), que se fabrica por encargo (Talleres Lopera, Priego de Cérdoba,
Cdordoba). Las dimensiones del molino eran: 45 cm (largo) x 51.5 cm (alto) x 35 mm (ancho), 40
kg (peso). El molino consistia en una tolva que conducia las aceitunas a un tornillo sin fin
conectado a un rotor (1.1 kW). El rotor tritura las aceitunas (incluyendo el hueso), que
posteriormente pasan a través de una criba con orificios de pequefio tamafio (5 mm d.i.). Bajo

la criba se emplaza el recipiente para la muestra.
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Figura I11.3. Molino triturador de aceituna (modelo M-R, Talleres Lopera).

11.3. ANALISIS CROMATOGRAFICO

11l.3.1. Disolventes y aditivos para la fase movil

El acetonitrilo y el metanol de grado HPLC se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). El
acido féormico y el formiato amodnico (calidad de aditivo para fase movil de LC-MS) se

obtuvieron de Fluka (Buchs, Suiza).

ll1.3.2. HPLC-TOF MS Agilent MSD TOF

El sistema de cromatografia de liquidos (HPLC) utilizado fue un Agilent Series 1100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EEUU), compuesto por una bomba binaria, un mezclador, un
desgasificador y un muestreador automatico que es capaz de tomar volumenes comprendidos
entre 0.1 — 100 pL con gran precision. El muestreador automatico tiene capacidad para 100

viales de 2 mL.
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El HPLC estaba conectado a un espectrémetro de masas de tiempo de vuelo Agilent 6220. La
calibracion del equipo para llevar a cabo medidas de masa exacta se realizd mediante un
sistema automatico y continuo que utiliza una fuente ESI dual, de modo que se introduce
simultdnea y ortogonalmente al efluente del HPLC una disolucidon calibrante (disolucion
calibrante A, Agilent Technologies). La disolucidn calibrante contiene una mezcla de
concentracion conocida de dos sustancias cuyas masas se utilizan como referencia interna:
purina (CsHiN., de m/z 121.0508739) y HP-921 [hexakis-(1H, 1H, 3H-tetrafluoropentoxy)-
phosphazene] (CigH1506NsPsF.s, de m/z 922.009798). El software del instrumento registra
continuamente los valores de las masas internas de referencia y se autocalibra al mismo
tiempo que registra los resultados de la muestra. El instrumento usado proporciona una
resolucidn tipica de 9700 + 500 a media altura de pico (FWHM) a un valor de m/z 922. La
velocidad de barrido era superior a 20 scans por segundo. En la Figura lll.4. se muestra una

fotografia del instrumento utilizado.

Figura Ill.4. Equipo de cromatografia de liquidos/espectrometria de masas con analizador de tiempo de
vuelo (LC-TOFMS Agilent MSD TOF) utilizado en los experimentos. Grupo de investigacion Residuos de
plaguicidas (AGR-0159). Universidad de Almeria.

Para el control del HPLC-TOF MS, adquisicion de datos y procesado de resultados se utilizé el

programa Analyst (for Agilent TOF) de Applied Biosystem / MDS SCIEX (Frankfurt, Alemania).
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111.3.3. HPLC-QqQ MS Agilent 6410 Triple Quad

El sistema de cromatografia de liquidos (HPLC) utilizado fue un Agilent Series 1200 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EEUU), compuesto por una bomba binaria, un mezclador, un
desgasificador y un muestreador automatico que es capaz de tomar volimenes comprendidos
entre 0.1 — 100 plL con gran precisidén. El muestreador automatico tiene capacidad para 100

viales de 2 mL.

El HPLC estaba conectado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo Agilent 6410
Triple Quad LC/MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU) equipado con una fuente de

electrospray (ESI). El instrumento utilizado se muestra en la Figura llI.5.

Figura IIl.5. Equipo de cromatografia de liquidos/espectrometria de masas con analizador de triple
cuadrupolo (LC-QQQMS Agilent 6410 Triple Quad) utilizado en los experimentos. Grupo de investigacion
Residuos de plaguicidas (AGR-0159). Universidad de Almeria.

Para el control del HPLC-MS, adquisicion de datos y procesado de resultados se utilizo el
programa Agilent MassHunter WorkStation (version B.03.01) de Agilent Technologies (Santa
Clara, CA, EEUU), que incluye la herramienta Dynamic Multiple Reaction Monitoring (DMRM)
para la adquisicion de datos en modo MS/MS y la herramienta MassHunter Optimizer para la
optimizacidn automatica del voltaje de fragmentacidon y la energia de colision de cada

transicion MRM.
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lll.3.4. GC-MS Varian 300-MS

El sistema de cromatografia de gases (GC) utilizado fue un Varian CP-3800 (Varian Inc., Walnut
Creek, Califormia USA), equipado con control de flujo electrénico (EFC) y un inyector universal
capilar 1079, que permitia la inyeccidn con rampa de temperatura (PTV injection port). El
cromatégrafo de gases también disponia de un muestreador automatico CombiPal (CTC
Analytics) con capacidad para 98 viales de 2 mL y 32 viales 10 o 20 mL para analisis mediante
las técnicas de espacio de cabeza (HS) o microextraccidn en fase sdélida (SPME), compuesto por
un horno para el calentamiento de los viales en los experimentos de HS, SPME y HS-SPME, y un
brazo robdtico donde se emplaza la jeringa intercambiable (segin se trabaje en inyeccion
liquida, espacio de cabeza 6 SPME). La separacion se realizé en una columna capilar Varian
FactorFour VF-5ms (30m x 0.25 mm id x 0.25 micras de espesor de pelicula), usando como gas

portador helio con un caudal de 1.5 mL min™.

El cromatdgrafo de gases estaba conectado a un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo
Varian 300-MS (Varian Inc. Walnut Creek, California, EE.UU.) mediante una linea de
transferencia inerte. La ionizacidn por impacto electrdnico se realizdé a 70 eV. Al filamento se
le aplicd una corriente de 50 pA y al multiplicador una tensién de 1300 V. Se fijé un tiempo de
retardo de varios minutos para el encendido del multiplicador, al objeto de prevenir la
sobresaturacién del detector con el frente del disolvente. El espectrémetro de masas se calibré

con perfluorotributilamina (PFTBA).

Para el control del GC-MS, adquisicion de datos y procesado de resultados se utilizd el
programa de Varian MS WorkStation (versién 6.9). En la Figura Ill.6. se puede ver una

fotografia del instrumento utilizado.
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Figura 111.6. Equipo de cromatografia de gases/espectrometria de masas con analizador de triple

cuadrupolo (GC-QQQMS Varian 300-MS) utilizado en los experimentos.

En los estudios de HS-GC-MS se utilizaron viales de 20 mL de fondo plano (22.7 mm didmetro
externo x 75 mm) con sellos magnéticos de PTFE-silicona (3.0 mm d.i.), que fueron obtenidos
de Supelco (Madrid, Espaia). Para la agitacion de la muestra, se introducia en cada uno de los

viales un iman recubierto de teflén (6 mm x 12 mm).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO V.1

Desarrollo de un método para el andlisis de residuos de
fungicidas en alimentos infantiles derivados de fruta
mediante cromatografia liquida/espectrometria de masas de
tiempo de vuelo.
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IV.1. DESARROLLO DE UN METODO PARA EL ANALISIS DE RESIDUOS DE FUNGICIDAS EN
ALIMENTOS INFANTILES ELABORADOS A PARTIR DE FRUTA Y VERDURA MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA/ESPECTROMETRIA DE MASAS DE TIEMPO DE VUELO (LC-TOFMS).

IV.1.1. Resumen

En este trabajo se ha desarrollado un método para la determinacion de 12 fungicidas
(carbendazim, thiabendazole, imazalil, tridemorph, triadimefon, bitertanol, prochloraz, flutriafol,
myclobutanil, iprodione, diphenylamine y procymidone) en alimentos infantiles elaborados a
base de fruta (purés y zumos). El método desarrollado parte de una preparacién de muestra
basada en una extraccién con acetonitrilo seguida de una extraccidn en fase sdlida dispersiva con
amina primaria-secundaria (PSA), para el caso de los purés o purés de fruta. Los zumos infantiles
fueron procesados mediante extraccién en fase sélida (SPE) con cartuchos poliméricos Oasis
HLB®. Tras la preparacién de la muestra por el procedimiento correspondiente, los extractos
fueron analizados mediante cromatografia liquida/espectrometria de masas de tiempo de vuelo
con ionizacién por electrospray (LC-TOFMS). La identificacién y confirmacién de los compuestos
de interés se basd en las medidas de masa exacta de los iones seleccionados para cada
compuesto, generalmente la molécula protonada y un fragmento de intensa sefial. En la mayoria
de los casos, los errores de masa obtenidos a bajos niveles de concentracién (10 pg kg™) fueron
inferiores a 2 ppm. El estudio del efecto matriz revelé que el aumento o disminucién en la seiial
de los analitos con respecto a su sefal en disolvente era inferior al 20% para la mayoria de los
compuestos estudiados. Las recuperaciones obtenidas en extractos de purés a un nivel de
concentracién de 10 pg kg™ variaban entre el 78 y el 105% para la mayoria de los plaguicidas, con
desviaciones estandar relativas (RSD) menores del 10%. Los limites de deteccion (LODs)
obtenidos estaban en el rango 0.1 — 4 g kg”, dependiendo del compuesto. Finalmente, el
método propuesto se aplicd satisfactoriamente a un total de 33 muestras de purés compradas
en Espafia y el Reino Unido. Aunque imazalil, thiabendazole y carbendazim fueron detectados en
un gran nimero de muestras (en torno al 60%), ninguna de las muestras analizadas superaba el
limite de residuos maximo permitido (MRL) establecido por la normativa vigente en la Union

Europea (0.01 mg kg™).
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IV.1.2. Experimental

IV.1.2.1. Preparacion de muestra

a) Purés de frutas

Para la preparacion de la muestra se utilizé el llamado método QuUEChERS [40,44,127]. El
procedimiento propuesto para este estudio constaba de los siguientes pasos: una porcién
representativa de la muestra de 15 g fue pesada en un tubo de centrifuga de plastico de 50 mL
de capacidad. Acto seguido se afiadieron 15 mL de acetonitrilo (MeCN) con 1% (v/v) de acido
acético (HAc) y el tubo se agitd manualmente durante 1 minuto. Después se afnadieron 6 g de
sulfato de magnesio anhidro (MgSQ,) y 1.5 g de acetato sddico (AcNa). Inmediatamente
después (para evitar la coagulacién del sulfato de magnesio anhidro) el tubo se agité de nuevo
enérgicamente durante 1 minuto y posteriormente la mezcla se centrifugé a 3700 revoluciones
por minuto (rpm) durante otro minuto. Una vez separadas las fases, se tomaron 5 mL del
sobrenadante (extracto de acetonitrilo) que fueron transferidos a un tubo de centrifuga de
plastico de 15 mL de capacidad al que se habian afiadido previamente 750 mg de MgSO, y 250
mg de PSA (amina primaria-secundaria). El segundo tubo fue inmediatamente agitado durante
20 s y después se centrifugd a 3700 rpm durante 1 min. De este modo se obtuvo un extracto
en acetonitrilo que contenia el equivalente de 1 g de muestra por mililitro de extracto. Un
volumen de 3 mL de dicho extracto fue evaporado en un tubo de ensayo de vidrio hasta casi
sequedad bajo una corriente de nitrégeno, para posteriormente ser reconstituido con 0.3 mL
de metanol (MeOH) y 2.7 mL de agua ultrapura (milli Q). Finalmente, el extracto fue filtrado a
través de un filtro de 0.45 um y transferido a un vial para su analisis mediante HPLC-MS. En la

figura IV.1.1. se puede ver un esquema de este procedimiento.
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Figura IV.1.1. Esquema de la obtencidn del extracto de purés de frutas mediante el método QUEChERS.

b) Zumos infantiles

El procedimiento seguido aparece esquematizado en la figura IV.1.2 y consta de las siguientes

etapas:

1) Acondicionamiento: Se acondiciona el cartucho de SPE Oasis HLB® (200 mg/ 6 mL) con 5 mL
de metanol (MeOH) seguidos de 5 mL de agua ultrapura, todo ello con un caudal de unos 2 mL
min™.

2) Carga de muestra: Se pasan 30 mL de zumo a través del cartucho, a un flujo de unos 3 mL
min™.

3) Elucién: Los analitos retenidos en el cartucho son eluidos con 5 mL de MeOH a un flujo de 1
mL min™’. El eluato se recoge en un tubo de ensayo de 15 mL.

4) El extracto se evapora bajo corriente de N, hasta casi sequedad y luego se reconstituye con
2 mL de H,O ultrapura y 1 mL de metanol. De esta forma, tenemos un factor de
preconcentracion de 10 (30 mL = 3 mL). El dltimo paso es filtrar el extracto con un filtro de

HPLC de PTFE de 0.45 um de poro (PTFE filter, Millex FG, Millipore, Milford, MA) y trasvasar a

un vial. Si no se va a realizar el analisis de forma inmediata, conservar en frio a — 20°C.
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Figura IV.1.2. Esquema de la obtencidn del extracto de zumos infantiles mediante SPE.

IV.1.2.2. Fortificacion de las muestras para los estudios de recuperacion.

a) Purés de fruta. En un mortero de vidrio se pesd una porcion homogénea y
representativa de 200 g de un puré elaborado con un 100% de puré de fruta. A continuacion se
le afiadid el volumen apropiado de la disolucién concentrada (10 mg L™) que contenia la
mezcla de fungicidas, de modo que la muestra quedase fortificada a un nivel de concentracién
de 10 pg kg'. Después la mezcla se agité durante una hora para su homogeneizacion.
Transcurrido ese tiempo, se dejé a temperatura ambiente durante una hora mas para que se
evaporase el disolvente. Finalmente, se conservd a -18°C hasta su analisis. Para realizar el
estudio de recuperacioén, se tomaron 6 porciones, de 15 g cada una, de la mezcla fortificada y

se sometieron individualmente al proceso de extraccién descrito en el apartado IV.1.2.1.

b) Zumos infantiles. Los zumos infantiles se dividieron en porciones de 30 mL y se
i . . . . -1 .

fortificaron a distintos niveles de concentracion, en el rango: 5 — 12 pug L. Posteriormente,

cada una de esas muestras fortificadas se sometié al proceso de extraccidon descrito en el

apartado 1V.1.2.1.
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IV.1.2.3. Parametros instrumentales del andlisis cromatogrdfico.

En este estudio se utilizé el equipo HPLC-TOFMS Agilent MSD TOF descrito en el capitulo .

Los valores dptimos elegidos para los parametros instrumentales fueron los siguientes:

a) Condiciones cromatogrdficas:

- Fases moviles: A =H,0 (0.1% HCOOH, v/v); B = Acetonitrilo.

- Gradiente: durante 5 min se mantiene constante un 10% de B, seguido de un
gradiente lineal hasta el 100% B a los 30 min.

- Velocidad de flujo: 0.6 mL min™.

- Columna: C8, 150 mm x 4.6 mm i.d. y 5 um de tamafio de particula (Zorbax Eclipse
XDB-C8, Agilent).

- Volumen de inyeccion: 50 pL.

b) Espectrometro de masas:

- Fuente: ESI (+) - Rango de masas: 50 — 1000 m/z
- Voltaje del capilar: 4000 V - Resolucion: 9700 + 500

- Temperatura de la fuente: 300 °C

- Presion del gas de secado (N,): 40 psig

- Flujo del gas de secado: 9 L min™

- Voltaje de fragmentacion en la fuente: 190 V

IV.1.3. Resultados y discusion

IV.1.3.1. Identificacion, confirmacion y cuantificacion mediante LC-TOFMS.

Los parametros de la fuente fueron optimizados para conseguir la mayor sensibilidad. Sin
embargo, a excepcion del voltaje de fragmentacion en la fuente (fragmentor voltage), en el
rango estudiado ninguno de ellos afectaba significativamente a la sefal de los analitos. Se
estudiaron tres valores para el voltaje de fragmentacion: 160 V, 190 V y 250 V, al objeto de
obtener baja, media o alta fragmentacién de los compuestos de interés. Se eligié 190 V como

un valor de compromiso entre sensibilidad de la molécula protonada (utilizada para la
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cuantificacion de los analitos) e informacion adicional proporcionada por los fragmentos a
efectos de confirmacién. Usando 190 V, al menos un fragmento podia ser usado para la
confirmacién de los compuestos, excepto para thiabendazole, imazalil y tridemorph, para los
gue no se observd una fragmentacion significativa, ni siquiera a altos valores de voltaje. Para
casi todos los fungicidas estudiados el ion mas abundante era la molécula protonada, que fue
utilizada para la cuantificacién de los mismos (ver Tabla IV.1.1). Unicamente para prochloraz y
bitertanol se utilizaron fragmentos de mayor intensidad que la molécula protonada (a efectos

de cuantificacién).

Tabla IV.1.1. Estudio de fragmentacién en la fuente de los plaguicidas estudiados.

Compuesto m/zion Abundancia relativa (%)
160 V 190V 230V
Carbendazim 192 [M+HT* 100 100 100
160 [M+H - CH;0H]* 10 48 100
Thiabendazole 202 [M+H]* 100 100 100
175 [M+H - CHN]* - <1 9
Imazalil 297 [M+H] ™ 100 100 100
255 [M+H - CsHe] * - <1 2
159 [M+H - C;H;(N,O]* - <1 6
Flutriafol 302 [M+H]* 100 100 48.9
233 [M+H - CH4N5]* - 4 21
70 [CyH4N5]* 3 15 100
Tridemorph 298 [M+H]* 100 100 100
Prochloraz 376 [M+H]* 100 40 2
308 [M+H - C3H4N,]* 23 100 100
266 [M+H - CeHioN,]* 2 5 23
223 [M+H - C;H;;N50]** - 2 16
Myclobutanil 289 [M+H]* 100 100 100
220 [M+H - C,H3N,]* - - 3
125 [C;HeCI]* - - 16
70 [CyH4N5]* 2 4 73
Triadimefon 294 [M+H]* 100 100 25
225 [M+H - C,H3N;]* 5 10 31
197 [C4:H:40CIT* 6 10 100
141 [C;HsOCIT* - - 8
69 [CsHol* - - 18
Bitertanol 338 [M+H]* 100 55 2
269 [M+H - CH4N5]* 15 100 44
251 [M+H - C,HgN;0]* - 6 25
70 [C,H4N5]* 5 54 100
Iprodione 330 [M+H]* 100 100 8
352 [M+Na]* 24 82 21
288 [M+H - CsHe]* - 13 12
245 [M+H - C4H;NT* 6 58 100
Diphenylamine 170 [M+H]* 100 100 100
153 [CioHo]* - - 4
152 [ CipHo]™ - - 2
93 [ CeHsN]** - 5 51
92 [ CeHeNT* - 2 17
Procymidone 284 [M+H]* 100 100 100
256 [M+H - COl* 3 16 44
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Las medidas de masa exacta se llevaron a cabo segln el siguiente procedimiento: A partir del
cromatograma de iones totales (TIC) se extrae la relacion masa-carga (m/z) tedrica de cada
analito con una ventana de masa de 40 mDa. De este modo se obtiene el cromatograma de ién
extraido (EIC). Como se ha indicado anteriormente, a excepcion de prochloraz y bitertanol,
para los que se utilizé un fragmento mas abundante, para el resto de compuestos estudiados
la cuantificacidn se realizé utilizando la masa exacta de la molécula protonada. A efectos de
confirmacién, ademas de los fragmentos se utilizaron los patrones isotdpicos proporcionados
por la presencia de atomos de cloro o azufre en la composicidon de algunos de los fungicidas
analizados (por ejemplo: imazalil, thiabendazole, myclobutanil). En la tabla IV.1.2. se muestran
los resultados obtenidos para la identificacion y confirmacion de los 12 fungicidas analizados
en un extracto de puré fortificado a un nivel de concentracién de 10 pg kg™ . Como se puede
observar, la exactitud de masa es excelente, con errores inferiores a 2 ppm en la mayoria de
los casos. En resumen, las medidas de masa exacta de la molécula protonada junto con los
fragmentos caracteristicos, el perfil isotépico y el tiempo de retencién, permiten la
identificacion y confirmacion de los plaguicidas estudiados a bajos niveles de concentracion,

como es el caso de los alimentos infantiles.

Tabla IV.1.2. Resultados de las medidas de masa exacta mediante LC-TOFMS de las moléculas
protonadas y los principales fragmentos de los fungicidas estudiados en un extracto de puré fortificado
a un nivel de 10 pg kg ™.

. Composiciones m/z Error

C t s
ompuesto fon elementales M/Z tesrica experimental s ppm
Carbendazim [M+HT* CoHoN30, 192.0767 192.0762 -0.55 2.9
Frg. CgHgN3O 160.0505 160.0502 -0.33 2.1
Thiabendazole [M+H]* C1oHgN3S 202.0433 202.0427 -0.64 3.2
345 jon CioHgN3>*S 204.0391 204.0397 -0.56 2.7
Imazalil [M+HT* C14H15N>0Cl5 297.0555 297.0555 -0.09 0.3
37Cl ion C14H15N,0C1¥7Cl 299.0526 299.0528 0.15 0.5
Flutriafol [M+HT* C16H14N3OF> 302.1099 302.1096 -0.34 1.1
Frg. 1 Ci14H110F, 233.0772 70.0402 0.22 3.2
Frg. 2 CaHaN3 70.0399 233.0769 -0.35 1.5
Tridemorph [M+H]* C1sH4oNO 298.3104 298.3101 -0.34 1.1
Prochloraz [M+H]* C1sH17N304Cl3 376.0380 376.0379 -0.18 0.5
37Clion C1s5H17N30,C1,37Cl 378.0351 378.0349 -0.23 0.6
37Cl, ion C1s5H17N30,Cl *7Cl;, 380.0321 380.0319 -0.28 0.8
Frg. 1 C12H13NO,Cl3 308.0006 308.0004 -0.24 0.8
37Clion C12H13NOLClL3Cl 309.9976 309.9974 -0.29 0.9

37Cl, ion C12H13NO,CI 37Cl, 311.9947 311.9946 -0.14 0.4
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Frg. 2 CoH;NO,Cl3 265.9536 265.9532 -0.49
37Cl ion CoH,NO,CI*7Cl 267.9507 267.9504 -0.34
37Cl, ion CoH7NOLCI¥Cl, 269.9477 269.9478 0.012
Myclobutanil [M+H]* C15H1N4Cl 289.1214 289.1209 -0.55
37Clion C1sH1sN4>’Cl 291.1185 291.1183 -0.20
Frg. CoHaNs 70.0399 70.0402 0.22
Triadimefon [M+H]* C14H17N30,Cl 294.1003 294.1004 0.02
37Clion C14H16N305%"Cl 296.0974 296.0977 0.27
Frg. 1 C12H140:Cl 225.0676 225.0676 -0.08
37Clion C12H140,°7Cl 227.0647 227.0651 0.37
Frg. 2 C11H140CI 197.0727 197.0726 -0.17
37Clion C11H140 ¥Cl 199.0698 199.0700 0.18
Bitertanol [M+H]* CaoH24N30; 338.1863 338.1860 -0.30
Frg. C1gH210; 269.1536 269.1535 -0.10
Iprodione [M+H]* C13H14N305Cl, 330.0406 330.0400 -0.67
37Cl ion C13H14N305C1 7l 332.0377 332.0377 -0.07
Frg. 1 C10HsN305Cl, 287.9937 287.9928 -0.92
37Cl ion C10HgN303C1 ¥'Cl 289.9907 289.9915 0.72
Frg. 2 CoH7N20,Cl> 244,9879 244.9873 0.60
37Cl ion CoH7N,0,CI%7Cl 246.9849 246.9844 -0.56
Diphenylamine [M+HT* Ci2HioN 170.0964 170.0960 -0.42
Frg. CeH/N 93.0573 93.0572 -0.10
Procymidone [M+H]* C13H12NOLCl, 284.0239 284.0242 0.24
37Cl ion C13H12NO,CI¥Cl 286.0210 286.0215 0.49
Frg. 1 C12H12NOCl, 256.0290 256.0300 0.95
37Clion C12H12NOCI 37Cl 258.0260 258.0255 0.99

IV.1.3.2. Parametros analiticos.

Para evaluar la linealidad del método se prepararon curvas de calibracidn con nueve niveles de
concentracién comprendidos en el rango aproximado 1 — 1000 ug kg™. Se realizé también una
calibracion por adicién de patréon en el mismo rango de concentracion, fortificando extractos
de purés que no contenian los plaguicidas objeto de andlisis. Para llevar a cabo este estudio se
prepararon tres curvas de calibracién utilizando como matrices los extractos de purés con

distinto porcentaje de fruta, concretamente, 55, 85 y 100%.

Como se ha descrito previamente en la secciéon 1V.1.3.1., la cuantificacidon se llevé a cabo
utilizando las areas obtenidas en el cromatograma extraido (con una ventana de masa de

40mDa) de la molécula protonada de cada uno de los compuestos de interés, a excepcion de
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prochloraz y bitertanol, para los que se utilizd el area de un fragmento mas abundante. En la
Figura IV.1.3 se muestra el TIC de una muestra de puré fortificada a un nivel de concentracion
de 10 pg kg*, junto con los cromatogramas extraidos (EIC) de algunos de los compuestos
estudiados. Como se puede ver, para un nivel tan bajo de concentracidn, la relacidn sefial-
ruido obtenida es elevada, ilustrando los bajos limites de deteccién y por tanto la alta
sensibilidad y la idoneidad del acoplamiento LC-TOFMS para el analisis de plaguicidas en

alimentos a nivel de trazas.

Las curvas de calibrado para cuatro de los plaguicidas estudiados se muestran en la Figura
IV.1.4. Como puede verse en la figura, la linealidad del método es excelente, obteniéndose
coeficientes de correlaciéon superiores a 0.998 en todos los casos. En la tabla IV.1.3. se
muestran los coeficientes de correlacién obtenidos para todos los analitos estudiados, asi
como las rectas de calibrado, limites de deteccion (LODs) y la desviacion estandar relativa
(RSD%) intra-dia e inter-dia. La reproducibilidad, repetitividad y exactitud del método fueron
también evaluadas utilizando patrones en matriz a dos niveles de concentracion: 0.01 y 0.05
mg kg™. Los valores de la desviacién estandar relativa intra-dia estaban comprendidos entre el
1.6y el 6.7%, y los valores de la desviacién estandar relativa inter-dia estaban comprendidos

entre el 4.1y el 11%. Por lo tanto, podemos decir que la precision del método era buena.
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Figura IV.1.3. Cromatograma de iones totales (TIC) correspondiente al analisis de una muestra de puré
fortificada con la mezcla de fungicidas (10 pg kg'l) mediante LC-TOFMS. También se muestran los
cromatogramas extraidos (EICs) correspondientes a la molécula protonada de algunos de los plaguicidas
estudiados (ventana de masa: 40 mDa).
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Figura IV.1.4. Comparacion de las pendientes de las curvas de calibraciéon obtenidas para bitertanol,
carbendazim, prochloraz y thiabendazole, usando estandares preparados por adicién de patron sobre
diferentes extractos de purés de frutas (matriz A: 55% fruta, matriz B: 100% fruta, matriz C: 85% fruta) y
patrones preparados en disolvente.

Los limites de deteccién fueron estimados mediante la inyeccién de patrones en matriz de
concentraciones correspondientes a una relacion sefial-ruido (S/N) igual a 3. Los resultados
obtenidos para cada fungicida se muestran en la tabla IV.1.3., siendo destacable la obtencion
de limites de deteccién tan bajos como 0.1 g kg™ para imazalil, 0 0.2 ug kg™ para carbendazim

y prochloraz. En general, los limites de deteccién son bajos, con un valor medio de 1 ug kg™,

apropiado para el tipo de andlisis que se propone, teniendo en cuenta el estandar europeo de
0.01 mg kg' (Directiva 96/5/CE) establecido como limite méaximo permitido para la
concentracién de plaguicidas en alimentos infantiles. Los LODs del método propuesto para los
zumos infantiles son incluso menores, teniendo en cuenta que se preconcentran 20 veces en el

proceso de extraccidn SPE.
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Tabla IV.1.3. Parametros analiticos obtenidos para el analisis de fungicidas en purés de frutas mediante
LC-TOFMS.

RSD (%) (n=6)

Coeficiente
Compuesto corredlzcién (uLgO/II)(lg) 0.01 mg kg™ 0.05 mg kg™
(r) Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia
Carbendazim 0.99995 0.2 6.5 13.8 2.2 6.7
Thiabendazole 0.99985 0.4 4.8 10.1 5.1 9.8
Imazalil 0.99985 0.1 2.6 5.8 1.7 4.5
Flutriafol 0.99995 0.3 2.8 7.1 2.2 6.7
Tridemorph 0.99920 1.5 4.2 8.1 5.8 9.9
Prochloraz 0.99930 0.2 2.1 4.5 2.4 4.1
Myclobutanil 0.99945 0.8 3.9 6.8 3.4 8.1
Triadimefon 0.99935 0.5 2.9 5.5 2.3 5.5
Bitertanol 0.99905 1.0 2.5 4.8 2.2 6.1
Iprodione 0.99955 4.0 6.1 9.9 4.1 10.6
Diphenylamine 0.99995 1.0 4.1 8.5 5.6 8.8
Procymidone 0.99940 1.6 8.2 12.6 6.7 11.0

1 .7 . T 7
Para la preparacion de los patrones en matriz se utilizé un puré con 85% de fruta.

IV.1.3.3. Efecto matriz.

Los efectos de la matriz juegan un papel importante en la cuantificacion de plaguicidas
mediante LC-MS con fuentes de ionizacion a presidén atmosférica. Estos efectos se pueden
manifestar como incremento o descenso en la respuesta del analito cuando se compara con la
obtenida en patrones preparados en disolvente. Generalmente, el descenso o supresiéon de la
sefial ocurre de forma mas frecuente. El aumento o descenso en la respuesta de cada analito
depende de sus caracteristicas fisicoquimicas, de la matriz en cuestiéon, del método de
preparacion de muestra, etc. Para evaluar estos posibles efectos, las pendientes obtenidas
para distintas calibraciones en matriz se compararon con la pendiente obtenida para la recta
de calibrado en disolvente, calculando relaciones pendiente en matriz/pendiente en disolvente
para cada fungicida analizado. Los resultados mostraron que la sefial se veia afectada por la
matriz en la mayoria de los casos (relacién de pendientes # 1). Los resultados obtenidos para la
matriz B se muestran en la tabla IV.1.4. Ademas, en la figura IV.1.4. se pueden ver cuatro

ejemplos (bitertanol, carbendazim, prochloraz y thiabendazole) de comparacién de las
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pendientes de las curvas de calibrado en disolvente y en matriz, habiendo sido evaluadas tres
matrices de purés con distinto porcentaje de fruta: matriz A: 55%, matriz B: 100%, matriz C:
85%. Como puede observarse, el efecto matriz es similar en todos los casos, no existiendo
grandes diferencias entre las distintas matrices para cada uno de los fungicidas estudiados.
Esto sugiere que el uso de calibracidon por adicién de patrén proporciona un modo fiable de

cuantificacidn de fungicidas en purés de fruta.

Tabla IV.1.4. Evaluacién del efecto matriz: comparacién de las pendientes de las curvas de calibracion.

Disolvente: Agua/Metanol

Compuesto — Pendien_te matriz /

Ecuacion* Crt:;frl:;?;t‘e(cri)e Pte. disolvente
Carbendazim y = 4.00-107 C - 6.65-10%4 0.99990 0.75
Thiabendazole y = 9.00-107 C - 3.36-105 0.99995 0.78
Imazalil y = 8.00-107 C + 3.12-105 0.99990 1.08
Flutriafol y = 7.00-107 C - 5.75-10%4 0.99955 0.57
Tridemorph y = 2.00-108 C - 2.10-106 0.99825 1.00
Prochloraz y = 1.00-107 C + 2.36-103 0.99975 1.00
Myclobutanil y = 7.00-107 C - 5.27-10%4 0.99930 1.00
Triadimefon y = 5.00-107 C - 6.19-10%4 0.99979 0.80
Bitertanol y = 1.00-107 C - 9.13-104 0.99990 1.00
Iprodione y = 3.82:105 C - 7.42-103 0.99970 1.16
Diphenylamine y = 5.00-107 C - 3.69-105 0.99990 0.60
Procymidone y = 5.58:105 C - 4.42-103 0.99970 1.11
*C:pg kg™

IV.1.3.4. Validacion: Estudios de recuperacion.

Para evaluar la efectividad del método de extraccidn se llevaron a cabo diferentes estudios de
recuperacion mediante la fortificacion de un puré de fruta a un nivel de concentracién: 10 ug
kg™. Seis réplicas de la muestra fortificada se analizaron mediante el método LC-TOFMS
propuesto, obteniéndose recuperaciones para los fungicidas de interés comprendidas entre el

78 y el 105%, como muestra la tabla IV.1.5. Estos satisfactorios resultados muestran la
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viabilidad del método de extraccidn ensayado para el andlisis multi-residuo de plaguicidas en

purés de fruta.

Tabla IV.1.5. Estudios de recuperacion (n=6) en un extracto de puré de frutas fortificado con la mezcla
de fungicidas a un nivel de concentracién de 10 ug kg‘l.

Plaguicida

Carbendazim

Thiabendazole

Imazalil
Flutriafol
Tridemorph
Prochloraz
Myclobutanil
Triadimefon
Bitertanol

Iprodione

Diphenylamine

Procymidone

! Puré con 100% de fruta

IV.1.3.5. Aplicacion a muestras reales.

Recuperacion' (%)

104.7
94.9
77.6
97.2
81.0
81.4
86.3
91.7
92.5
83.6
81.5

85.0

RSD (%)

11.1
6.8
7.6
8.9

10.3
8.2
6.2
9.4
10.6
8.7
9.5

11.9

El método propuesto se aplico al analisis de 33 muestras de alimentos infantiles de distinto

tipo: puré de frutas y zumos, adquiridas en supermercados espafioles y del Reino Unido. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla IV.1.6. Unicamente se encontraron residuos de

carbendazim, imazalil y thiabendazole, presentandose todos ellos a niveles de concentracidn

inferiores a los limites maximos permitidos (MRLs) por la legislacién europea. El 30% de las

muestras analizadas contenia residuos de carbendazim, mientras que el 40% de las mismas

contenia residuos de imazalil y thiabendazole. Si se tiene en cuenta que alrededor del 30% de

las muestras analizadas presentaba residuos de mas de un plaguicida (ver tabla 1V.1.6.), debe

llamarse la atencion sobre la carencia de un limite establecido por la administracién para el

contenido total de plaguicidas en alimentos infantiles (hasta la fecha sdlo existen MRLs

individuales).
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Tabla IV.1.6. Residuos de fungicidas encontrados en las muestras de alimentos infantiles analizadas.

2
5

==
SlBlv o Nl v aw N -

N NNNNR R R R R R R
AW N KR O OONO VPP WN

25%
26

27%*

28*

29
30

31*

32
33

CBZ: Carbendazim ; TBZ: Thiabendazole; IMZ: Imazalil; ND: no detectado.

Producto
(% fruta)

Puré de 3 frutas (51)

Puré multifruta (92)

Puré de fruta y galleta

Puré multifruta (66)

Puré multifruta (85)

Puré de dos frutas (51)

Zumo de manzana (100)

Puré multifruta (50)

Puré multifruta (66)

Puré de 3 frutas (51)

Puré multifruta (85)

Puré de fruta y galleta

Puré de dos frutas (51)

Puré de pera y manzana (100)
Puré multifruta ecoldgico (69)
Puré de platano y manzana (100)
Zumo multifruta (100)

Puré multifruta (91)

Puré de 2 frutas (92)

Compota de manzana ecoldgica (85)
Puré de 2 frutas (93)

Puré multifruta (89)

Puré multifruta ecoldgico (85)
Puré de 3 frutas (92)

Zumo de naranja y manzana (69)
Puré multifruta (92)

Puré de pollo con arroz y vegetales
organicos (44)

Pudding de manzana y pera organico
(96)

Puré multifruta (91)
Puré de manzana (94)

Puré organico de mango y platano
con yogurt (18)

Puré multifruta (73)
Puré multifruta (85)

CBz

ND
ND
ND
ND
ND
0.58
2.84
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
1.45
2.94
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
8.12

ND

ND
1.04
ND

ND
1.29

TBZ

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0.93
ND
ND
2.89
ND
1.71
ND
ND
ND
0.82
0.94
1.38
1.03
0.87
1.10
ND
ND
1.06
ND

ND

0.99
ND
ND

1.13
3.63

Concentracién ( ug kg™?)

IMZ

0.30
ND
0.25
ND
ND
ND
2.00
ND
ND
0.55
ND
1.16
1.10
ND
ND
ND
0.14
ND
0.24
0.21
0.58
0.19
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND

2.20
0.42

Resto de fungicidas
estudiados

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND
ND
ND

ND
ND

Total

0.30
ND
0.25
ND
ND
0.58
4.84
ND
0.93
0.55
ND
4.05
1.10
1.71
ND
1.45
3.08
0.82
1.18
1.59
1.61
1.06
1.10
ND
ND
1.06
8.12

ND

0.99
1.04
ND

3.33
5.34

* Muestras adquiridas en el Reino Unido. El resto de las muestras fueron adquiridas en supermercados
espafioles.

A modo de ejemplo, en las figuras IV.1.5. y IV.1.6. se muestra el andlisis de dos muestras

reales de purés, las cuales contenian residuos de imazalil y carbendazim o thiabendazole. En

ambas muestras, los positivos de los fungicidas detectados fueron confirmados con excelentes
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exactitudes de masa (< 3 ppm), lo que ilustra la utilidad y fiabilidad de LC-TOFMS para el

analisis de plaguicidas en alimentos infantiles.
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Figura IV.1.5. (a) Cromatograma de iones totales (TIC) correspondiente al analisis mediante LC-TOFMS
de un puré multifrutas (muestra n? 32), en la que fueron detectados thiabendazole (1.1 pg kgl e
imazalil (2.2 pg kg™). (b) Cromatograma extraido de imazalil (recuadro: espectro de masa exacta). (c)
Cromatograma extraido de thiabendazole (recuadro: espectro de masa exacta).
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Figura IV.1.6. (a) Cromatograma de iones totales (TIC) correspondiente al analisis mediante LC-TOFMS
de un zumo multifrutas (muestra n? 17), en la que fueron detectados carbendazim (2.9 ug L'l) e imazalil
(0.14 pg L'l). (b) Cromatograma extraido de carbendazim (recuadro: espectro de masa exacta). (c)
Cromatograma extraido de imazalil (recuadro: espectro de masa exacta).
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IV.1.4. Conclusiones

Se ha llevado a cabo un estudio para evaluar la potencialidad del acoplamiento LC-TOFMS para
el analisis cuantitativo de plaguicidas en alimentos infantiles. El método desarrollado permite
el monitoreo de 12 fungicidas, incluyendo los mds ampliamente utilizados en tratamientos
post-cosecha, en frutas y vegetales. Los resultados muestran que la sensibilidad obtenida
mediante LC-TOFMS es apropiada para el andlisis multi-residuo de plaguicidas en alimentos
infantiles elaborados a base de fruta. Esta alta sensibilidad alcanzada, llegando a obtener, por
ejemplo, un LOD de 0.1 pg kg™ para imazalil, es de conformidad con las exigentes normativas
europeas establecidas para alimentos infantiles. El potencial del método propuesto fue
demostrado mediante el andlisis de muestras reales, obteniéndose una excelente sensibilidad
y selectividad, lo que permite la identificacién y confirmacion inequivoca (mediante analisis de
masa exacta) y la cuantificacidn a bajos niveles de concentracidn de los plaguicidas estudiados
en un amplio rango de productos alimenticios infantiles. Teniendo en cuenta que un 30% de
las muestras analizadas contenian mas de un plaguicida, las autoridades podrian considerar la
necesidad de establecer un limite para la suma total de plaguicidas presentes en muestras de
alimentos infantiles, de la misma manera que queda establecido en las normativas europeas

referentes al contenido de plaguicidas en agua para consumo humano.



CAPiTULO V.2

Desarrollo de un método para el andlisis de residuos de
plaguicidas en zumos de fruta mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas de tiempo de vuelo.
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IV.2. DESARROLLO DE UN METODO PARA EL ANALISIS DE RESIDUOS DE FUNGICIDAS EN
ZUMOS DE FRUTAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA/ESPECTROMETRIA DE MASAS DE
TIEMPO DE VUELO (LC-TOFMS).

IV.2.1. Resumen

Se ha desarrollado un método analitico basado en el uso de cromatografia liquida-
espectrometria de masas de tiempo de vuelo (LC-TOFMS) para el analisis cuantitativo en
zumos de frutas de cinco fungicidas post-cosecha ampliamente utilizados (carbendazim,
thiabendazole, imazalil, prochloraz e iprodione) y dos de sus productos de transformacién
(metabolitos de imazalil y prochloraz). El método propuesto consiste en una etapa de
preparacion de muestra basada en extraccion en fase sélida (SPE) con cartuchos poliméricos
Oasis HLB® y metanol como eluyente. Extractos de zumos fortificados a distintos niveles de
concentracién (10 y 20 pg L™) mostraron recuperaciones en el rango 71 — 109% con valores de
RSD(%) por debajo del 15%. LC-TOFMS con ionizacion por electrospray en modo positivo fue
utilizado para cuantificacién y confirmacion de estos plaguicidas en zumos de frutas a nivel de
trazas. La confirmacion de los compuestos de interés se basé en la medida de masa exacta de
las moléculas protonadas y los fragmentos, obteniendo errores de masa inferiores a 2 ppm
para la mayoria de los casos. Los limites de deteccién (LODs) obtenidos estaban comprendidos
en el rango 0.08 — 0.45 pg L* Finalmente, el método propuesto fue aplicado
satisfactoriamente a 23 muestras de zumos de frutas compradas en distintos paises europeos
y Estados Unidos, mostrando la potencial aplicabilidad del método en andlisis de rutina.
Alrededor del 50% de las muestras estudiadas contenian residuos de plaguicidas, pero a

niveles de concentracién relativamente bajos.

IV.2.2. Experimental

IV.2.2.1. Preparacion de muestra

Los plaguicidas fueron extraidos mediante un proceso de extraccion en fase sélida (SPE) “off-

line”. Como paso previo a la extraccion, unos 50 mL de zumo fueron centrifugados (a 3700

rpm) durante 3 min para eliminar las particulas sélidas que pudieran bloquear los cartuchos. El
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procedimiento SPE seguido aparece esquematizado en la figura IV.2.1 y consta de las

siguientes etapas:

1) Acondicionamiento: Se acondiciona el cartucho de SPE Oasis HLB® (200 mg/ 6 mL) con 5 mL
de metanol (MeOH) seguidos de 5 mL de agua ultrapura, todo ello con un caudal de unos 2 mL

. -1
min .

2) Carga de muestra: Se pasan 30 mL de zumo centrifugado a través del cartucho, a un flujo de

unos 3 mL min™.

3) Elucidn: Los analitos retenidos en el cartucho son eluidos con 5 mL de MeOH a un flujo de 1

mL min™. El eluato se recoge en un tubo de ensayo de 15 mL.

4) El extracto se evapora bajo corriente de N, hasta casi sequedad y luego se reconstituye con
2 mL de H,O ultrapura y 1 mL de metanol. De esta forma, tenemos un factor de
preconcentracién de 10 (30 mL = 3 mL). El ultimo paso es filtrar el extracto con un filtro de
HPLC de PTFE de 0.45 um de poro (PTFE filter, Millex FG, Millipore, Milford, MA) y trasvasar a

un vial. Si no se va a realizar el analisis de forma inmediata, conservar en frio a — 20°C.

[Acondicionamiento } =) [ Carga de muestra ] |=>[ Elucién ] =) [ ch‘::iI::"'taer::i; }
2

30 mL de zumo 5 mL MeOH ﬂ
1) 5 mL MeOH

2)5mlLH0 ° .o . T B

b R 1 mL MeOH
+2mLH,0

i

Filtrar (0.45 pm)
y trasvasar a un

\I I [_- vial
Sorbente: 5
OASIS HLB® ° -

nlim
nlle
é ;

Figura IV.2.1. Esquema de la obtencion del extracto de zumos mediante SPE.
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1V.2.2.2. Calibracién por adicion de patron y estudios de recuperacion.

Se prepararon patrones de calibracién en matriz mediante la fortificacién de extractos de
zumo con un volumen apropiado de la disolucién de trabajo (mezcla de los plaguicidas, 10 mg
L'"). Para los estudios de recuperacién, las muestras de zumo fueron fortificadas antes de

someterlas al proceso de extraccién a dos niveles de concentracién: 10y 20 pg L™.

IV.2.2.3. Parametros instrumentales

En este estudio se utilizd el equipo HPLC-TOFMS Agilent MSD TOF descrito en el capitulo IIl.

Los valores elegidos como éptimos para los parametros instrumentales fueron los siguientes:

a) Condiciones cromatogrdficas:

- Fases moviles: A =H,0 (0.1% HCOOH, v/v); B = Acetonitrilo.

- Gradiente: durante 5 min se mantiene constante un 10% de B, seguido de un
gradiente lineal hasta el 100% B a los 30 min. Entonces, se mantiene constante
(100%B) durante 5 min. Finalmente, se disminuye la velocidad de flujo para volver
a las condiciones iniciales (10%B) en 12 min (post-run).

- Velocidad de flujo: 0.6 mL min™. (0.4 mL min™ durante el post-run)

- Columna: C8, 150 mm x 4.6 mm i.d. y 5 um de tamanio de particula (Zorbax Eclipse
XDB-C8, Agilent).

- Volumen de inyeccién: 20 pL.

b) Espectrometro de masas:

- Fuente: ESI (+) - Rango de masas: 50 — 1000 m/z
- Voltaje del capilar: 4000 V - Resolucién: 9700 £ 500

- Temperatura de la fuente: 325 °C

- Presion del gas de secado (N,): 40 psig

- Flujo del gas de secado: 9 L min™

- Voltaje de fragmentacién en la fuente: 190 V
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IV.2.3. Resultados y discusién

IV.2.3.1. Identificacidn y cuantificacion mediante LC-TOFMS.

Las condiciones de la ionizacion por electrospray fueron estudiadas para conseguir la mejor
selectividad y sensibilidad de los compuestos seleccionados. Se encontré que los parametros
de la fuente no afectaban significativamente a la seiial de los analitos, por lo que se usaron
valores estandar para la temperatura de la fuente, presidon y flujo del gas de secado
(nitrégeno), y voltaje del capilar. Dada la experiencia previa con este tipo de compuestos
[201,239], para el voltaje de fragmentacién en la fuente (Fragmentor voltage) se eligié un valor
medio de 190 V, como compromiso entre la sensibilidad de la molécula protonada para la
cuantificacion y la informacion adicional que proporcionan los fragmentos a efectos de

confirmacion.

Para la identificacién y cuantificacion de los analitos se utilizaron los cromatogramas extraidos
(EICs) con una ventana de masa de 20 mDa ([M+H]" + 10 mDa). La molécula protonada
([M+H]) se utilizé para la confirmacién y cuantificacidén en la mayoria de los casos, a excepcién
de prochloraz, para el cual la abundancia relativa del fragmento caracteristico mayoritario (m/z
308) era mayor que la abundancia de la molécula protonada, en las condiciones de analisis
seleccionadas (ver figura 1V.2.2.). Ademas, algunos de los plaguicidas estudiados presentaban
atomos de cloro (ej: imazalil, imazalil metabolito y prochloraz), los cuales ofrecen un patrén
isotopico caracteristico, proporcionando informacién adicional para la identificacion
inequivoca de los compuestos de interés. A modo de ejemplo, en la figura IV.2.2. se muestra el
espectro de masa exacta de prochloraz en un extracto de zumo fortificado con 10 ug L™ de Ia

mezcla de plaguicidas estudiada.
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Figura IV.2.2. Espectro de masa exacta para la confirmacidn de prochloraz en un extracto de zumo
fortificado a un nivel de concentracion de 10 ug L™,

En la figura IV.2.3. aparecen recogidos el cromatograma de iones totales (TIC) de un extracto
de zumo fortificado con 10 ug L™ de la mezcla de plaguicidas estudiada y los cromatogramas

extraidos (EICs) de los compuestos presentes en la mezcla.



Nuevas metodologias analiticas basadas en.../BIENVENIDA GILBERT LOPEZ

120

sdo ‘Aysuaiul

sdo ‘Ajsualy|

sdo ‘Alsualu|

sdo ‘Alisuaiu

1.4e8

1.2e8

1.0e8

8.0e7

6.0e7

4.0e7

2.0e7

3.2e5
2.8e5
2.4e5

2.0e5 -
1.6e5
1.2e5
8.0e4 |
4.0e4

5.6e5
4.8e5
4.0e5
3.2e5
2.4e5
1.6e5
8.0e4

@

16 18 26

Time, min

10 12 14 20 22 24

7.75
Carbendazim

(e]

:%N}\‘(\

28 30 32

(b.1)

9.0
Time, min

5.0 6.0 7.0 8.0 10.0 11.0 12.0

9.77

Thiabendazole

<

13.0 14.0

(b.2)

7.0e5 |

6.0e5 |

5.0e5 |

4.0e5 |

3.0e5 |

2.0e5 |

9.0 10.0

Time, min

5.0 6.0 7.0 8.0 11.0 12.0 13.0

. . 14.71
Imazalil metabolite

HO
Cl

N==\
N

Q

Cl

14.0 15.0

(b.3)

9.0

14.0 15.0

Time, min

Figura 1V.2.3. (a) TIC correspondiente al andlisis mediante LC-TOFMS de una muestra de zumo
fortificada con los plaguicidas estudiados (nivel de fortificacién: 10 ug LY. (b) EIC correspondiente a la
molécula protonada de los plaguicidas estudiados (ventana de masa: 20 mDa).
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Figura IV.2.3. (cont)

La tabla 1V.2.1. muestra los resultados obtenidos para el andlisis de masa exacta de los
plaguicidas seleccionados en un patrén en matriz de 10 ug L™. En el caso de los compuestos
clorados, la medida de masa exacta también se realizé en las sefiales correspondientes al
istopo de *’Cl. A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que el método ofrece
mucha seguridad en la etapa de confirmacién debido a su alta exactitud de masa, permitiendo

medidas rutinarias de masa exacta con errores inferiores a 2 ppm en la mayoria de los casos.
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Tabla IV.2.1. Identificacion de los plaguicidas estudiados en extractos de zumo fortificados usando la
medida de masa exacta de la molécula protonada y los fragmentos caracteristicos mediante LC-TOFMS.
Nivel de fortificaciéon: 10 ug L™

Compuesto

Carbendazim

Thiabendazole

Imazalil

metabolito
Prochloraz

metabolito

Imazalil

Prochloraz

Iprodione

tr

7.7

9.8

14.7

16.7

17.8

22.8

25.5

[M+H]*
Frg.

[M+H]*

[M+HT*

3Cl ion

[M+H]*
37Cl ion

37Cl, ion

[M+H]*

37Cl ion

[M+H]*
37Clion
37Cl, ion
Frg. 1

37Cl ion

37Cl, ion

[M+H]*
37Clion
Frg. 1
37Cl ion
Frg. 2

37Cl ion

Composiciones

elementales

CsH10N30;
CgHeN3O

C1oHgN3S

C11H11N>OCl,
C11H11N,OCI37Cl

C;1:H1sNOCI3
C11H1sNOCI,3’Cl
C1:HisNOCI¥Cl,

C14H15N20Cl3
C14H15N>0CI37Cl

C15H17N302Cl3
CisH17N30,Cl,*Cl
CisH17N302ClI ¥Cl,
C12H13NO,Cls
Ci12H13NO,CI*’Cl
C12H13NO,Cl *7Cl,

Ci3H14N303Cl>
C13H14N305CI ¥Cl
C10HsgN303Cl,
Ci10HgN305CI37Cl
CoH7N20,Cl,
CoH;N,0,CI%Cl

m/z
teérica
192.0767
160.0505

202.0433

257.0242
259.0213

282.0213
284.0184
286.0154

297.0555
299.0526

376.0380
378.0351
380.0321
308.0006
309.9976
311.9947

330.0406
332.0377
287.9937
289.9907
244.9879
246.9849

IV.2.3.2. Tratamiento de la muestra y estudios de recuperacion.

m/z
experimental

192.0763
160.0500

202.0434

257.0238
259.0209

282.0210
284.0181
286.0152

297.0551
299.0518

376.0376
378.0350
380.0322
308.0005
309.9978
311.9948

330.0399
332.0375
287.9930
289.9908
244.9880
246.9853

Error
mDa ppm
-0.45 2.4
-0.53 3.4
0.054 0.3
-0.59 2.3
- 0.44 1.7
-0.37 1.3
-0.32 1.1
-0.27 1.0
-0.50 1.6
-0.85 2.8
-0.49 1.3
-0.14 0.4
0.01 0.04
-0.14 0.4
0.11 0.4
0.06 0.2
-0.77 2.3
-0.22 0.7
-0.72 2.5
0.027 0.1
0.09 0.4
0.34 1.4

Para la etapa de extraccion en fase sélida (SPE), 30 mL de zumo fue el volumen de muestra

elegido. Se establecié un factor de preconcentracion 10:1 debido a la complejidad de la matriz.

Debido a que el método propuesto se basa en un protocolo SPE directo sin etapas de

purificacién adicionales, los extractos eran relativamente sucios para ser inyectados en el

instrumento de LC-MS, siendo obligado un factor de preconcentracién pequefio. Un factor de

preconcentracion de 20:1 o mayor implicaba extractos complejos que empeoraban la relacion

sefial/ruido y ensuciaban la entrada del espectrémetro de masas, siendo necesarios la limpieza
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y mantenimiento de la fuente con mucha mayor frecuencia. Ademas, en estas condiciones, el
efecto matriz era considerable: alrededor de un 35% de supresion en todos los analitos
estudiados. Por el contrario, el uso de un factor de preconcentracién de 10:1 (o menor) no
afectaba significativamente a la sensibilidad y a la estabilidad de la fuente de ionizacién
durante largos periodos de operacion. Ademas, el efecto matriz se redujo en la mayoria de los
casos (ver apartado 1V.2.3.3.b). Por otra parte, el uso de este factor de preconcentracion (10:1)
permite simplificar el procedimiento SPE, ya que se emplean cartuchos de extraccién de
menor tamafio, un reducido volumen de carga de muestra y un reducido volumen de eluyente,

mejorando el rendimiento de la etapa de extraccion.

Por otro lado, no se encontraron pérdidas significativas de plaguicidas usando zumos
centrifugados. Los estudios de recuperacion se llevaron a cabo fortificando los zumos antes de
la etapa de centrifugacidon, observandose que los resultados no se veian afectados por esta
etapa. En lo que respecta al sorbente utilizado en la etapa de extraccién en fase sdlida, se
realizaron experimentos con Cs, obteniéndose bajas recuperaciones para la mayoria de los
analitos y extractos no muy limpios. Se encontré que los cartuchos mas adecuados eran los de
relleno polimérico Oasis HLB®. La combinacidn de esta fase polimérica con metanol fue
utilizada para el aislamiento y preconcentracion de plaguicidas polares en zumos de fruta.
Ademas, estos cartuchos son los mas adecuados para ampliar este método incluyendo otras
clases de plaguicidas (herbicidas, insecticidas, etc), ya que ofrecen altas recuperaciones para

un gran nimero de compuestos con diferentes propiedades fisicoquimicas.

Para evaluar la efectividad del método, se llevaron a cabo distintos estudios de recuperacion
utilizando una muestra de zumo de naranja de 1L. Se eligié la matriz de zumo de naranja como
la matriz mds representativa de zumo. La diferencia de pH entre diferentes zumos de frutas no
es significativa, siendo este parametro el que mas se debe controlar en el desarrollo de un
método SPE. Varias alicuotas de 50 mL fueron fortificadas a dos niveles de concentracién (10 y
20 pg L) con la disolucién de trabajo. Después, las muestras fortificadas se centrifugaron y se
extrajeron con el método descrito. Finalmente, los extractos se analizaron mediante el método
LC-MS desarrollado, obteniendo recuperaciones entre el 71 y el 109%, como puede verse en la
tabla IV.2.2. Los resultados muestran la fiabilidad del método de extraccion seguido para el

analisis de residuos de plaguicidas en zumos de fruta.
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Tabla IV.2.2. Estudios de recuperacidn en extractos de zumo fortificados con la mezcla de plaguicidas a
dos niveles de concentraciéon: 10y 20 ug L™

Plaguicida Nivel de concentracion | Recuperacion | RSD (%)
(ng L) (%) (n=25)

Carbendazim 10 77.5 12.7
20 96.7 8.8

Thiabendazole 10 99.3 10.1
20 104.6 7.8

Imazalil metabolito 10 91.8 11.1
20 85.7 9.0

Prochloraz metabolito 10 75.3 11.4
20 82.0 10.3

Imazalil 10 96.3 8.4
20 108.8 7.8

Prochloraz 10 71.1 12.1
20 81.7 9.3

Iprodione 10 74.1 14.0
20 76.7 11.6

IV.2.3.3. Parametros analiticos.

a) Linealidad, calibracion y precision.

Las curvas de calibracién de los compuestos analizados fueron construidas a diferentes
concentraciones en el rango 0.2 — 30 ug L™, utilizando extractos de zumo para preparar los
patrones por adicion estandar. La linealidad de la respuesta analitica en el rango estudiado es
excelente teniendo en cuenta que todas las rectas de calibrado de los plaguicidas analizados
mostraron coeficientes de correlacion mayores de 0.996, como se puede ver en la tabla
IV.2.3., donde se muestran también los limites de deteccién (LODs) y la desviacidon estandar
relativa (RSD%) intra- e inter-dia. Los valores de RSD (n=6) entre analisis estaban en el rango de
1.6 a 5.8% vy los valores inter-dia estaban entre 6.0 y 10.3%. Estos resultados indican la buena
precision del método desarrollado. Los limites de deteccion obtenidos se calcularon
inyectando patrones en matriz a niveles de concentraciéon bajos, correspondientes a una
relacion sefial-ruido (S/N) préxima a 3. De forma analoga, los limites de cuantificacion (LOQs)
fueron estimados considerando el criterio S/N = 10. Los resultados obtenidos para cada
fungicida se muestran en la tabla IV.2.3. Los limites de deteccién obtenidos destacables,
llegando a 0.08 ug L™ para prochloraz y siendo menores de 0.5 pg L™ para el resto de los

compuestos estudiados.
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Tabla 1V.2.3. Pardmetros analiticos para la determinacidn de residuos de plaguicidas en muestras de
zumos mediante LC-TOFMS.

. RSD (%)
Rango de Coeficiente (n=6)
C 1 de LOD LOQ
ompuesto concentracion e ( L") ( L")
(g L) g(r) Hg Hg Intra- Inter-
dia dia
Carbendazim 0.25 - 30 0.9963 0.25 1.0 2.5 7.1
Thiabendazole 0.20 - 30 0.9993 0.20 0.8 4.1 8.8
Imazalil metabolito 0.25 - 30 0.9994 0.25 1.0 3.8 9.1
ioclioiag 0.15 - 30 0.9999 0.15 0.5 5.1 8.0
metabolito ' ’ ’ ’ ' '
Imazalil 0.30 - 30 0.9999 0.30 1.0 1.6 6.0
Prochloraz 0.08 - 30 0.9997 0.08 0.25 2.4 8.5
Iprodione 0.45 - 30 0.9981 0.45 1.5 5.8 10.3

b) Efecto matriz.

Cuando se trabaja con fuentes de ionizacién a presion atmosférica en LC-MS, los componentes
de la matriz pueden aumentar o disminuir la respuesta analitica de los compuestos objeto de
estudio. El problema se origina en la fuente, cuando los constituyentes de la matriz influyen
sobre la ionizacion de los analitos coeluyentes, causando supresién de la ionizacién. Incluso
utilizando un factor de preconcentracién de sdélo 10:1, los extractos son complejos,
observandose una reduccién en la respuesta de la mayoria de los fungicidas estudiados.
Durante todo el estudio se utilizd una calibracién por adicién de patrén, al objeto de tener en
cuenta estos efectos en la ionizacidn/respuesta de los analitos. Las pendientes de las rectas de
calibraciéon en matriz fueron comparadas con las pendientes de las rectas de calibracion en
disolvente, calculando las relaciones de pendientes matriz/disolvente para cada uno de los
plaguicidas. Los resultados se muestran en la tabla IV.2.4., donde la importancia del efecto
matriz es visible, teniendo en cuenta el hecho de que la supresion de sefial es igual o mayor del
20% de la sefal para mas de la mitad de los compuestos estudiados. Una mayor dilucién de los
extractos minimiza el efecto matriz, como se ha comprobado en trabajos anteriores [240],

aunque los limites de deteccidn se ven afectados por el factor de dilucién aplicado.
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Tabla IV.2.4. Evaluacidn de los efectos matriz: comparacion de las pendientes de las curvas de calibrado.

Analito

Carbendazim
Thiabendazole
Imazalil metabolito
Prochloraz metabolito
Imazalil

Prochloraz

Iprodione

Disolvente: Agua/Metanol

Ecuacion

y = 1.43-105 C + 4.67-104
y = 6.97:10° C + 2.44-104
y = 4.43-10° C + 2.53-10°
y = 2.66-10°> C - 1.18-104
y = 6.61-10° C + 2.99-10°
y = 3.06:10° C + 1.88:10°

y = 1.04-10% C + 6.66-103

IV.2.3.4. Aplicacion a muestras reales.

Coeficiente de
regresion (r)

0.9999
0.9999
0.9998
1.0000
0.9998
0.9997

0.9998

Pte. matriz /
Pte. disolvente

0.68
0.72
0.70
0.82
0.81
0.90

1.00

El método propuesto se aplicd al andlisis de 23 muestras de zumos adquiridas en diferentes

paises europeos y Estados Unidos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla IV.2.5.

Unicamente fueron encontrados residuos de carbendazim, thiabendazole, imazalil y prochloraz

metabolito, a concentraciones relativamente bajas (comparadas con los MRLs establecidos

para los plaguicidas en las correspondientes frutas). Alrededor de un 50% de las muestras

analizadas contenian residuos de al menos un plaguicida.
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Tabla IV.2.5. Residuos de plaguicidas encontrados en las muestras de zumo analizadas. Sélo se incluyen
los datos de concentracién de las muestras que dieron resultados positivos.

Concentracién (ug L)

Muestra
No.
Carbendazim @ Thiabendazole @ Imazalil | Prochloraz Resto de Total
metab. plaguicidas
estudiados
1 17.2 1.6 4.6 ND ND 23.4
2 3.9 ND 1.7 2.1 ND 7.7
3 ND 1.1 10.2 ND ND 11.3
4 12.2 ND ND ND ND 12.2
14 1.8 ND ND ND ND 1.8
16 4.3 ND ND ND ND 4.3
17 4.0 ND ND ND ND 4.0
18 5.4 4.3 ND ND ND 9.7
20 5.90 ND ND ND ND 5.9
21 15.75 ND ND ND ND 15.8
22 10.83 ND ND ND ND 10.8
23 2.10 ND ND ND ND 2.1

Correspondencia de muestras: 1. “Solevita” zumo multivitamina de 11 frutas (Jaén, Espafia) 2.
“Solevita” zumo multivitamina de 12 frutas (Jaén, Espafia) 3. Néctar “Compal” de citricos (Jaén, Espaia)
4. Zumo de naranja y mango "Feel good" (Cambridge, Reino Unido) 5. “Tropicana” Zumo de naranja
(Cambridge, Reino Unido) 6. “Tropicana” Zumo de naranja (Edimburgo, Reino Unido) 7. “Tesco” Zumo
de naranja (Edimburgo, Reino Unido) 8. “Tropicana” Zumo de naranja (S. Petersburgo, Rusia) 9.
“Tropicana” Zumo de naranja (S. Petersburgo, Rusia) 10. “V8-Splash” multi-fruit (Orlando, EEUU) 11.
“Sunny delight” (Orlando, EEUU) 12. “Sunny delight” (Orlando, EEUU) 13. “Minute Maid” Zumo de
naranja (Orlando, EEUU) 14. “Vivaris” zumo multifruta (Berlin, Alemania) 15. “Libehna” zumo multifruta
(Berlin, Alemania) 16. “Tropicana” Zumo de naranja (Jaén, Espafia) 17. “Don Simon” Zumo de naranja
(Jaén, Espafia) 18. “Hero fruit 2day” Fresa-Naranja (Jaén, Espafia) 19. “Zumosol” Zumo de naranja (Jaén,
Espafia) 20. “KAS Fruit” Zumo de naranja (Jaén, Espaia) 21. “Granini” Zumo de naranja (Jaén, Espaia)
22. “Minute Maid Classic” Zumo de naranja (Jaén, Espafia) 23. “Granini” Zumo de pera (Budapest,
Hungria)

A modo de ejemplo, la figura IV.2.4. muestra el analisis de una muestra de un zumo de 12
frutas que contenia carbendazim, prochloraz metabolito e imazalil. Los positivos encontrados
fueron confirmados a través de medidas de masa exacta mediante LC-TOFMS (obteniendo una
exactitud de masa con un error < 3 ppm), demostrando la utilidad de esta técnica para el

analisis multi-residuo de fungicidas post-cosecha en muestras de zumo.
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Figura 1V.2.4. (a) TIC correspondiente al andlisis mediante LC-TOFMS de una muestra de zumo
multivitamina de 12 frutas en la que se encontraron residuos de carbendazim (3.9 nug LY, prochloraz
metabolito (1.7 ug L") e imazalil (2.1 ug LY. (b) EIC correspondiente a carbendazim (b.1), prochloraz
metabolito (b.2) e imazalil (b.3).
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IV.2.4. Conclusiones

En este trabajo se ha descrito un nuevo método basado en la extraccién en fase sélida (SPE) y
el analisis mediante LC-TOFMS para la determinacién cuantitativa de fungicidas post-cosecha
en muestras de zumo de frutas. Los resultados muestran que la sensibilidad obtenida con el
método propuesto es adecuada para el andlisis de residuos de plaguicidas de zumos de frutas.
La elevada sensibilidad obtenida mediante LC-TOFMS permite cumplir con los requerimientos
de la legislacion vigente y es comparable a los métodos LC-MS/MS descritos previamente para
el analisis de plaguicidas en zumos de frutas [105,110,234-235]. El potencial del método
propuesto fue demostrado mediante el analisis de muestras reales con excelente selectividad
y sensibilidad, permitiendo la confirmacion inequivoca (mediante medidas de masa exacta) y la
cuantificacion a bajos niveles de concentracion de los plaguicidas estudiados en dichas
muestras. El nimero potencial de compuestos que podrian ser monitorizados en un uUnico
analisis es tedricamente ilimitado. El desarrollo de métodos multi-residuo para el analisis de
alrededor de 100 plaguicidas en matrices complejas es posible [241,242]. El analisis mediante
LC-TOFMS ofrece ademas la posibilidad de realizar un andlisis a posteriori de las muestras en
busca de compuestos para los que en principio no se habia dirigido el andlisis (non-target
analysis). Esto es posible debido a la adquisicion en full scan realizada por el instrumento,
quedando registrados todos los compuestos susceptibles de ser detectados en las condiciones
de extraccidn e ionizacion seleccionadas. Todos los datos son registrados y pueden ser
reexaminados en busca de compuestos cuya presencia en las muestras previamente no se
esperaba o que no eran objeto de control. Esta caracteristica aumenta el potencial de

aplicacion de este método en cualquier laboratorio de analisis de residuos de plaguicidas.



CAPiTULO V.3

Deteccion de residuos de plaguicidas en refrescos mediante
cromatogrdfia liquida/espectrometria de masas de tiempo de
vuelo. Estudio de muestras de varios paises.
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IV.3. DETECCION DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN REFRESCOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA/ESPECTROMETRIA DE MASAS DE TIEMPO DE VUELO (LC-TOFMS).
ESTUDIO DE MUESTRAS DE DISTINTOS PAISES.

IV.3.1. Resumen

Se ha realizado en este trabajo el primer estudio a nivel mundial sobre la presencia de residuos
de plaguicidas en muestras de refrescos. Aunque existen estrictas normativas y controles
exhaustivos de plaguicidas en frutas, vegetales y agua de consumo, se ha prestado escasa
atencién a aquellos alimentos elaborados que se consumen frecuentemente y que podrian
contener estos contaminantes. En el caso de la industria de los refrescos, no existe un marco
normativo claro en relacidon con la presencia de plaguicidas, incluso cuando estos productos
son altamente consumidos por grupos vulnerables como los nifos. En este capitulo se describe
el desarrollo de un método para la busqueda automatica de mas de 100 plaguicidas en
extractos de refrescos, basado en la aplicacién de la cromatografia liquida-espectrometria de
masas de tiempo de vuelo con ionizaciéon por electrospray (LC-TOFMS). Los extractos se
obtuvieron mediante SPE con cartuchos poliméricos Oasis HLB® y metanol como eluyente. La
confirmacién de las especies mediante LC-TOFMS se basa en la correspondencia del tiempo de
retencién y la masa exacta de la molécula protonada ([M+H]") y los iones fragmento
(obteniendo errores de masa exacta inferiores a 2 ppm). Empleando el método propuesto se
analizaron mas de 100 muestras de bebidas, adquiridas en 15 paises diferentes de compafiias
con marcas distribuidas mundialmente, encontrandose concentraciones de plaguicidas
relativamente altas en la mayoria de las muestras analizadas. Los niveles de concentracion
detectados estaban en el rango de los microgramos por litro, bajos si consideramos los limites
establecidos en las normativas europeas (MRLs) para frutas, pero muy elevados si
consideramos los MRLs establecidos en agua de consumo. Los plaguicidas detectados
(carbendazim, thiabendazole, imazalil y su principal producto de degradacion, prochloraz y su
principal producto de degradaciéon, malathion e iprodione) son principalmente fungicidas
post-cosecha. Este estudio sugiere que se deberian tomar medidas para evitar la presencia de
trazas de plaguicidas en estos productos, al objeto de minimizar la exposicidn de los

consumidores a este tipo de contaminantes.
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IV.3.2. Experimental

1V.3.2.1. Muestras

Se analizaron 102 muestras de refrescos adquiridas en 15 paises distintos y en distinto
formato: latas y botellas de PET. Las muestras pertenecian a las siguientes localizaciones: (1)
Oporto (Portugal), (2) Madrid (Espafia), (3) Alicante (Espafia), (4) Jaca (Espafia), (5) Jaén
(Espafa), (6) Almeria (Espafia), (7) Olouron St. Marie (Francia), (8) Lille (Francia), (9) Londres
(Reino Unido), (10) Cambridge (Reino Unido), (11) Edimburgo (Reino Unido), (12) St. Andrews
(Reino Unido), (13) Londres-Gatwick (Reino Unido), (14) Nador (Marruecos), (15) La Massana
(Andorra), (16) Bolonia (ltalia), (17) Vevey (Suiza), (18) Frankfurt (Alemania), (19) Berlin
(Alemania), (20) Cracovia (Polonia), (21) Hradek Kralové (Republica Checa), (22) Cesky KrumLov
(Republica Checa), (23) Bratislava (Eslovaquia), (24) Viena (Austria), (25) Budapest (Hungria),
(26) Moscu (Rusia), (27) Orlando (Florida, EEUU). La informacion detallada de las muestras se
incluye en la seccién suplementaria (seccidn IV.3.5) al final de este capitulo. En las tablas S1 y
S$2, se muestra una lista de las muestras analizadas, incluyendo lugar de origen y fecha de
adquisicion. Los compuestos detectados y la concentracién de los mismos se muestran en la

tabla S3 de la informacidn suplementaria (seccién IV.3.5).

1V.3.2.2. Preparacion de muestra

Los plaguicidas se extrajeron mediante un proceso de extraccion en fase sélida (SPE) “off-line”.
Como paso previo a la extraccidén, unos 20 mL de refresco fueron desgasificados para evitar la
formacién de canales preferentes en los cartuchos durante el proceso de extraccién. El
procedimiento SPE seguido aparece esquematizado en la figura IV.3.1 y consta de las

siguientes etapas:

1) Acondicionamiento: Se acondiciona el cartucho de SPE Oasis HLB® (200 mg/ 6 mL) con 5 mL
de metanol (MeOH) seguidos de 5 mL de agua ultrapura, todo ello con un caudal de unos 2 mL

. -1
min .

2) Carga de muestra: Se pasan 15 mL de refresco desgasificado a través del cartucho, a un flujo

de 3 mLmin™.
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3) Elucidn: Los analitos retenidos en el cartucho son eluidos con 5 mL de MeOH a un flujo de 1

mL min™. El eluato se recoge en un tubo de ensayo de 15 mL.

4) El extracto se evapora bajo corriente de N, hasta casi sequedad y luego se reconstituye con
1 mL de H,0 ultrapura y 0.5 mL de metanol. De esta forma, tenemos un factor de
preconcentraciéon de 10 (15 mL = 1.5 mL). El dltimo paso es filtrar el extracto con un filtro de
HPLC de PTFE de 0.45 um de poro (PTFE filter, Millex FG, Millipore, Milford, MA) y trasvasar a

un vial. Si no se va a realizar el analisis de forma inmediata, conservar en frio a — 20°C.

[Acondicionamiento } =) [ Carga de muestra ] ::»[ Elucién ] =) [ ch‘::iI:::'taer::i: }
2

15 mL de refresco 5 mL MeOH ﬂ
1) 5 mL MeOH

0.5 mL MeOH
+ 1 mLH,O

i

Filtrar (0.45 pym)
y trasvasar a un

\I I [_- vial
Sorbente: © 5
OASIS HLB® ° -

nlim
nlle
é ;

Figura IV.3.1. Esquema de la obtencién del extracto de refrescos mediante SPE.

IV.3.2.3. Estudios de recuperacion.

Las muestras utilizadas para el estudio de recuperacién fueron analizadas previamente para
comprobar que no contenian los plaguicidas de interés. Después se tomaron varias alicuotas
de dichas muestras y se fortificaron con la disolucién de trabajo antes de someterlas el
proceso SPE descrito. Como resultado, se obtuvieron recuperaciones préximas al 100% con el

método propuesto para la mayoria de los plaguicidas analizados.
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IV.3.2.4. Pardametros instrumentales

En este estudio se utilizé el equipo HPLC-TOFMS Agilent MSD TOF descrito en el capitulo Ill.

Los valores elegidos como éptimos para los parametros instrumentales fueron los siguientes:

a) Condiciones cromatogrdficas:

- Fases moviles: A =H,0 (0.1% HCOOH, v/v); B = Acetonitrilo.

- Gradiente: durante 5 min se mantiene constante un 10% de B, seguido de un
gradiente lineal hasta el 100% B a los 30 min. Entonces, se mantiene constante
(100%B) durante 5 min. Finalmente, se disminuye la velocidad de flujo para volver
a las condiciones iniciales (10%B) en 12 min (post-run).

- Velocidad de flujo: 0.6 mL min™. (0.4 mL min™ durante el post-run).

- Columna: C8, 150 mm x 4.6 mm i.d. y 5 um de tamanio de particula (Zorbax Eclipse
XDB-C8, Agilent).

- Volumen de inyeccidén: 50 pL.

b) Espectrometro de masas:

- Fuente: ESI (+) - Rango de masas: 50 — 1000 m/z
- Voltaje del capilar: 4000 V - Resolucién: 9700 + 500

- Temperatura de la fuente: 325 °C

- Presion del gas de secado (N,): 40 psig

- Flujo del gas de secado: 9 L min™

- Voltaje de fragmentacion en la fuente: 190 V
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IV.3.3. Resultados y discusién

1V.3.3.1. Deteccion automadtica de los plaguicidas de interés mediante LC-TOFMS a partir de
medidas de masa exacta y tiempo de retencion. Desarrollo del método y resultados

del monitoreo.

El procedimiento de deteccién automatica ha sido descrito en trabajos previos [241, 242] y
permite el analisis de un gran nimero de plaguicidas y productos de degradacidn (por ejemplo,
100-300) en cualquier extracto de alimentos complejo, utilizando LC-TOFMS en modo de
ionizacion positiva con anadlisis de masa exacta en full scan. El punto fuerte del método
propuesto es el nimero teéricamente ilimitado de compuestos que pueden ser analizados
simultdneamente a bajos niveles de concentraciéon. De hecho, no se encontraron
interferencias en una lista de 100 compuestos (ver tabla IV.3.1.). El criterio de busqueda
consistia en una ventana de masa de + 10 mDa, una ventana de tiempo de retencién de £ 0.25
min y un valor minimo de darea de 5000 (aproximadamente el valor de drea tipica
correspondiente al LOD de un gran numero de los compuestos estudiados). Este método de

monitoreo contenia las masas exactas monoisotdpicas de 100 plaguicidas.

Tabla IV.3.1. Medidas de masa exacta de los iones de interés y los tiempos de retencidn (tg) de los
compuestos incluidos en el método para el monitoreo de plaguicidas en refrescos.

Plaguicida I6n seleccionado m/z tr (min)
([M+H]") teérico
Cyromazine CsH11Ne 167.10397 3.6
Butoxicarboxin CsH1sN204S 223.07470 3.9
Carbendazim CoH1oN30: 192.07675 7.0
Thiabendazole C1oHsNsS 202.04334 8.6
Oxamyl? C;H13N305sSNa 242.05698 11.2
Aldicarb-sulfone C;H15N204S 223.0747 11.4
Nitenpyram Ci11H16N40,Cl 271.09563 12.1
Methomyl ® CsH10N202SNa 185.03552 12.2
Chloridazon C10H9N5OCI 222.04286 14.7
Ethiofencarb sulfoxide C11H16NO3S 242.08454 13.6
Thiofanox-sulfoxide CoH19N205S 235.11109 13.7
Thiamethoxam CgH1:1NsO5CIS 292.02656 13.7
Methiocarb sulfoxide Ci1H16NOsS 242.08454 14.4
Metamitron CioH11N4O 203.09273 14.5
Imazalil-Met Cy1H11N,0OClI; 257.02429 14.6
Cambendazole Ci4H15N40,S 303.09102 14.9
Ethiofencarb sulphone | C;;Hi16NO4S 258.07945 15.1
Imidacloprid CoH1:NsO,Cl 256.05957 15.5
Oxfendazole CisH14N305S 316.07503 15.5
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Plaguicida

Dimethoate
Acetamiprid
Thiofanox-sulfone
Prochloraz-Met
Cymoxanil
Albendazole
Butocarboxin®
Methiocarb sulfone
Thiacloprid
Imazalil
Mebendazole
Aldicarb
Oxadixyl
Simazine
Fluroxypyr
Monuron
Flubendazole
Lenacil
Methyl-Thiophanate
Pyrimethanil
Spiroxamine
Ethoxyquin
Prometryn
Fenbendazole
Carbofuran
Chlorotoluron
Bendiocarb
Spinosyn A
Fluometuron
Atrazine
Miconazole
Thiofanox 2
Metalaxyl
Isoproturon
Diazoxon
Difenoxuron
Diuron
Monolinuron
Ethiofencarb
Spinosyn D
Metobromuron
Dimethomorph
Flazasulfuron
Toxynil
Triadimenol
Prochloraz
Propazine
Cyproconazole

1I6n seleccionado
([M+H]")

CsH12NOsPS,
CioH12N4Cl
CoH19N204S
C11H1sNOCI3
C7H11N40O3
Ci2H16N302S
CsH14N,0,SNa
C11H16NO4S
Ci0H10N4CIS
Ci14H15N20Cl;
Ci6H14N303
C7H1sN20,S
C14H19N204
C10HsN5OCI
C;7HeN,05FCl,
CyH11N,0OCI
Ci6H13N303F
Ci3H19N202
Ci2H15N404S,
Ci2H14N3
CisH3eNO2
Ci4H20NO
Ci0H20NsS
Ci5H14N302S
Ci2H16NO3
Ci0H14N,0CI
Ci1H14NO4
C41HssNO1o
Ci0H12N20F3
CgH1sNsCl
CisH15N20Cly
CoHi1sN,02Nas
Ci5H22NO4
Ci2H19N20
Ci2H2:N204P
Ci6H19N203
CoH11N,0Cl,
CoH12N,0,Cl
C11H16NO2S
C42HesNO10
CoH12N,0,Br
C21H23NO4CI
Ci3H13NsOsF3S
C,H4NOI,
Ci14H19N30,Cl
Ci5H17N30Cl3
CoH17NsCl
Cy5H19N30ClI

m/z
tebrico

230.0069

223.0745

251.10600
282.02137
199.08256
266.09577
213.06682
258.07945
253.03092
297.0559

296.10296
191.08487
279.13393
202.08539
254.9734

199.06306
314.09354
235.1441

343.05292
200.11822
298.27405
218.15394
242.14339
300.08012
222.11246
213.07891
224.09173
732.46812
233.08962
216.10104
414.9933

241.09812
280.15433
207.14918
289.13117
287.13901
233.02429
215.05818
226.08944
746.48377
259.00766
388.13101
408.0584

371.83769
296.11603
376.03808
230.11669
292.12111

tr (Min)

16.1
16.3
16.4
16.8
17.4
17.8
17.1/17.6
17.3
17.8
17.9
18.0
18.4
18.7
18.7
18.8
18.8
18.8
19.2
194
19.6
19.8
19.9
20.1
20.2
20.4
20.4
20.6
20.9
21.0
21.1
21.1
21.1
21.2
21.2
21.2
21.2
21.3
21.5
21.6
21.6
22.0
22.1/22.5
22.3
22.6
22.7/23.1
22.8
23.0
23.3
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Plaguicida I6n seleccionado m/z tr (min)
([M+H]*) teérico
Methiocarb Ci1H16NO2S 226.08962 23.4
Terbuthylazine CoH17NsCl 230.11669 23.4
Chloroxuron CisH16N,0Cl 291.08948 23.5
Bromuconazole Ci3H13N30BrCl, 375.96135 | 23.6/24.5
Linuron CoH10N20,Cl 249.0192 23.7
Methidathion 2 NaCe¢H1:N2,04PS5 324.95108 23.7
Fenamiphos C13H23NOsPS 304.11308 23.8
Chlorbromuron CoH11N20O2BrClI 292.96869 24.0
Azoxystrobin C22H17N30s5 404.12409 24.1
Promecarb Ci2H1sNO> 208.1332 24.1
Tebuconazole C16H23N50CI 308.15241 24.5
Triadimefon C14H17N30,CI 294.10038 24.5
Tetraconazole Ci3H12N30F4Cl, 372.0288 24.6
Diflubenzuron Ci14H10N20,CIF; 311.03933 24.9
Iprodione C13H14N305Cly 330.04067 25.3
Triflumizol C15H16N3OF3ClI 346.09285 25.5
Malathion Ci10H2006PS> 331.04334 25.6
Procymidone Ci13H12NO,Cl; 284.02396 25.6
Neburon Ci2H17N20ClI; 275.07124 25.8
Vinclozolin Ci12H10NOsCl, 286.00322 26.3
Mecarbam C10H2:NOsPS; 330.05933 26.4
Triflumuron CisH1:N,05F;Cl 359.04048 26.5
Dichlofluanid CoH12N20,CI;F,S; 332.96958 26.6
Hexaflumuron C16HoN205FsCl2 460.98889 27.2
Buprofezin C16H23N30S 306.16346 27.2
Diazinon Ci2H2:N,05PS 305.10832 27.5
Teflubenzuron C14H;N205F.4Cl, 380.98152 27.6
Thiobencarb C12H16NOCIS 258.07139 27.6
Lufenuron C,7HsN,05FsCl; 510.98570 28.6
Pyriproxyfen Ca0H20NO3 322.14377 29.2
Flufenoxuron C21H12N,05F6Cl 489.04351 29.3
Chlorfluazuron C20H10N305FsCls 539.97024 29.7
Hexythiazox Ci17H22N,0,CIS 353.1085 30.0

®aductos de sodio

Una vez se concluye el andlisis mediante LC-TOFMS, a partir del archivo generado de la
muestra, el software, de forma automatica, busca y extrae cada uno de los iones de interés
que se han incluido en la base de datos. Para el analisis de 100 plaguicidas, se empleande 2 a5
minutos en un ordenador portatil, dependiendo también del tamafio del archivo (un analisis
de 30 min genera un archivo de unos 80 MB aprox.). A partir de los datos adquiridos mediante
LC-TOFMS, la base de datos de busqueda automdtica muestra una lista con los positivos
encontrados dentro de los limites de tiempo de retencion, masa exacta y drea establecidos. La
posterior confirmacidn de estos positivos preliminares se realiza utilizando un valor maximo de

tolerancia en el error de masa de 5 ppm.
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Los resultados obtenidos utilizando el método de busqueda automatica de los compuestos
reveld la presencia de los siguientes plaguicidas en un nimero considerable de las muestras
analizadas (alrededor de 100): carbendazim, thiabendazole, imazalil y su principal producto de
degradacion (imazalil metabolito), prochloraz y su principal producto de degradacion
(prochloraz metabolito), y malathion. En estas muestras positivas, cuando era posible, se
usaron también las medidas de masa exacta de los fragmentos y los patrones isotdpicos, al
objeto de proporcionar la confirmacién inequivoca de los plaguicidas detectados
automaticamente en el proceso de monitoreo. La tabla 1V.3.2. muestra los resultados del
analisis de masa exacta de una muestra de refresco fortificada con los plaguicidas detectados
mas frecuentemente a un nivel de 5 pg L. Las exactitudes de masa obtenidas para la molécula

protonaday los fragmentos estaban en torno a 3 ppm.

Tabla 1V.3.2. Identificacidn y confirmacion de residuos de plaguicidas en refrescos mediante LC-TOFMS.
Medida de masa exacta de un extracto de refresco fortificado a un nivel de concentracion de 5 pg L™
con una muestra de los plaguicidas encontrados a lo largo de todo el estudio.

Compuesto tr ion Composiciones m/z m/z Error
elementales teérica experimental mDa ppm
Carbendazim 7.7 [M+H]* CoH10N30; 192.0767 192.0765 -0.25 1.3
Frg. CgHsNsO 160.0505 160.0502 -0.33 2.1
Thiabendazole | 9.8 [M+H]* Ci0HsgN3S 202.0433 202.0432 -0.14 0.7
Imazalil 14.7 [M+H]* C11H1:N>0OClI; 257.0242 257.0245 0.20 0.8
metabolito 37Clidn C11H1:N,OCI*7Cl 259.0213 259.0216 | -0.27 1.0
Prochloraz 16.7 [M+H]* Ci:H1sNOCls 282.0213 282.0211 -0.27 1.0
metabolito 37Cl idn Ci:H1sNOCI ,¥Cl 284.0184 284.0180 -0.42 1.5
37Cl, i6n Ci:1H1sNOCI?"Cl, 286.0154 286.0150 -0.47 1.6
Imazalil 17.9 [M+H]* Ci14H15N,0Cl; 297.0555 297.0549 -0.69 2.3
37Cl idn Ci14H15N,0CI3Cl 299.0526 299.0526 -0.25 0.8
Prochloraz 22.9 [M+H]* C1sH17N30,Cl3 376.0380 376.0384 0.31 0.8
37Cl idn Ci5H17N30,CLYCl 378.0351 378.0356 0.46 1.2
37Cl, i6n Cis5H17N30,Cl *'Cl, 380.0321 380.0326 0.41 1.1
Frg. 1 C;1,2H13NO,Cls 308.0006 308.0012 0.56 1.8
37Cl idn Ci1,H13NOLClL37Cl 309.9976 309.9983 0.61 2.0
37Cl, i6n Ci1,H13NOLCI *7Cl, 311.9947 311.9953 0.66 2.1
Malathion 25.3 [M+H]* C10H2006PS: 331.04334 331.0433 -0.05 0.2
[M+Nal* C10H1906PS;:Na 353.0252 353.0254 0.11 0.3
Frg. 1 CsgH1405PS; 285.0015 285.0019 0.41 1.5
Frg. 2 C,HgO,PS; 158.9698 158.9697 -0.09 0.6
Frg. 3 CgH,05 127.0389 127.0388 0.17 1.3
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Frg. 4 C2Hs02PS 124.9821 124.9820 | 0.006 0.5
Frg. 5 C4H303 99.00767 99.0078 0.13 1.3
Iprodione 25.5 [M+H]* C13H14N303Cl, 330.0406 330.0412 -0.52 1.6
37Cl i6n Ci3H14N305CICl 332.0377 332.0382 0.47 1.4
Frg. 2 CoH;N20,Cl, 244.9879 244.9880 0.09 0.4
3Clidn CoH7N,0,C1 *Cl 246.9849 246.9853 0.34 1.4

Se estudiaron las condiciones de la ionizacién por electrospray para conseguir la mayor
sensibilidad y selectividad posible para los plaguicidas estudiados. Se seleccionaron valores por
defecto de experiencias previas en métodos multi-residuo [240-241]. El valor del voltaje de
fragmentacién (fragmentor voltaje), que afecta a la fragmentacion a la salida del capilar y por
tanto a la sensibilidad, fue fijado en 190 V, como compromiso entre la sensibilidad de la
molécula protonada para la cuantificacidon y la informacién adicional que proporcionan los

fragmentos a efectos de confirmacién.

IV.3.3.2. Protocolo de preparacion de muestra para los plaguicidas estudiados.

Para el analisis no dirigido de residuos de plaguicidas en refrescos se empled un tratamiento
de muestra genérico, basado en extraccidon en fase sélida. Con este método se recuperan
compuestos con distintas propiedades fisico-quimicas de forma satisfactoria. Ademas se
analizaron “blancos” de los disolventes y los cartuchos durante todo el estudio para asegurar
la ausencia de contaminacién entre muestras. La concentracién y frecuencia de aparicién de
algunos compuestos en el estudio preliminar de las muestras nos condujo a la realizacién de
una validacién del método de extracciébn para los compuestos mas frecuentemente
detectados, al objeto de confirmar la recuperaciéon de los mismos mediante el método SPE

general aplicado a las muestras para su monitoreo.

Para la etapa de extraccion SPE, se selecciond un volumen de 15 mL de refresco como volumen
de carga de muestra. El factor de preconcentracion establecido fue de 10:1 debido a la
complejidad de la matriz. Ya que el método propuesto se basa en un protocolo SPE directo sin
etapas de purificacién adicionales, los extractos eran relativamente sucios para ser inyectados
en el instrumento de LC-MS, siendo necesario un factor de preconcentracién pequefio. Un
factor de preconcentracién de 20:1 o mayor implicaba extractos complejos que empeoraban la
relacién sefial/ruido y ensuciaban la entrada del espectrémetro de masas, lo que requeria la

limpieza y mantenimiento diario de la fuente. Ademas, en estas condiciones, el efecto matriz
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era considerable: alrededor de un 35% de supresion en todos los analitos estudiados. Por el
contrario, el uso de un factor de preconcentracion de 10:1 (o menor) no afectaba
significativamente a la sensibilidad y a la estabilidad de la fuente de ionizacién durante largos
periodos de operacidon. Ademas, el efecto matriz se redujo para todos los analitos estudiados
(porcentajes de supresion inferiores al 5% en todos los casos), lo que aseguraba la exactitud en

la cuantificacion de las muestras.

Para evaluar la efectividad del método, se llevaron a cabo distintos estudios de recuperacion
utilizando una muestra de refresco de naranja de 1L. Varias alicuotas de 20 mL fueron
fortificadas a tres niveles de concentracién (5, 10 y 20 pg L™) con la disolucién de trabajo.
Después, las muestras fortificadas se dejaron a temperatura ambiente hasta que perdieron el
gas y luego se extrajeron con el método descrito. Finalmente, los extractos se analizaron
mediante el método LC-MS desarrollado, obteniendo recuperaciones entre el 74 y el 106%,
como puede comprobarse en la tabla IV.3.3. Los resultados del estudio y la precisién obtenida
muestran la validez del método de extraccidon estudiado para el andlisis de residuos de

plaguicidas en refrescos.

Tabla IV.3.3. Estudios de recuperacidn en refrescos fortificados con los plaguicidas seleccionados a tres

niveles de concentracién: 5, 10 and 20 ug L™

Plaguicida Nivel de fortificacion | Recuperacion (%) @ RSD (%)
(ug L) (n =5)
Carbendazim 5 79.5 10.2
10 96.7 9.1
20 91.0 8.7
Thiabendazole 5 95.3 10.1
10 104.6 9.2
20 102.1 6.9
Imazalil metabolito 5 90.8 11.1
10 85.7 9.0
20 94.1 6.7
Prochloraz metabolito 5 78.3 11.4
10 82.0 9.8
20 91.0 8.7
Imazalil 5 96.3 8.4
10 105.8 7.5
20 96.1 8.9
Prochloraz 5 75.8 12.1
10 81.7 7.3
20 89.1 8.7
Malathion 5 79.1 12.0
10 81.7 9.9
20 83.0 10.1
Iprodione 5 74.1 13.0
10 76.7 11.2
20 73.7 12.3
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IV.3.3.3. Parametros analiticos.

Para la identificacién y cuantificacidn de los analitos se utilizaron los cromatogramas extraidos
(EICs) con una ventana de masa de 20 mDa ([M+H]® + 10 mDa). La molécula protonada
([M+H]) se utilizé para la confirmacién y cuantificacién en la mayoria de los casos, a excepcidn
de prochloraz, para el cual la abundancia relativa del fragmento caracteristico mayoritario (m/z
308) era mayor que la abundancia de la molécula protonada, en las condiciones de analisis
seleccionadas. Ademads, algunos de los plaguicidas estudiados presentaban atomos de cloro
(ej: imazalil, imazalil metabolito y prochloraz), los cuales ofrecen un patron isotdpico
caracteristico, proporcionando informacién adicional para la identificacién inequivoca de los

compuestos de interés.

Las curvas de calibracion de los compuestos analizados fueron construidas a diferentes
concentraciones en el rango 0.1 — 50 pg L™, utilizando extractos de refresco para preparar los
patrones en matriz. La linealidad de la respuesta analitica obtenida en el rango estudiado fue
excelente teniendo en cuenta que todas las rectas de calibrado de los plaguicidas analizados
mostraban coeficientes de correlacion mayores de 0.999, como se puede ver en la tabla
IV.3.4., donde se muestran también los limites de deteccidn (LODs) y las desviacion estandar
relativa (RSD%) intra- e inter-dia. Los valores de RSD (n=6) entre analisis estaban en el rango de
1.2 a 6.3% vy los valores inter-dia estaban entre 3.4 y 9.9%. Estos resultados demuestran la
precision del método desarrollado. Los limites de deteccion obtenidos se calcularon
inyectando patrones en matriz a niveles de concentracién correspondientes a una relaciéon
sefial-ruido S/N = 3. De forma andloga, los limites de cuantificacion (LOQs) fueron estimados
considerando el criterio S/N = 10. Los resultados obtenidos para cada fungicida se muestran en
la tabla IV.3.4. Los limites de deteccién obtenidos fueron muy bajos, como por ejemplo 6 ng L™

para prochloraz o imazalil y menores de 0.03 pug L™ para el resto de los compuestos estudiados,

permitiendo un apropiado monitoreo de las muestras de refrescos a niveles de ultratrazas.
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Tabla IV.3.4. Parametros analiticos para el andlisis de los plaguicidas seleccionados en refrescos
mediante LC-TOFMS.

RSD (%)
Rango de Coeficiente de (n=6)
Compuesto concentracion regresion ( LOII_)_l) ( LOSI)
(ug L) (r) Hg Hg Intra- Inter-
dia dia
Carbendazim 0.1 -50 0.9990 0.03 0.1 2.9 7.8
Thiabendazole 0.1 -50 0.9996 0.009 0.03 3.7 8.2
kRl 0.1 - 50 0.9997 0.006 0.02 1.9 6.1
metabolito
ioclioiag 0.1 - 50 0.9999 0.006 0.02 3.1 4.5
metabolito ' ’ ’ ’ ’ '
Imazalil 0.1 -50 0.9991 0.006 0.02 1.2 3.4
Prochloraz 0.1 -50 0.9998 0.006 0.02 2.4 4.9
Malathion 0.1 -50 0.9997 0.006 0.02 4.4 9.0
Iprodione 1-50 0.9991 0.09 0.3 6.3 9.9

1V.3.3.4. Resultados del monitoreo y discusion.

Se obtuvieron refrescos de diferentes marcas, de forma que quedaba cubierta una gran parte
del mercado global de este tipo de bebidas. Se analizaron 102 muestras de refrescos
adquiridas en 15 paises distintos y se investigd la presencia de 100 compuestos (ver tabla
IV.3.1.). Las muestras pertenecian a las siguientes localizaciones: Portugal (1), Espafia (41),
Francia (8), Reino Unido (19), Marruecos (2), Italia (5), Suiza (1), Alemania (3), Polonia (1),
Republica Checa (2), Eslovaquia (1), Austria (2), Hungria (1), Rusia (4), Estados Unidos (11) (ver

tablas S1 y S2 de la informacién suplementaria, seccién 1V.3.5.).

De las 102 muestras analizadas sélo 17 (16.7%) estaban libres de residuos de los plaguicidas
estudiados. El resto de las muestras dieron resultados positivos. Dentro de estas ultimas, el
14.6% contenia un plaguicida, el 4% contenian dos plaguicidas, el 65% contenia al menos 3
plaguicidas y el 58% de las muestras estudiadas contenia 4 o mads plaguicidas. La concentracion
encontrada para los plaguicidas encontrados se muestra en la informacién suplementaria
(tabla S3). Por ejemplo, se encontraron siete clases distintas de plaguicidas a concentraciones

relevantes en una misma muestra. No se debe olvidar que la presencia de mas de un



Nuevas metodologias analiticas basadas en.../BIENVENIDA GILBERT LOPEZ 143

compuesto puede potenciar el efecto téxico que cada uno de ellos ejerce por separado. El
efecto combinado de una mezcla de plaguicidas puede ser mas nocivo que la suma de los

efectos individuales de los mismos [149].

Hay que destacar que la mayoria de las muestras procedentes de Estados Unidos (11 muestras
adquiridas en Orlando, Florida) no contenian plaguicidas. Esto se explica porque dichas
muestras, tal y como reflejaba la etiqueta, eran aromatizadas artificialmente y por tanto no
contenian extractos de frutas. En las muestras procedentes de Marruecos y Rusia tampoco se
encontraron concentraciones significativas de estos compuestos, aunque estos productos si
contenian cierto porcentaje de zumo. En estos casos se pueden dar dos posibilidades: el
producto es manufacturado mediante un proceso distinto o las materias primas estaban libres
de plaguicidas. Se deberia realizar un estudio mas detallado de estas muestras que dieron
negativo, incluyendo otras clases de plaguicidas menos utilizados (por ejemplo,
organoclorados y organofosforados) o incluso prohibidos en la Unién Europea. El resto de las
muestras adquiridas en Europa contenian cantidades relativamente elevadas de carbendazim,

imazalil, imazalil metabolito, prochloraz, prochloraz metabolito y thiabendazole.

Los plaguicidas detectados mas frecuentemente fueron principalmente fungicidas post-
cosecha: carbendazim (73% muestras), imazalil (68%), imazalil metabolito (60%), prochloraz
(50%), prochloraz metabolito (40%) y thiabendazole (56%); aunque también fueron detectados
insecticidas (se detectaron trazas de malathion en un 23% de las muestras). En la figura IV.3.2.
se muestran los niveles de concentracion encontrados de imazalil y thiabendazole en algunas
muestras seleccionadas. Los valores individuales de concentracidon encontrados son mucho
mayores que el limite maximo permitido (MRL) para cada uno de estos compuestos en agua de
consumo humano segun la legislacién europea, 0.1 pg L™. En la tabla IV.3.5. se muestran los
rangos de concentracion de los plaguicidas en el total de muestras estudiadas. Por ejemplo, el
rango de concentracién de imazalil en las muestras positivas oscilaba entre 0.05 y 32.0 ug L*
(de 0.5 a 320 veces el MRL europeo para agua de consumo humano). Ademas, el rango para la
concentracién de thiabendazole en las muestras positivas variaba entre 0.18 y 9.8 pg L™ (de

1.8 a 98 veces el MRL europeo para agua de consumo).
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Tabla IV.3.5. Niveles de concentraciéon de los plaguicidas detectados en las muestras de refrescos

analizadas.
Plaguicida Positivos en las
muestras (%)
Carbendazim 73
Imazalil 68
Imazalil Metabolito 60
Thiabendazole 56
Prochloraz 50
Prochloraz metabolito 40
Malathion 22
Iprodione 1

Rango de concentracion

(ug L)
0.11 - 4.8
0.05 - 32

0.025 - 0.74
0.18 - 9.8
0.036 - 3.7
0.18 - 1.4
0.02 - 0.16
0.71

x MRL

1.1 -48
0.5 - 320
0.25-74
1.8-98
0.36 - 37
1.8-14
0.2-1.6
7.1

En la figura 1V.3.3. se muestra la concentracién media de los compuestos detectados en las

muestras de refrescos estudiadas, clasificadas por paises. Las muestras de Espaiia y el Reino

Unido eran las que contenian un nivel mas elevado de plaguicidas. En la figura IV.3.4. se puede

ver, a modo de ejemplo, el andlisis mediante LC-TOFMS de una muestra del Reino Unido. La

concentracién media de las muestras del Reino Unido analizadas fue de 17.4 ug L™, que es 34.6

veces el MRL para la suma de plaguicidas. La concentracion media para el total de plaguicidas

encontrados en las muestras espafolas fue 12.3 pg L™, 25 veces el MRL europeo. Excepto para

las muestras de Estados Unidos, Rusia y Marruecos, el MRL se excedia en todas las muestras

de cada pais. En Alemania, la concentracién media fue 8.4 ug L™, 17 veces el MRL europeo. En

Francia, la concentracidon media fue 4.9 pg L™, 9.8 veces el MRL europeo, y en Austria, 7.0 ug L

1, 14 veces el MRL europeo.
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Overall Pesticide
Concentration

Sample

Figura IV.3.3. Concentraciones medias totales (expresadas en g L'l) de los plaguicidas encontrados en
las muestras de refrescos, ordenadas por paises (en azul) y limite maximo de residuos (MRL) tolerado
para la suma de plaguicidas (0.5 pg L'l) segun el estandar europeo (rojo). El nimero de muestras
aparece entre paréntesis al lado de cada pais. Los valores de concentracién media total de cada pais
excedian el MRL establecido para agua de consumo humano en la mayoria de los casos, especialmente
en Espafia y el Reino Unido, donde las concentraciones encontradas eran 25 y 35 veces el estandar
europeo, respectivamente.

De los resultados obtenidos a partir del estudio de los niveles de concentracién detectados en
las muestras de refrescos analizadas, se puede deducir que la concentracion total de
plaguicidas en el extracto o en la(s) fruta(s) utilizadas para aromatizar la bebida, que supone el
5-8% del producto, es realmente alta (por ejemplo, entre 300 y 800 g L™). Esto sugiere que la
piel es también usada en el proceso de elaboracidn del extracto que aromatiza los refrescos.
Las pieles contienen cantidades relativamente elevadas de plaguicidas, y esos compuestos son
finalmente transferidos al producto. La fuente de contaminacidn se puede atribuir a malas
practicas durante el proceso de elaboracidn de los productos: la piel de las frutas
(principalmente citricos) no es eliminada o no es lavada convenientemente antes del
exprimido, probablemente para reducir costes. Por lo tanto, no seria dificil reducir esa fuente
de contaminacién, simplemente habria que cambiar la forma en la que se obtiene el extracto

concentrado de fruta.
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Imazalil (pg / L)

Thiabendazole (pg / L)

Figura IV.3.2. Concentraciones encontradas de imazalil y thiabendazole (en pg L'l) en algunas muestras
seleccionadas de distintos paises europeos, donde (O) = sabor a naranja; (L) = sabor a limdn. El limite
maximo de residuos (MRL) tolerado en agua de consumo por la normativa europea para un plaguicida
individual es 0.1 ug L™. Las concentraciones de imazalil y thiabendazole detectadas eran mas de 320

veces superiores al MRL europeo.
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Figura IV.3.4. Andlisis mediante LC-TOFMS de los residuos de plaguicidas presentes en una muestra de
refresco adquirida en el aeropuerto de Gatwick, en Londres. (a) Cromatograma de iones totales. (b) EICs
de los compuestos seleccionados: (b.1) thiabendazole (9.44 ug L™, (b.2) imazalil metabolito (0.689 ug L
Y e (b.3) imazalil (30.8 ug L™"). La concentracién total de plaguicidas detectados fue de 41.5 ug L, 83
veces el limite permitido. Las estructuras y las masas exactas de los plaguicidas estan también incluidas
en la figura.
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En un estudio reciente sobre la presencia de plaguicidas en refrescos, llevado a cabo en India
[115], fueron encontrados residuos de plaguicidas organofosforados y organoclorados en
bebidas carbonatadas. En este caso, los plaguicidas detectados estaban presentes en el agua
utilizada para preparar las bebidas. El Centre of Science and Environment en India encontrd
gue el origen de los plaguicidas en los refrescos era el agua utilizada para su elaboracidn, que
representaba el 90% de su composicién. Encontraron que las muestras de agua tomadas del
interior de la fdbrica estaban contaminadas con los mismos plaguicidas que luego se
encontraban en los refrescos. Por lo tanto, el origen de esta fuente de contaminacion estaba
en el agua utilizada para preparar los refrescos, que podria estar contaminada a causa de
décadas de uso de estos productos en la agricultura. A diferencia de lo que sucedia en India
(donde la presencia de plaguicidas debido a la contaminacién ambiental es practicamente
inevitable, a menos que se someta el agua a tratamientos especificos), la fuente de
contaminacion a la que se enfrenta el mercado europeo podria estar relacionado con la forma
en la que los refrescos son elaborados, de manera que los plaguicidas pueden ser transferidos

desde la piel de la fruta al producto final.

No obstante, el principal obstaculo que se plantea es la ausencia de regulaciones y estandares,
necesarios para decidir si la presencia de estos contaminantes es tolerable o no. En el caso de
las bebidas de la India, el comité para la seccién de bebidas y bebidas carbonatadas (the Drinks
and Carbonated Beverages Sectional Comitee, FAD14) del Bureau of Indian Standards (BIS),
deliberd sobre el establecimiento de estdndares para los residuos de plaguicidas en bebidas. Al
final, propusieron la adopcion del mismo estandar europeo establecido en agua destinada al

consumo humano. Sin embargo, este estandar, por el momento no tiene caracter obligatorio.

Los efectos téxicos derivados del consumo de estos productos son dificiles de predecir y
evaluar. Igualmente, los efectos de las mezclas de plaguicidas presentes en la misma muestra 'y
a concentraciones relevantes (por ejemplo, se encontraron muestras con 6 o 7 plaguicidas
distintos) generalmente no son evaluados en ensayos toxicoldgicos. Este tipo de ensayos sélo
presentan datos individuales de compuestos, principalmente pruebas de toxicidad aguda
obtenidas de ensayos con animales y donde se aplica un factor de seguridad. Sin embargo, la
toxicidad crénica de estos plaguicidas en humanos es dificil de estimar, particularmente
cuando los plaguicidas pueden bloquear o activar los receptores de la hormona esteroidea y/o

afectar los niveles de las hormonas sexuales, de modo que potencialmente podrian afectar al
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desarrollo o la expresidn del sistema reproductivo femenino, masculino, o ambos. De acuerdo
con recientes estudios, los plaguicidas con grupos azol como imazalil y prochloraz pueden
inhibir la actividad de la aromatasa, un dafio colateral no deseado que puede causar trastornos
endocrinos (supuestos efectos en la biosintesis de esteroides y el equilibrio de las hormonas
sexuales) [245-247]. En estos ensayos, tanto imazalil como prochloraz produjeron un aumento
estadisticamente significativo en la inhibicién de la actividad de la aromatasa CYP19 en

microsomas de placenta humana.

Teniendo en cuenta, por un lado, los elevados niveles de concentracion encontrados para los
plaguicidas (de acuerdo con la normativa europea de agua de consumo humano, que establece
el limite en 0.1 pg L") en la mayoria de las muestras estudiadas, particularmente en la UE, y
por otro lado, las mezclas de plaguicidas (hasta siete compuestos) que frecuentemente se
detectaban, con efectos toxicos dificiles de predecir y evaluar, se deberian emprender
acciones encaminadas a verificar la inocuidad de estos productos, especialmente considerando
gue los nifios son los principales consumidores. Aparentemente, se deberia cambiar la forma
en que estos productos son manufacturados para eliminar la presencia de plaguicidas en este
tipo de bebidas. Ademas, se deberian establecer nuevos estandares de seguridad para regular
de forma apropiada el mercado de los refrescos. No obstante, mientras los limites de
seguridad no se establezcan, no se puede calificar la situacién de insegura, a pesar de que
estos productos contienen innecesariamente cantidades relativamente elevadas de

plaguicidas.

IV.3.4. Conclusiones

En este trabajo se explotan las caracteristicas favorables del acoplamiento LC-TOFMS (a saber,
alta sensibilidad en la adquisicién en full scan y con masa exacta) para el desarrollo de un
método de monitoreo para la determinacién de 100 plaguicidas en refrescos. El método
propuesto se basaba en una extraccién SPE seguida del analisis mediante LC-TOFMS utilizando
un método de monitoreo basado en una base de datos que incluye informacién del tiempo de
retencién y masa exacta de los iones caracteristicos de cada compuesto. El método de barrido
(screening) automatico propuesto ha sido aplicado a la identificacion de residuos de

plaguicidas en refrescos, una nueva matriz en el campo de andlisis de residuos de plaguicidas.
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De acuerdo con la bibliografia consultada, éste es el primer método que se desarrolla para la
determinacidn de plaguicidas en esta matriz y la primera vez que se demuestra la presencia de
estos compuestos en este tipo de productos derivados. La presencia de plaguicidas en
refrescos de frutas puede atribuirse al uso de las pieles en los extractos utilizados para
aromatizarlas. Dado que estos compuestos se encuentran principalmente en la piel, podrian
ser eliminados completamente mediante el uso de buenas practicas de produccion. Por lo
tanto, se deben tomar medidas para evitar la contaminacidn en estos productos, cambiando la
forma de produccién de los mismos y estableciendo estandares de calidad apropiados para
regular los refrescos de frutas, al objeto de evitar esta fuente de exposicion a los plaguicidas,

particularmente a grupos vulnerables como los nifios.

IV.3.5. Informacién suplementaria

Tabla S1. Detalle de las muestras de refrescos analizadas.

Muestra Sabor % Pais Producto Compaiiia | Lugar de
no. Zumo adquisicion
1 Limon n.a. Republica 2,00 L A Hradec Kralové
Checa botella
2 Naranja 5 Republica 0,33L lata A "Cesky
Checa KrumLov
3 Naranja 5 Polonia 0,5 L botella A Cracovia
4 Naranja 5 Hungria 0,5 L botella A Budapest
5 Naranja n.a. Suiza 0,5 L botella A Vevey
6 Naranja n.a. Austria 0,5 L botella A Viena
7 Naranja n.a. Austria 0,5 L botella A Viena
8 Limon 6 Andorra 0,33L lata A La Massana
9 Naranja 8 Andorra 0,33 L lata A La Massana
10 Naranja 10 Francia 0,5 L botella A Lille
11 Limoén 5 Francia 0,5 L botella A Lille
12 Naranja 10 Francia 0,33 L lata I Olouron St.
Marie
13 Naranja 12 Francia 0,33 L lata C Olouron St.
Marie
14 Limon 6 Francia 1,50 L B Olouron St.
botella Marie
15 Naranja 10 Francia 1,50 L A Olouron St.
botella Marie
16 Limon 6 Francia 0,33 L lata B Olouron St.
Marie
17 Naranja 5 Eslovaquia 0,5 L botella A Bratislava
18 Limoén 12 Italia 0,33 L lata D Bolonia
19 Naranja 12 Italia 0,50 L A Bolonia
botella
20 Naranja 12 Italia 0,33 L lata A Bolonia
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Muestra Sabor % Pais Producto Compaiiia | Lugar de

no. Zumo adquisicion

21 Naranja 25 Espafia 0,50 L B Jaén
botella

22 Limoén 6 Espafia 0,33 L lata A Jaén

(Universidad)

23 Pifia 10 Espafia 0,33 L lata C Jaén

24 Limén 6 Espafia 0,33 L lata C Jaén

25 Naranja 14 Espafia 0,33 L lata C Jaén

26 Manzana 16 Espafia 0,33 L lata C Jaén

27 Naranja 8 Espafa 0,50 L A Jaén
botella

28 Limén 6 Espafa 0,33 L lata A Jaca

29 Naranja 8 Espafa 0,33 L lata A Jaca

30 Naranja 8 Espafia 0,33 L lata B Jaén

31 Naranja 8 Espafia 0,50 L A Alicante
botella

32 Mandarina 10 Espafia 1,50 L E Jaén
botella

33 Limon 6 Espafia 0,33 L lata A Madrid

34 Naranja n.a. Espafia 0,33 L lata C Jaén

35 Limon n.a. Espafia 0,33 L lata C Jaén

36 Naranja 8 Espafia 0,33 L lata A Jaén

37 Limon 1 Espafia 0,33 L lata A Jaén

38 Naranja 5 Reino Unido 0,15 L lata A Londres

39 Limoén 6 Reino Unido 0,33 L lata A Londres

40 Naranja 5 Reino Unido 0,50 L A Londres
botella

41 Limon 6 Reino Unido 0,50 L A Londres
botella

42 Naranja 5 Reino Unido 0,50 L A St. Andrews
botella (Escocia)

43 Limon 6 Reino Unido 0,50 L A St. Andrews
botella (Escocia)

44 Naranja 5 Reino Unido 0,50 L A Cambridge
botella

45 Limoén 6 Reino Unido 0,50 L A Cambridge
botella

46 Limdn 6 Reino Unido 0,50 L A Cambridge
botella

47 Naranja 5 Reino Unido 0,50 L A Gatwick
botella Aeropuerto

48 Naranja 5 Reino Unido 0,50 L A Gatwick
botella Aeropuerto

49 Naranja 5 Reino Unido 0,50 L A Cambridge
botella

50 Mezcla de 5 Reino Unido 0,50 L A Cambridge

citricos botella crista

51 Naranja 5 Reino Unido 0,50 L A Edimburgo
botella

52 Limon 6 Reino Unido 0,50 L A Edimburgo
botella

53 Naranja 5 Reino Unido 0,50 L A Edimburgo
botella

54 Limdn 6 Reino Unido 0,50 L A Edimburgo

botella
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Muestra Sabor % Pais Producto Compaiiia | Lugar de

no. Zumo adquisicion

55 Naranja 7 Portugal 0,33 L lata A Oporto

56 Naranja 5 Espafia 1,25 L F Jaén
botella

57 Sandia n.a. Espafia 0,33 L lata A Jaén

58 Pomelo 3% Espafia 0,33 L lata A Jaén

59 Fruit twist 3 Reino Unido 0,50 L A Edimburgo
botella

60 Fruit twist 3 Reino Unido 0,50 L A Edimburgo
botella

61 Naranja 18 Francia 0,33 L lata C Olouron St.

Marie

62 Limoén 12 Italia 0,33 L lata D Bolonia

63 Naranja 12 Italia 0,33 L lata D Bolonia

64 Naranja n.a. Marruecos 0,5 L botella A Nador
cristal

65 Naranja n.a. Marruecos 0,5L botella A Nador

66 Naranja n.a. Rusia 0,33 L lata B Moscu

67 Limon n.a. Rusia 0,33 L lata B Moscu

68 Naranja 3 Rusia 0,5L botella A Moscu

69 Naranja 3 Rusia 0,33 L lata A Moscu

70 Naranja n.a. Alemania 0,50 L A Frankfurt
botella

71 Limoén 3 EEUU 0,591 L A Orlando
botella

72 Pifia 0 EEUU 0,591 L A Orlando
botella

73 Limdn 3 EEUU 0,591 L A Orlando
botella

74 Fresa 0 EEUU 0,591 L A Orlando
botella

75 Naranja 0 EEUU 0,591 L A Orlando
botella

76 Pina 0 EEUU 0,591 L A Orlando
botella

77 Limoén 3 EEUU 0,591 L A Orlando
botella

78 Cola 0 EEUU 0,33 L lata A Orlando

79 Cola 0 EEUU 0,33 L lata A Orlando

80 Limon n.a. EEUU 0,591 L A Orlando
botella

81 Naranja 0 EEUU 0,355 L lata A Orlando

82 Naranja 8 Espafia 2 L botella A Jaén

83 Naranja n.a. Alemania 0,50 L A Berlin
botella

84 Naranja n.a. Alemania 0,50 L A Berlin
botella

85 Naranja 2 Espafa 2,00L B Jaén
botella

86 Cola 0 Espafia 0,50 L A Jaén
botella

87 Limoén 6 Espafia 0,33 L lata A Jaén

88 Naranja 8 Espana 0,33 L lata A Jaén

89 Limodn 6 Espafia 0,33 L lata A Jaén
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Muestra Sabor % Pais Producto Compaiiia | Lugar de

no. Zumo adquisicion

90 Naranja 8 Espafia 0,50 L G Jaén
botella

91 Naranja 8 Espafia 0,33 L lata B Jaén

92 Naranja 8 Espafia 1,00 L A Jaén
botella

93 Limon 6 Espafia 1,00 L A Jaén
botella

94 Naranja 8 Espafia 0,33 L lata A Jaén

95 Naranja 8 Espafia 0,33 L lata A Jaén

96 Naranja 8 Espafia 0,33 L lata A Jaén

97 Limén 6 Espafia 0,33 L lata A Jaén

98 Naranja 8 Espafa 0,33 L lata A Jaén

99 Naranja 8 Espafia 0,50 L A Jaén
botella

100 Limdn 6 Espafa 0,50 L A Almeria
botella

101 Limoén 6 Espafia 0,50 L B Jaén
botella

102 Naranja n.a Espafia 0,33 L lata H Jaén

n.a.: dato no disponible

Tabla S2. Lista de compafiias distribuidoras de las muestras analizadas en este estudio.

Compaiiia
Coca Cola Co
Pepsi Co.
Scheweppes Co. (+ C. Sweppes, Bebidas de Espafia, S.A; Orangina Schweppes)
San Pellegrino S.p.A (Italia)
J. Garcia-Carrion, L.M.S.A (Espafia)
Danone (Espafia)
Hipercor (Espafia)
La Casera, S.A. (Espaina)

HI6mMmoow>

Jeans’ orange (Francia)

Tabla S3. Concentracidon de los residuos de plaguicidas detectados en las muestras de refrescos
analizadas: carbendazim (CBZ), thiabendazole (TBZ), imazalil (IMZ), imazalil metabolito (IMZ-Met),
Prochloraz (PRC), Prochloraz metabolito (PRC-Met), Malathion (MLT) and Iprodione (IPR).

Muestra CBZ TBZ IMZ IMZ- PRC PRC- MLT IPR Total
n°. Met Met

ug L ug L
1 2.14 ND ND ND ND ND ND ND 2.14
2 1.06 ND ND ND ND ND ND ND 1.06
3 1.34 ND ND ND ND ND ND ND 1.34
4 0.696 ND ND ND ND ND ND ND 0.696
5 0.436 | 0.555 3.18 | 0.0573 ND ND ND ND 4.23
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Muestra CBZ TBZ IMZ IMz- PRC PRC- MLT IPR Total
no. Met Met

ug L* ug L
6 0.357 1.24 4.72 0.0969 ND ND ND ND 6.41
7 0.5765 1.63 5.34 0.108 ND ND ND ND 7.66
8° 4.82 2.13 32.0 0.300 1.10 0.374 ND ND 40.7
9° 0.961 3.27 9.23 0.0753 ND ND 0.060 ND 13.6
10 0.312 ND ND ND ND ND ND ND 0.312
11 1.01 ND 10.4 0.244 1.09 0.588 ND ND 13.7
12 0.213 2.80 7.71 0.0630 ND ND ND ND 10.8
13 0.343 0.598 2.37 ND 0.339 0.352 0.020 ND 4.02
14 0.127 ND 2.31 0.0889 0.385 0.326 ND ND 3.24
15 1.10 ND ND ND ND ND ND ND 1.10
16 0.173 0.292 2.17 0.0762 0.377 0.301 ND ND 3.40
17 0.709 ND ND ND ND ND ND ND 0.709
18 ND ND 4.72 0.0254 ND ND ND ND 4.74
19 ND ND 0.0552 ND ND ND ND ND 0.055
20 ND ND 3.74 0.0286 ND ND ND ND 3.76
21 1.95 ND ND ND ND ND ND ND 1.95
22 2.45 2.13 24.4 0.306 3.56 0.506 ND ND 33.3
23 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
24 0.650 ND 0.0564 ND ND ND ND ND 0.706
25 0.352 0.344 0.0574 ND ND ND ND ND 0.753
26 3.51 1.64 7.31 0.110 ND ND ND 0.710 13.3
27 0.319 4.84 11.0 0.210 0.264 0.298 0.0240 ND 17.0
28 3.02 1.78 15.5 0.218 1.49 0.504 ND ND 22.5
29 0.638 3.53 8.92 0.0928 ND ND ND ND 13.2
30 0.107 ND 0.0527 ND 0.162 | 0.176 ND ND 0.504
31 0.303 2.48 9.25 0.130 0.181 0.184 0.0222 ND 12.5
32 ND ND 0.0535 ND 0.342 0.295 0.020 ND 0.709
33 0.781 1.43 25.7 0.278 3.70 0.686 ND ND 32.6
34° ND ND ND ND ND ND ND ND ND
35 0.269 ND 3.21 0.0615 1.34 0.375 ND ND 5.26
36 0.642 2.18 4.94 0.0449 ND ND 0.020 ND 7.82
37 0.296 0.698 1.98 0.0510 0.652 0.331 ND ND 4.01
38 0.333 4.96 14.2 0.499 ND ND ND ND 20.0
39 0.879 0.175 8.75 0.142 0.680 0.295 ND ND 10.9
40 0.310 4.83 17.5 0.517 0.253 0.328 ND ND 23.7
41 1.40 0.472 6.76 0.123 0.508 0.465 ND ND 9.73
42 0.236 2.98 12.1 0.361 0.258 ND ND ND 16.0
43 0.698 0.636 3.05 0.105 0.561 0.375 ND ND 5.43
44 0.375 8.24 28.8 0.616 0.198 0.246 ND ND 38.5
45 1.60 0.571 6.41 0.121 0.480 0.476 ND ND 9.6
46 1.18 0.401 10.7 0.191 0.566 0.342 ND ND 13.4
47 0.334 2.83 19.3 0.337 0.264 0.300 ND ND 23.4
48 0.262 9.44 30.8 0.689 0.251 ND 0.0390 ND 41.5
49 0.310 9.42 30.8 0.612 0.155 ND 0.0243 ND 41.3
50 0.240 0.227 | 0.0558 | 0.0344 | 0.313 | 0.317 ND ND 1.19
51 0.432 6.90 15.1 0.429 0.250 | 0.294 | 0.0397 ND 23.4
52 0.404 2.04 15.3 0.313 0.344 | 0.307 ND ND 18.7



Nuevas metodologias analiticas basadas en.../BIENVENIDA GILBERT LOPEZ 155
Muestra CBZ TBZ IMZ IMz- PRC PRC- MLT IPR Total
no. Met Met

ug L* ug L
53 0.642 4.36 11.0 0.162 0.263 ND 0.0569 ND 16.5
54 0.418 2.01 13.5 0.280 0.335 0.304 ND ND 16.9
55 0.166 1.32 3.42 0.0467 0.255 ND ND ND 5.22
56 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
57 ND 1.19 3.58 0.233 ND ND 0.020 ND 5.02
58 ND 0.404 | 0.0586 ND ND ND ND ND 0.463
59 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
60 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
61 0.866 0.960 0.0647 0.0525 0.277 0.326 ND ND 2.55
62 ND ND ND ND 0.156 ND ND ND 0.156
63 ND ND 2.99 0.0275 ND ND ND ND 3.02
64 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
65 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
66 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
67 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
68 0.297 ND ND ND ND ND ND ND 0.297
69 0.290 ND ND ND ND ND ND ND 0.290
70 0.359 2.49 6.90 0.272 ND ND 0.0413 ND 10.1
71 0.508 ND ND ND ND ND ND ND 0.508
72 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
73 0.409 ND ND ND ND ND ND ND 0.409
74 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
75 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
76 ND ND 0.316 ND ND ND ND ND 0.316
77 0.714 ND ND ND ND ND ND ND 0.714
78 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
79 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
80 0.291 ND ND ND ND ND ND ND 0.291
81 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
82 0.700 1.54 7.08 0.147 0.147 0.435 0.0608 ND 10.1
83 0.602 2.80 4.75 0.351 0.0165 0.365 0.156 ND 9.04
84 1.04 1.56 2.85 0.224 0.0358 0.374 0.0481 ND 6.12
85 1.11 1.56 2.85 0.224 0.0360 0.375 0.0476 ND 6.20
86" ND ND ND ND ND ND ND ND ND
87 1.75 9.75 26.3 0.736 1.34 0.673 ND ND 40.6
88 1.16 1.40 4.70 0.0974 0.108 0.394 0.0360 ND 7.90
89 2.50 4.26 23.9 0.548 3.13 1.35 ND ND 35.7
90 1.22 0.344 2.65 0.0850 0.0355 0.500 ND ND 4.83
91 0.260 ND ND ND 0.0524 ND 0.020 ND 0.330
92 1.14 2.98 6.63 0.148 0.0306 0.378 0.0529 ND 11.4
93 1.09 2.34 10.9 0.192 0.791 0.582 ND ND 15.9
94 1.65 2.24 6.79 0.127 1.74 ND 0.0698 ND 12.6
95 1.35 2.22 4.41 0.113 1.18 ND 0.0529 ND 9.32
96 0.985 1.83 3.44 0.0960 ND ND 0.0270 ND 6.38
97 1.49 2.67 11.1 0.236 0.636 ND ND ND 16.1
98 1.48 2.66 6.44 0.219 0.199 | 0.453 | 0.0688 ND 11.5
99 ND ND 4.67 0.120 0.274 | 0.424 ND ND 5.49
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Muestra CBZ TBZ IMZ IMZ- PRC PRC- MLT IPR Total
n°. Met Met
ug L* ug L
100 2.46 7.90 22.8 0.534 3.71 1.29 ND ND 38.7
101 1.50 0.666 | 4.19 0.294 | 0.547 | 0.610 ND ND 7.80
102° ND ND ND ND ND ND ND ND ND

N.D.: no detectado

% Las muestras n2 8 y 9 de Andorra (envasadas en Espafia) fueron incluidas junto con las muestras
espafiolas en los cdlculos de la concentracion media de los plaguicidas encontrados en las muestras por
paises.

®. Las muestras n® 34, 86 y 102 (coca-cola o refrescos aromatizados artificialmente) no fueron incluidos
en los calculos de la concentracion media de los plaguicidas encontrados en las muestras por paises.



CAPiTULO V.4

Desarrollo de un método multi-residuo rapido para el andlisis
de plaguicidas en refrescos mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas de tiempo de vuelo.
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IV.4. DESARROLLO DE UN METODO MULTI-RESIDUO RAPIDO PARA EL ANALISIS DE
PESTICIDAS REFRESCOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA/ESPECTROMETRIA DE MASAS
DE TIEMPO DE VUELO (LC-TOFMS).

IV.4.1. Resumen

En este trabajo se presenta un método rapido y fiable para la determinacion de 33 plaguicidas
en refrescos. El método propuesto consiste en una etapa de preparacion de muestra basada
en la extraccion en fase solida (SPE) con cartuchos poliméricos Oasis HLB® y metanol como
eluyente, seguida de una identificacidn y cuantificacion de los plaguicidas de interés mediante
cromatografia de resolucion répida utilizando una columna corta de Ci5 (50 mm x 4.6 mm d.i.,
1.8 um de tamafio de particula) y deteccidn por espectrometria de masas de tiempo de vuelo
utilizando una fuente de electrospray (LC-TOFMS). La identificaciéon y confirmacion de los
compuestos se basa en el tiempo de retencidn y las medidas de masa exacta de las moléculas
protonadas ([M+H]") y sus principales fragmentos. Se llevaron a cabo estudios de recuperacién
a dos niveles de concentracién (10 y 50 ug L), obteniéndose recuperaciones entre el 66 y el
124%, con desviaciones estandar relativas (RSD%) inferiores al 14% (n=6). Los limites de
cuantificacion obtenidos variaban en el rango 0.02 -2 ug L™. El método propuesto fue aplicado
satisfactoriamente al analisis de 14 muestras de refrescos adquiridas en diferentes paises
europeos, mostrando su potencial aplicabilidad y revelando la presencia de algunos de los

plaguicidas estudiados.

IV.4.2. Experimental

IV.4.2.1. Seleccion de los analitos.

Los analitos incluidos en este estudio fueron seleccionados teniendo en cuenta nuestra
experiencia previa en el analisis de residuos de plaguicidas en bebidas (ver capitulo IV.3. de
esta tesis). Se analizard un grupo de 33 plaguicidas pertenecientes a diferentes categorias
(acaricidas, alguicidas, repelentes de pajaros, fungicidas, herbicidas, insecticidas, nematicidas,
acaricidas, etc), correspondientes a diferentes clases quimicas (benzimidazoles, carbamatos,
conazoles, nicotinoides, organofosforados, fenilureas, pirimidinas, etc). Algunos de los

compuestos seleccionados corresponden al anexo | de la Directiva de la Unidn Europea
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91/414/CEE. Algunos de ellos también pertenecen a la lista del European Union Proficiency
Test (EUPT) para frutas y vegetales (www.crl-pesticides.eu) y otros han sido seleccionados de
acuerdo a la base de datos www.pesticide-online.com. Finalmente, los productos de
degradacion de imazalil y prochloraz fueron incluidos por su relevancia y su alta presencia en

citricos.

1V.4.2.2. Muestras.

Se estudiaron 14 muestras de refrescos de citricos. Las muestras eran botellas o latas de
diferentes marcas compradas en Espafia, Francia, Italia, Irlanda, Republica Checa, Austria,
Suiza y Reino Unido durante el afno 2009. Los detalles de las muestras y los resultados

obtenidos se detallan en el apartado IV.4.3.4.

IV.4.2.3. Preparacion de muestra

Los plaguicidas fueron extraidos mediante un proceso de extraccion en fase sélida (SPE) “off-
line”. Como paso previo a la extraccién, unos 20 mL de refresco fueron desgasificados para
evitar la formacion de canales preferentes en los cartuchos durante el proceso de extraccion.
El procedimiento SPE seguido aparece esquematizado en la figura IV.4.1 y consta de las

siguientes etapas:

1) Acondicionamiento: Se acondiciona el cartucho de SPE Oasis HLB® (200 mg/ 6 mL) con 5 mL
de metanol (MeOH) seguidos de 5 mL de agua ultrapura, todo ello con un caudal de unos 2 mL

. -1
min .

2) Carga de muestra: Se pasan 15 mL de refresco desgasificado a través del cartucho, a un flujo

de unos 3 mL min™.

3) Elucidn: Los analitos retenidos en el cartucho son eluidos con 5 mL de MeOH a un flujo de 1
mL min™. El eluato se recoge en un tubo de ensayo de 15 mL.
4) El extracto se evapora bajo corriente de N, hasta casi sequedad y luego se reconstituye con

1 mL de H,0 ultrapura y 0.5 mL de metanol. De esta forma, tenemos un factor de
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preconcentraciéon de 10 (15 mL = 1.5 mL). El dltimo paso es filtrar el extracto con un filtro de
HPLC de PTFE de 0.45 um de poro (PTFE filter, Millex FG, Millipore, Milford, MA) y trasvasar a

un vial. Si no se va a realizar el analisis de forma inmediata, conservar en frio a — 20°C.

[Acondicionamiento } =) [ Carga de muestra ] |=>[ Elucién ] =) [ ch‘::iI::"'taer::i; }
2

15 mL de refresco 5 mL MeOH ﬂ
1) 5 mL MeOH

ol 0.5 mL MeOH
+ 1 mLH,O

i

Filtrar (0.45 pm)
y trasvasar a un

\I I [_- vial
Sorbente: °
OASIS HLB® ° -

nlim
nlle
é ;

Figura IV.4.1. Esquema de la obtencidn del extracto de refrescos mediante SPE.

Para la cuantificacidon y confirmacion de los compuestos, se prepararon patrones en matriz
mediante la fortificacidon de los extractos con un volumen adecuado de la disolucion de trabajo
gue contenia la mezcla de los analitos. Para los estudios de recuperacion, un refresco de
naranja fue fortificado con la mezcla de los compuestos a dos niveles de concentracién: 10 y

50 ug L™. Posteriormente, las muestras fortificadas fueron sometidas al proceso SPE descrito.

IV.4.2.4. Parametros instrumentales

En este estudio se utilizd el equipo HPLC-TOFMS Agilent MSD TOF descrito en el capitulo Ill.

Los valores dptimos elegidos para los parametros instrumentales fueron los siguientes:
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a) Condiciones cromatogrdficas:

- Fases moviles: A =H,0 (0.1% HCOOH, v/v); B = Acetonitrilo.

- Gradiente: durante 1 min se mantiene constante un 10% de B, seguido de un
gradiente lineal hasta el 100% B a los 11 min. Entonces, se mantiene constante
(100%B) durante 3 min.

- Velocidad de flujo: 0.5 mL min™.

- Columna: Cig, 50 mm x 4.6 mm i.d. y 1.8 um de tamafio de particula (Zorbax Rapid
Resolution Eclipse XDB-C18, Agilent).

- Volumen de inyeccion: 20 pL.

b) Espectrometro de masas:

- Fuente: ESI (+) - Rango de masas: 50 — 1000 m/z
- Voltaje del capilar: 4000 V - Resolucion: 9700 £ 500

- Temperatura de la fuente: 325 °C

- Presion del gas de secado (N,): 40 psig

- Flujo del gas de secado: 9 L min™

- Voltaje de fragmentacion en la fuente: 190 V

IV.4.3. Resultados y discusion

IV.4.3.1. Identificacién y confirmacion de los compuestos de interés mediante LC-ESI TOFMS:

fragmentacion en la fuente y medidas de masa exacta.

Se establecieron condiciones estandar para la ionizacion por electrospray de los compuestos de
interés. Se encontrd que los parametros de la fuente no afectaban significativamente a la sefial
de los analitos, por lo que se usaron valores estandar para la temperatura de la fuente, presiony
flujo del gas de secado (nitrégeno), y voltaje del capilar. Sin embargo, el voltaje de fragmentacion
en la fuente (fragmentor voltage) tenia una fuerte influencia en la sensibilidad y abundancia
relativa de la molécula protonada. Se estudiaron cuatro valores para el voltaje de fragmentacion:

160V, 190V, 230 Vy 250V, al objeto de obtener baja, media, alta 0 muy alta fragmentacion de
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los compuestos de interés. En la tabla IV.4.1. se muestra la fragmentacion de los plaguicidas
estudiados y la abundancia relativa de las especies que se forman. La fragmentacién en la fuente
(fragmentacidon inducida por colisiones — CID) depende principalmente del compuesto en
cuestion. Por ejemplo, los plaguicidas organofosforados como monocrotophos, dimethoate,
malathion o chlorfenvinphos mostraban varios fragmentos incluso a un voltaje medio, mientras
compuestos como imazalil o pyrimethanil son dificiles de fragmentar a menos que se aplique un
alto voltaje. Cuando se aplicaba el voltaje mas alto (250 V), la mayoria de las moléculas
protonadas sufrian una alta fragmentacion. Sélo para 7 de los 33 compuestos estudiados la
molécula protonada seguia siendo el pico base bajo estas condiciones. Por el contrario, 160 V
producian escasa o ninguna fragmentacion, por lo que no se conseguia informacion estructural
adicional para la confirmacion inequivoca de los analitos. Por lo tanto, se eligié un valor medio de
190 V, como compromiso entre la sensibilidad de la molécula protonada para la cuantificacion y

la informacion adicional que proporcionan los fragmentos a efectos de confirmacion.

Tabla 1V.4.1. Estudio de fragmentacién de los 33 plaguicidas seleccionados: efecto del voltaje de

fragmentacion en la fuente (fragmentacién inducida por colisiones — CID).

Compuesto Actividad® I6n m/z Composicion Abundancia relativa (%)
(clase tedrica elemental 160V 190V 230V 250V
quimica)?

Carbendazim F (III) [M+H]* | 192.0767 | CsH1oN;0. 100 100 9 -
Frg. 1 160.0505 CsHgN3O 17 71 100 100

Frg. 2 132.0556 C;HeN3 - - - 10

Thiabendazole F (III) [M+H]* | 202.0433 | CioHsNsS 100 100 100 100
Frg. 1 175.0326 CoHsN2S - 3 10 35

Monocrotophos | A,I (IX) [M+Na]* | 246.0501 | C,H;sNOsPNa 100 100 55 57

[M+H]* 224.0682 | C,H;sNOsP 82 19 - -

Frg. 1 193.0260 CsH1005P 17 15.4 - -

Frg. 2 127.0154 C,HgO4P 23 83.4 100 100

Frg. 3 109.0049 C2HsO3P 2 5 24 54

Frg. 4 98.0600 CsHgNO 14 43 16 9

Thiamethoxam I (VIII) [M+Na]* | 314.0085 | CgH;oNsO5SCINa 100 100 100 100

[M+H]* 292.0266 CgH11N40O5SClI 79 20 2 -

Frg. 1 211.0648 CsH1:1N4,OS 47 69 20 10

Frg. 2 181.0537 C;HoN4S 7 12 20 17

Frg. 3 152.0275 CsHsN3S 4 8 20 36

Frg. 4 131.9669 C4H3NsCl 17 26 20 23

Frg. 5 122.0712 CgHsN3 2 3 9 16
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Compuesto Actividad® I6n m/z Composicion Abundancia relativa (%)
(clase tedrica elemental 160V 190V 230V 250V
quimica)?
Imazalil [M+H]* 257.0242 C11H1:N,OClI; 100 100 100 100
metabolito
Imidacloprid I (VII) [M+Na]* | 278.0415 | CosH;oNsO,CINa 31 91 5 -
[M+HT* 256.0596 CoH1:NsO,Cl 100 100 78 49
Frg. 1 210.0666 [CoH11N4CIT*® 9 45 14 10
Frg. 2 209.0589 CoH1:NsO,Cl 8 44 51 60
Frg. 3 175.0978 CyH11Ns0O,Cl 12 73 100 100
Frg. 4 126.0105 CyH11Ns0,Cl - 7 7 9
Frg. 5 84.0556 CoH1:NsO,Cl - 4 7 6
Dimethoate AN (IX) [M+Na]* | 251.9888 | CsHi,NO;PS;Na 100 10 - -
[M+H]* 230.0075 CsH13NOsPS, 77 100 45 22.4
Frg. 1 198.9647 C4HsO5PS, 41 24 - -
Frg. 2 170.9698 CsHs0,PS, 11 25 5 -
Frg. 3 156.9541 C,HO,PS 3 8 7 -
Frg. 4 142.9926 C,HsOsPS - 6 6 -
Frg. 5 124.9821 C,HO,PS 28 66 100 100
Frg. 6 93.0099 C,HeO2P - - 8 32
Frg. 7 88.0219 CsHgNS 10 12 3 -
Frg. 8 78.9943 CH.0.S - - 15 46
Butocarboxim AT (IV) [M+Na]* 213.0668 C;H14N,0,SNa 100 100 48 10
Frg. 1 116.0528 CsH1oNS - 5 11 7
Frg. 2 100.0215 C4HgNS 2 5 24 54
Frg. 3 75.0262 CsH;S - - 5 8
Thiacloprid I,M (VIII) [M+Nal* 275.0128 Ci0HoN4CISNa - 44 79 75
[M+HT* 253.0309 CioH10N4CIS 100 100 22 6
Frg. 1 126.0105 CeHsNCI 3 9 100 100
Frg. 2 98.9996 CsH4Cl - - 12 25
Frg. 3 90.0338 CeHaN - - 7 15
Frg. 4 72.9839 C5H,CI - - 7 15
Prochloraz [M+HT* 282.0213 C11H1sNOCI; 100 100 100 100
metabolito
Imazalil F (V) [M+H]* 297.0555 | Cy4H;sN,OCl, 100 100 100 100
Frg. 1 255.0086 C1:HsN,OCl, - 1 4 12
Frg. 2 158.9763 C;HsCly - 1 9 37
Frg. 3 109.0760 CgHgN, - 1 13 44
Frg. 4 81.0447 C4HsN, - - - 5
Frg. 5 69.0447 CsHsN, - 1 7 30
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Compuesto

Pyrimethanil

Carbofuran

Spiroxamine

Metalaxyl

Diuron

Spinosad

@Spinosyn A
® Spinosyn D

Prochloraz

Cyproconazole

Methiocarb

Azoxystrobin

Triflumizole

Actividad®
(clase
quimica)?

F (XI)

A,LN (IV)

F (0)

F @

AlLH (X)

I (1I)

F @

F (V)

A,B,I,M (IV)

F (XII)

F (V)

Ion

[M+HT*
Frg. 1

[M+Na]*
[M+H]*
Frg. 1
Frg. 2

[M+HT*
Frg. 1
Frg. 2

[M+Na]*
[M+H]*
Frg. 1
Frg. 2
Frg. 3

[M+Na]*
[M+HT*
Frg. 1

A[M+HT*
Frg. 1
Frg. 2
P[M+H]*
Frg. 1
Frg. 2

[M+HT*
Frg. 1
Frg. 2

[M+HT*
Frg. 1
Frg. 2

[M+Na]*
[M+HT*
Frg. 1

[M+Na]*
[M+HT*
Frg. 1
[M+HT*
Frg. 1
Frg. 2

m/z

teodrica

200.1182
183.0916

244.0944
222.1125
165.0910
123.0441

298.2741
144.1382
100.1121

302.1362
280.1543
248.1281
220.1332
192.1383

255.0062
233.0243
72.0444

732.4681
544.3633
142.1226
746.4838
558.3789
142.1226

376.0380
308.0006
265.9536

292.1211
125.0153
70.0401

248.0715
226.0896
169.0896

426.1060
404.1241
372.0979

346.0929
278.0554
69.0447

Composicion

elemental

C12H14N3
C11H11N2

Ci2HisNOsNa
C12H16NOs
C1oH1302
CsH,0;

CigH36NO2
CgH1sNO
C5H14N

Cis5H2:NOsNa
C15H22NO4
Ci14H1sNOs
Ci13H1sNO;
Ci2H1sNO

C9H10N20C|2Na
CoH1:N,OCl,
C3HeNO

C41HesNO1o
C32Hs50NOs
CgH16NO
C42HesNO1o
C33Hs52NO6
CgH16NO

CisH17N30:Cl3
Ci2H13NO,Cl3
CyH;NO,Cl3

C1sH1sN30ClI
C;HeCl
C2H4N3

Ci:HisNO2Na
Ci1H16NO>
CoH130S

C22H17N30sNa
C22H18N30s5
C21H14N304
C1sH16N3OF;CI
C12H12NOF;ClI
Cs3HsN;

Abundancia relativa (%)

160V

100

60
100
33

100

100

100
25

100

57
96
100

48
100
14

100
40

190V

100

68
38
100
29

100

100
63

16
100
20

42
100

100

40

100

78
100
48

27
100
5

230V

100

100

100
26

70
28
100

100

61

83
16
100

23
100
91

250V

100
13

41

100

86
100
62

100

100
88

14
31
100

100

63

100

89

30
100
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Compuesto Actividad® I6n m/z Composicion Abundancia relativa (%)
(clase tedrica elemental 160V 190V 230V 250V
quimica)?
Malathion AT (IX) [M+Na]l* 353.0252 C10H1006PS2Na 100 100 100 100
[M+H]* 331.0433 | CyoH2006PS: 60 17 - -
Frg. 1 285.0015 CsH1405PS, 16 19 - -
Frg. 2 257.0066 C;H1404PS; 3 9 3 -
Frg. 3 127.0389 CeH,03 6 18 3 -
Frg. 4 124.9821 C,H6O,PS, 9 11 20 23
Frg. 6 99.0077 C4H505 11 33 43 26.7
Chlorfenvinphos | A,I (IX) [M+Na]* | 380.9587 | Ci,H:1404PClsNa 47 84 46 42
[M+HT* 358.9768 Ci12H1504PCl;5 100 100 4 -
Frg. 1 330.9819 C11H1s05PCl;5 3 6 - -
Frg. 2 204.9373 CgH4Cl5 6 22 21 15
Frg. 3 169.9684 | [CsH4Cl]** 2 8 13 21
Frg. 4 155.0468 C4H1,04P 20 54 17 4
Frg. 5 127.0155 C,HgO4P 5 23 19 6
Frg. 6 98.9841 H4,O4P 14 60 100 100
Frg. 7 80.9736 H,05P 4 17 17 28
Difenoconazole F (V) [M+HT* 406.0720 CoH15N305Cl> 100 100 100 100
Frg. 1 337.0392 C17H1505Cl, - 2 10 23
Frg. 2 251.0024 C13Hs0CI; 1 4 20 68
Benalaxyl F () [M+Na]* | 348.1570 | CaoH»sNOsNa 58 95 100 100
[M+H]* 326.1751 CyoH24NO3 100 100 11 -
Frg. 1 294.1489 Ci9H20NO; 5 15 7 -
Frg. 2 208.1332 Ci12H1sNO; 7 26 42 16
Frg. 3 148.1121 CioHi4N 5 21 70 76
Frg. 4 121.0886 CsHi:N - 7 23 35
Hexaflumuron I(VI) [M+Nal* 482.9708 Ci6HgN,03F¢CloNa 36 49 25 13
[M+HT* 460.9888 Ci16HoN205F6Cl> 100 100 19.5 4
Frg. 1 158.0412 C;HgNOF, 10 32.5 100 100
Diazinon A,B,I (IX) [M+H]* | 305.1083 | Ci;H22N,0sPS 100 100 100 56
Frg. 1 169.0794 | Ci,H»N,03PS 2 5 45 100
Frg. 2 153.1021 C12H22N,05PS 1 3 25 54
Pyriproxyfen I(VI) [M+HT* 322.1438 Cy0H20NO3 100 100 15 -
Frg. 1 227.1067 Ci5H200: 3 17 52 17
Frg. 2 185.0597 C12Hs0, 1 5 33 32
Frg. 3 134.0726 CoH;100 - 1 13 44
Frg. 4 119.0491 CsH;0 - 2 12 11
Frg. 5 96.0444 CsHeNO 6 39 100 100
Frg. 6 78.0338 CsH4N 2 8 41 61
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Compuesto Actividad® I6n m/z Composicion Abundancia relativa (%)
(clase tedrica elemental 160V 190V 230V 250V
quimica)?

Spiromesifen I (XIII) [M+Na]l* 393.2036 Cy3H3004Na 37 40 47 63

[M+H]* 371.2271 Cy3H3104 9 5 - 1

Frg. 1 295.1328 Ci7H2:05Na 2 5 33 100

Frg. 2 273.1485 Ci7H2105 100 100 100 97

Frg. 3 227.1430 Ci6H150 1 2 11 23

Frg. 4 211.1481 CisHio - 1 5 10

Frg. 5 209.1324 CigHi7 - 1 8 21

Frg. 6 199.1481 CisHio - 1 6 15

Frg. 7 187.0753 Ci12H110; 1 2 8 14

Frg. 8 131.0855 CioH11 - 1 5 17

' A: acaricida, Al: alguicida, B: repelente de aves, F: fungicida, H: herbicida, I: insecticida, M:

molusquicida, N: nematicida.

20: grupo “spiroketalamine”, I: amida, Il: insecticida antibidtico (subclase spynosin), lll: benzimidazol, IV:
carbamato, V: conazol, VI: inhibidor de la sintesis de quitina / regulador del crecimiento de los insectos,
VII: morfolina, VIII: nicotinoide, IX: organofosforado, X: fenilurea, XI: pirimidina, XlI: fungicida antibidtico
(subclase: estrobilurina), XllI: acido tetrdnico.

Aungue la fragmentacion inducida por colisiones (CID) que ocurre en la fuente de ionizaciéon no
es tan efectiva y selectiva como la CID (producida en una camara de colisién en un experimento
MS/MS) es una caracteristica interesante para afiadir informacién especifica del analito para la
confirmacion inequivoca de los positivos encontrados en muestras reales. Bajo las condiciones
seleccionadas, 25 de los 33 compuestos (el 76%) mostraban una fragmentacion util. La primera
identificacion de los compuestos de interés se lleva a cabo mediante las respectivas
coincidencias del tiempo de retencién y la medida de la masa exacta del principal i6n
caracteristico, tipicamente mejor de 3 ppm. La fragmentacidén en la fuente fue caracterizada
como una herramienta complementaria para la confirmacion de los compuestos. Mediante el
uso de datos de espectrometria de masa de alta resolucidn con gran exactitud de masa, como los
mostrados en la tabla 1V.4.2., se puede llevar a cabo la identificacion inequivoca de los

compuestos de interés aunque algunos de ellos no presenten iones fragmento.

Ademas de la fragmentacion en la fuente, se utilizaron para la identificacion de los compuestos
los patrones isotdpicos caracteristicos de atomos como cloro o azufre, presentes en la estructura
de algunos de los compuestos de interés. Considerando ambos criterios, 32 de los 33
compuestos estudiados (con la excepcidon de pyrimethanil) presentaban fragmentacion en la
fuente, perfil isotopico, o ambos. Esto es indicativo del alto grado de confirmacion que puede

obtenerse con los instrumentos LC-TOFMS, aunque no se realizan experimentos MS/MS reales.
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La identificacion de las especies de interés se realizd teniendo en cuenta la coincidencia de los
tiempos de retencidn con los de los respectivos patrones puros, junto con las medidas de masa
exacta de las moléculas protonadas y, cuando era posible, los iones fragmento y los patrones
isotépicos. En este sentido, la combinacién de la fragmentacién en la fuente con Ia
comparacién entre los patrones isotdpicos tedricos y experimentales (a partir de la
composicion elemental de las especies) es una herramienta Util para la identificacion de la
mayoria de las especies de interés. La medida de masa exacta de las sefiales isotdpicas
caracteristicas y la distancia entre ellas en el eje m/z pueden ser combinadas por el software
para crear un coeficiente que estime la similitud entre el espectro experimental de la muestra
y el de los patrones. En la tabla IV.4.2. se muestran los resultados obtenidos para el analisis de
masa exacta de los plaguicidas seleccionados en un patrén en matriz de un nivel de
concentracién de 2 g L. A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que el
método ofrece un alto grado de confirmacion debido a su alta exactitud de masa, permitiendo

medidas de masa exacta de los iones de interés con 2 ppm de error en la mayoria de los casos.

Tabla IV.4.2. Medidas de masa exacta mediante LC-TOFMS de las moléculas protonadas y los principales
fragmentos (voltaje de fragmentacion en la fuente: 190 V) de los plaguicidas estudiados en un patrén en

matriz fortificado a un nivel de concentracién de 2 pg L

Compuesto RT ion Composiciones m/z m/z Error
(min) Elementales teérica experimental mDa ppm
Carbendazim 3.52 [M+H]* CoH10N30: 192.0767 192.0763 -0.45 2.4
Frg. 1 CgHsN3O 160.0505 160.0504 -0.13 0.86
Thiabendazole 4.37 [M+H]* Ci0HsN3S 202.0433 202.0427 0.25 1.3
345 i6n Ci0HsN3**S 204.0391 204.0397 -0.56 2.7
Monocrotophos 491 [M+Na]* C;H:1sNOsPNa 246.0501 246.0499 -0.28 1.1
Frg. 1 C,HgO4P 127.0154 127.0156 0.13 1.0
Thiamethoxam 5.53 [M+HT* CgH11NsO3SCl 292.0265 292.0264 -0.16 0.56
Frg. 1 C4H3NsCl 131.9669 131.9669 -0.025 0.19
Imazalil 5.87 [M+H]* Ci1:H1:1N>0OCl; 257.0242 257.0246 0.41 1.5
metabolito 37Cl i6n C;1H1:N,OCI¥Cl 259.0213 | 259.0210 0.35 1.1
Imidacloprid 6.27 [M+H]* CyH11NsO,Cl 256.0596 256.0595 -0.08 0.31
Frg. 1 CoHi11Ng4 175.0978 175.0983 0.37 2.1
Dimethoate 6.44 [M+H]* CsH13NO3PS; 230.0069 230.0072 0.30 1.3
Frg. 1 C4Hg03PS; 198.9647 198.9652 0.50 2.5
Frg. 2 C,HesO2PS 124.9821 124.9819 -0.16 1.3
Acetamiprid 6.55 [M+H]* C10H12N4Cl 223.0745 223.0746 0.1 0.44
Frg. 1 CgHsNCI 126.0105 126.0102 -0.3 2.4
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Compuesto RT ion Composiciones m/z m/z Error
(min) Elementales teérica experimental mDa ppm
Butocarboxim 7.08 [M+Na]* C;H14N,0,SNa 213.0665 213.0666 0.059 0.27
Frg. 1 CsH;S 75.0263 75.0266 0.30 4.0
Thiacloprid 7.18 [M+HT* C1oH10N4CIS 253.0309 253.0311 0.18 0.7
Frg. 1 CgHsCIN 126.0105 126.0104 -0.10 0.8
Prochloraz 7.28 [M+HT* C11H1sNOCI3 282.0213 282.0209 -0.47 1.6
Metabolito 37Cl i6n Ci11HisNOCI,*Cl 284.0184 284.0181 -0.32 1.1
Imazalil 7.41 [M+HT* C14H15N>0Cl; 297.0555 297.0562 0.61 2.0
37Cli6n Ci4H15N,OCI37Cl 299.0526 299.0530 0.35 1.2
Pyrimethanil 8.24 [M+H]* Ci2H14N3 200.1182 200.1185 0.28 1.1
Spiroxamine 8.29 [M+H]* C1sH36NO> 298.2741 298.2744 0.34 1.2
Frg. 1 CgH1sNO 144.1382 144.1380 -0.3 2.0
Carbofuran 8.30 [M+H]* C12H16NO3 222.1124 222.1126 0.13 0.58
Frg. 1 C10H1302 165.0910 165.0912 0.19 1.2
Frg. 2 C;H,0, 123.0440 123.0441 0.044 0.35
Metalaxyl 8.74 [M+H]* C15H22NO4 280.1543 280.1547 -0.32 1.1
Frg. 1 Ci3H1sNO; 220.1332 220.1329 -0.30 1.4
Diuron 8.77 [M+H]* Ci4H15N>0OCl, 233.0242 233.0246 0.30 1.3
37Cl ién C14H15N>0CI37CI 235.0213 235.0216 0.25 1.1

Spinosad:

Spinosyn A 9.16 [M+H]* Ca1HesNO10 732.4681 | 732.4686 0.48 0.67
+ Frg. 1 C32Hs50NOsg 544.3632 544.3630 -0.26 0.48
Spinosyn D 9.53 [M+H]* C42HgsNO10 746.4837 746.4832 -0.57 0.77
Frg. 1 C33Hs52NOg 558.3789 558.3787 -0.21 0.38
Dimethomorph 9.24/ | [M+H]* C21H23NOLCI 388.1310 | 388.1313 0.27 0.69
9.42 Frg. 1 C;17H1305Cl 301.0626 301.0625 -0.09 0.32
Prochloraz 9.45 [M+H]* C15H19N30CI 376.0380 376.0383 0.38 1.3
Frg. Ci12H13NO,Cls 308.0010 308.0012 0.13 0.4
Cyproconazole 9.66 [M+HT* C1sH1sNsOCl 292.1211 | 292.1215 0.38 1.3
Frg. CyH4N3 70.0401 70.0400 0.026 0.38
Methiocarb 9.70 [M+Na]* Ci11H1sNO,SNa 248.0715 248.0716 0.028 0.11
[M+H]* C11H16NO3S 226.0896 226.0894 -0.23 1.0
Frg. 1 CoH150S 169.0682 169.0681 -0.063 0.37
Azoxystrobin 10.00 [M+H]* C22H18N30s 404.1241 404.1243 0.20 0.50
Frg. 1 C31H14N504 372.0979 372.0978 -0.083 0.22
Triflumizol 10.52 [M+H]* C15H16N3OCIF; 346.0928 346.0932 0.35 1.0
Frg. 1 C12H12NOCIF; 278.0554 278.0560 0.60 2.1
Malathion 10.60 [M+Na]* C10H1906PS;Na 353.0252 353.0256 0.31 0.87
[M+HT* Ci10H2006PS> 331.0433 331.0431 -0.25 0.75
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Compuesto RT ion Composiciones m/z m/z Error
(min) Elementales teérica experimental mDa ppm
Frg. 1 CsH1405PS, 285.0014 285.0021 0.61 2.1
Frg. 2 CeH;02 127.0389 127.0391 0.13 1.0
Chlorfenvinphos 11.00 [M+Na]* Ci12H1404°°Cl3 PNa 380.9587 380.9593 0.55 1.4
[M+H]* C12H15043°Cl5 P 358.9768 358.9771 0.29 0.81
CL¥Cl i6n Ci12H1504°°Cl, ¥CI P 360.9738 360.9743 0.48 1.3
Difenoconazole 11.15 [M+H]* Ci9H18N305Cly 406.0719 406.0726 0.62 1.5
CI*’Cl i6n Ci1oH1gN305%°CI *7Cl 408.0690 408.0698 0.77 1.9
Benalaxyl 11.23 [M+Na]* Cy0H23NOsNa 348.1570 348.1576 0.58 1.7
[M+H]* Cu0H24NO3 326.1751 326.1756 0.53 1.6
Frg. 1 C12H18NO> 208.1331 208.1332 -0.10 0.50
Buprofezin 11.44 [M+H]* C16H24N30S 306.1634 306.1639 0.44 1.4
Frg. 1 CoH17N,0S 201.1056 201.1058 0.19 0.94
Hexaflumuron 11.51 [M+Na]* Ci6HgN>0O3F¢ClNa 482.9708 482.9702 -0.63 1.3
[M+H]* Ci16HgN>03F¢Cl5 460.9888 460.9896 0.70 1.5
Diazinon 11.64 [M+H]* C12H22N,05PS 305.1083 305.1083 0.47 1.5
Frg. 1 CsHi3N,S 169.0793 169.0799 0.50 3.0
Frg. 2 CsHi13N20 153.1022 153.1023 0.06 0.4
Pyriproxyfen 12.61 [M+H]* C30H20NO3 322.1437 322.1440 0.23 0.71
Frg. 1 C15H1202 227.1066 227.1071 0.44 1.9
Frg. 2 CsHgNO 96.0443 96.0445 0.11 1.1
Spiromesifen 13.36 [M+Na]* Cy3H30010Na 393.2038 393.2036 0.17 0.43
[M+H]* C33H51010 371.2217 371.2216 -0.086 0.23

Para la identificacién y cuantificacion de los analitos se utilizaron los cromatogramas extraidos
(EICs) con una ventana de masa de 20 mDa ([M+H]" + 10 mDa). La molécula protonada
([M+H]") se utilizé para la confirmacién y cuantificacién en la mayoria de los casos, a excepcidn
de aquellos compuestos que presentaban aductos de sodio (ej: thiametoxam) o fragmentos
caracteristicos (ej: prochloraz) mas intensos. A modo de ejemplo, en la figura IV.4.2. se
muestra el cromatograma de iones totales obtenido tras el analisis mediante LC-TOFMS de un
extracto de refresco fortificado con 2 y 10 pg L™, junto con los cromatogramas extraidos de los

analitos de interés (EICs).

La separacion de las especies se conseguia en menos de 14 minutos en una columna corta de
tamanfio de particula reducido, obteniendo una resolucion satisfactoria con picos medios de 10

segundos (con las columnas analiticas tipicas se consiguen picos de una anchura media de
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entre 20 — 40 segundos a la altura de la linea base). Comparado con el método publicado
anteriormente para el analisis de residuos de plaguicidas en refrescos (ver capitulo IV.3), el uso
de columnas de menor tamafio de particula proporciona varias ventajas: 1) el tiempo total de
analisis se reduce a la mitad (de 47 min a menos de 20 min, incluyendo el lavado y re-
equilibracion de la columna); 2) el uso de disolventes organicos (acetonitrilo) se reduce cerca
de un 60%, reduciéndose la generacién de residuos tdxicos perjudiciales para el medio
ambiente; 3) la anchura de pico a la altura de la linea base se reduce a la mitad, lo que implica
una mejor relacion sefial-ruido (S/N) a bajas concentraciones, mejorandose los limites de
deteccion. Finalmente se debe destacar que el uso de estas columnas es perfectamente
compatible con sistemas HPLC convencionales, ya que su presién de trabajo es inferior a 100

bares.
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Figura IV.4.2. (a) Cromatograma total de iones (TIC) de un extracto de refresco fortificado con la mezcla
de plaguicidas a analizar. (b) Cromatogramas extraidos de algunos compuestos: (b.1.) imazalil, 2 pg LY
(b.2.) malathion, 2 ug L™, (b.3.) imidacloprid, 10 ug L™, (b.1.) thiabendazole, 10 ug L™
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IV.4.3.2. Tratamiento de la muestra y estudios de recuperacion.

A partir de la experiencia previa en la misma matriz (ver capitulo IV.3), y los problemas
relacionados con el efecto matriz y la limpieza del instrumento, se eligio un factor de
preconcentracién de los extractos de 10:1 y un volumen de carga de muestra en los cartuchos
SPE de 15 mL. Un factor de preconcentracidon de 20:1 o mayor implicaba extractos complejos
gue empeoraban la relacidn sefial/ruido y ensuciaban la entrada del espectrometro de masas,
siendo necesarios la limpieza y mantenimiento diario de la fuente. Ademas, en estas
condiciones, el efecto matriz era considerable: alrededor de un 35% de supresion para la
mayoria de los compuestos estudiados. Por el contrario, el uso de un factor de
preconcentracion de 10:1 (o menor) no afectaba significativamente a la sensibilidad y a la
estabilidad de la fuente de ionizacién durante largos periodos de operacion. Ademas, el efecto

matriz también se veia reducido (ver seccién IV.4.3.3.).

Como alternativa a la dilucidn de los extractos se podria haber optado por aifadir una etapa de
clean-up al método, pero se consideré que la sensibilidad y los limites de deteccion eran
suficientes para la aplicacion ensayada. Ademas, evitando el uso de una etapa de clean-up el
método es mds directo y se disminuye el uso de disolventes organicos. El método de
extraccion descrito podria ser facilmente automatizado utilizando el acoplamiento SPE-LC-MS,

incrementando el grado de productividad y automatizacion del proceso.

Para evaluar la efectividad del método de extraccidn, se llevaron a cabo distintos estudios de
recuperacion utilizando una muestra de refresco de naranja que se evalud previamente para
asegurarnos de que no contenia los analitos de interés. Varias alicuotas de este refresco
fueron fortificadas a dos niveles de concentracién (10 y 50 pg L) con la disolucién de trabajo.
Estos niveles de concentracion fueron elegidos teniendo en cuenta los niveles de
concentracion de plaguicidas encontrados en este tipo de muestras en estudios anteriores (por
encima de 40 pg L™) v el valor por defecto del MRL establecido por la UE para el contenido de
plaguicidas en alimentos (10 pg L'). Después, las muestras fortificadas se dejaron a
temperatura ambiente hasta que perdieron el gas y luego se extrajeron con el método
descrito. Finalmente, los extractos se analizaron mediante el método LC-MS desarrollado,
obteniendo recuperaciones entre el 64 y el 123% para los 33 plaguicidas estudiados, con

desviaciones estandar (RSD%) inferiores al 10% en la mayoria de los casos, como puede verse
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en la tabla IV.4.3. Los resultados muestran la fiabilidad del método de extraccidon estudiado

para el analisis de residuos de plaguicidas en refrescos.

Tabla 1V.4.3. Recuperaciones obtenidas en extractos de refrescos fortificados con la mezcla de 33
plaguicidas a dos niveles de concentracion: 10y 50 pg L™

Compuesto Nivel de conc. Recuperacion RSD (%)?
(ug L) (%)
Carbendazim 10 101.5 8.5
50 102.0 4.5
Thiabendazole 10 88.6 8.0
50 104.7 3.4
Monocrotophos 10 102.8 7.5
50 101.6 3.5
Thiametoxam 10 103.4 5.5
50 93.8 4.6
Imazalil metabolito 10 78.6 7.5
50 82.2 5.2
Imidacloprid 10 122.6 5.5
50 84.2 6.2
Dimethoate 10 115.7 4.1
50 96.2 4.1
Acetamiprid 10 66.5 3.9
50 79.0 2.5
Butocarboxim 10 107.2 7.9
50 100.8 4.1
Thiacloprid 10 101.2 4.8
50 105.9 1.5
Prochloraz metabolito 10 72.8 5.7
50 78.9 4.1
Imazalil 10 75.8 10.0
50 96.9 3.6
Pyrimethanil 10 109.9 5.7
50 101.2 6.5
Carbofuran 10 90.5 6.7
50 100.5 2.9
Spiroxamine 10 101.7 9.1
50 100.2 3.4
Metalaxyl 10 96.6 5.4
50 110.2 3.3
Diuron 10 98.4 3.9
50 95.0 4.8
Spinosad 10 83.9 8.5
(Spinosyn A + D) 50 92.1 5.6
Dimethomorph 10 100.0 10.9
(Z + E isomers) 50 122.9 2.6
Prochloraz 10 85.1 7.1
50 93.2 4.7
Cyproconazole 10 94.2 4.6
50 98.8 2.6
Methiocarb 10 96.5 8.9
50 96.5 2.1
Azoxystrobin 10 83.9 7.3
50 110.6 2.3
Triflumizol 10 71.2 10.7
50 73.3 12.2
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Compuesto Nivel de conc. Recuperacion RSD (%)?
(ng L") (%)
Malathion 10 88.1 4.9
50 100.2 2.3
Chlorfenvinphos 10 84.9 5.0
50 90.4 2.5
Difenoconazole 10 75.3 13.7
50 79.9 4.2
Benalaxyl 10 97.0 7.7
50 93.9 2.2
Buprofezin 10 101.7 5.9
50 94.8 2.1
Hexaflumuron 10 64.3 11.5
50 65.8 7.7
Diazinon 10 79.8 9.9
50 65.0 2.2
Pyriproxyfen 10 72.8 5.7
50 82.1 4.8
Spiromesifen 10 72.3 4.4
50 68.1 5.6

*(n=6)

IV.4.3.3. Pardametros analiticos.

Para evaluar los parametros analiticos del método desarrollado se construyeron curvas de
calibrado para cada uno de los 33 analitos de interés, fortificando extractos de refresco a
diferentes concentraciones comprendidas en el rango de 1 — 500 pg L™ (esto supondria
concentraciones de 0.1 a 50 pg L™ en la muestra de refresco original, teniendo en cuenta el
factor de preconcentracién 10:1). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1V.4.4.,
donde estdn reflejadas las ecuaciones de las rectas de calibracién en disolvente junto con los
limites de cuantificacion, el efecto matriz y la RSD(%). La linealidad de la respuesta analitica en
el rango estudiado es excelente teniendo en cuenta que se obtuvieron coeficientes de
correlacién mayores de 0.995 para la mayoria de los plaguicidas analizados. La desviacion
estandar relativa (RSD%) entre analisis estaban en el rango de 1.4 a 5.9% y los valores inter-dia
(semanales) estaban entre el 5 y el 15%. Estos resultados demuestran la precision del método
desarrollado. Los limites de cuantificacion (LOQs) fueron estimados como la minima
concentracién de analito que daba una sefial correspondiente a una relacion sefial-ruido S/N =
10. Por lo tanto, los LOQs fueron calculados experimentalmente a partir del analisis de
patrones en matriz fortificados a bajos niveles de concentracién, utilizando la sefial del
cromatograma extraido con una estrecha ventana de masa para el idn mas abundante de cada

compuesto. Los resultados obtenidos para cada plaguicida también se muestran en la tabla
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IV.4.4. Los limites de deteccion son tan bajos como 0.02 pg L™ para diazinon y pyriproxyfen, y
menores de 0.5 pg L™ para la mayoria de los compuestos estudiados. Comparado con las
concentraciones encontradas en muestras de bebidas (mas de 30 pg L™ para un compuesto
individual, y tipicamente en el rango 2-30 pg L"), los LOQs obtenidos son muy satisfactorios
para la aplicacidon de interés, sobre todo teniendo en cuenta que actualmente no existen
normativas que establezcan limites maximos de residuos (MRLs) para plaguicidas en este tipo
de productos derivados. La normativa mas exigente de la UE establece un MRL de 10 nug kg™
para residuos de plaguicidas en alimentos infantiles y para compuestos no autorizados.

Utilizando este estandar, el método desarrollado cumpliria los requerimientos.

El efecto de la matriz, que puede tener un importante impacto en la calidad de los datos
cuantitativos generados por el método, también fue estudiado. Los componentes de la matriz
pueden aumentar o reducir (incluso suprimir) la sefial de los analitos. El problema se origina en
la fuente de ionizacién, cuando los constituyentes de la matriz influyen sobre la ionizacién de
un analito coeluyente, causando la supresidon de la ionizacién del mismo. El protocolo de
tratamiento de muestra fue disefiado con el objetivo de minimizar el efecto matriz potencial,
utilizando un factor de preconcentracion pequefio. Para evaluar el impacto de la matriz en el
aumento o disminucién de la sefial de los analitos (comparada con la sefial de de los mismos
en patrones preparados en disolvente), las pendientes de las rectas de calibracion por adicion
de patrdn (patrones en matriz) se compararon con las pendientes de las rectas de calibrado en
disolvente, calculando relaciones pendiente calibrado matriz/pendiente calibrado disolvente
para cada uno de los 33 compuestos analizados. Los resultados aparecen recogidos en la tabla
IV.4.4. Una supresion de la sefial superior al 25% sélo se observé para 4 de los 33 compuestos
estudiados (12%), mientras que alrededor del 60% de los compuestos mostré un efecto matriz
menor del 15%. Estos valores son lo suficientemente bajos como para proporcionar datos
cuantitativos de masa exacta si se usa una calibracién en matriz para minimizar los errores
debidos a este efecto. Una mayor dilucién de los extractos minimizaria el efecto matriz, pero

sin embargo empeoraria los limites de deteccién.
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Tabla 1V.4.4. Parametros analiticos obtenidos para el analisis de plaguicidas en refrescos mediante el
método LC-TOFMS desarrollado.

Compuesto

Carbendazim
Thiabendazole
Monocrotophos
Thiametoxam

Imazalil
metabolito

Imidacloprid
Dimethoate
Acetamiprid
Butocarboxim
Thiacloprid

Prochloraz
metabolito

Imazalil
Pyrimethanil
Spiroxamine
Carbofuran
Metalaxyl
Diuron
Spinosad
Dimethomorph
Prochloraz
Cyproconazole
Methiocarb
Azoxystrobin
Triflumizol
Malathion
Chlorfenvinphos
Difenoconazole
Benalaxyl
Buprofezin
Hexaflumuron
Diazinon
Pyriproxyfen

Spiromesifen

Rango

de conc.

(kg L)
1-50
0.1- 50
2 -50
2 -50
0.1-50
0.1-50

0.1-50
0.1-50

o Ol ol ol o O O O O O o o ol o

0.1-50
0.1-50
0.1-50

Ecuacion de la recta

= 1.49:103 C - 5.45-102
= 5.07-104 C + 5.24-10°
= 2.16:103 C + 3.76-104
=1.09-103 C - 6.33-103

X « X X <«

=3.61:104 C + 2.27-105

2.99-103 C - 6.24-104

<
I

=1.09-103 C - 3.13-104
y = 1.06-10%4 C - 7.33-104
y = 4.52:103 C - 6.81-104
y = 1.02-104 C - 1.79-104
y = 3.03-104 C - 1.28-104

5.29-104 C + 1.00-106

1.26-105 C + 7.86-104

1.26-105 C + 2.00-106

7.20-103 C + 1.18-105

2.70-104 C + 3.75-105
1.07-104 C + 5.29-103

4.77-104 C - 2.54-105

1.69:104 C + 3.36-105

2.99-104 C - 3.21-105

< < X |« | ¥X | X | X X x|

5.67-104 C - 4.26-104
y = 1.05-103 C + 1.27-10%4
y = 2.61:104 C + 4.64-10>
y = 3.62:103 C + 5.94-103
y = 3.23-103 C + 5.01-10%4
y = 9.90-103 C + 2.80-10%4
y = 3.93:104 C + 4.06-105
y = 5.43:104 C + 2.45-105
y = 1.62:105 C + 1.00-106
y = 1.23:103 C + 5.10-103
y = 2.14-105 C + 3.00-106
y = 2.49:105 C + 5.91-104
y = 3.92:104 C + 5.41-104

Efecto
matriz ?
(A %)

0.89 (-11 %)
0.87 (-13 %)
0.69 (-31 %)
0.77 (-23 %)
0.82 (-18 %)
0.61 (-39 %)
0.83 (-17 %)
0.84 (-16 %)
0.68 (-32 %)
1.07 (+7 %)
0.97 (-3 %)
0.84 (-16 %)
0.88 (-12 %)
0.78 (-22 %)
0.98 (-2 %)
0.93 (-7 %)
0.90 (-10 %)
0.84 (-16 %)
0.78 (-22 %)
1.01 (+1 %)
0.90 (-10 %)
1.01 (+1 %)
0.96 (-4 %)
0.61 (-39 %)
1.05 (+5 %)
0.93 (-7 %)
0.99 (-1 %)
0.96 (-4 %)
1.00 (0 %)
0.96 (-4 %)
0.79 (-21 %)
1.04 (+4 %)
1.17 (+17%)

Coeficiente
de
regresion

(r)
0.99880

0.99870
0.99830
0.99985

0.99980

0.99760
0.99690
0.99985
0.99980
0.99995

0.99999

0.99514
0.99549
0.99212
0.99725
0.99855
1.00000
0.99980
0.99975
0.99941
0.99960
0.99965
0.99710
0.99995
0.99815
0.99970
0.99649
0.99875
0.99358
0.99915
0.98919
0.99965
0.99880

® Relacién de pendientes: pte. calibracién matriz / pte. calibracién disolvente
® Nivel de concentracién: 20 pg L™

LOQ
HgL™
0.1
0.05
1.2
1.6

0.06

0.8
1.2
0.2

0.3
0.04

0.03
0.05
0.03
0.2
0.05
0.2
0.07
0.5
0.03
0.07
0.1
0.08
0.1
0.05
0.2
0.05
0.1
0.05
1.5
0.02
0.02
0.1

RSD

(%)*

(n=6)
5.8
4.6
5.3

5.9
4.2

3.4
6.7
5.1
4.7
2.8

3.3

2.1
1.9
1.4
4.1
2.1
3.2
1.9
2.6
2.9
3.1
3.2
2.0
2.7
3.1
4.6
2.9
2.8
3.0
5.1
2.6
1.7
3.7
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IV.4.3.4. Aplicacion del método desarrollado al andlisis de muestras reales de refrescos.

El método desarrollado fue aplicado al analisis de 14 muestras de refrescos adquiridas en
diferentes paises europeos. A modo de ejemplo, en la figura IV.4.3. se muestra el analisis de
una muestra de refresco de naranja que contenia thiabendazole (0.6 pg L") e imazalil (3.2 pg L’
Y). Los positivos detectados en las muestras fueron confirmados a través de medidas de masa
exacta mediante LC-TOFMS, obteniendo unos errores de masa inferiores a 3 ppm. Esto
demuestra la utilidad de la técnica LC-TOFMS para el andlisis multi-residuo de plaguicidas en
refrescos. Los resultados obtenidos en las 14 muestras estudiadas se muestran en la tabla
IV.4.5. Trece de las catorce muestras analizadas contenian al menos residuos de un plaguicida,
con niveles de concentracién total de plaguicidas en el rango 2.3 - 21.5 ug L™ Los analitos
detectados fueron carbendazim, thiabendazole, imazalil y su principal metabolito, y prochloraz
y su principal metabolito. Los resultados muestran la capacidad del método propuesto para el
analisis de plaguicidas y la cuantificacién de los mismos en muestras de refrescos a bajos

niveles de concentracion.

Tabla 1V.4.5. Aplicacién del método LC-TOFMS propuesto al analisis de muestras de refrescos de citricos
adquiridas en Europa durante el afio 2009. Las concentraciones halladas de los compuestos estudiados
estan expresadas en pg L.

M. Carbendazim Thiabendazole Imazalil Imazalil Prochloraz Prochloraz Resto Total
No. metab. metab. comp.

1 2.3 ND ND ND ND ND ND 2.3

2 0.48 0.60 3.2 0.06 ND ND ND 4.2

3 0.60 1.6 5.3 0.15 ND ND ND 7.6

4 1.8 2.1 16.1 0.30 1.1 0.40 ND 21.5

5 1.1 ND 10.4 0.20 1.0 0.59 ND 13.3

6 ND ND 4.7 0.09 ND ND ND 4.8

7 ND ND ND ND ND ND ND ND

8 1.40 0.47 6.8 0.12 0.58 0.49 ND 9.9

9 ND ND 4.1 ND 1.8 0.28 ND 6.2

10 ND ND 1.3 ND 0.2 ND ND 1.5

11 0.85 0.5 2.5 ND 0.4 0.16 ND 4.4

12 ND 0.56 6.3 ND 1.9 ND ND 8.8

13 ND 5.5 11.2 <LOQ LOD 0.10 ND 16.8

14 ND < LOQ 2.0 ND ND ND ND 2.0

Muestras analizadas: 1. Refresco de limén (LF), Republica Checa; 2. Refresco de naranja (OF) Suiza; 3:
OF, Austria; 4. LF, Espafia (6% zumo); 5. LF, Francia (5% zumo); 6. LF, Italia (12% zumo); 7. Refresco de
pifia, Espafia (10% zumo); 8. LF, Reino Unido (6% zumo); 9. OF, Espafia (6% zumo); 10. LF, Espafia (1%
zumo); 11. OF, Espafia (8% zumo); 12. LF, Irlanda (6% zumo); 13. OF, Francia (14% zumo); 14. OF, Francia
(12% zumo).
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Fig. IV.4.3. Ejemplo de una muestra de refresco de naranja que contenia imazalil (3.2 pg L") vy
thiabendazole (0.6 pg L'"). a) Cromatograma total de iones de la muestra; b.1.) Cromatograma extraido
de thiabendazole; b.2.) Identificacion de thiabendazole en la muestra a un tiempo de retencion de 4.35
min debido al espectro de masa exacta obtenido en dicho punto del EIC (masa tedrica: 202.0433; masa
experimental: 202.0432); c.1.) Cromatograma extraido de imazalil; c.2.) Identificacion de imazalil en la
muestra a un tiempo de retencion de 4.35 min debido al espectro de masa exacta obtenido en dicho
punto del EIC (masa tedrica: 297.0555; masa experimental: 297.0563).
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IV.4.4. Conclusiones

En este trabajo se describe el desarrollo y validacién del primer método multi-residuo para la
determinacién de plaguicidas en refrescos. El método emplea SPE con cartuchos poliméricos y
detecciéon mediante LC-TOFMS utilizando una columna de tamafio de particula reducido (1.8
pm), que mejora el rendimiento del método. Se obtuvieron recuperaciones satisfactorias para
diferentes clases de plaguicidas estudiados, por lo que el método podria ser ampliado para su
aplicacion a mas de un centenar de plaguicidas. Los resultados muestran que la sensibilidad
obtenida con el método propuesto es apropiada para el andlisis multi-residuo de plaguicidas
en las muestras ensayadas. La alta sensibilidad obtenida mediante LC-TOFMS de resolucién
rapida (ej: LOQ = 0.02 ug L™ para diazinon y pyriproxifen) cumple con los requerimientos para
la aplicacidn ensayada, y con los niveles de concentracidon encontrados en las muestras. El
potencial del método propuesto fue demostrado mediante el analisis de 14 muestras reales
con excelente sensibilidad y selectividad. El método LC-TOFMS propuesto también ofrece la
posibilidad de realizar un analisis a posteriori (no dirigido) de las muestras. Todos los archivos
guardados pueden ser reexaminados en busca de compuestos que previamente no se

esperaban o que no estaban sujetos a control.



CAPiTULO V.5

Desarrollo de un método multi-residuo para el andlisis de
plaguicidas en aceite de oliva mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas de tiempo de vuelo.
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IV.5. DESARROLLO DE UN METODO MULTI-RESIDUO PARA EL ANALISIS DE PESTICIDAS EN
ACEITE DE OLIVA MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA/ESPECTROMETRIA DE MASAS DE
TIEMPO DE VUELO (LC-TOFMS).

IV.5.1. Resumen

Se ha llevado a cabo una comparacién de dos metodologias de preparacion de muestra para el
desarrollo de métodos multi-residuo para el andlisis de plaguicidas en aceite de oliva. Las
metodologias propuestas se basan en a) extraccion liquido-liquido con acetonitrilo seguida de
una etapa de limpieza o clean-up mediante extraccion en fase sdlida dispersiva con carbon
grafitizado (GCB), amina primaria-secundaria (PSA) y Cig b) extraccién liquido-liquido con
acetonitrilo (saturado con éter de petrdleo), seguida de dispersién de matriz en fase sdlida
(MSPD) utilizando como fase sélida aminopropil, y cartuchos de Florisil para una etapa final de
limpieza o clean-up. Para evaluar las metodologias de tratamiento de muestra propuestas, 105
plaguicidas representativos de diferentes clases fueron estudiados haciendo uso de
cromatografia liquida combinada con espectrometria de masas de tiempo de vuelo empleando
como fuente de ionizacidn electrospray (LC-TOFMS). Para la validacién del método se llevaron a
cabo estudios de recuperacion a dos niveles de concentracién (10 y 100 pg kg), obteniéndose
recuperaciones en el rango 70-130% para el 72% de los analitos cuando se utiliz6 el
procedimiento liquido-liquido, y para el 57% de los analitos cuando se utilizé el método MSPD. El
método LC-MS mostrd linealidad, precisién y exactitud satisfactorias. Los limites de deteccidn
obtenidos eran inferiores a 10 pg kg™ para mas del 85% de los compuestos utilizando ambos
métodos de preparacion de muestra. Por otra parte, el efecto matriz observado era minimo
(aumento o supresion de sefal < 20%) para alrededor del 70% de los compuestos estudiados.
Los datos obtenidos muestran que ambas metodologias de preparacion de muestra pueden ser
aplicadas satisfactoriamente para el analisis multi-residuo de un gran ndmero de plaguicidas en
muestras de aceite de oliva, mostrando la capacidad para detectar a niveles de trazas mds de un
centenar de especies con diferentes propiedades fisicoquimicas, sin que se requiera una
instrumentacidn costosa para la etapa de tratamiento de muestra ni un consumo elevado de

disolventes y reactivos (generando por lo tanto pocos residuos).



Nuevas metodologias analiticas basadas en.../BIENVENIDA GILBERT LOPEZ 182

IV.5.2. Experimental

IV.5.2.1. Seleccion de los analitos

Se incluyeron un total de 105 plaguicidas pertenecientes a diferentes clases (fungicidas,
herbicidas, insecticidas, etc), seleccionados por estar incluidos en las diferentes normativas
vigentes o por haber dado resultados positivos en muestras de aceite de oliva analizadas
previamente [48]. Los plaguicidas seleccionados pueden clasificarse en cuatro grupos (ver

tabla IV.5.1), aunque algunos compuestos estan incluidos en mas de un grupo:

Grupo 1. Veinte plaguicidas polares fueron elegidos del anexo | de la Directiva de la Unidn
Europea 91/414/CEE.

Grupo 2. Trece plaguicidas con importantes implicaciones para la salud fueron
seleccionados. Estos compuestos no estan autorizados en la Unidn Europea pero si en
terceros paises.

Grupo 3. Cuarenta de los plaguicidas seleccionados pertenecen a la lista del European
Union Proficiency Test (EUPT) para frutas y vegetales (www.crl-pesticides.eu).

Grupo 4. Cincuenta y cinco compuestos fueron seleccionados de acuerdo a la base de
datos www.pesticide-online.com. Dichos compuestos fueron encontrados en muestras de

frutas y vegetales durante el periodo 2000-2007.

El Reglamento (CE) 396/2005 de la UE establece (anexos Il y Ill) limites maximos permitidos de
residuos (MRLs) para algunos de los plaguicidas estudiados en aceitunas de produccion. Estos
valores aparecen recogidos en la tabla IV.5.1. El MRL por defecto se establecié a 10 ug kg™
para los compuestos que no estaban incluidos en los anexos Il y Ill. Sin embargo, no existen
actualmente MRLs armonizados para aceite de oliva. El Codex Alimentarius sélo ha establecido
MRLs, superiores a 500 g kg™ en todos los casos, para tres plaguicidas (carbaryl, kresoxim-

methyl, methidathion) en aceite de oliva virgen.
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1V.5.2.2. Preparacion de muestra

Protocolo 1.- Extraccion liquido-liquido con acetonitrilo sequida de una etapa de limpieza

mediante extraccion en fase sdlida dispersiva (QUEChERS modificado para matrices grasas

[46]).

El procedimiento propuesto para este estudio constaba de los siguientes pasos: una porcién
representativa de la muestra de 3 g fue pesada en un tubo de centrifuga de plastico de 50 mL
de capacidad, junto con 7 mL de agua ultrapura. Acto seguido fueron afiadidos 10 mL de
acetonitrilo (MeCN) y el tubo se agité manualmente durante 1 minuto. Después se afiadieron 4
g de sulfato de magnesio anhidro y 1 g de cloruro sddico (NaCl). Inmediatamente después
(para evitar la coagulacion del sulfato de magnesio anhidro) el tubo se agité de nuevo
enérgicamente durante 1 minuto y posteriormente la mezcla se centrifugé a 3700 revoluciones
por minuto (rpm) durante otro minuto. Una vez separadas las fases, se tomaron 5 mL del
sobrenadante (extracto de acetonitrilo) que fueron transferidos a un tubo de centrifuga de
plastico de 15 mL de capacidad al que se habian afiadido previamente 750 mg de MgSQ,, 250
mg de PSA (amina primaria-secundaria), 250 mg de carbdn grafitizado (GCB) y 250 mg de Cys.
El segundo tubo fue agitado durante 30 s y después se centrifugd a 3700 rpm durante 1 min.
Un volumen de 3 mL de dicho extracto fue evaporado en un tubo de ensayo de vidrio hasta
casi sequedad bajo una corriente de nitrégeno, para posteriormente ser reconstituido con 0.2
mL de metanol (MeOH) y 0.8 mL de agua ultrapura (milli Q). De este modo se obtuvo un
extracto que contenia el equivalente de 1 g de muestra por mililitro de extracto. Finalmente, el
extracto fue filtrado a través de un filtro de 0.45 pum y transferido a un vial para su andlisis
mediante HPLC-MS. En la figura IV.5.1. se puede ver un esquema de este procedimiento. Al
objeto de conseguir muestras mas limpias, los extractos fueron diluidos 1:2 con agua ultrapura
antes de su andlisis (500 pL extracto + 500 pL disolucidn acuosa con un 20% MeOH), de forma

que la muestra inyectada en el HPLC-MS contenia un 20% de MeOH y un 80% de agua.
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Figura IV.5.1. Esquema del protocolo QUEChERS utilizado para obtener los extractos de aceite.

Protocolo 2.- Procedimiento basado en la dispersion de matriz en fase sdlida (MSPD).

Este proceso se esquematiza en la figura IV.5.2 e implica una extraccion liquido-liquido
preliminar para eliminar los triglicéridos usando acetonitrilo saturado con éter de petréleo
seguida de MSPD con aminopropil como fase sélida y una etapa final de limpieza o clean-up
con una columna de Florisil [48]. El procedimiento comienza con la pesada de 5 g de aceite de
oliva en un vaso de precipitados de 50 mL. Se le afiaden 15 mL de éter de petrdleo saturado
con acetonitrilo (preparado con 500 mL éter de petréleo + 100 mL MeCN) y se transfiere la
mezcla a un embudo de decantacion de 100 mL. Se afiaden 25 mL de acetonitrilo saturado con
éter de petrdleo (preparado con 500 mL MeCN + 100 mL éter de petrdleo) y se agita
vigorosamente durante 3 min. Luego tras el proceso de decantacion se recoge la fase de
acetonitrilo. Justo después se afiaden otros 10 mL de acetonitrilo saturado con éter de
petrdleo al embudo que contiene la fase de éter y se vuelve a realizar la extraccion agitando de
nuevo durante 3 min. Tras la decantacidon, la fase de acetonitrilo se recoge en el mismo
recipiente donde estaba la fase de acetonitrilo anterior. Entonces se toman 7 mL de este
extracto combinado y se transfieren a un tubo de ensayo de vidrio para su reduccién de
volumen bajo corriente de N,, hasta que queden 2 mL de extracto aproximadamente. Este
volumen de extracto es apropiado para su procesado mediante MSPD, de forma que esos 2 mL

se transfieren a un mortero de vidrio, donde son homogeneizados con 2 g de aminopropil
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(Bondesil-NH,). Tras el proceso de homogeneizacidn resulta un polvo fino y seco que se
transfiere a un cartucho SPE comercial de 12 mL relleno con 2 g de Florisil. La elucién se realiza
con 2 x 5 mL de acetonitrilo, utilizandose la primera alicuota para limpiar el mortero. El
extracto final se recoge en un tubo de ensayo de vidrio y se evapora hasta casi sequedad bajo
una corriente de nitrégeno, para posteriormente ser reconstituido con 0.5 mL de metanol
(MeOH) y 0.5 mL de agua ultrapura (milli Q). De este modo se obtuvo un extracto que contenia
el equivalente de 1 g de muestra por mililitro de extracto. Finalmente, el extracto fue filtrado a
través de un filtro de 0.45 um vy transferido a un vial para su analisis mediante HPLC-MS. Al
objeto de conseguir muestras mas limpias, los extractos fueron diluidos 1:2 con agua ultrapura
antes de su andlisis (500 pL extracto + 500 uL H,0), de forma que la muestra inyectada en el

HPLC-MS contenia aproximadamente un 25% de MeOH y un 75% de agua.

| Extraccion L-L
! ‘f H ( MeCNxII;‘;fl:i,: de p(:::"éleo MSPD é é é é '°L
/ . ] =] v

= S Afiadir
MeCN o —

7 mL extracto L-L
59 aceite
oliva
Concentrar hasta
2mL
2 mL extracto L-L - ‘llllllll
+ 2g fase solida : 2 L
aminopropil. =
N /LD : .
: =
-
) = Florisil -,
(Homogeneizar) Elucion
Transferir la mezcla al Compactar
cartucho SPE

Figura IV.5.2. Esquema del protocolo MSPD utilizado para obtener los extractos de aceite.

Preparacion de las curvas de calibracion.

Se prepararon patrones de calibracion en matriz, de forma que a los extractos de aceite de
oliva obtenidos usando los dos métodos de extraccion ensayados se le afadieron los
volumenes apropiados de la disolucién de trabajo (que contenia la mezcla de plaguicidas) para
conseguir el nivel de concentracién deseado (rango: 2-2000 ug kg™). También se analizaron

extractos no fortificados.
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Fortificacion de las muestras para los estudios de recuperacion.

Para los estudios de recuperaciéon las muestras fueron fortificadas antes de la extraccidn. Se
tomd una porcidn representativa de aceite de oliva y se pesaron 200 g que posteriormente
fueron fortificados con la cantidad apropiada de la disolucion de trabajo para conseguir 10 pg
kg™ de la mezcla de plaguicidas en la muestra fortificada. Esta muestra fue agitada durante una
hora para su homogeneizacidn; acto seguido se dejd incubar a temperatura ambiente durante
seis horas para que el disolvente se evaporase. Después se realizaron 6 extracciones siguiendo

el protocolo 1 (QUEChERS) y otras 6 siguiendo el protocolo 2 (MSPD).

También se realizaron estudios de recuperacion a un nivel de concentracién de 100 pg kg™ y se
procedid de manera andloga a la descrita para el nivel de concentracién de 10 pg kg™,
Teniendo en cuenta la etapa de dilucidn que se lleva a cabo al final de la etapa de tratamiento
de muestra, independientemente del método de extraccién utilizado, los extractos inyectados
en el instrumento LC-MS/MS contenian, respectivamente, 5y 50 pg L de los plaguicidas

estudiados.

IV.5.2.3. Parametros instrumentales

En este estudio se utilizé el equipo HPLC-TOFMS Agilent MSD TOF descrito en la seccién lll. Los

valores 6ptimos elegidos para los parametros instrumentales fueron los siguientes:

a) Condiciones cromatogrdficas:

- Fases moviles ESI(+): A =H,0 (0.1% HCOOH, v/v); B = Acetonitrilo.

- Fases moviles ESI(-): A=H,0 (HCOONH,, 10 mM); B = Acetonitrilo.

- Gradiente: durante 1 min se mantiene constante un 10% de B, seguido de un
gradiente lineal hasta el 100% B a los 11 min. Entonces, se mantiene constante
(100% B) durante 6 min.

- Velocidad de flujo: 0.5 mL min™.

- Columna: Ci5, 50 mm x 4.6 mm i.d. y 1.8 um de tamafio de particula (Zorbax Rapid

Resolution Eclipse XDB-C18, Agilent).
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- Volumen de inyeccion: 20 pL.

b) Espectrémetro de masas:

- Fuente: ESI(+) - Fuente: ESI(-)

- Voltaje del capilar: 4000 V - Voltaje del capilar: 2500 V

- Temperatura de la fuente: 325 °C - Temperatura de la fuente: 325 °C

- Presion del gas de secado (N,): 40 psig - Presion del gas de secado (N,): 40 psig
- Flujo del gas de secado: 9 L min™ - Flujo del gas de secado: 9 L min™

- V. fragmentacién en la fuente: 190 V - V. fragmentacién en la fuente: 190 V

- Rango de masas: 50— 1000 m/z - Rango de masas: 50 — 1000 m/z

- Resolucién: 9700 + 500 - Resolucién: 9700 = 500

Al objeto de comparar la limpieza de los extractos, también se realizaron analisis mediante la
técnica de GC-MS utilizando el GC-MS Varian 300MS descrito en la seccién lll. Los valores

Optimos elegidos para los parametros instrumentales fueron los siguientes:

a) Condiciones cromatogrdficas:

- Gradiente: durante 2 min se mantiene constante una temperatura de 70°C.
Transcurrido ese tiempo, aumenta hasta 180 °C a 10 °C/min (5 min) y luego
aumenta hasta 260 °C a 6 °C/min. Finalmente, aumenta hasta 300 °C a 4 °C/min

(2 min).
- Velocidad de flujo de He: 1.0 mL min™.

- Columna: 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano. 30 m x 0.25 mm d.i. y 0.25 pum de

espesor de pelicula (Varian FactorFour VF-5ms).
- Volumen de inyeccion: 4 ulL. (splitless)
- Liner: fritado, desactivado, siltek, 54 mm x 5 mm d.e. x 3.4 mm d.i. (Varian Inc.)

- Temperatura del inyector: 280 °C en el momento de la inyeccidon, manteniéndose

constante durante 2 min. Luego aumentaba a 40 °C/min hasta 325 °C.
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b) Espectrémetro de masas:

- Temperatura de la linea de transferencia: 280 °C

- Fuente: El (+)

- Energia de los electrones generados en la fuente: 70 eV

- Temperatura de la fuente: 250 °C

- Corriente del filamento: 50 pA

- Tiempo de retardo para el encendido del filamento y el detector: 6.4 min
- Temperatura del analizador: 40 °C

- Voltaje del multiplicador: 1200 V

- Modo de adquisicion: full scan.

IV.5.3. Resultados y discusion

IV.5.3.1. Identificacion y cuantificacion de las especies de interés mediante LC-TOFMS.

El método cromatografico utilizado en este trabajo fue adaptado de un trabajo anterior [206].
El uso de una columna de resolucidn rapida, mds corta y con menor tamafio de particula (1.8
pm) que las columnas analiticas estandar, conduce a tiempos de andlisis mas cortos (de 35-45
min a 15 min). El gradiente cromatografico de 15 min proporcionaba suficiente resolucién para
la mayoria de las especies, obteniendo picos estrechos con una anchura media de 8 s, frente a
los 20 — 40 s de anchura media (a la altura de la linea base) obtenidos con las columnas
analiticas convencionales. Por tanto, la anchura media de pico se reduce a la mitad a la altura
de la linea base, lo que implica un aumento en la relacion S/N a bajas concentraciones,
mejorando los limites de deteccidén. Ademas, el consumo de disolvente organico (acetonitrilo)

se reduce en un 60%, siendo el método mas respetuoso con el medio ambiente.

Se establecieron condiciones estandar para la ionizacidon por electrospray de los compuestos
de interés, por lo que se usaron valores estandar para la temperatura de la fuente, presidon y
flujo del gas de secado (nitrégeno), y voltaje del capilar. En cambio, el voltaje de fragmentacién
en la fuente (fragmentor voltage) puede tener una gran influencia en la abundancia relativa de
las moléculas protonadas, como ha sido descrito anteriormente [202]. Para este pardmetro se

eligid un valor medio de 190 V, como compromiso entre la sensibilidad de la molécula
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protonada para la cuantificacién y la informacidn adicional que proporcionan los fragmentos a

efectos de confirmacion.

La identificacion de los compuestos de interés se basd en el tiempo de retencién y la medida
de la masa exacta del principal ién caracteristico. Para la identificacién y cuantificacion de los
analitos se utilizaron los cromatogramas extraidos (EICs) con una ventana de masa estrecha. A
modo de ejemplo, en la figura IV.5.1 se muestran los cromatogramas extraidos para algunos
de los analitos estudiados. Los EICs de cada analito se extrajeron con una ventana de masa de
+ 5 mDa, al objeto de mejorar la sensibilidad y la relacion sefial-ruido (S/N), y para reducir la
posibilidad de encontrar falsos positivos. La molécula protonada ([M+H]*) se utilizd para la
confirmacién y cuantificacién en la mayoria de los casos, a excepcion de aquellos compuestos
que presentaban aductos de sodio ([M+Na]’) mas intensos (aldicarb, butocarboxim, oxamyl,
methomyl, metolcarb, methidathion, propargite) en las condiciones seleccionadas. En el caso
de bromuconazole y dimethomorph los patrones contenian dos isémeros, por lo que para las

curvas de calibracién de estos compuestos se utilizd la suma de las dos areas.
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Figura 1V.5.3. a) Cromatograma de idn extraido (ventana de masa: 10 mDa) para las moléculas
protonadas de pirimicarb (5.81 min), diuron (9.06 min), terbuthylazine (10.00 min) y diazinon (11.87
min), obtenidos a partir de una muestra de aceite de oliva fortificada con los plaguicidas estudiados (50
ug kg'l, QUEChERS). b) Cromatograma de ién extraido (ventana de masa: 10 mDa) para las moléculas
protonadas de pirimicarb (5.81 min), diuron (9.06 min), terbuthylazine (10.00 min) y diazinon (11.87
min), obtenidos a partir de una muestra de aceite de oliva fortificada con los plaguicidas estudiados (50

ug kg™, MSPD).
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1V.5.3.2. Evaluacion de los procedimientos de extraccion seleccionados.

Los protocolos de tratamiento de muestra seleccionados, (a) extraccion liquido-liquido con
acetonitrilo seguida de una etapa de limpieza o clean-up mediante extraccidon en fase sélida
dispersiva (QUEChERS modificado para matrices grasas) [46], y (b) extraccidn liquido-liquido
con acetonitrilo saturado con éter de petréleo seguida de dispersidon de matriz en fase sdlida
(MSPD) [48], han sido utilizados para el andlisis de residuo de plaguicidas en aceite de oliva,
aunque la validacién de estos estudios previos estaba limitada, respectivamente a 8 y 5
compuestos. En este estudio se evallan y comparan por primera vez ambas metodologias para
un analisis multi-residuo de amplio alcance (incluyendo mds de 100 compuestos). El estudio
que se presenta aqui cubre alrededor de un centenar de plaguicidas de diferentes clases en
una matriz tan compleja como el aceite de oliva virgen extra. La SPE dispersiva propuesta para
la etapa de limpieza o clean-up del método QUEChERS difiere del protocolo “clasico” utilizado
para frutas y vegetales [40]. Debido a la composicidn grasa de la matriz, es necesario el uso de
fases sdlidas adicionales al sulfato de magnesio anhidro y la amina primaria-secundaria (PSA).
Por esto motivo, el método incluye la adicion de carbon grafitizado (GCB) vy silice-Cy5 [46]. En el
caso del método basado en MSPD, es necesaria una extraccion liquido-liquido preliminar para

obtener extractos de aceite de oliva mas limpios [48].

La limpieza de los extractos obtenida con los dos métodos de tratamiento de muestra se
estudié mediante la comparacién de los cromatogramas de iones totales (TICs) obtenidos para
la misma muestra de aceite de oliva con cada uno de los métodos ensayados, tanto mediante
LC-MS con ionizacién por electrospray en modos positivo y negativo, como mediante GC-MS
con ionizacién por impacto electrénico (modo positivo). En la figura IV.5.4 se muestran los TICs
obtenidos mediante LC-MS y GC-MS en modo full scan para la misma muestra de aceite oliva
extraida con cada uno de los protocolos estudiados. En un trabajo previo [48] se encontrd que

los extractos MSPD eran claramente mas limpios que los extractos obtenidos mediante GPC.
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Figura IV.5.4. Comparacion de la limpieza de los extractos usando los cromatogramas de iones totales
(TICs) obtenidos mediante andlisis por LC-ESI MS en modo full scan (en polaridad positiva y negativa) y

mediante analisis por GC-MS (Full scan,

ionizacién por impacto electréonico (El)).

correspondiente al extracto obtenido mediante el procedimiento QUEChERS aparece representada por
una linea continua, mientras que la linea discontinua corresponde al extracto obtenido mediante el
procedimiento MSPD. a) TICs de los extractos de aceite de oliva analizados mediante LC-ESI(+) TOFMS.
b) TICs de los extractos de aceite de oliva analizados mediante LC-ESI(-) TOFMS. c) TICs de los extractos

de aceite de oliva analizados mediante GC-EI-MS.

La senal
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En la comparacion de los TICs obtenidos mediante LC-MS(+) se observa que ambos métodos
co-extraen otras especies junto con los analitos de interés (Fig. 1V.5.4.a). Como puede verse, el
método QUEChERS (linea continua) puede co-extraer especies moderadamente polares
presentes en el aceite de oliva que podrian interferir en la determinaciéon, mientras que el
método MSPD (linea discontinua) co-extrae principalmente especies interferentes no polares
(las cuales aparecen al final del cromatograma, eluyendo con altos porcentajes de disolvente
organico). Estas especies interferentes pueden competir por la ionizacion en la fuente ESI con
los analitos, originando supresidn de la ionizacion (efecto matriz), de tal forma que la sefial de
los analitos en los patrones en matriz disminuird con respecto a la sefial de los mismos en los
patrones preparados en disolvente. Por ejemplo, en torno a los 8 minutos de andlisis
cromatografico los plaguicidas muestran un mayor efecto matriz cuando se usa el método de
extraccion QUEChERS (ej.: se obtuvieron relaciones de pendientes 0.57, 0.71 y 0.77 para
bendiocarb, carbofuran y chlorotoluron, respectivamente) que cuando se utiliza el método de
extraccion MSPD (ej: se obtuvieron relaciones de pendientes 0.82, 0.97 y 0.92 para
bendiocarb, carbofuran y chlorotoluron, respectivamente). Para la mayoria de los plaguicidas
estudiados se observa un efecto matriz inferior o igual a + 20% (en términos de aumento o
disminucién de la sefial), aunque en general se observa un menor efecto matriz cuando se

utiliza el método de extraccién MSPD (ver apartado IV.5.3.3).

En la comparacion de los TICs obtenidos mediante LC-MS(-) se observan resultados similares
en cuanto a limpieza de los extractos (Fig. IV.5.4.b). Utilizando el método QUEChERS (linea
continua) se extraian principalmente componentes de la matriz medianamente polares,
observandose picos cromatograficos en el tiempo comprendido entre los 6.5 y 9.5 min de
analisis. Por el contrario, no se observan picos cromatograficos significativos cuando se utiliza
el método MSPD para la extraccion de la misma muestra. Teniendo en cuenta los
cromatogramas obtenidos en modo de adquisicion full scan tanto en modo positivo como en
modo negativo, podemos concluir que cualquiera de los dos métodos de extraccion ensayados
es potencialmente apropiado para el analisis multi-residuo de plaguicidas en aceite de oliva

mediante LC-MS.

Para hacer una evaluacién mas exhaustiva de los extractos, éstos fueron analizados también
mediante GC-MS con ionizacidn por impacto electronico en modo full scan (Fig. IV.5.4.c). En

esta ocasion, los extractos fueron reconstituidos con una mezcla de acetato de etilo/hexano
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(20:80). En términos generales, los cromatogramas obtenidos tanto para el extracto del
método QUEChERS como para el extracto del método MSPD eran relativamente limpios y
adecuados para el analisis mediante GC-MS. No obstante, al contrario de lo que sucedia en el
analisis LC-ESI-MS, los resultados del analisis mediante GC-MS mostraron un TIC mds sucio

para MSPD (linea discontinua), con la presencia de picos cromatograficos al final del analisis.

Para evaluar la eficiencia de cada uno de los procedimientos de extraccidon propuestos se
llevaron a cabo estudios de recuperacién a dos niveles de concentracién: 10 y 100 ug kg™. Los
resultados se detallan en la tabla IV.5.1 y demuestran un rendimiento satisfactorio para un
amplio rango de plaguicidas con diferentes propiedades fisicoquimicas. Para los plaguicidas
con estructuras planas, como thiabendazole y pyrimethanil, no se obtuvieron recuperaciones
satisfactorias con el método QUEChERS, probablemente porque debido a sus estructuras
planas quedaron retenidos en el carbén grafitizado utilizado en la etapa de limpieza o clean-up
de los extractos, como fue publicado por Cunha vy col. [46] para otros compuestos de similares
caracteristicas. Sin embargo, hay un gran numero de plaguicidas para los que se obtienen
buenas recuperaciones con el método QUEChERS, incluso para algunos compuestos que
presentan pobres recuperaciones con el método MSPD (13 de 105). En cambio, en el caso de
diuron, éste no fue completamente retenido en el carbdn grafitizado, obteniéndose una
recuperacion media del 50% con el método QUEChERS, mientras que era totalmente

recuperado con el método MSPD.

En general, se observan mejores porcentajes de recuperaciéon cuando se utiliza el protocolo
QUECHERS para la extraccion de los plaguicidas de interés. Como se puede ver en la figura
IV.5.5, en la que se incluyen los resultados derivados de los estudios de recuperacién para los
dos métodos de extraccién ensayados y a los dos niveles de fortificacion estudiados, se
obtienen mejores recuperaciones cuando se utiliza el método QUEChERS. Considerando un
valor promedio entre los dos niveles de concentracién estudiados, el 72% de los analitos se
recuperan entre un 70-130% con el método QUEChERS, mientras que usando el procedimiento
basado en la MSPD el porcentaje de analitos recuperados en el mismo rango fue del 57%.
Teniendo en cuenta que la mayoria de los plaguicidas estudiados son representativos de
alguna familia de compuestos con propiedades fisicoquimicas no muy similares, podemos

concluir que ambos tratamientos de muestra se pueden usar para el andlisis multi-residuo de



Nuevas metodologias analiticas basadas en.../BIENVENIDA GILBERT LOPEZ 195

un gran numero de plaguicidas en aceite de oliva, pudiendo cubrir un nimero de compuestos

aun mayor que el presentado en este trabajo.
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Figura IV.5.5. Distribucion de los porcentajes de recuperaciéon medios de los plaguicidas estudiados en
muestras de aceite de oliva fortificadas, utilizando los dos métodos de tratamiento de muestra

ensayados a dos niveles de concentracion (10 y 100 ug ke™).

Paralelamente al estudio de recuperacién se llevd a cabo un estudio de precisién de las
metodologias propuestas (tratamiento de muestra + LC-TOFMS). La desviacién estandar
relativa (n=6) obtenida para ambos métodos y a los dos niveles de concentracién estudiados se
muestra tanto en la tabla IV.5.1 como en la figura IV.5.6. Como se puede ver, para el nivel mas
alto de concentracién se obtienen buenos resultados de precision con ambos métodos de
preparacion de muestra (mas del 95% de los compuestos con RSD% < 10%). Sin embargo, al
nivel mas bajo de concentracion (10 pg kg') las RSD% obtenidas con el método MSPD son
significativamente mayores, obteniéndose desviaciones comprendidas entre el 10 y el 15%
para mas del 50% de los compuesto estudiados. También se puede observar (a ambos niveles
de concentracién) que las desviaciones estandar de los estudios de recuperacién son menores
cuando se emplea el método QUEChERS. Nétese que los coeficientes de variacién fueron
menores para el nivel de concentracion mads alto ensayado con ambos métodos de

preparacion de muestra.
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100
90

80

% Compuestos

N[

<5% 5-10% 10-15% >15%

RSD (%)

® QUEChERS 10 pg Kg-1
® QUEChERS 100 ug Kg-1
B MSPD 10 pg Kg-1

m MSPD 100 pg Kg-1

Figura 1V.5.6. Estudio de precisidn. Distribucion de los valores medios de la desviacién estandar relativa
(RSD %) para los 104 plaguicidas estudiados en muestras de aceite de oliva fortificadas, utilizando los
dos métodos de tratamiento de muestra ensayados a dos niveles de concentracién (10 y 100 ug kg'l).

Tabla IV.5.1. Parametros identificativos de las especies de interés y MRLs europeos establecidos en
aceite de oliva y aceituna. También se incluyen los estudios de recuperacion y el efecto matriz obtenido
con las dos metodologias de tratamiento de muestra propuestas. La primera linea en el estudio de
recuperacién corresponde a un nivel de concentracion de 10 ug kg'1 y la segunda linea corresponde a un

nivel de concentracion de 100 pg kg™

m/z Formulaion MRL EU
Plaguicida Gl‘(l;)po (nt‘?n) masa [M+H]* / o

exacta [M+Na]" (ug kg™
Thiocyclam 2 118 | 182.0126 C5H12NS3 20 (%)
Acephate 3,4 1.18 184.0191 C4H11N103PS1
Methamidophos 1,3,4 1.18 142.0086 C2HI9NO2PS
Omethoate 4 1.23 214.0297 C5H13NO4PS
Thiabendazole 1,3 4.50 202.0433 C10H8N3S
Oxamyl 13 474 | 242.0569 | C7H13N303SNa 10 (%
Methomyl 3 4.96 185.0355 C5H10N202Nas
Thiamethoxam 1 5.78 292.0265 C8H11CIN503S

o 134

Pirimicarb 5.85 239.1502 C11H19N402 1000 (**)
[eiocab 3 6.06 | 242.0845 C11H16NO3S
sulfoxide
Metamitron 4 6.21 203.0927 C10H11N40O
Fenuron 4 6.39 165.1022 C9H13N20
Chloridazon 1 6.50 222.0428 C10H9CIN30O 500
Imidacloprid 3 6.57 256.0595 C9H11CIN502

Efecto
matriz
QUEChERS
(A%)®

2.74 (+174%)
2.12 (+112%)
2.77(+177%)

3.05 (+205%)

0.95 (-5%)
1.21 (+21%)
0.95 (-5%)
0.92 (-8%)
1.00 (0%)
0.79 (-21%)
1.02 (+2%)
0.90 (-10%)
0.88 (-12%)

1.23 (+23%)

Efecto
matriz
MSPD
(A%)®

0.96 (-4%)
1.06 (+6%)
1.03 (+3%)

1.19 (+19%)

0.35 (-65%)
0.66 (-34%)
0.73 (-27%)
0.83 (-17%)
0.95 (-5%)
0.42 (-58%)
0.94 (-6%)
0.92 (-8%)
0.91(-9%)

0.91 (-9%)

QUEChERS
Rec.% (RSD%)

98.44 (15.66)
71.16 (5.59)

<LOD
94.43 (4.27)

126.88 (19.60)
105.61 (11.84)

114.08 (13.06)
115.89 (4.20)

85.48 (7.13)
119.24 (4.06)

LoD
141.12 (2.52)

LoD
106.19 (4.41)

68.06 (8.92)
59.14 (2.65)
<LOQ
106.12 (13.23)

94.28 (8.54)
81.47 (3.80)

<LOD
111.87 (3.29)

119.25 (27.57)
111.49 (2.58)

109.37 (15.31)
129.42 (4.27)

MSPD
Rec.%
(RSD%)

59.70 (5.23)
55.30 (8.70)

<LOQ
53.81 (9.32)

<LOQ
20.46 (8.76)

<LOD
LOD
96.26 (18.54)
<LOD
<LOQ
<LOD
<LOQ
LOD
147.89 (4.22)

148.40 (2.51)
125.28 (3.50)

<LOQ
122.89 (4.72)

<LOQ
150.20 (2.91)

141.20 (11.96)
137.36 (4.25)

143.12 (3.46)
133.39 (5.04)
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Plaguicida

Dimethoate
Acetamiprid
Butocarboxim
Thiacloprid
Imazalil
Aldicarb
Bromacil
Oxadixy!
Monuron
Cymoxanil
Simazine
Metolcarb

Dichlorvos

Desethyl
terbuthylazine

Pyrimethanil
Bendiocarb
Carbofuran
Ethoxyquin
Chlorotoluron
Fluometuron
Atrazine
Isoproturon
Deet
Metalaxyl
Diuron
Difenoxuron
Monolinuron
Isoprocarb
Metobromuron

Flazasulfuron

Dimethomorph

Bupirimate
Prochloraz
Triadimenol

Propazine

Grupo
)

1,3

1,3

34

1,3

1,3

3,4

tr
(min)
6.72
6.83
7.35
7.49
7.52
7.63
7.80
7.93
7.93
7.93
7.96
8.06
8.11
8.12
8.47
8.55
8.58
8.60
8.71
8.79
8.95
8.98
9.01
9.02
9.07
9.08
9.12
9.32
9.37

9.49
9.53
y
9.69
9.58
9.68

9.70

9.82

m/z
masa
exacta

230.0069

223.0745

213.0668

253.0309

297.0555

191.0848

261.0233

279.1339

199.0632

199.0825

202.0853

188.0681

220.9531

202.0853

200.1182

224.0917

222.1124

218.1539

213.0789

233.0896

216.1010

207.1491

192.1382

280.1543

233.0242

287.1390

215.0581

194.1175

259.0076

408.0584

388.1310

317.1641

376.0380

296.1160

230.1167

Formulaion MRL EU
[M+H]"/ O,
[M+Na] (Mg kg™)

C5H13NO3PS2 2000 (*+)
C10H12CIN4
C7H14N202SNa
C10H10CIN4S 20 (*)
C14H15CI2N20
C7H15N202S 20 (%) (*)
C9H14BrN202
C14H19N204
C9H12CIN20
C7H11N403
C7H13N5CI 100
C9H11NO2Na
C4H8CI204P
C7H13CIN5
C12H14N3 50 (*)
C11H14NO4
C12H16NO3 20 (%) (™)
C14H20NO
C10H14N20CI
C10H12F3N20
C8H15CIN5
C12H19N20 50 (*)
C12H18NO
C15H22N04 50 (*) (*%)
C9H11CI2N20 200 (*+)
C16H19N203
C9H12CIN202
C11H16NO2
CYH12BrN202

C13H13F3N505S 10 (*)

C21H23CINO4

C13H25N403S
C15H17CI3N302 | 50 (*) (**)
C14H19CIN302 100(%)(*)

C9H17CIN5S

Efecto
matriz
QUEChERS
(A%)(d)

1.09 (+9%)
0.89 (-11%)
0.38 (-62%)
0.98 (-2%)
0.99 (-1%)
0.56 (-44%)
0.86 (-14%)
1.03 (+3%)
1.1 (+10%)
1.05 (+5%)
1.01 (+1%)
0.66 (-34%)
1.08 (+8%)
1.15 (+15%)
1.06 (+6%)
0.57 (-43%)
0.71 (-29%)
0.66 (-34%)
0.77 (-23%)
0.99 (-1%)
0.99 (-1%)
1.02 (+2%)
1.07 (+7%)
1.09 (+9%)
1.13 (+13%)
1.09 (+9%)
1.03 (+3%)
0.86 (-14%)
1.08 (+8%)
1.06 (+6%)
1.07 (+7%)
1.04 (+4%)
1.17 (+17%)
1.39 (+ 39%)

1.01 (+1%)

Efecto
matriz
MSPD
(A%)(d)

1.05 (+5%)
0.92 (-8%)
0.52 (-48%)
0.92 (-8%)
0.93 (-7%)
0.58 (-42%)
0.89 (-11%)
0.98 (-2%)
1.05 (+5%)
1.04 (+4%)
0.82 (-18%)
0.83 (-17%)
1.06 (+6%)
1.12 (+12%)
0.99 (-1%)
0.82 (-18%)
0.97 (-3%)
No lineal
0.92 (-8%)
0.93 (-7%)
0.88 (-12%)
0.96 (-4%)
0.89 (-11%)
0.88 (-12%)
1.14 (+14%)
0.95 (-5%)
1.08 (+8%)
0.81 (-19%)
0.98 (-2%)
1.13 (+13%)
1.15 (+15%)
0.96 (-4%)
1.17 (+17%)
1.19 (+19%)

0.93 (-7%)

QUEChERS
Rec.% (RSD%)

<LoD
143.15 (6.33)

<LoD
123.96 (5.36)

<LoD
95.37 (6.13)

137.02 (11.81)
123.17 (2.11)

119.31 (8.67)
87.65 (2.13)

101.31 (8.47)
125.95 (3.96)

<LOD
133.89 (9.78)

LoD
122.57 (5.36)

LOD
87.07 (1.09)
<LOQ
90.64 (4.20)
92.33 (2.98)
82.34 (2.54)

<LoD
124.18 (5.03)

150.55 (2.76)
125.74 (4.73)

144.70 (2.74)
123.06 (2.22)

<LOD
<LOQ
<LOD
<LOQ
<LOQ
98.73 (12.00)

91.29 (12.21)
64.70 (4.89)

114.25 (2.65)
119.85 (2.01)

117.76 (4.36)
103.60 (2.74)

117.21 (10.22)
114.18 (2.37)

157.44 (6.64)
129.49 (1.19)

100.10 (10.33)
85.10 (2.97)

54.23 (9.82)
41.21 (4.53)

112.52 (9.68)
88.26 (3.63)
<LOQ
103.51 (4.49)

<LOD
131.89 (5.88)

123.48 (1.33)
106.18 (5.14)

80.63 (3.82)
75.36 (2.88)

86.72 (4.25)
129.13 (2.27)

115.75 (7.48)
84.51 (3.50)

72.09 (18.85)
43.62 (3.52)

<LOQ
126.45 (3.25)

143.37 (2.18)
112.95 (1.79)

MSPD
Rec.%
(RSD%)

<LOQ
146.51 (6.73)
159.24 (7.75)
160.38 (4.20)
LOD
149.06 (2.19)
148.59 (3.35)
133.33(1.99)
57.81 (3.00)
48.93 (6.34)
118.89 (10.73)
156.25 (4.34)
<LOD
<LOQ
LOD
137.05 (3.62)
LOD
136.09 (3.16)
110.34 (5.00)
138.78 (2.31)
94.17 (13.01)
124.40 (5.72)
<LOQ
103.56 (8.53)

129.28 (1.90)
128.08 (7.95)

102.49 (8.98)
94.27 (7.20)

<LOD
84.11 (9.62)

111.89 (8.93)
123.56 (5.25)

141.26 (2.97)
132.99 (4.68)

149.97 (2.44)
129.12 (2.05)

136.50 (13.07)
116.07 (5.27)

147.62 (3.07)
123.21 (3.16)

137.08 (4.04)
116.50 (6.54)

83.16 (3.38)
80.98 (5.65)

123.67 (4.98)
121.02 (4.03)

130.36 (7.18)
125.30 (1.26)
<LOQ
135.50 (4.24)
LOD
122.18 (2.11)

135.51 (5.42)
125.45 (3.91)

86.38 (4.97)
118.57 (2.83)

109.36 (8.47)
88.91 (9.12)

70.47 (6.82)
70.10 (7.79)

LOD
110.63 (8.79)

12231 (3.33)
108.84 (7.40)
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Plaguicida

Ethiprole
Isocarbophos
Cyproconazole
Fenobucarb
Terbuthylazine
Methidathion
Diethofencarb
Linuron
Fenarimol
Fenamiphos

Propaphos

Bromuconazole

Myclobutanil
Promecarb
Azoxystrobin
Dimethylvinphos
Chlorbromuron
Triadimefon
Fenhexamid
Pyridaphenthion
Fluguinconazole
Tebuconazole
Methoxyfenozide
Triflumizole
Penconazole
Iprodione
Chromafenozide
Malathion
Fenoxycarb
Triazophos
Procymidone
Alanycarb
Metolachlor
Alachlor

Neburon

Grupo
)

13

134

34

13

tr
(min)
9.83
9.88
9.93
9.99
10.03
10.11
10.13
10.14
10.15
10.18

10.18
10.19
y
10.57

10.23
10.26
10.27
10.30
10.32
10.41
10.45
10.46
10.54
10.55
10.66
10.71
10.83
10.83
10.86
10.86
10.88
10.89
10.99
11.00
11.06
11.07

11.16

m/z
masa
exacta

396.9898

312.0429

292.1211

208.1332

230.1167

324.9510

268.1543

249.0192

331.0399

304.1130

305.0970

375.9613

289.1214

208.1332

404.1240

330.9455

292.9686

294.1003

302.0709

341.0719

376.0162

308.1524

369.2172

346.0928

284.0715

330.0406

395.2329

331.0433

302.1386

314.0722

284.0239

400.1359

284.1411

270.1255

275.0712

Formulaion MRL EU
[M+H]* / O,
[M+Na] (Mg kg™)

C13H10CI2F3N40S
C11H16NO4PSNa
C15H19CIN30
C12H18NO2

C9H17CINS 50 (%)
C6H11N204NaPS3 | 1000 ()
C14H22NO4
C9H11CI2N202 50 (*)
C17H13CI2N20
C13H23NO3PS 20 (*) (**)

C13H2204PS
C13H13BrCI2N30

C15H18CIN4 20 (%
C12H18NO2
C22H18N305
C10H11CI304P
C9H11BrCIN202
C14H17CIN302 100(*)(**)
C14H18CI2NO2 50 (*)
C14H18N204PS
C16HICI2FN50
C16H23CIN30
C22H29N203 20 (%)
C15H16CIF3N30
C13H16CI2N3
C13H14CI2N303
C24H31N203
C10H2006PS2
C17H20NO4 1000
C12H17N303PS
C13H12CI2NO2 20 (*)
C17H26N304S2
C15H23CINO2 50 (*) (**)

C14H21CINO2

C12H17CI2N20

Efecto
matriz
QUEChERS
(8%)@

1.09 (+9%)
0.25 (-75%)
1.23 (+23%)
1.02 (+2%)
1.14 (+14%)
0.32 (-68%)
0.98 (-2%)
0.90 (-10%)
1.18 (+18%)
1.03 (+3%)

1.16 (+16%)

1.02 (+2%)
1.25 (+25%)
1.17 (+17%)
1.32 (+32%)
0.85 (-15%)
1.03 (+3%)
1.18 (+18%)
0.91 (-9%)
1.13 (+13%)
0.97 (-3%)
1.07 (+7%)
1.01 (+1%)
1.01 (+1%)
1.04 (+4%)
0.51 (-49%)
0.98 (-2%)
0.81 (-19%)
0.97 (-3%)
1.02 (+2%)
1.02 (+2%)
0.79 (-21%)
0.93 (-7%)
1.03 (+3%)

1.22 (+22%)

Efecto
matriz
MSPD
(A%)@

0.90 (-10%)
0.48 (-52%)
1.19 (+19%)
0.89 (-11%)
1.08 (+8%)
0.64 (-36%)
0.85 (-15%)
0.85 (-15%)
1.16 (+16%)
0.91 (-9%)

1.14 (+14%)

0.96 (-4%)
1.12 (+12%)
0.82 (-18%)
1.15 (+15%)

0.93 (-7%)

0.96 (-4%)
1.18 (+18%)

1.00 (0%)
1.15 (+15%)

0.92 (-8%)

0.94 (-6%)

0.99 (-1%)

0.91 (-9%)

0.93 (-7%)
0.87 (-13%)

0.96 (-4%)

0.97 (-3%)
0.89 (-11%)

0.93 (-7%)

0.95 (-5%)
1.03 (+3%)

0.92 (-8%)

0.95 (-5%)

1.2 (+20%)

QUEChERS
Rec.% (RSD%)

179.61 (3.41)
139.60 (2.83)

125.60 (7.24)
142.62 (1.95)

100.43 (4.53)
132.62 (2.03)

LOD
129.84 (2.38)

122.66 (5.19)
106.79 (2.24)

117.85 (3.48)
126.61 (5.27)

LOD
67.71 (3.48)

97.81 (7.91)
67.07 (1.91)

116.86 (3.61)
115.28 (7.04)

106.82 (9.84)
88.21 (1.34)
<LOQ
86.83 (1.98)

139.00 (6.56)
109.32 (2.42)

136.64 (1.55)
134.30 (2.10)
<LOQ
129.75 (7.89)

87.84 (7.48)
124.33 (1.88)

116.45 (8.03)
118.80 (1.00)

69.77 (10.57)
51.62 (5.62)

134.77 (1.35)
128.72 (1.95)

87.73 (7.47)
73.38 (1.40)

127.33 (5.12)
102.11 (2.72)

109.33 (6.62)
94.34 (7.81)

97.85 (9.22)
82.83 (2.22)

108.74 (3.49)
126.40 (1.86)

92.80 (7.45)
86.67 (2.23)

127.01 (3.16)
108.50 (3.41)

110.78 (16.76)
110.49 (8.58)

139.83 (3.45)
125.98 (1.65)

106.75 (4.18)
139.64 (2.18)

122.17 (6.19)
111.25 (4.36)

73.48 (2.98)
62.36 (1.27)

141.03 (5.84)
111.13 (4.12)

<LOQ
91.12 (6.34)

148.84 (0.54)
119.56 (1.64)

<LOD
113.31 (2.68)

35.78 (7.55)
25.48 (6.11)

MSPD
Rec.%
(RSD%)

116.45 (8.07)
112.07 (7.03)

122.46 (4.19)
127.06 (1.49)

81.06 (5.93)
109.04 (9.85)
<LOQ
123.91 (3.69)

91.20 (8.06)
96.21 (8.07)

125.16 (5.04)
112.33 (4.38)

LOD
114.29 (5.96)

122.91 (11.80)
111.70 (7.23)

97.43 (7.40)
81.58 (9.96)

110.14 (6.83)
100.14 (9.05)

74.12 (7.51)
91.01 (8.45)

135.09 (11.41)
114.61 (1.71)

133.64 (7.33)
103.59 (9.55)
<LOQ
125.23 (3.22)

123.17 (7.66)
112.81 (7.28)

108.76 (6.87)
119.51 (3.21)

127.95 (6.17)
107.66 (8.09)

104.98 (8.85)
103.80 (7.12)

125.82 (8.99)
103.99 (7.65)

93.14 (9.47)
101.98 (9.72)

103.64 (3.99)
103.94 (7.14)

116.41 (5.30)
112.07 (6.40)

40.19 (5.54)
44.44 (5.36)

90.47 (8.54)
91.88 (6.86)
LoD

121.13 (9.19)
103.27 (5.21)

86.84 (10.12)
87.04 (3.42)

81.10 (6.11)
82.62 (9.16)

96.95 (9.01)
96.02 (7.19)

<LOQ
117.14 (6.67)

86.56 (6.34)
90.85 (5.51)
115.27 (8.24)
111.37 (8.73)

LOD
101.99 (4.36)

79.46 (9.01)
69.91 (6.64)
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. Efecto Efecto
PEguieie Gr(l;;) ° (n:?n) m";/SZa Fo[r"r"nf"l'?*lf ' MR(IE)E.EJ Qungg:ERS E?é'é Rchu tic(lngs%;) ";Aescp'g’
exacta [M+Na] (Mg kg™) (8%)@ (A%)@ : (RSD%)
Tebufenozide 4 11.16 353.2223 C22H29N202 1.25 (+25%) 1.05 (+5%) 119<.8|E)?§29) 121<.0L7cz§.70)
Edifenphos 2 1124 | 311.0323 C14H1602PS2 0,90 (.10%) 0.8 (10%) igg:;i E‘Z‘:Zgg g;:gg Eg:gg
Chlorfenvinphos 3 1125 | 3589768 C12H15CI304P 100 9% || 1.10 (+20%) ﬂg:g? E‘z‘:;‘gg 19151.'2650(??5;)
Aclonifen 4 11.33 | 265.0374 | C12H10CIN203 086 (14%) || 079 (219%) 44;'5%?81) 53:)'2-?7?04)
Triflumuron 4 11.38 | 350.0404 | C15H11CIF3N203 090 (10%) || 0.80 (.20%) gg; g:g‘l‘; gg:g‘l‘ Eg:gg;
Kresoxim-methyl | 1,34 | 11.38 | 314.1386 C18H20NO4 50 (%) () 008(2%) | 120 (+20%) 103<.5|E3?208) . 4.3L10([2).98)
Difenoconazole 4 1141 | 406.0719 | C19H18CI2N303 100 101 (+19%) 0.9 (1%) 7674'_0965((15(?;583) A Eg:gg;
Benalaxyl ! 11.49 || 326.1750 C20H24NO3 103 (+3%) | 0.98 (-2%) To091 (078 | 9361 (9.98)
Quinalphos 4 1150 | 299.0613 | C12H16N203PS 002¢8% || 0.54 6% e | B
Parathion 3 1154 | 292.0403 | C1OHISNOSPS 088 (12%) | 081 (19%) 903;((31?59) 81.5LOO($.36)
Buprofezin 3 1159 | 306.1634 C16H24N30S 2000 1.01 (+19%) 0.9 (-10%) giigg @51123 -
Anilofos 2 1161 | 368.0305 | C13H20CINO3PS2 132 (+32%) | 1.15 (+15%) 1oads Eg:gg e E§I§3§
|10 | | s | cusors erimy | 1oy | ZED | SHED
Diazinon 3 11.88 | 305.1083 | C12H22N203PS 10 (%) 0.96 (-4%) 0.93 (7%) g g:;gg 7084 Eg:g’g;
Indoxacarb 134 | 1202 | 5280779 | C22H18CIF3N307 1,08 (+0%) 0.93 (7%) 18395'5956((6%'1477)) -
Trifloxystrobin 13,4 12.15 409.1369 C20H20F3N204 1.27 (+27%) 1.09 (+9%) ;;32 gggg igég ggggi
Fluacrypyrim 2 12.16 427.1475 C20H22F3N205 1.13 (+13%) 1.05 (+5%) ﬁggg ggg; gégg ggi;
Ethion 4 12.98 | 3849949 | C9H2304P254 077(23%) || 062 (38%) 90.02%.1.5 " -
Hexythiazox 3 13.09 | 3531085 | C17H22CIN202S 500 1.05 (+5%) 0.98 (-2%) 78.5L50(E2).21) ) L-?Q
Propargite 34 1322 | 373.1444 C19H2604NasS 0.8 (52%) || 0.60 (40%%) 912;%?42) <LoDb
Spiromesifen 4 1362 | 3712216 C23H3104 061 (aow) || 080 (20%) 96_2'-70(2_03) Lob

(a) Grupo 1. Plaguicidas polares seleccionados del anexo | de la Directiva europea 91/414/CEE.
Grupo 2. Plaguicidas seleccionados con altas implicaciones en la salud. No estan autorizados en la Unidn
Europea pero su uso si estd permitido en otros paises.
Grupo 3. Cuarenta plaguicidas polares incluidos en la lista del actual “European Union Proficiency Test
(EUPT)” para frutas y vegetales (www.crl-pesticides.eu).
Grupo 4. Cincuenta y cinco compuestos que dieron positivo en los analisis de frutas y vegetales durante
el periodo 2000-2007 (www.pesticide-online.com).
(b) MRL establecido para aceitunas de produccion en los anexos Il y Il del Reglamento (CE) 839/2008
(ultima actualizacién del Reglamento (CE) 396/2005).
(c) MRL establecido en aceite de oliva para los siguientes plaguicidas: 2000 pg kg'1 para methidathion y
700 pg kg"1 para kresoxim-methyl.
(d) Relaciones de las pendientes de calibracion matriz/disolvente y porcentaje de aumento (+) o
disminucion (-) de la sefal.

(*) Indica el limite minimo de la determinacién analitica (Reglamento (CE) 396/2005).

(**) MRL establecido para la suma de varios plaguicidas relacionados, incluyendo el indicado en la tabla.
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IV.5.3.3. Paradmetros analiticos.

La linealidad del método fue evaluada con patrones en matriz preparados con los extractos
obtenidos mediante los dos métodos de extraccion ensayados a nueve niveles de
concentracién comprendidos en el rango 2 — 2000 ug kg™. Las rectas de calibracién mostraron
coeficientes de correlacién mejores que 0.998 para el 94% de los analitos de interés cuando se
us6 el método QUEChERS, y para el 88.8% de los analitos cuando se usé el método MSPD. Los
rangos lineales (LDRs) se muestran en la tabla IV.5.2. Los limites de deteccién (LODs) se
estimaron mediante la inyeccion de patrones en matriz a un nivel de concentracién de 0.5 pg
kg™. Los LODs y LOQs se establecieron teniendo en cuenta el criterio de la relacidn sefial-ruido
(S/N=3 para los limites de deteccidén y S/N=10 para los limites de cuantificacion) y también
estdn recogidos en la tabla IV.5.2. Los LODs obtenidos fueron inferiores a 10 pg kg™ para el
85% de los compuestos, destacandose valores como 0.2 pg kg™ para pirimiphos-methyl, y
diazinon, usando ambos tratamientos de muestra. Ademads, los plaguicidas mas usados (y
detectados) en el cultivo del olivar pueden ser detectados a niveles tan bajos como 2 ug kg™
(simazine, terbuthylazine, desethyl-terbuthylazine, diuron). Estos resultados demuestran una
sensibilidad suficiente de los dos métodos ensayados para ser aplicados al analisis cuantitativo

de plaguicidas en aceite de oliva a nivel de trazas.

Tabla IV.5.2. Rango dindmico lineal (LDR), limites de deteccién (LODs) y cuantificacion (LOQs) de los
plaguicidas estudiados en aceite de oliva en las condiciones seleccionadas.

QUEChERS MSPD
Plaguicida LOD LOQ LDR LOD LOQ LDR

(Mg kg™) (hgkg™) | (Mg kg™?) | (Mg kg?) (Mg kg™) = (Mg kg™)
Thiocyclam 6.00 19.80 6 - 1000 5.00 16.50 5 - 500
Acephate 15.20 50.16 15.2 -1000 8.40 27.72 8.4 -2000
Methamidophos 6.00 19.80 6 - 1000 4.00 13.20 4 - 1000
Omethoate 3.00 9.90 3 -500 14.00 46.20 14 - 125
Thiabendazole 0.26 0.86 0.3 -1000 10.00 33.00 10 - 2000
Oxamyl 1.40 4.62 1.4 -1000 50.00 165.00 50 - 500
Methomyl 10.00 33.00 10 - 1000 40.00 132.00 40 - 1000
Thiamethoxam 10.00 33.00 10 - 1000 10.00 33.00 10 - 2000
Pirimicarb 1.40 4.62 1.4 - 500 0.60 1.98 0.6 -2000
Methiocarb sulfoxide 6.00 19.80 6 - 2000 4.00 13.20 4 - 2000
Metamitron 0.60 1.98 0.6 -1000 0.60 1.98 0.6 -2000
Fenuron 15.00 49.50 15 - 1000 2.00 6.60 2 - 1000
Chloridazon 0.60 1.98 0.6 -1000 0.26 0.86 0.26 -1000

Imidacloprid 10.00 33.00 10 - 2000 2.00 6.60 2 -500
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QuEChERS MSPD
Plaguicida LOD LOQ LDR LOD LOQ LDR
(ng kg™) (Mg kg™') | (Mg kg™) | (Mg kg™) | (Mg kg™) | (ug kg™)
Dimethoate 12.00 39.60 12 - 2000 8.00 26.40 8 - 2000
Acetamiprid 12.00 39.60 12 - 2000 2.00 6.60 2 - 2000
Butocarboxim 30.00 99.00 30 - 2000 8.00 26.40 8 - 1000
Thiacloprid 3.00 9.90 3 - 2000 1.60 5.28 1.6 2000
Imazalil 0.30 0.99 0.3 - 500 0.40 1.32 0.4 -1000
Aldicarb 2.00 6.60 2 - 2000 3.00 9.90 3 - 2000
Bromacil 24.00 79.20 24 - 2000 50.00 165.00 50 - 1000
Oxadixyl 10.00 33.00 10 - 2000 10.00 33.00 10 - 2000
Monuron 10.00 33.00 10 - 1000 10.00 33.00 10 - 1000
Cymoxanil 6.00 19.80 6 - 1000 2.00 6.60 2 - 1000
Simazine 0.60 1.98 0.6 - 500 0.80 2.64 0.8 - 1000
Metolcarb 15.0 49.50 15 - 1000 8.00 26.40 8 - 1000
Dichlorvos 0.80 2.64 0.8 - 500 1.20 3.96 1.2 - 1000
Desethyl terbuthylazine 0.60 1.98 0.6 - 1000 2.00 6.60 2 -1000
Pyrimethanil 0.40 1.32 0.4 - 500 0.80 2.64 0.8 - 500
Bendiocarb 84.00 277.20 84 - 2000 24.00 79.20 24 - 1000
Carbofuran 75.00 247.50 75 - 1000 2.00 6.60 2 - 500
Ethoxyquin 3.60 11.88 10 - 1000 - - -
Chlorotoluron 3.20 10.56 10 - 2000 0.80 2.64 0.8 - 2000
Fluometuron 0.80 2.64 0.8 - 1000 0.80 2.64 0.8 - 2000
Atrazine 0.30 0.99 0.3 - 500 0.60 1.98 0.6 - 500
Isoproturon 3.00 9.90 3 - 500 1.00 3.30 1-500
Deet 0.20 0.66 0.2 - 500 0.16 0.53 0.16 -1000
Metalaxy! 1.20 3.96 1.2 - 500 0.80 2.64 0.8 - 1000
Diuron 0.60 1.98 0.6 - 1000 0.80 2.64 0.8 - 1000
Difenoxuron 0.60 1.98 0.6 - 1000 0.60 1.98 0.6 - 1000
Monolinuron 4.60 15.18 4.6 - 2000 4.00 13.20 4 - 1000
Isoprocarb 20.00 66.00 20 - 2000 10.00 33.00 10 - 2000
Metobromuron 2.00 6.60 2 - 2000 2.00 6.60 2 - 2000
Flazasulfuron 0.40 1.32 0.4 - 2000 0.60 1.98 0.6 - 1000
Dimethomorph 0.80 2.64 0.8 - 2000 0.80 2.64 0.8 - 1000
Bupirimate 1.20 3.96 1.2 - 500 0.80 2.64 0.8 - 500
Prochloraz 1.00 3.30 1-1000 1.00 3.30 1-1000
Triadimenol 7.00 23.10 7 - 500 10.00 33.00 10 - 1000
Propazine 0.50 1.65 0.5 - 500 2.00 6.60 2 - 500
Ethiprole 0.80 2.64 0.8 - 1000 1.60 5.28 1.6 - 2000
Isocarbophos 1.40 4.62 1.4 - 500 2.00 6.60 2 - 200
Cyproconazole 0.40 1.32 0.4 - 1000 0.60 1.98 0.6 - 1000
Fenobucarb 10.00 33.00 10 - 2000 4.20 13.86 4.2 - 2000
Terbuthylazine 0.60 1.98 0.6 - 700 0.80 2.64 0.8 - 600
Methidathion 2.40 7.92 2.4 - 600 0.60 1.98 0.6 - 1000
Diethofencarb 10.00 33.00 10 - 700 10.00 33.00 10 - 1000
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Plaguicida

Linuron
Fenarimol
Fenamiphos
Propaphos
Bromuconazole
Myclobutanil
Promecarb
Azoxystrobin
Dimethylvinphos
Chlorbromuron
Triadimefon
Fenhexamid
Pyridaphenthion
Fluquinconazole
Tebuconazole
Methoxyfenozide
Triflumizole
Penconazole
Iprodione
Chromafenozide
Malathion
Fenoxycarb
Triazophos
Procymidone
Alanycarb
Metolachlor
Alachlor
Neburon
Tebufenozide
Edifenphos
Chlorfenvinphos
Aclonifen
Triflumuron
Kresoxim-methyl
Difenoconazole
Benalaxyl
Quinalphos
Parathion
Buprofezin
Anilofos
Pirimiphos-methyl

Diazinon

LOD

(ng kg™)

3.00
0.60
0.50
4.20
0.80
0.80
7.00
0.40
0.80
3.00
0.60
2.00
0.60
0.80
0.60
1.20
1.00
0.40
10.00
2.00
3.00
1.80
0.50
3.00
5.00
0.80
20.00
0.60
20.00
0.50
0.80
5.20
0.66
30.00
0.16
0.60
0.50
6.00
0.16
0.26
0.12
0.16

QUEChERS

LOQ
(ug kg™)

9.90
1.98
1.65
13.86
2.64
2.64
23.10
1.32
2.64
9.90
1.98
6.60
1.98
2.64
1.98
3.96
3.30
1.32
33.00
6.60
9.90
5.94
1.65
9.90
16.50
2.64
66.00
1.98
66.00
1.65
2.64
17.16
2.18
99.00
0.53
1.98
1.65
19.80
0.53
0.86
0.40
0.53

LDR
(ug kg™)

3-1000
0.6 - 1400
0.5 - 600
4.2 - 1000
0.8 - 2000
0.8 - 700
7 - 500
0.4 - 900
0.8 - 2000
3 - 2000
0.6 - 1000
2 -1000
0.6 - 1000
0.8 - 2000
0.6 - 500
1.2 - 1000
1-2000
0.4 - 500
10 - 1000
2 -1000
3-500
1.8 - 500
0.5 -700
3 - 2000
5-2000
0.8 - 1000
20 - 500
0.6 - 1000
20 - 2000
0.5 -1000
0.8 - 1200
5.2 - 500
0.66 - 500
30 - 500
0.16 -1000
0.6 - 500
0.5 - 1000
6 - 500
0.16 - 500
0.26 - 500
0.12 - 250
0.16 - 250

LoD
(ug kg™)

2.00
0.60
1.50
1.50
1.00
1.00
5.20
1.00
1.20
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.60
3.00
0.80
0.80
10.00
2.00
2.00
3.00
0.80
4.00
3.00
0.80
10.00
0.60
6.00
0.80
0.80
4.00
3.00
10.00
0.50
0.60
0.80
10.00
0.50
0.60
0.18
0.18

MSPD

LOQ
(ug kg™)

6.60
1.98
4.95
4.95
3.30
3.30
17.16
3.30
3.96
3.30
3.30
3.30
3.30
3.30
1.98
9.90
2.64
2.64
33.00
6.60
6.60
9.90
2.64
13.20
9.90
2.64
33.00
1.98
19.80
2.64
2.64
13.20
9.90
33.00
1.65
1.98
2.64
33.00
1.65
1.98
0.59
0.59

LDR
(ug kg™)

2 -1000
0.6 - 1000
1.5-1000
1.5 - 1000
1-2000
1-1000
5.2 -1000
1-1000
1.2 - 2000
1-2000
1-1000
1-1000
1-1000
1-2000
0.6 - 1000
3 -1000
0.8 - 2000
0.8 - 1000
10 - 250
2 -1000
2-250
3 -1000
0.8 - 1000
4 - 500
3-250
2 -1000
10 - 500
0.6 - 1000
6 - 2000
0.8 - 1000
0.8 - 1000
4 - 1000
3-1000
10 - 250
0.5 - 500
0.6 - 500
0.8 - 1000
10 - 1000
0.5 - 500
0.6 - 1000
0.18 - 100
0.18 - 250
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QUEChERS MSPD
Plaguicida LOD LOQ LDR LOD LOQ LDR

(ng kg™) (Mg kg™') | (Mg kg™) | (Mg kg™) | (Mg kg™) | (ug kg™)

Indoxacarb 0.50 1.65 0.5 - 2000 0.60 1.98 0.6 - 2000
Trifloxystrobin 0.50 1.65 0.5 - 500 0.80 2.64 0.8 - 1000
Fluacrypyrim 1.00 3.30 1-1000 0.60 1.98 0.6 - 1000
Ethion 10.00 33.00 10 - 500 3.00 9.90 3 - 2000
Hexythiazox 10.00 33.00 10 - 2000 8.00 26.40 8 - 1000
Propargite 20.00 66.00 20 - 1000 20.00 66.00 20 - 2000
Spiromesifen 10.00 33.00 10 - 2000 10.00 33.00 10-1000

El efecto matriz, que puede influir en la calidad de los datos cuantitativos generados por el
método, también fue estudiado. Los componentes de la matriz pueden aumentar o reducir
(incluso suprimir) la sefial de los analitos. El problema se origina en la fuente de ionizacion,
cuando los constituyentes de la matriz influyen sobre la ionizacion de los analitos con los que
coeluyen, causando la supresién de la ionizacion de los mismos. Para evaluar el impacto de la
matriz en el aumento o disminucidn de la sefial de los analitos (comparada con la sefial de de
los mismos en patrones preparados en disolvente), las pendientes de las rectas de calibracién
por adicion de patrdon (patrones en matriz) se compararon con las pendientes de las rectas de
calibrado en disolvente, calculando relaciones pendiente calibrado matriz/pendiente calibrado
disolvente para cada uno de los 104 compuestos analizados. Como se puede ver en la tabla
IV.5.1, la sefial de los analitos se veia afectada en la mayoria de los casos (relacion de

pendientes # 1), usando ambos protocolos de tratamiento de muestra.

Cuando se utilizaba el método QUEChERS, sdlo unos pocos compuestos polares que eran poco
retenidos en la columna mostraron un fuerte efecto matriz (ver tabla IV.5.1). Estos
compuestos (thiocyclam, acephate, methamidophos y omethoate) mostraron un aumento de
su sefial del doble o mas (relaciones de pendientes con valores superiores a 2, o efecto matriz
> 100% cuando se expresa en porcentaje). Sin embargo, cuando se utilizaba el método MSPD
no se veian afectados, probablemente debido a la efectividad de la etapa de limpieza con
cartuchos de Florisil (silicato de magnesio basico) para eliminar sustancias interferentes
polares (pigmentos, polifenoles, etc). Las fases sdlidas utilizadas en la etapa de clean-up del
método QUEChERS parecen ser menos eficientes para eliminar este tipo de interferentes

polares presentes en el aceite de oliva.
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Los resultados obtenidos para el efecto matriz también se muestran en términos de porcentaje
absoluto de incremento o disminucion de la sefial en la tabla IV.5.1. El incremento o
disminucidn de la sefial se calculé mediante la operacién:
(pte. calibrado matriz/pte. calibrado disolvente) x 100 — 100.

Resultados negativos indican supresion de la sefial (en relacién a la sefial obtenida con
patrones puros), mientras que los resultados positivos indican un incremento de la misma.
Para la mayoria de los plaguicidas estudiados se observa un efecto matriz suave, inferior o
igual a + 20% (lo que se traduce en relaciones de pendientes comprendidas entre 0.80 y 1.20),
aunque existen diferencias entre los métodos de extraccion QUEChERS (73% de los
compuestos) y MSPD (92% de los compuestos), como se refleja en la figura IV.5.7. Por lo tanto,
de manera global, el protocolo MSPD parece ser mas efectivo a la hora de eliminar

interferentes del aceite de oliva.

100

60 - = QUEChERS
= MSPD

% Compuestos

+10% +20% +30% >+30%
Efecto matriz

Figura IV.5.7. Distribucion del efecto matriz (expresado en términos de porcentaje de incremento o
disminucidn de la sefial) obtenido para los 105 plaguicidas analizados en aceite de oliva, utilizando los
dos métodos ensayados.

Finalmente, el método propuesto fue aplicado a dos muestras de aceite de oliva virgen extra.
Se encontraron resultados positivos para simazine, terbuthylazine y desethyl terbuthylazine,
usando ambos métodos de preparacién de muestra. El herbicida diuron fue encontrado
usando el método de extraccion MSPD, mientras que no fue detectado cuando se usé el

método QUEChERS. Esto puede ser debido a la retencion del diuron en el carbén grafitizado
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debido a su estructura plana. Las concentraciones de estos plaguicidas encontradas en las
muestras fueron muy bajas, por debajo del MRL establecido en la normativa europea para
aceitunas de produccion [13]. Se tomaron estos MRLs como referencia debido a que

actualmente no existen MRLs establecidos para aceite de oliva en la normativa europea.

1V.5.4. Conclusiones

Se han estudiado dos métodos de preparaciéon de muestra rdpidos y respetuosos con el medio
ambiente (QUEChERS y MSPD) para el analisis multi-residuo de gran alcance de plaguicidas en
muestras de aceite de oliva. Esta es la primera vez en la que estos dos métodos se evaltdan y
comparan para una gran variedad de plaguicidas en aceite de oliva. Para ambos métodos de
preparacion de muestra se desarrollé un método multi-residuo para el andlisis de un total de
105 plaguicidas en aceite de oliva empleando LC-TOFMS. La linealidad, precisién, exactitud,
efecto matriz y limites de deteccidon obtenidos ilustran el potencial de la técnica LC-TOFMS
para el analisis rapido de plaguicidas en muestras vegetales con alto contenido graso. Ademas,
los limites de deteccidn alcanzados eran adecuados para el andlisis de residuos de plaguicidas
en aceitunas destinadas a la produccién de aceite, asi como en aceite de oliva virgen, teniendo
en cuenta los MRLs establecidos en la normativa europea y el Codex Alimentarius,
respectivamente. Con respecto a la comparacién de los métodos de extraccion, los resultados
mostraron un menor efecto matriz cuando se combinaba la MSPD con LC-TOFMS, pero se
obtenian mejores recuperaciones cuando se usaba el método QUEChERS. Teniendo en cuenta
que el uso de calibracion por adicidon de patrén minimiza el problema del efecto matriz, junto
con el mayor rendimiento del método QUEChERS, éste ofrece una ligera ventaja sobre el

método MSPD.



CAPiTULO V.6

Desarrollo de un método multi-residuo para el andlisis de
plaguicidas en aceituna mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).
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IV.6. DESARROLLO DE UN METODO MULTI-RESIDUO PARA LA DETERMINACION DE
PESTICIDAS EN ACEITUNA MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA/ESPECTROMETRIA DE
MASAS EN TANDEM (LC-MS/MS). VENTAJAS DEL MRM NO SEGMENTADO.

IV.6.1 Resumen

Se ha llevado a cabo una comparacion detallada de dos metodologias de preparacidon de
muestra para el desarrollo de métodos multi-residuo de gran alcance para el analisis de
plaguicidas en aceituna mediante cromatografia liquida/espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS). Las metodologias propuestas se basan en: a) extraccidén liquido-liquido con
acetonitrilo seguida de una etapa de limpieza o clean-up mediante extraccién en fase sélida
dispersiva con carbén grafitizado (GCB), amina primaria-secundaria (PSA) y C,s (método
QUECHhERS para matrices grasas); b) dispersion de matriz en fase sélida (MSPD) utilizando
como fase solida aminopropil y cartuchos de Florisil para la etapa final de limpieza o clean-up.
Para evaluar las metodologias de tratamiento de muestra propuestas, 104 plaguicidas
representativos de diferentes clases fueron estudiados haciendo uso de LC-MS/MS empleando
como fuente de ionizacién electrospray. La separacién de los compuestos presentes en los
extractos de aceituna se llevé a cabo en una columna corta (50 mm x 4.6 mm d.i.) de Cy5 con
un tamafo de particula de 1.8 um. La identificacidon y confirmacién de los compuestos se
basaba en el tiempo de retencion y la relacién entre dos transiciones MRM especificas para
cada compuesto. Los limites de deteccién obtenidos eran inferiores a 10 g kg™ para mas del
89% de los compuestos utilizando ambos métodos de preparacién de muestra. Para la
validaciéon del método se llevaron a cabo estudios de recuperacién a dos niveles de
fortificacion: 10 y 100 pg kg, obteniéndose recuperaciones en el rango 70-120% para la
mayoria de los analitos cuando se utilizé6 el método QUEChERS. Cuando el procedimiento de
extraccién elegido fue la MSPD, las recuperaciones para la mayoria de los analitos estaban
comprendidas en el rango 50-70%. Los métodos descritos fueron aplicados satisfactoriamente
al analisis de muestras reales de aceitunas, revelando la presencia de algunas de las especies
de interés en el rango de los pg kg'. Ademas de la evaluacidon de las dos metodologias de
tratamiento de muestra, también se discute el uso de un nuevo software para el desarrollo de
métodos MRM, de forma que se eliminan algunas limitaciones y desventajas asociadas a los
métodos MS/MS convencionales (pérdida de analitos que eluyen en los extremos de los
segmentos de tiempo, programacién manual del método y limitaciones asociadas al tiempo de

barrido o scan). Esta herramienta (software) recientemente desarrollada por varias firmas
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comerciales estd basada en un algoritmo que, a partir del tiempo de retencién para cada
transicion MS/MS, maximiza el nimero de transiciones que se monitorizan simultdneamente a

lo largo de todo el analisis cromatografico.

IV.6.2 Experimental

1V.6.3.1 Preparacion de muestra

Protocolo 1.- Método QUEChERS modificado para matrices grasas [46].

El procedimiento propuesto para este estudio constaba de los siguientes pasos: 10 g de una
porcién homogénea de pasta de aceituna (ver proceso de molienda en capitulo Ill) fueron
pesados en un tubo de centrifuga de plastico de 50 mL de capacidad. Seguidamente se
afiadieron 10 mL de acetonitrilo (MeCN) y el tubo se agité manualmente durante 1 minuto.
Después, se anadieron 4 g de sulfato de magnesio anhidro y 1 g de cloruro sddico (NaCl).
Inmediatamente después (para evitar la coagulacion del sulfato de magnesio anhidro) el tubo
se agitd de nuevo enérgicamente durante 1 minuto y posteriormente la mezcla se centrifugd a
3700 revoluciones por minuto (rpm) durante otro minuto. Una vez separadas las fases, se
tomaron 5 mL del sobrenadante (extracto de acetonitrilo) que fueron transferidos a un tubo
de centrifuga de plastico de 15 mL de capacidad al que se habian afiadido previamente 750 mg
de MgS0O,, 250 mg de PSA (amina primaria-secundaria), 250 mg de carbon grafitizado (GCB) y
250 mg de Cys. El segundo tubo fue inmediatamente agitado durante 30 s y después se
centrifugd a 3700 rpm durante 1 min. Un volumen de 1 mL de dicho extracto fue evaporado en
un tubo de ensayo de vidrio hasta casi sequedad bajo una corriente de nitrégeno, para
posteriormente ser reconstituido con 0.5 mL de metanol (MeOH) y 0.5 mL de agua ultrapura
(milli Q). De este modo se obtuvo un extracto que contenia el equivalente de 1 g de muestra
por mililitro de extracto. Finalmente, el extracto fue filtrado a través de un filtro de 0.45 pmy
transferido a un vial para su anadlisis mediante HPLC-MS. Los extractos fueron diluidos 1:2 con
agua ultrapura antes de su analisis (500 pL extracto + 500 pL H,0), de forma que la muestra
inyectada en el HPLC-MS contenia aproximadamente un 25% de MeOH y un 75% de agua. En

la figura IV.6.1. se puede ver un esquema de este procedimiento.
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N, +0.5 mL H,0

Figura IV.6.1. Esquema del protocolo QUEChERS utilizado para obtener los extractos de aceituna.

Protocolo 2.- Dispersion de matriz en fase sélida (MSPD).

Este proceso se esquematiza en la figura IV.6.2 y comienza con la pesada de 1 g de pasta de
aceituna (ver proceso de molienda en capitulo Ill) en un mortero de vidrio, donde se
homogeneiza con 2 g de aminopropil (Bondesil-NH,). Tras el proceso de homogeneizacion
resulta un polvo fino y seco que se transfiere a un cartucho SPE comercial de 12 mL relleno con
2 g de Florisil. La elucién se realiza con 2 x 5 mL de acetonitrilo, utilizandose la primera alicuota
para limpiar el mortero. El extracto final se recoge en un tubo de ensayo de vidrio y se evapora
hasta casi sequedad bajo una corriente de nitrégeno, para posteriormente ser reconstituido
con 0.5 mL de metanol (MeOH) y 0.5 mL de agua ultrapura (milli Q). De este modo se obtuvo
un extracto que contenia el equivalente de 1 g de muestra por mililitro de extracto.
Finalmente, el extracto fue filtrado a través de un filtro de 0.45 um y transferido a un vial para
su analisis mediante HPLC-MS. Los extractos fueron diluidos 1:2 con agua ultrapura antes de su
analisis (500 pL extracto + 500 pL H,0), de forma que la muestra inyectada en el HPLC-MS

contenia aproximadamente un 25% de MeOH y un 75% de agua.
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Figura IV.6.2. Esquema del protocolo MSPD utilizado para obtener los extractos de aceituna.

Preparacion de las curvas de calibracion.

Se prepararon patrones de calibracion en matriz, de forma que a los extractos de aceituna
obtenidos usando los dos métodos de extraccion ensayados se le afiadieron los volumenes
apropiados de la disolucion de trabajo (que contenia la mezcla de plaguicidas) para conseguir
el nivel de concentracién deseado (rango: 2-2000 ug kg™). También se analizaron extractos no

fortificados, “blancos”, para asegurar que no contenian los compuestos estudiados.

Fortificacion de las muestras para los estudios de recuperacion.

Para los estudios de recuperacién las muestras fueron fortificadas antes de la extraccion. Se
tomo una porcidn representativa de pasta de aceituna y se pesaron 100 g que posteriormente
fueron fortificados con la cantidad apropiada de la disolucion de trabajo para conseguir 10 pg
kg™ de la mezcla de plaguicidas en la muestra fortificada. Esta muestra fue agitada durante una
hora para su homogeneizacidn; acto seguido se dejd incubar a temperatura ambiente durante
seis horas para asegurar la eliminaciéon del disolvente. Después se extrajeron seis porciones de
10 g siguiendo el protocolo 1 (QUEChERS) descrito anteriormente, y seis porciones de 1 g

siguiendo el protocolo 2 (MSPD) también descrito anteriormente.
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También se realizaron estudios de recuperacion a un nivel de concentracidn de 100 pig kg'y se
procedié de manera analoga a la descrita para el nivel de concentracién de 10 pg kg™
Teniendo en cuenta la etapa de dilucién que se lleva a cabo al final de la etapa de tratamiento
de muestra, indistintamente del método de extraccidn utilizado, los extractos inyectados en el
instrumento LC-MS/MS contenian, respectivamente, 5 y 50 pg L' de los plaguicidas

estudiados.

IV.6.3.2 Pardametros instrumentales

En este estudio se utilizd el equipo HPLC-MS Agilent 6410 Triple Quad descrito en el capitulo

lll. Los valores éptimos elegidos para los pardmetros instrumentales fueron los siguientes:

a) Condiciones cromatogrdficas:

- Fases moviles ESI(+): A =H,0 (0.1% HCOOH, v/v); B = Acetonitrilo.

- Gradiente: durante 1 min se mantiene constante un 10% de B, seguido de un
gradiente lineal hasta el 100% B a los 11 min. Entonces, se mantiene constante
(100%B) durante 4 min.

- Velocidad de flujo: 0.6 mL min™.

- Columna: Cy, 50 mm x 4.6 mm i.d. y 1.8 um de tamaio de particula (Zorbax Rapid
Resolution Eclipse XDB-C18, Agilent).

- Volumen de inyeccién: 10 pL.

b) Espectrometro de masas:

- Fuente: ESI(+) - Transiciones MRM: ver tabla IV.6.1
- Voltaje del capilar: 5000 V - Voltaje de fragmentacion en Q2:

- Temperatura de la fuente: 325 °C optimizado para cada transicidn

- Presion del gas de secado (N,): 50 psig - Energia de colisién (CE): optimizada

- Flujo del gas de secado: 12 L min™ para cada transicion
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IV.6.3 Resultados y discusion

IV.6.3.1 Desarrollo del método LC-MS.

a) Separacion e identificacion de las especies de interés mediante LC-ESI-MS/MS.

La separacion de las especies de interés se llevé a cabo en 16 minutos con una columna de
resolucidn rapida y tamafio de particula reducido, obteniendo una anchura de pico media de
10 s, lo que mejora la resolucion en comparacion con el uso de columnas analiticas tipicas (e;j:
150 mm x 4.6 mm d.i. x 5 um tamafio particula), con las que se suelen obtener anchuras de
pico (a la altura de la linea base) comprendidas entre 20-40 s. Por lo tanto, la anchura de pico a
la altura de la linea base se reduce a la mitad, lo que supone un aumento de la relacién seial-
ruido (S/N) del analito a bajas concentraciones, mejorando los limites de deteccion del
método. Ademas, el consumo de disolvente organico (acetonitrilo) se reduce cerca de un 60%
cuando se usan columnas cortas, lo que conlleva el desarrollo de métodos cromatograficos

mas respetuosos con el medio ambiente.

Se establecieron condiciones convencionales para la ionizacién por electrospray de los
compuestos de interés. De esta forma, se usaron valores estandar para la temperatura de la
fuente, presion y flujo del gas de secado (nitrdgeno), y voltaje del capilar. Sin embargo, los
pardmetros fuertemente dependientes del analito (transiciones MRM, voltaje de
fragmentacion y energia de colisidn) se estudiaron en detalle y de forma individual para cada
analito. En la mayoria de los casos la molécula protonada ([M+H']) fue elegida como ién
precursor, excepto cuando la intensidad relativa del aducto de sodio ([M+Na']) era mayor que
la de la molécula protonada en las condiciones ESI+ seleccionadas (methidathion, methomyl,
oxamyl). Ademads, en la medida de lo posible, se eligieron para cada compuesto las dos
transiciones MRM que implicaban la formacién de iones producto con mayor relacién m/z y
mayor intensidad relativa. La optimizacidn se llevé a cabo mediante la inyeccién de 1 pL de
una disolucién individual de cada plaguicida (1-3 mg L™ en acetonitrilo) directamente en el
espectrometro de masas con un flujo constante de una mezcla 50:50 de acetonitrilo/agua con
una velocidad de flujo de 0.2 mL min™. El voltaje de fragmentacion se estudié en el rango 60 —
150 V (60, 90, 120 y 150 V), mientras que la energia de colision (CE) se estudio en el rango 5 —

20 eV (5, 10, 15 y 20 eV). Al objeto de establecer las mejores condiciones para el andlisis, se
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ensayaron de forma automatica diferentes combinaciones voltaje de fragmentacidn/energia
de colision, mediante la herramienta de software MassHunter Optimizer (Agilent

Technologies). Los valores 6ptimos se muestran en la tabla IV.6.1.

La identificacion de los residuos de plaguicidas en extractos de aceituna se basé en el tiempo
de retencidn y la utilizacidn de dos transiciones MRM especificas, de forma que la mas intensa
se empled para la cuantificacion (Q) y la otra se empled para la confirmacion (q). La relacidn
entre estas dos transiciones (Q/q) también fue usada a efectos de confirmacidn, considerando
un 20% de variabilidad (tolerancia). Este criterio esta de acuerdo con las directrices de control
de calidad recogidas en la Guia SANCO de la Unidn Europea [32], basadas en la estadistica de la
relacion de los iones de las transiciones monitorizadas. En el caso de iprodione, kresoxim-
methyl y methomyl no fue posible el calculo de la relacién Q/q debido a la baja intensidad de
la transicion “cualificadora” (q). El resto de los compuestos estudiados presentaba una
variabilidad inferior al 20% en el rango lineal de concentracién. A modo de ejemplo, en la
figura 1V.6.3 se muestran los picos cromatograficos obtenidos para dimethoate, simazine,

terbuthylazine y tebuconazole en patrones en matriz a un nivel de concentracién bajo (10 pg

kg'l).
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Figura IV.6.3. Cromatogramas MRM correspondientes a la transicion cuantificadora elegida (en modo
DMRM) para: (1) dimethoate, (2) simazine, (3) terbuthylazine y (4) tebuconazole, en (a) un extracto
QUEChERS fortificado a un nivel de concentracion de 10 ug kg'l, y (b) un extracto MSPD fortificado a un
nivel de concentracién de 10 ug kg'l.
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Tabla IV.6.1. Parametros MRM para el método LC-MS/MS desarrollado para 104 plaguicidas, incluyendo
las transiciones cuantificadora (Q) (en negrita) y cualificadora (q) junto con los valores optimizados para
el voltaje de fragmentacion (fragmentor) y la energia de colision (CE).

Plaguicida Composicion m/z ion fra nr‘:l/ezntos fragmentor CE % (min)
9 elemental i6n padre padre g w) (eV) =
(Q/a)
. 125.0
Methamidophos C2H9NO2PS 142.1 04.1 90 10 1.28
143.0 5
Acephate C4H11N103PS1 184.1 125.0 90 15 1.49
- 137.0 15
Thiocyclam C5H12NS3 182.0 73.0 90 20 1.59
183.0 S5
Omethoate C5H13N0O4PS 214.1 125.0 90 20 1.77
. 160.0 15
Carbendazim C9H10N302 192.0 132.0 150 20 2.66
. 166.0
Butoxycarboxim C7H15N204s 223.0 90 5 3.33
106.0
. 148.0 5
Aldicarb sulfone C7H15N204S 223.0 86.0 120 10 3.73
Oxamyl C7H13N303SNa 237.0 72.0 60 10 3.75
90.0 5
128.0 5
Methomyl C5H10N202NaS 185.0 99.0 90 10 4.20
127.0 10
Monocrotophos C7H15NO5P 224.0 98.0 60 15 4.25
. 211.0 10
Thiamethoxam C8H11CIN503S 292.0 181.0 90 50 5.00
S 182.1 15
Pirimicarb C11H19N402 239.2 72.2 150 20 5.28
. 175.0 15
Metamitron C10H11N40O 203.0 104.0 120 50 5.45
120.0 15
Fenuron C9H13N20 165.0 72.0 90 20 5.60
Chloridazon C10H9CIN3O 222.0 19%.0 120 20 5.70
Imidacloprid C9H11CIN502 256.0 209.0 90 15 5.77
’ 175.0 :
. 199.0 5
Dimethoate C5H13NO3PS2 230.0 171.0 90 10 5.94
— 126.0 20
Acetamiprid C10H12CIN4 223.0 56.0 120 15 6.05
. . 126.0 20
Thiacloprid C10H10CIN4S 253.0 186.0 120 10 6.68
) 116.0 10
Aldicarb C7H15N202S 213.0 89.0 120 15 6.83
. 205.0 10
Bromacil C9H14BrN202 261.0 188.0 90 20 6.99
. 255.0 15
Imazalil C14H15CI2N20 297.0 159.0 150 20 6.99
126.0 20
Monuron C9H12CIN20 199.0 72.0 120 15 7.11
. 219.0 5
Oxadixyl C14H19N204 279.0 133.0 90 20 7.11
Simazine C7H13N5Cl 202.0 132.0 120 20 7.15
124.0
Desethyl 146.0 15
terbuthylazine C7H13CINS 202.0 110.0 120 50 7.30
. 144.9 10
Dichlorvos C4H8CI204P 221.1 109.0 150 15 7.30
) 153.0 10
Lenacil C13H19N202 235.0 136.0 90 50 7.37
Carbofuran C12H16NO3 222.0 165.0 90 10 7.75
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m/z

- Composicion m/z ién fragmentor CE .
SLER LR elemental i6on padre padre WL L2 w) (eV) tr (min)
(Q/q)
123.0 20
123.0 5
XMC C10H14NO2 180.1 95.1 60 20 7.91
72.0
Chlorotoluron C10H14N20CI 213.0 140.0 120 20 7.96
72.0
Fluometuron C10H12F3N20 233.0 160.0 120 20 7.96
145.0 10
Carbaryl C12H12NO2 202.0 127.0 140 20 8.02
Pyrimethanil C12H14N3 200.0 11%'8 120 20 8.03
. 174.0 15
Atrazine C8H15CINS 216.0 146.0 120 20 8.11
72.0 20
Isoproturon C12H19N20 207.0 165.0 120 10 8.14
119.0 15
Deet C12H18NO 192.1 91.1 120 50 8.17
220.0 10
Metalaxyl C15H22NO4 280.0 160.0 120 20 8.17
Diuron COH11CI2N20 233.0 ARy 120 20 8.21
. 164.0 5
Ethiofencarb C11H16NO2S 226.0 107.0 60 15 8.21
. 123.0
Difenoxuron C16H19N203 287.0 72.0 90 20 8.23
Monolinuron C9H12CIN202 215.0 148.0 120 15 8.26
) 126.0 :
95.1 15
Isoprocarb C11H16NO2 194.1 152.0 90 5 8.47
149.0 10
Metobromuron C9H12BrN202 260.0 171.0 120 50 8.51
182.0 20
Flazasulfuron C13H13F3N505S 408.0 301.0 120 10 8.63
. 301.0 8.65,
Dimethomorph C21H23CINO4 388.0 165.0 150 20 8.81
o 227.0 5
Triadimenol C14H19CIN302 296.2 70.2 60 10 8.79
. 351.0 15
Ethiprole C13H10CI2F3N40S 396.9 555.1 120 50 8.90
. 188.0
Propazine C9H17CINS 230.0 146.0 120 20 8.90
125.0
Cyproconazole C15H19CIN30 292.0 70.0 120 20 9.04
308.0 10
Prochloraz C15H17CI3N302 376.0 266.0 90 15 9.12
. 174.0 15
Terbuthylazine C9H17CIN5S 230.0 146.0 120 20 9.19
95.0 10
Fenobucarb C12H18NO2 208.1 152.1 90 5 9.20
. . 145.0 5
Methidathion C6H11N204NaPS3 303.0 85.0 60 15 9.25
. 226.2 5
Diethofencarb C14H22N0O4 268.2 180.2 90 15 9.29
Bupirimate C13H25N403S 317.0 igg'g 150 20 9.30
- 217.0 20
Fenamiphos C13H23NO3PS 304.0 234.0 120 15 9.30
. 268.2
Fenarimol C17H13CI2N20 331.1 250.1 150 20 9.30
. 160.0 20
Linuron C9H11CI2N202 249.0 182.0 90 15 9.30
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m/z

- Composicion m/z ién fragmentor CE .
SLER LR elemental i6on padre padre WL L2 w) (eV) tr (min)
(Q/q)
159.0 9.32,
Bromuconazole C13H13BrCI2N30 378.0 20.0 120 20 0.68
. 125.1 20
Myclobutanil C15H18CIN4 289.2 70.2 150 15 9.35
151.0 5
Promecarb C12H18NO2 208.0 109.0 60 15 9.35
. 372.0 10
Azoxystrobin C22H18N305 404.0 344.0 120 20 9.40
. . 127.1 10
Dimethylvinphos C10H11CI304P 330.9 205.0 90 20 9.42
204.0 20
Chlorbromuron C9H11BrCIN202 293.0 182.0 120 15 9.43
o 225.0
Triadimefon C14H17CIN302 294.2 197.1 150 10 9.54
. 97.0 25
Fenhexamid C14H18CI2NO2 302.0 55.0 90 30 9.57
. . 205.1
Pyridaphenthion C14H18N204PS 341.1 189.2 120 20 9.58
70.0
Tebuconazole C16H23CIN30 308.0 125.0 90 20 9.64
. 149.2 15
Methoxyfenozide C22H29N203 369.3 133.1 90 20 9.79
. 158.0 10
Diflubenzuron C14H10CIF2N202 311.0 141.0 120 20 9.80
159.0 20
Penconazole C13H16CI2N3 284.0 70.0 90 15 9.93
. 245.0 15
Iprodione C13H14CI2N303 330.0 101.0 90 20 9.95
Chromafenozide C24H31N203 395.2 175.1 90 10 9.97
339.2 5
. 127.0 10
Malathion C10H2006PS2 331.0 09.0 90 50 10.01
. 286.2 10
Triazophos C12H17N303PS 314.1 162.2 150 20 10.03
116.2 5
Fenoxycarb C17H20NO4 302.2 88.2 90 20 10.10
252.0 10
Metolachlor C15H23CINO2 284.0 176.0 120 20 10.10
238.0
Alachlor C14H21CINO2 270.0 162.0 90 15 10.20
Triflumizole C15H16CIF3N30 346.0 278.0 90 > 10.20
73.0 10
. 160.2 10
Azinphos-ethyl C12H17N303PS2 368.1 132.2 150 15 10.30
88.0 15
Neburon C12H17CI2N20 275.0 114.0 120 10 10.30
. 296.9 5
Tebufenozide C22H29N202 353.2 133.1 150 15 10.30
. 283.1 10
Edifenphos C14H1602PS2 311.0 173.0 120 5 10.35
. 155.1 10
Chlorfenvinphos C12H15CI304P 359.0 126.9 120 15 10.40
. 248.1 15
Aclonifen C12H10CIN203 265.1 218.1 120 20 10.50
. 337.0 15
Difenoconazole C19H18CI2N303 406.0 251.0 120 20 10.50
. 246.2 15
Kresoxim-methyl C18H20NO4 336.2 2292 150 20 10.50
. 156.0 15
Triflumuron C15H11CIF3N203 359.0 139.0 120 20 10.50
294.0 5
Benalaxyl C20H24NO03 326.0 508.0 120 15 10.60
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m/z

Plaguicida Composicion m/z ién fragmentos fragmentor CE
9 elemental i6n padre padre 9 ) (eV)
(Q/q)
Quinalphos C12H16N203PS 299.1 163.2 150 20
P : 147.2
. 199.0 10
Anilofos C13H20CINO3PS2 368.0 171.0 120 20
199.0
Isofenphos methyl C14H23N0O4PS 231.0 121.0 90 15
- 169.0 15
Diazinon C12H22N203PS 305.0 153.0 120 20
Indoxacarb C22H18CIF3N307 528.1 292 150 15
R 164.2
Pirimiphos-methyl C11H21N303PS 306.2 108.2 150 20
. 145.1 20
Fluacrypyrim C20H22F3N205 427.1 205.1 90 5
. 162.0 20
Triclocarban C13H10CI3N20 315.0 128.0 120 15
. . 206.2 10
Trifloxystrobin C20H20F3N204 409.2 186.2 120 20
. 201.0 10
Buprofezin C16H24N30S 306.0 116.0 120 15
306.0
Flufenoxuron C21H12CIF6N203 489.0 120 15
158.0
. 199.0 5
Ethion C9H2304P254 385.1 171.0 90 10
. 228.2 10
Hexythiazox C17H22CIN202S 353.1 168.2 120 20
Fenazaquin C20H23N20 307.3 ll'i;'g 150 15

b) Uso de la herramienta de software para el desarrollo de métodos MRM con ventana

dindmica.

Con el uso de esta herramienta de software MRM no es necesario el establecimiento de
segmentos de tiempo para un grupo de transiciones, teniendo en cuenta el nimero de iones
totales y la relacién “dwell time/duty cycle”. Este software construye automaticamente
segmentos de tiempo “virtuales” durante el analisis (como una ventana de tiempo en continuo
movimiento durante el curso del analisis). El software “MRM dinamico (DMRM)” construye
automaticamente tablas DMRM basadas en el tiempo de retencion de los analitos, con una
ventana de deteccién (Atg) que previene la pérdida de los compuestos debido a pequefios
desplazamientos en el tiempo de retencién, y en un tiempo constante de scan o barrido (para
asegurar un numero suficiente de puntos a lo largo del pico cromatografico) [220-222]. En
nuestro estudio se establecié Atg= 1 min, mientras que el tiempo de barrido o scan no es un
parametro definido por el usuario, sino que es calculado por el software. El software MRM

dindmico (DMRM) agrupa automaticamente las transiciones en tablas basadas en el tiempo de

tr (min)

10.60
10.80
10.93
10.99
11.20
11.20
11.30
11.30
11.30
11.40
11.90
12.20
12.30

12.50
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retenciéon del analito, la ventana de deteccion y el tiempo constante de barrido por transicion.
Estas tablas son similares a los segmentos de tiempo MRM convencionales, pero contienen
menos transiciones. El software permite mas de 4000 transiciones de iones en un método
MRM dindmico. En cada tabla DMRM el tiempo de scan o barrido permanece constante,
mientras que el dwell time varia para asegurar que todos los analitos son analizados
cuantitativamente (con un ndmero minimo de puntos de un pico cromatografico de por

ejemplo 10).

Los inconvenientes de los andlisis MRM convencionales, relacionados con la adicidon de nuevos
compuestos a un método MRM existente, o el riesgo de perder analitos debido a pequenas
variaciones en el tiempo de retencién de los mismos (especialmente aquellos que eluyen en
las proximidades de dos segmentos de tiempo diferentes) son eliminados con la nueva
herramienta propuesta. De hecho, el nimero de compuestos que eluyen en las proximidades
de dos segmentos diferentes aumenta con el nimero de compuestos que se monitorizan en el
método MRM, incrementdndose la posibilidad de perder analitos. Por ejemplo, en un método
LC-MS para la determinacién de 46 plaguicidas en vino, el 10.9% de los analitos eluian en las
proximidades de distintos segmentos [243], mientras que para la determinacién de 160
plaguicidas en frutas y vegetales ese porcentaje aumentaba hasta el 26.9% de los analitos
estudiados [170]. La practica comun para minimizar la pérdida de analitos que eluyen en las
proximidades de los segmentos en los métodos MRM convencionales es duplicar las
transiciones en segmentos consecutivos, en algunos casos parcialmente solapados [244]. Sin
embargo, duplicar las transiciones no es una solucién en muchos casos para las pequeias
variaciones en los tiempos de retencién de los analitos, implicando una pérdida de tiempo del
instrumento en analizar transiciones que conducen a picos no integrables o falsos negativos.
No obstante, el software MRM dindmico también presenta inconvenientes, ya que un pequefo
cambio en el método (por ejemplo la adicion o eliminacidn de un analito) puede cambiar todos
los parametros analiticos del mismo, particularmente las pendientes de las rectas de
calibracion, siendo necesaria por tanto una nueva calibracion cuando se produce un cambio en
los parametros de adquisicién. Esto sdlo pasaria en el segmento de tiempo afectado por la
transicion que se afade o elimina en un método MRM convencional. El resto de las
caracteristicas del nuevo software son ventajosas, haciendo mas facil el desarrollo y la

optimizacion del método.
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IV.6.3.2 Evaluacion de los métodos de tratamiento de muestra.

Para evaluar la efectividad de cada uno de los procedimientos de extraccidn propuestos se
llevaron a cabo estudios de recuperacién a dos niveles de concentracién: 10 y 100 ug kg™. Los
resultados se detallan en la tabla IV.6.2. En general, se observaron mejores porcentajes de
recuperacion cuando se utiliza el protocolo QUEChERS para la extraccion de los plaguicidas de
interés. Como se puede ver en la figura IV.6.4, en la que se incluyen los resultados derivados
de los estudios de recuperacién para los dos métodos de extraccidon ensayados y a los dos
niveles de fortificacién estudiados, se obtienen mejores recuperaciones cuando se utiliza el
método QUEChERS. Considerando un valor medio entre los niveles de concentracion
estudiados, el 86% de los analitos se recuperan entre un 70-120% con el método QUEChERS,
mientras que usando el procedimiento basado en la MSPD el porcentaje de analitos
recuperados en el mismo rango fue del 20%. La mayoria de los plaguicidas estudiados (65%)
fueron recuperados en el rango 50-70% cuando la MSPD fue la técnica de preparacion de

muestra elegida.

100
90
80
70
60
50
40
30

20
10 I
0 4 _-.—

<50% 50-70%  70-120% >120%

m QUEChERS 10 pg Kg-1

m QUEChERS 100 pg Kg-1

% Compuestos

m MSPD 10 pg Kg-1

m MSPD 100 pg Kg-1

Recuperacion (%)

Figura 1V.6.4. Distribucion de los porcentajes de recuperacion medios de los plaguicidas estudiados en
aceitunas fortificadas, utilizando los dos métodos de tratamiento de muestra ensayados a dos niveles de
concentracién (10 y 100 pg kg™).

Por otro lado, ni flufenoxuron ni fenazaquin fueron recuperados con el método QUEChERS,
probablemente porque debido a sus estructuras planas quedaron retenidos en el carbén

grafitizado utilizado en la etapa de limpieza o clean-up de los extractos. Utilizando la
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metodologia MSPD, las recuperaciones para ambos compuestos estan alrededor de un 60%.
Por el contrario, acephate, dichlorvos, fenhexamid e iprodione no fueron recuperados con el
método de extraccion basado en Ila MSPD, mientras que fueron recuperados
cuantitativamente mediante el método QUEChERS. A la vista de estos resultados, la
metodologia QUEChERS parece ser mds apropiada como método de extraccion para el andlisis

multi-residuo de un gran numero de plaguicidas en aceituna.

Paralelamente al estudio de recuperacidn se llevd a cabo un estudio de precision de las
metodologias propuestas (tratamiento de muestra + LC-MS/MS). La desviacién estandar
relativa (n=6) obtenida para ambos métodos y a los dos niveles de concentracién estudiados se
muestra tanto en la tabla IV.6.2 como en la figura IV.6.5. Como se puede ver, se obtienen
mejores resultados de precision cuando se utiliza el método QUEChERS (85-90% de los
compuestos con RSD% < 10%). En general los coeficientes de variacidon fueron menores para el

nivel de concentracidn mas alto ensayado con ambos métodos de preparacidn de muestra.

100
920

® QUEChERS 10 pg Kg-1

® QUEChERS 100 pg Kg-1

® MSPD 10 pg Kg-1

% Compuestos

® MSPD 100 pg Kg-1

e
<5% 5-10%  10-15%  >15%

RSD (%)

Figura 1V.6.5. Estudio de precisidn. Distribucion de los valores medios de la desviacién estandar relativa
(RSD %) de los 104 plaguicidas estudiados en aceitunas fortificadas, utilizando los dos métodos de
tratamiento de muestra ensayados a dos niveles de concentracién (10 y 100 pg kg™).
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Tabla 1V.6.2. Evaluacion del rendimiento de los tratamientos de muestra ensayados: estudios de
recuperacion y efecto matriz. La primera linea en el estudio de recuperacién corresponde a un nivel de
concentracion de 10 pg kg'l, y la segunda a 100 ug kg'l.

Plaguicida

Methamidophos

Acephate

Thiocyclam

Omethoate

Carbendazim

Butoxycarboxim

Thiabendazole

Aldicarb sulfone

Oxamyl

Methomyl

Monocrotophos

Thiamethoxam

Pirimicarb

Metamitron

Fenuron

Chloridazon

Imidacloprid

Dimethoate

Acetamiprid

Thiacloprid

Aldicarb

Bromacil

Imazalil

tr
(min)

1.28

1.49

1.59

1.77

2.66

3.33

3.68

3.90

3.80

4.20

4.30

5.00

5.28

5.45

5.60

5.70

5.77

5.94

6.05

6.68

6.83

6.99

6.99

Efecto matriz

QUEChERS*
(A%)

0.76 (-24%)

1.00 (0%)

1.09 (+9%)

0.87 (-13%)

0.64 (-36%)

0.83 (-17%)

0.72 (-28%)

0.96 (-4%)

1.18 (+18%)

0.30 (-70%)

0.86 (-14%)

0.44 (-56%)

0.72 (-28%)

0.53 (-47%)

0.42 (-58%)

0.34 (-66%)

0.33 (-67%)

0.45 (-55%)

0.42 (-58%)

0.84 (-16%)

0.3 (-70%)

0.41 (-59%)

0.66 (-34%)

Efecto matriz
MSPD* (A%)

1.03 (+3%)

3.24 (+224%)

0.54 (-46%)

1.61 (+61%)

0.82 (+18%)

1.05 (+5%)

1.10 (+10%)

1.30 (+30%)

1.62 (+62%)

0.39 (-61%)

1.13 (+13%)

0.55 (-45%)

0.80 (-20%)

0.75 (-25%)

0.79 (-21%)

0.50 (-50%)

0.52 (-48%)

0.60 (-40%)

0.74 (-26%)

0.54 (-46%)

0.40 (-60%)

0.71 (-29%)

0.83 (-17%)

Recuperaciones

QUEChERS*

%Rec (RSD%)

89.24 (6.86)
92.38 (5.57)

92.96 (6.94)
87.69 (9.46)

70.80 (16.22)
77.15 (4.45)

89.52 (5.97)
96.30 (14.64)

54.94 (4.61)
52.57 (7.70)

116.25 (9.00)
121.27 (5.67)

< LOD
44.09 (19.00)

122.26 (8.43)
119.33 (4.51)

117.87 (7.05)
111.54 (5.20)

LoD
99.92 (5.88)

< LOD
108.40 (4.19)

86.22 (7.01)
92.68 (3.30)

92.61 (7.41)
92.65 (4.03)

87.67 (15.6)
71.75 (8.10)

70.13 (8.73)
79.41 (9.26)

82.96 (8.01)
75.58 (6.68)

<L0Q
85.08 (4.44)

91.96 (9.55)
91.75 (4.01)

87.75 (5.08)
85.14 (3.99)

<L0Q
75.06 (1.75)

< LoD
60.82 (9.31)

97.72 (4.08)
92.55 (6.75)

55.61 (11.66)
54.33 (7.19)

Recuperaciones

MSPD*

%Rec (RSD%)

<L0Q
92.04 (10.76)

LOD

75.18 (11.25)
61.25 (12.60)

< LOQ
60.44 (18.58)

53.46 (8.88)
41.19 (19.52)

71.23 (8.56)
62.26 (9.83)

< LOD
40.81 (8.40)

74.04 (7.23)
62.86 (9.09)
69.43 (9.38)
62.24 (8.57)

69.52 (4.68)
72.21 (4.17)

< LOD
58.81 (9.49)

61.27 (7.29)
51.59 (2.43)

79.88 (11.30)
65.07 (8.17)

55.13 (8.69)
35.02 (6.58)

61.48 (8.39)
55.22 (5.00)

57.75 (10.24)
48.62 (2.75)

51.61 (9.77)
43.67 (2.86)

65.69 (11.67)
55.73 (3.50)

63.27 (10.93)
51.70 (1.66)

59.01 (12.30)
45.83 (2.62)

< LOD
48.95 (7.46)

66.99 (9.86)
53.29 (7.96)

36.56 (18.04)
24.41 (7.92)
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Plaguicida

Monuron

Oxadixyl

Simazine

Desethyl
terbuthylazine

Dichlorvos

Lenacil

XMC

Chlorotoluron

Fluometuron

Carbaryl

Pyrimethanil

Atrazine

Isoproturon

Deet

Metalaxyl

Diuron

Ethiofencarb

Difenoxuron

Monolinuron

Isoprocarb

Metobromuron

Flazasulfuron

Dimethomorph

Triadimenol

Ethiprole

tr
(min)

7.11

7.11

7.15

7.30

7.30

7.37

7.91

7.96

7.96

8.02

8.03

8.17

8.21

8.21

8.23

8.26

8.47

8.51

8.63

8.65y
8.81

8.79

8.90

Efecto matriz

QUEChERS*
(A%)

0.54 (-46%)

0.68 (-32%)

0.50 (-50%)

0.58 (-42%)

1.01 (+1%)

0.53 (-47%)

1.79 (+79%)

0.44 (-56%)

0.54 (-46%)

1.80 (+80%)

0.55 (-45%)

0.61 (-39%)

0.57 (-43%)

0.68 (-32%)

0.63 (-37%)

0.25 (-75%)

0.87 (-13%)

0.50 (-50%)

0.49 (-51%)

0.49 (-51%)

0.65 (-35%)

1.52(+52%)

0.77 (-23%)

0.65 (-35%)

0.53 (-47%)

Efecto matriz
MSPD* (A%)

0.72 (-28%)

0.90 (-10%)

0.95 (-5%)

0.70 (-30%)

2.87 (+187%)

0.87 (-13%)

2.11 (+111%)

0.95 (-5%)

0.74 (-26%)

4.79 (+379%)

0.85 (-15%)

0.84 (-16%)

0.94 (-6%)

0.72 (-28%)

0.82 (-18%)

0.33 (-67%)

1.12 (+12%)

0.65 (+33%)

0.47 (-53%)

0.71 (-29%)

1.25 (+25%)

2.38 (+138%)

1.04 (+4%)

0.78 (-22%)

0.75 (-25%)

Recuperaciones

QuUEChERS*
%Rec (RSD%)

89.99 (9.66)
93.58 (5.69)

108.94 (6.71)
111.64 (5.63)

98.81 (5.13)
98.43 (4.86)

105.76 (8.72)
94.74 (3.79)

87.60 (3.81)
94.93 (4.63)

93.10 (7.64)
94.32 (5.51)

106.20 (7.12)
110.94 (4.62)

98.52 (3.97)
99.88 (4.37)

106.66 (6.87)
110.96 (3.34)

95.08 (8.82)
107.76 (4.65)

< LOD
49.25 (4.43)

96.74 (11.78)
105.56 (4.75)

111.10 (5.79)
113.43 (2.90)

104.07 (4.18)
106.47 (6.32)

109.14 (9.97)
127.66 (3.58)

< LOD
105.22 (3.85)

88.32 (5.74)
88.04 (4.87)

108.67 (9.97)
114.58 (3.96)

107.89 (3.52)
116.83 (6.77)

101.10 (7.71)
107.93 (6.61)

< LOD
102.05 (13.20)

98.00 (11.24)
77.99 (17.84)

109.34 (9.04)
108.62 (3.25)

LoD
104.20 (4.00)

104.80 (6.29)
108.34 (2.70)

Recuperaciones

MSPD#
%Rec (RSD%)

68.42 (11.94)
58.70 (5.65)

72.68 (12.20)
61.31 (7.09)

69.02 (10.69)
53.60 (4.46)

72.48 (10.95)
52.47 (6.02)

68.79 (10.81)
53.98 (6.96)

72.88 (8.21)
70.29 (5.52)

64.27 (8.93)
56.59 (7.24)

68.75 (10.06)
59.87 (8.42)

68.86 (11.72)
61.65 (5.93)

< LOQ
53.20 (9.44)

77.43 (9.20)
55.65 (7.69)

67.64 (13.14)
56.90 (6.86)

89.78 (7.83)
66.99 (4.93)

74.57 (9.73)
59.74 (8.17)

73.13 (7.54)
58.21 (6.83)

52.77 (8.26)
45.02 (6.64)

66.55 (10.45)
56.20 (3.51)

75.19 (6.25)
56.58 (4.80)

87.37 (11.66)
70.66 (10.77)

LoD
56.97 (6.36)

28.50 (8.29)
21.39 (12.41)

77.36 (12.27)
56.95 (8.58)

82.40 (9.39)
63.26 (7.52)

84.47 (12.65)
64.71 (7.06)
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Plaguicida

Propazine

Cyproconazole

Prochloraz

Terbuthylazine

Fenobucarb

Methidathion

Diethofencarb

Bupirimate

Fenamiphos

Fenarimol

Linuron

Bromuconazole

Myclobutanil

Promecarb

Azoxystrobin

Dimethylvinphos

Chlorbromuron

Triadimefon

Fenhexamid

Pyridaphenthion

Tebuconazole

Methoxyfenozide

Diflubenzuron

Penconazole

Iprodione

Chromafenozide

tr
(min)

8.90

9.04

9.20

9.25

9.29

9.30

9.30

9.30

9.30

9.32y
9.68

9.35

9.35

9.40

9.42

9.43

9.54

9.57

9.58

9.64

9.79

9.80

9.93

9.95

9.97

Efecto matriz

QUEChERS*
(A%)

0.57 (-43%)

0.50 (-50%)

0.62 (-38%)

0.46 (-54%)

0.56 (-44%)

1.17 (+17%)

0.52 (-48%)

0.74 (-26%)

0.60 (-40%)

0.51 (-49%)

0.49 (-51%)

0.67 (-33%)

0.70 (-30%)

0.87 (-13%)

0.80 (-20%)

1.04 (+4%)

0.76 (-24%)

0.82 (-18%)

0.68 (-32%)

0.92 (-8%)

0.68 (-32%)

0.83 (-17%)

0.64 (-36%)

0.59 (-41%)

1.20 (+20%)

0.86 (-14%)

Efecto matriz
MSPD* (A%)

0.85 (-15%)

0.86 (-14%)

0.94 (-6%)

0.93 (-7%)

0.71 (-29%)

1.47 (+47%)

0.85 (-15%)

1.02 (+2%)

0.83 (-17%)

0.53 (-47%)

0.71 (-29%)

0.82 (-18%)

0.76 (-24%)

1.30 (+30%)

0.39 (-61%)

1.08 (+8%)

1.15 (+15%)

0.80 (-20%)

0.91 (-9%)

1.00 (0%)

0.85 (-15%)

0.89 (-11%)

0.79 (-21%)

0.89 (-11%)

1.07 (+7%)

0.93 (-7%)

Recuperaciones

QuUEChERS*

%Rec (RSD%)

95.35 (13.17)
85.99 (3.96)

101.61 (4.45)
102.10 (4.74)

91.54 (9.65)
71.07 (4.62)

92.58 (2.10)
87.00 (3.43)

100.42 (7.57)
110.80 (4.81)

115.22 (7.62)
121.59 (7.55)

102.98 (8.16)
111.56 (3.32)

101.82 (3.26)
89.82 (5.78)

118.11 (5.29)
108.54 (2.23)

80.71 (12.61)
84.04 (5.41)

121.08 (13.89)
107.37 (4.69)

109.43 (20.07)
100.35 (2.56)

103.67 (9.53)
106.58 (4.79)

121.14 (8.83)
115.36 (3.64)

125.81 (6.84)
128.89 (2.04)

93.60 (9.47)
104.95 (1.53)

116.26 (8.87)
104.24 (5.86)

112.30 (11.20)
106.41 (4.65)

104.31 (7.65)
95.46 (2.44)

98.26 (9.05)
105.38 (2.49)

97.68 (2.45)
93.90 (1.99)

115.26 (9.32)
110.57 (1.75)

77.06 (18.86)
71.00 (5.63)

98.79 (8.10)
95.59 (3.57)

123.92 (20.72)
150.24 (8.85)

107.12 (12.03)
103.53 (1.47)

Recuperaciones

MSPD#
%Rec (RSD%)

72.89 (11.25)
53.43 (9.10)

69.75 (9.46)
54.11 (9.67)

70.54 (14.64)
54.04 (5.94)

73.25 (14.39)
54.05 (7.62)

81.40 (7.40)
67.58 (6.42)

69.21 (7.18)
61.79 (6.05)

89.83 (14.59)
69.43 (6.42)

73.58 (11.37)
53.94 (7.74)

71.92 (9.19)
59.73 (8.09)

78.68 (10.66)
60.02 (7.29)

69.54 (12.49)
63.08 (8.60)

72.75 (8.86)
57.40 (9.85)

85.47 (10.32)
61.05 (6.27)

74.10 (8.89)
61.72 (8.79)

76.08 (9.99)
62.55 (5.75)

77.77 (6.90)
62.62 (9.49)

68.27 (10.05)
63.61 (7.67)

86.01 (8.61)
66.01 (10.21)

84.34 (9.07)
66.01 (10.21)

75.48 (9.78)
54.60 (8.21)

84.53 (12.30)
63.73 (7.92)

67.23 (14.71)
47.45 (3.10)

69.88 (12.06)
51.19 (8.91)

81.36 (11.26)
62.06 (6.89)
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Plaguicida

Marathon

Triazophos

Fenoxycarb

Metolachlor

Alachlor

Triflumizole

Azinphos-ethyl

Neburon

Tebufenozide

Edifenphos

Chlorfenvinphos

Aclonifen

Difenoconazole

Kresoxim-methyl

Triflumuron

Benalaxyl

Quinalphos

Anilofos

Isofenphos methyl

Diazinon

Indoxacarb

Pirimiphos-methyl

Fluacrypyrim

Trifloxystrobin

Buprofezin

tr
(min)

10.01

10.03

10.10

10.10

10.20

10.20

10.30

10.30

10.30

10.35

10.40

10.50

10.50

10.50

10.50

10.60

10.60

10.80

10.93

10.99

11.20

11.20

11.30

11.30

11.40

Efecto matriz

QUEChERS*
(A%)

1.19 (+19%)

0.92(-8%)

0.73 (-27%)

0.72 (-28%)

0.74 (-26%)

3.02 (+202%)

0.17 (-83%)

0.71 (-29%)

0.56 (-44%)

2.42 (142%)

0.58 (-42%)

0.63 (-37%)

0.74 (-26%)

1.04 (4%)

0.52 (-48%)

0.73 (-27%)

0.87 (-13%)

0.48 (-52%)

0.59 (-41%)

0.81 (-19%)

1.21 (+21%)

0.83 (-17%)

0.51 (-49%)

0.94 (-6%)

0.61 (-39%)

Efecto matriz
MSPD* (A%)

1.60 (+60%)

0.79 (-21%)

1.33 (+33%)

0.94 (-6%)

1.07 (+7%)

4.20 (+320%)

0.31 (-69%)

0.95 (-5%)

0.60 (-40%)

2.62 (+162%)

0.76 (-24%)

0.85 (-15%)

0.87 (-13%)

1.61 (+61%)

0.84 (-16%)

0.93 (-7%)

0.82 (-8%)

0.62 (-38%)

0.84 (-16%)

1.19 (+19%)

1.21 (+21%)

0.96 (-4%)

0.54 (-46%)

0.84 (-16%)

0.81 (-19%)

Recuperaciones

QuUEChERS*

%Rec (RSD%)

44.40 (6.11)
61.87 (4.96)

103.42 (3.14)
100.05 (3.22)

92.31 (2.55)
85.82 (4.93)

107.66 (5.78)
105.27 (3.34)

< LoD
106.20 (5.66)

66.43 (5.58)
57.03 (6.59)

< LOQ
56.07 (2.47)

77.30 (9.92)
84.22 (2.54)

106.02 (13.87)

109.09 (4.64)

93.25 (4.66)
89.66 (4.42)

105.01 (6.36)
99.13 (3.20)

< LOQ
60.35 (5.29)

88.49 (3.19)
72.25 (7.31)

< LOD
< LOQ

79.57 (8.52)
66.71 (6.36)

109.68 (4.22)
98.01 (2.58)

81.35 (10.27)
80.98 (2.51)

97.53 (6.71)
82.47 (5.78)

98.89 (8.91)
107.74 (3.37)

105.40 (3.98)
97.34 (1.93)

94.68 (9.24)
80.18 (10.43)

91.14 (6.00)
68.10 (3.78)

96.31 (3.73)
82.75 (2.91)

84.61 (6.43)
69.63 (5.26)

63.97 (3.32)
50.92 (9.49)

Recuperaciones

MSPD#

%Rec (RSD%)

28.12 (13.08)
26.27 (12.24)

82.64 (9.69)
67.61 (7.52)

73.46 (5.83)
59.15 (7.52)

71.56 (10.63)
57.90 (6.43)

< LOQ
54.64 (9.74)

67.65 (9.30)
47.08 (7.61)

< LOQ
47.61 (7.76)

66.98 (14.54)
53.69 (11.57)

88.22 (10.75)
70.13 (7.63)

58.80 (5.90)
53.27 (9.19)

78.36 (14.54)
60.55 (8.60)

72.38 (4.57)
61.75 (15.19)

72.02 (10.19)
51.52 (6.51)

LoD
61.11 (18.76)

64.12 (14.65)
47.50 (7.21)

71.27 (13.64)
60.11 (10.14)

77.18 (10.07)
70.95 (7.86)

80.09 (9.64)
63.22 (8.65)

72.18 (11.76)
59.31 (8.54)

75.29 (11.42)
57.67 (8.28)

68.81 (8.54)
57.75 (11.49)

74.34 (12.42)
58.58 (7.92)

81.98 (11.32)
65.55 (7.58)

79.28 (9.47)
64.46 (6.44)

59.25 (11.89)
43.05 (9.75)
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Efecto matriz Recuperaciones Recuperaciones

tr Efecto matriz

T S S T o
Flufenoxuron 11.90 0.70 (-30%) 0.76 (-24%) <Lob 41_6;?'1’0.28)
Ethion 12.20 0.75 (-25%) 0.82 (-18%) :‘:'1211 ((179'_2987)) 7527'_1658((15%246))
Hexythiazox 12.30 0.89 (-11%) 0.82 (-18%) gi:zg 8%:82; 6452..(:)57((165..945?))
Fenazaquin 12.50 0.61 (-39%) 0.81 (-19%) - 75.39 (9.49)

-- 52.63 (15.07)

El efecto matriz fue estimado calculando relaciones pendiente calibracion matriz/ pendiente
calibracion disolvente.
* Los estudios de recuperacion se llevaron a cabo analizando 6 réplicas de las muestras fortificadas
segun el método descrito.

Finalmente, con respecto a la limpieza de los extractos y efecto matriz, no se observaron
diferencias significativas entre los extractos obtenidos mediante los dos métodos de extraccion
ensayados. Con los extractos diluidos (0.5 g matriz/mL extracto) no se produjeron problemas
durante largas secuencias de analisis ni con la limpieza de la fuente de ionizacidn, ni con la

estabilidad o sensibilidad de la sefial de los analitos.

IV.6.3.3 Parametros analiticos.

La linealidad del método fue evaluada con patrones en matriz preparados con los extractos
obtenidos mediante los dos métodos de extraccidn ensayados a nueve niveles de
concentracién comprendidos en el rango 2 — 2000 ug kg™. Las rectas de calibracién mostraron
coeficientes de correlacidn mayores de 0.995 para el 79.8% de los analitos de interés cuando
se uso el método QUEChERS, y para el 81.7% de los analitos cuando se usé el método MSPD.
Los rangos lineales (LDRs) se muestran en la tabla IV.6.3. En el caso de dimethomorph vy
bromuconazole, los patrones contenian dos isdmeros. Por lo tanto, para esos compuestos las
curvas de calibracidn se obtuvieron representando la suma de las dreas de los dos isémeros

frente a la concentracion.

Los limites de deteccion (LODs) se estimaron mediante la inyeccién de patrones en matriz a un
nivel de concentracién de 0.5 pg kg™. LODs y LOQs se establecieron teniendo en cuenta el
criterio de la relacidn sefial-ruido (S/N=3 para los limites de deteccién y S/N=10 para los limites

de cuantificacion) en la transicion “cualificadora” (q). Los resultados obtenidos para cada
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plaguicida se muestran en la tabla 1V.6.3. Los limites de deteccidon obtenidos eran inferiores a
10 pg kg para el 89% de los compuestos, llegando a 0.1 ue kg" para pirimiphos-methyl,
diazinon o buprofezin, usando ambos tratamientos de muestra. Ademas, los plaguicidas mas
usados (y detectados) en el cultivo del olivar mostraron limites de deteccién inferiores a 1 pg
kg (simazine, terbuthylazine, desethyl-terbuthylazine). Estos resultados demuestran una
sensibilidad suficiente de los dos métodos ensayados para ser aplicados al analisis cuantitativo
de plaguicidas en aceitunas a nivel de trazas. Se debe tener en cuenta que recientes mejoras
en las etapas de ionizacién y transmision de los iones de los instrumentos LC-MS de nueva
generacidn pueden multiplicar la sensibilidad conseguida con el instrumento utilizado en este

estudio por un factor de 10.

Tabla IV.6.3. Pardmetros analiticos de los métodos LC-MS/MS propuestos: rango lineal (LDR), limites de
deteccion (LODs) y cuantificacion (LOQs) expresados en pg kg™

QUEChERS MSPD
FEHIE G LoD LOQ LDR LoD LOQ LDR
(rg kg™®) (g kg™) (Mg kg™) (rgkg™) (Mg kg™) (mgkg™)
Methamidophos 3.00 9.90 3-500 6.00 19.80 6-250
Acephate 2.00 6.60 2-500 10.00 33.00 10-250
Thiocyclam 2.00 6.60 2-2000 2.00 6.60 2-500
Omethoate 0.40 1.32 0.4-2000 6.00 19.80 6-500
Carbendazim 4.00 13.20 4-2000 0.50 1.65 0.5-2000
Butoxycarboxim 4.00 13.20 4-500 2.00 6.60 2-500
Thiabendazole 20.00 66.00 20-500 20.00 66.00 20-2000
Aldicarb sulfone 2.00 6.60 2-500 1.00 3.30 1-500
Oxamyl 1.00 3.30 1-2000 1.00 3.30 1-2000
Methomy! 10.00 33.00 10-500 2.00 6.60 2-500
Monocrotophos 30.00 99.00 30-500 20.00 66.00 20-500
Thiamethoxam 1.40 4.62 1.4-500 0.50 1.65 0.5-2000
Pirimicarb 0.40 1.32 0.4-2000 0.16 0.53 0.16-2000
Metamitron 3.00 9.90 3-2000 2.00 6.60 2-2000
Fenuron 2.40 7.92 2.4-2000 1.00 3.30 1-500
Chloridazon 1.00 3.30 1-500 0.50 1.65 0.5-500
Imidacloprid 4.00 13.20 4-2000 1.00 3.30 1-2000
Dimethoate 1.40 4.62 1.4-2000 0.60 1.98 0.6-2000
Acetamiprid 0.50 1.65 0.5-500 0.40 1.32 0.4-250

Thiacloprid 3.60 11.88 3.6-2000 1.00 3.30 1-2000
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QuEChERS MSPD
Plaguicida
LOD LOQ LDR LOD LOQ LDR

(rg kg™) (ng kg™) (g kg™) (Mgkg™) (ngkg™) (mgkg™)
Aldicarb 20.00 66.00 20-500 14.00 46.20 14-500
Bromacil 3.00 9.90 3-2000 1.40 4.62 1.4-500
Imazalil 2.00 6.60 2-2000 1.00 3.30 1-2000
Monuron 1.60 5.28 1.6-500 0.50 1.65 0.5-500
Oxadixyl 1.20 3.96 1.2-500 0.50 1.65 0.5-500
Simazine 0.50 1.65 0.5-2000 0.20 0.66 0.2-500
Desethyl terbuthylazine 0.20 0.66 0.2-2000 0.10 0.33 0.1-2000
Dichlorvos 5.00 16.50 5-2000 1.00 3.30 1-100
Lenacil 1.00 3.30 1-2000 0.50 1.65 0.5-500
Carbofuran 0.20 0.66 0.2-500 0.20 0.66 0.2-1000
XMC 4.00 13.20 4-500 4.00 13.20 4-250
Chlorotoluron 1.00 3.30 1-500 1.00 3.30 1-100
Fluometuron 1.00 3.30 1-500 0.20 0.66 0.2-500
Carbaryl 2.00 6.60 2-500 2.00 6.60 2-50
Pyrimethanil 14.00 46.20 14-2000 6.00 19.80 6-1000
Atrazine 0.50 1.65 0.5-500 0.50 1.65 0.5-500
Isoproturon 2.00 6.60 2-500 0.40 1.32 0.4-250
Deet 0.20 0.66 0.2-500 0.20 0.66 0.2-500
Metalaxyl 0.20 0.66 0.2-500 2.00 6.60 2-500
Diuron 14.00 46.20 14-500 2.00 6.60 2-500
Ethiofencarb 4.00 13.20 4-500 0.50 1.65 0.5-500
Difenoxuron 0.20 0.66 0.2-500 0.20 0.66 0.2-500
Monolinuron 0.50 1.65 0.5-500 0.50 1.65 0.5-2000
Isoprocarb 2.00 6.60 2-2000 0.50 1.65 0.5-500
Metobromuron 20.00 66.00 20-2000 10.00 33.00 10-250
Flazasulfuron 1.00 3.30 1-2000 0.50 1.65 0.5-1000
Dimethomorph 0.50 1.65 0.5-500 0.50 1.65 0.5-500
Triadimenol 10.00 33.00 10-2000 0.50 1.65 0.5-1000
Ethiprole 1.00 3.30 1-2000 0.50 1.65 0.5-500
Propazine 0.50 1.65 0.5-2000 0.20 0.66 0.2-1000
Cyproconazole 0.50 1.65 0.5-2000 0.20 0.66 0.2-500
Prochloraz 2.00 6.60 2-2000 1.40 4.62 1.4-1000
Terbuthylazine 0.20 0.66 0.2-2000 0.06 0.20 0.06-500
Fenobucarb 6.00 19.80 6-500 1.00 3.30 1-250
Methidathion 1.00 3.30 1-500 0.50 1.65 0.5-500
Diethofencarb 0.20 0.66 0.2-500 0.20 0.66 0.2-100
Bupirimate 0.50 1.65 0.5-500 0.20 0.66 0.2-500
Fenamiphos 0.20 0.66 0.2-500 0.20 0.66 0.2-500
Fenarimol 2.00 6.60 2-2000 1.00 3.30 1-500

Linuron 1.00 3.30 1-500 1.00 3.30 1-250
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QuEChERS MSPD
Plaguicida
LOD LOQ LDR LOD LOQ LDR

(rg kg™) (ng kg™) (g kg™) (Mgkg™) (ngkg™) (mgkg™)
Bromuconazole 2.00 6.60 2-2000 0.40 1.32 0.4-2000
Myclobutanil 1.00 3.30 1-2000 0.20 0.66 0.2-2000
Promecarb 0.60 1.98 0.6-500 0.20 0.66 0.2-250
Azoxystrobin 0.20 0.66 0.2-500 0.20 0.66 0.2-500
Dimethylvinphos 2.00 6.60 2-500 0.50 1.65 0.5-500
Chlorbromuron 2.00 6.60 2-500 2.00 6.60 2-250
Triadimefon 2.00 6.60 2-2000 2.00 6.60 2-2000
Fenhexamid 1.60 5.28 1.6-500 0.60 1.98 0.6-500
Pyridaphenthion 0.20 0.66 0.2-500 0.20 0.66 0.2-500
Tebuconazole 0.50 1.65 0.5-500 0.50 1.65 0.5-1000
Methoxyfenozide 0.20 0.66 0.2-500 0.20 0.66 0.2-1000
Diflubenzuron 1.00 3.30 1-2000 2.00 6.60 2-1000
Penconazole 0.30 0.99 0.3-2000 0.20 0.66 0.2-1000
Iprodione 2.00 6.60 2-1000 2.00 6.60 2-1000
Chromafenozide 2.00 6.60 2-500 6.00 19.80 6-500
Malathion 1.60 5.28 1.6-500 0.20 0.66 0.2-500
Triazophos 2.00 6.60 2-500 1.00 3.30 1-2000
Fenoxycarb 2.00 6.60 2-500 6.00 19.80 6-1000
Metolachlor 0.20 0.66 0.2-500 0.06 0.20 0.06-500
Alachlor 20.00 66.00 20-500 6.00 19.80 6-250
Triflumizole 1.00 3.30 1-2000 4.00 13.20 4-1000
Azinphos-ethyl 6.00 19.80 6-500 6.00 19.80 6-100
Neburon 1.40 4.62 1.4-500 0.50 1.65 0.5-500
Tebufenozide 1.00 3.30 1-500 2.00 6.60 2-500
Edifenphos 0.50 1.65 0.5-500 0.20 0.66 0.2-500
Chlorfenvinphos 0.50 1.65 0.5-500 0.50 1.65 0.5-500
Aclonifen 6.00 19.80 6-2000 2.00 6.60 2-500
Difenoconazole 1.00 3.30 1-2000 0.20 0.66 0.2-2000
Kresoxim-methyl 50.00 165.00 50-500 10.00 33.00 10-250
Triflumuron 1.00 3.30 1-500 0.60 1.98 0.6-250
Benalaxyl 0.50 1.65 0.5-500 0.20 0.66 0.2-500
Quinalphos 0.40 1.32 0.4-2000 0.20 0.66 0.2-2000
Anilofos 0.20 0.66 0.2-2000 0.20 0.66 0.2-500
Isofenphos methyl 1.00 3.30 1-2000 0.50 1.65 0.5-1000
Diazinon 0.06 0.20 0.06-500 0.06 0.20 0.06-500
Indoxacarb 1.00 3.30 1-2000 0.40 1.32 0.4-2000
Pirimiphos-methyl 0.06 0.20 0.06-2000 0.06 0.20 0.06-1000
Fluacrypyrim 0.10 0.33 0.1-500 0.06 0.20 0.06-500
Trifloxystrobin 0.20 0.66 0.2-250 0.20 0.66 0.2-1000

Buprofezin 0.06 0.20 0.06-500 0.06 0.20 0.06-500
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QuUEChERS MSPD
Plaguicida
LOD LOQ LDR LOD LOQ LDR

(ng kg™*) | (Mg kg™*) | (Mg kg™) | (ug kg™) | (Mg kg™) | (ug kg™)
Flufenoxuron 20.00 66.00 20-2000 10.00 33.00 10-2000
Ethion 1.00 3.30 1-1000 0.40 1.32 0.4-1000
Hexythiazox 1.00 3.30 1-1000 1.00 3.30 1-1000
Fenazaquin 0.10 0.33 0.1-500 0.20 0.66 0.2-250

El efecto matriz, que puede tener un importante impacto en la calidad de los datos
cuantitativos generados por el método, también fue estudiado. Los componentes de la matriz
pueden aumentar o reducir (incluso suprimir) la sefial de los analitos. El problema se origina en
la fuente de ionizacidn, cuando los constituyentes de la matriz influyen sobre la ionizacion de
los analitos con los que coeluyen, causando la supresién de la ionizacién de los mismos. Para
evaluar el impacto de la matriz en el aumento o disminucién de la sefal de los analitos
(comparada con la sefial de de los mismos en patrones preparados en disolvente), las
pendientes de las rectas de calibracion por adicidn de patréon (patrones en matriz) se
compararon con las pendientes de las rectas de calibrado en disolvente, calculando relaciones
pendiente calibrado matriz/pendiente calibrado disolvente para cada uno de los 104
compuestos analizados. Como se puede ver en la tabla IV.6.2, la sefial de los analitos se veia
afectada en la mayoria de los casos (relacion de pendientes = 1), usando ambos protocolos de

tratamiento de muestra.

La mayoria de los compuestos analizados mostraron supresién de la sefial con ambos métodos
de extraccién. Sin embargo, se observaron diferencias entre los dos métodos de extraccion
ensayados en cuanto a intensidad del efecto matriz. En la figura IV.6.6 aparece el efecto matriz
representado en porcentaje. Como se puede ver en la misma, cuando se emplea la MSPD el
51% de los compuestos presentaba un efecto matriz suave (< 20%, lo que se corresponde con
relaciones de pendientes comprendidas entre 0.80 y 1.20 en la tabla 1V.6.2). Por otro lado, el
24% de los analitos mostraban un efecto matriz del 50% o mayor, lo que significa que la sefial
aumenta al doble o disminuye a la mitad (o mas) en los patrones en matriz, comparado con la
sefial obtenida en disolvente. Cuando se utiliza la metodologia QUEChERS para preparar los

extractos, los valores del efecto matriz son los contrarios: se observa un efecto matriz suave
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para el 26% de los compuestos y un efecto matriz acusado (del 50% o mayor) para el 41% de

los analitos.

100

80

m QuEChERS

u MSPD

% Compuestos

<+20% +30-40% 2+50%

Efecto matriz

Figura IV.6.6. Distribucién del efecto matriz (expresado en términos de porcentaje absoluto de
incremento o disminucién de la sefial) obtenido para los 104 plaguicidas seleccionados, utilizando los
dos métodos ensayados.

Finalmente, el método propuesto fue aplicado a dos muestras de aceitunas recogidas en
diferentes zonas de la provincia de Jaén. Se encontraron resultados positivos para simazine,

terbuthylazine y desethyl terbuthylazine, usando ambos métodos de preparacién de muestra.

IV.6.4 Conclusiones

Teniendo en cuenta la escasez de métodos multi-residuo de gran alcance para la
determinacidon de plaguicidas en aceituna (dada la complejidad de la matriz), dos de los
protocolos de tratamiento de muestra ampliamente usados para la extraccion de plaguicidas
en frutas y vegetales (y previamente validados para un reducido nimero de compuestos en
aceite de oliva y aceituna) han sido comparados: QUEChERS y MSPD. A la vista de los
resultados obtenidos para los estudios de recuperacion y el efecto matriz, el método
QUECHhERS se encontré mas apropiado que la MSPD para el andlisis multi-residuo de gran
alcance de plaguicidas en aceitunas. Los dos métodos propuestos fueron aplicados
satisfactoriamente al analisis de muestras reales de aceituna, revelando la presencia de

algunas de las especies de interés a niveles de concentracién de pg kg™. Teniendo en cuenta
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que la mayoria de los plaguicidas estudiados son representativos de familias de compuestos
con propiedades fisicoquimicas similares, la metodologia propuesta podria ser adecuada para

la extraccion de un gran nimero de compuestos (p.ej: 250-300).

En este trabajo también se incluye la evaluacidn de un nuevo software que permite agilizar el
desarrollo de métodos MRM. Esta basado en el uso de los llamados “segmentos de tiempo
dindmicos” (DMRM), presentando diferentes ventajas con respecto al método clasico basado
en la elaboracion de diferentes segmentos de tiempo con transiciones duplicadas para los
compuestos proximos al cambio de segmento. El uso de MRM dindmico supone una gran
mejora en el desarrollo de métodos LC-MS/MS cuantitativos. La creacién y optimizacién del
método se simplifica y se agiliza, ya que no es necesaria la creacién de segmentos de tiempo
fijos que contengan grupos de transiciones MRM. Los inconvenientes asociados al monitoreo
de especies que coeluyen o a la inclusidn de nuevas transiciones en el método también son
eliminadas con el uso de DMRM. Ademas, se evita el riesgo de pérdida de analitos debido a
pequefios cambios en su tiempo de retencion. En este estudio se ha utilizado esta herramienta
de software para el desarrollo de un método multi-residuo para la determinacién de mas de

un centenar de plaguicidas en una matriz tan complicada como la de aceituna.



CAPITULO V.7

Desarrollo de un método multi-residuo automatico para el
andlisis de compuestos volatiles aromaticos monociclicos
(BTEXS) mediante la técnica de espacio de cabeza combinada
cromatogrdfia de gases/espectrometria de masas (HS-GC-MS).
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IV.7. DESARROLLO DE UN METODO MULTI-RESIDUO AUTOMATICO PARA EL ANALISIS DE
COMPUESTOS VOLATILES AROMATICOS MONOCICLICOS (BTEXS) EN ACEITE DE OLIVA Y
ACEITUNA MEDIANTE LA TECNICA DE ESPACIO DE CABEZA COMBINADA CON
CROMATOGRAFIA DE GASES/ESPECTROMETRIA DE MASAS (HS-GC-MS).

IV.7.1. Resumen

Se ha desarrollado un método automatico, directo y rdpido para la determinaciéon de BTEXS
(benceno, tolueno, etilbenceno, o-, m- y p-xileno, estireno) en aceite de oliva y, por primera
vez, en aceituna. La separacion, identificacion y cuantificacién de los compuestos se llevd a
cabo mediante espacio de cabeza/cromatografia de gases/espectrometria de masas (HS-GC-
MS) en modo SIM (selected ion monitoring). Para aceite de oliva no fue necesaria ninguna
etapa de tratamiento de muestra. La muestra de aceite de oliva se coloca directamente en un
vial y es procesada automaticamente mediante HS-GC-MS. Para el andlisis de aceituna se
propone una preparacion de muestra minima, que consiste en una molienda y la adicién de
agua y cloruro potasico. Las variables quimicas (adicion de disolventes y sales como
modificadores) e instrumentales fueron optimizadas utilizando muestras de aceite de oliva y
aceituna fortificadas a un nivel de concentracién de 50 pg kg™ (de cada uno de los compuestos
de interés). El método fue validado para asegurar la calidad de los resultados. La precision fue
satisfactoria, con desviaciones estandar (RSD%) en el rango 1.6-5.2 % y 10.3-14.2 % para aceite
de oliva y aceituna, respectivamente. Los limites de deteccién obtenidos estaban en el rango
0.1-7.4y 0.4-4.4 pg kg* para aceite de oliva y aceituna, respectivamente. El método propuesto
fue aplicado al anadlisis de muestras reales tanto de aceite de oliva como de aceituna,
encontrando varios de los compuestos estudiados, con concentraciones totales de BTEXS en el

rango 23-332 ug kg'y 4.2-87 ug kg™ para aceite de oliva y aceituna, respectivamente.

IV.7.2. Experimental

IV.7.2.1. Parametros instrumentales

En este estudio se utilizd el equipo GC-MS Varian 300MS descrito en el capitulo Ill. Los valores

Optimos elegidos para los parametros instrumentales fueron los siguientes:
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a) Condiciones del espacio de cabeza:

- Tiempo de incubacion: 30 min
- Temperatura de incubacién: 90°C
- Velocidad de agitacion: 700 r.p.m.

b) Condiciones cromatogrdficas:

- Gradiente: durante 10 min se mantiene constante una temperatura de 30 °C.
Transcurrido ese tiempo, aumenta hasta 60 °C a 5 °C/min, se mantiene constante
un minuto y luego aumenta hasta 200 °C a 20 °C/min. Finalmente, se mantiene
constante a 200 °C durante 2 min.

- Velocidad de flujo de He: 1.5 mL min™.

- Columna: 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano. 30 m x 0.25 mm d.i. y 0.25 pm de
espesor de pelicula (Varian FactorFour VF-5ms).

- Volumen de inyeccion: 1 mL del espacio de cabeza del vial. (splitless)

- Liner: abierto, desactivado, 54 mm x5 mm d.e. x 3.4 mm d.i. (Varian Inc.)

- Temperatura del inyector: 200 °C

c) Espectrémetro de masas:
- Temperatura de la linea de transferencia: 280 °C
- Fuente: El (+)
- Energia de los electrones generados en la fuente: 70 eV
- Temperatura de la fuente: 250 °C
- Corriente del filamento: 50 pA
- Tiempo de retardo para el encendido del filamento y el detector: 2.3 min
- Temperatura del analizador: 40 °C

- Voltaje del multiplicador: 1300 V

IV.7.2.2. Procedimiento general

e Determinacion de BTEXS en aceite de oliva y aceituna mediante HS-GC-MS:
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Muestreo de aceite. Se pesaron 12.5 g de aceite de oliva (15 mL aprox.) en un vial de 20 mL
que contenia un iman recubierto de teflén para su posterior agitacidon. El vial fue

inmediatamente tapado con un sello magnético que contenia un septum de silicona/PTFE.

Muestreo de aceitunas. Aproximadamente 500 g de aceitunas fueron trituradas en un molino
especialmente disefiado para la molienda de aceituna (ver capitulo Ill). Como resultado se
obtiene una pasta homogénea que es recogida en un recipiente apropiado. La molienda se
realizé a temperatura ambiente y no se observd un calentamiento de la pasta durante el

proceso.

Se pesan 5 g de pasta de aceituna en un vial de 20 mL que contenia un imdn recubierto de
teflén para su posterior agitacion. Se afiladen 10 mL de agua ultrapura y 1.5 g de KCI. El vial fue

inmediatamente tapado con un sello magnético que contenia un septum de silicona/PTFE.

Una vez que el vial que contenia la muestra (bien de aceite o de aceituna) fue sellado, se situé
en el muestreador automatico. El brazo robdtico colocaba automaticamente el vial en el horno
para su calentamiento (con agitacion a 700 r.p.m.) a 90°C durante 30 min. Este tiempo era
suficiente para que se produjera una situacion de equilibrio entre la muestra y la fase gas que
quedaba en la parte superior del vial (espacio de cabeza). Posteriormente, se inyectaba
(también sin intervencion del operador) 1 mL del espacio de cabeza en el GC-MS para su

analisis en modo SIM (selected ion monitoring).

e Calibracion por adicion de patron:

Calibrado en matriz para aceite de oliva. Se prepararon muestras de aceite de oliva fortificadas
con la mezcla de compuestos a diferentes concentraciones: 5, 10, 20, 30, 50, 80, 100 y 500 pg
kg™. Para ello, se pesaban 12.5 g de aceite de oliva en un vial y se le afiadia el volumen

apropiado de la disolucion de trabajo que contenia la mezcla de BTEXS en metanol.

Calibrado en matriz para aceituna. Porciones representativas de la pasta de aceituna
homogeneizada se fortificaron afiadiendo el volumen apropiado de la disoluciéon de trabajo
para conseguir 5, 10, 20, 30, 50, 80, 100 y 500 ug kg'1 de la mezcla de BTEXS. Cada una de las

muestras fortificadas se agité durante 30 minutos para conseguir una mezcla homogénea.
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Luego se conservaron a + 4 °C durante una noche. Finalmente se analizaron 3 réplicas (de 5 g

cada una) de cada nivel de concentracién mediante el método HS-GC-MS propuesto.

e Fortificacion de las muestras para el estudio de precision:

Una porcidn representativa y homogénea de la muestra de aceite de oliva o de pasta de
aceituna (segun el andlisis correspondiente) se pesé y se fortificé con la cantidad apropiada de
disolucion de trabajo para conseguir 10 pg kg™ de la mezcla de BTEXS en la muestra fortificada.
Después se agitdé durante 30 minutos para conseguir una mezcla homogénea. Luego se
conservaron a + 4°C durante una noche. Finalmente se analizaron 8 réplicas mediante el

método HS-GC-MS propuesto.

Un procedimiento analogo al descrito se llevd a cabo para el estudio de precisidn a un nivel de

concentracion de 50 g kg™.

IV.7.3. Resultados y discusion

1V.7.3.1. Optimizacion del método GC-MS.

La optimizaciéon y seleccion de los parametros cromatograficos (flujo de gas portador,
temperatura del inyector, modo de inyeccién, gradiente de temperatura y volumen de
inyeccidn del espacio de cabeza) se llevd a cabo mediante el andlisis de una muestra de aceite
de oliva fortificada a un nivel de concentracion de 50 pg kg™. Se estudiaron diferentes
condiciones para la temperatura del horno y del inyector, asi como para el split, al objeto de
obtener una buena separacién de los picos cromatograficos correspondientes a los BTEXS. Un
resumen de las condiciones ensayadas se muestra en la tabla IV.7.1. La mejor separacién de
los picos y la mayor sensibilidad se consiguieron con el método FS-3, aunque dos coeluciones
fueron inevitables: 1) m-xileno y p-xileno (11.3 min); 2) o-xileno y estireno (12.6 min). La
primera no se puede resolver mediante el espectro de masas puesto que se trata de dos
isdmeros con la misma relacién masa-carga (m/z). Sin embargo, el par o-xileno/estireno se
resuelve mediante la monitorizacién de iones especificos para cada compuesto (m/z 91, 105 y

106 para o-xileno, y m/z 78, 103 y 104 para estireno), obteniendo cromatogramas SIM bien
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diferenciados que permiten la correcta identificacién y cuantificacién de los compuestos (ver
figura 1V.7.1). El solapamiento de los isomeros de xileno ha sido previamente descrito por
otros autores [248], pudiendo ser resuelto mediante el uso de una columna mas larga [249] o
una columna quiral [250]. Para nuestro estudio se decidié desarrollar un método estandar que
pudiera implementarse en cualquier laboratorio, utilizando una columna capilar estandar y
cuantificando las muestras mediante la suma de los dos isémeros. Una vez que se
establecieron los valores dptimos para los pardmetros cromatograficos, se eligieron los iones
mas abundantes de cada uno de los compuestos de interés para establecer el método de
acquisicion. Los iones SIM elegidos para los BTEXS, asi como sus abundancias relativas y
tiempos de retencién en las condiciones cromatograficas dptimas se muestran en la tabla

Iv.7.2.

Tabla IV.7.1. Parametros cromatograficos estudiados para la optimizacidon de la separacién de BTEXS.
Las condiciones FS-3 fueron las seleccionadas para el procedimiento final, correspondiendo el
parametro “delay” al tiempo que el detector permanece apagado al comienzo del andlisis para evitar
que se dafie con la llegada del frente del disolvente.

Método Flujo Temperatura Split Temperatura Volumen “Delay”
columna del inyector del horno de (min)
a 0 i i0
(mL/min) (°C) (°C) (':‘g;c(cr:’f)
FS-1 1.5 PTV-1 S-1@ R-1 ®) 1 1.6
FS-2 1.5 180 1:15 R-2 ) 1 2.0
FS-3 1.5 200 S-2® R-3 ©) 1 2.3
FS-4 1.5 200 S-23 R-4 1 2.3

@ pTV-1: comienza a 70°C (1 min cte.), aumenta a 150°C/min hasta alcanzar 200 °C. Luego permanece
constante durante 10 min.

2)5.1: comienza a 1:80 durante 0.5 min, seguido de 1:20 durante 4.5 min; finalmente 1:100.

) s-2: Al inicio esta en posicion “off” (splitless), seguido de1:0.01 durante 15 min; finalmente 1:100.

“ R-1: comienza at 35 °C (constante 3 min), aumenta a 5.0 °C/min hasta alcanzar 60 °C y permanece
constante durante 1 min. Finalmente aumenta hasta 200 °C a 20°C/min, y se mantuvo durante 2 min.

) R-2: comienza a 30 °C (constante 3 min), aumenta a 5.0 °C/min hasta alcanzar 60 °C y permanece
constante durante 1 min. Finalmente aumenta hasta 200 °C a 20°C/min, y se mantuvo durante 2 min.

) R-3: comienza at 35 °C (constante 10 min), aumenta a 5.0 °C/min hasta alcanzar 60 °C y permanece
constante durante 1 min. Finalmente aumenta hasta 200 °C a 20°C/min, y se mantuvo durante 2 min.

) R-4: comienza at 27 °C (constante 10 min), aumenta a 5.0 °C/min hasta alcanzar 60 °C y permanece
constante durante 1 min. Finalmente aumenta hasta 200 °C a 20°C/min, y se mantuvo durante 2 min.

A modo de ejemplo, en la figura IV.7.1 se muestra el cromatograma de iones totales (TIC) y los
cromatogramas SIM para a) una muestra de aceite de oliva fortificada con la mezcla de BTEXS
a un nivel de concentracién de 20 pg kg’ vy b) una muestra de aceituna fortificada al mismo

nivel de concentracion (20 ug kg™).
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Figura IV.7.1. Cromatograma de iones totales (TIC) y cromatogramas SIM de (a) un aceite de oliva
fortificado con 20 pg kg 'de la mezcla de BTEXS y (b) una muestra de pasta de aceituna fortificada con la
mezcla de BTEXS al mismo nivel de concentracion (20 pg kg™).
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Tabla IV.7.2. Tiempos de retencidn, iones SIM seleccionados para BTEXS y abundancia relativa.

Compuesto MWw! tr Iones SIM (Abundancia rel. %)
(min) Cuantificacion Confirmacion
(Cualificadores)

Benceno 78 2.7 78 (100) 77 (23) 51 (30)
Tolueno 92 5.2 91 (100) 92 (66) 65 (13)
Etillbenceno 106 10.5 91 (100) 106 (36) 56 (29)
m-Xileno 106 11.2 91 (100) 106 (67) 105 (27)
p-Xileno 106 11.3 91 (100) 106 (68.5) 105 (46)
o-Xileno 106 12.6 91 (100) 106 (50) 105 (21.5)
Estireno 104 12.6 104 (100) 103 (64) 78 (15)

1
Masa molecular

IV.7.3.2. Optimizacion de las variables del espacio de cabeza y la adicion de modificadores

quimicos.

La optimizacién de las variables del espacio de cabeza (HS) se llevo a cabo con un médulo de
muestreo del espacio de cabeza acoplado al cromatégrafo, de modo que el método HS-GC-MS
estd completamente automatizado (calentamiento, agitacidn, inyeccién, etc). Los principales
pardmetros de la técnica de espacio de cabeza que tienen que ser estudiados cuidadosamente
son el volumen o peso de muestra, temperatura y tiempo de calentamiento o incubacion, y la
velocidad de agitacion magnética. Ademas, se deben anadir algunos modificadores para

adquirir una mayor sensibilidad.

a) Aceite de oliva. La optimizacion de las variables del espacio de cabeza se llevé a cabo con
una muestra fortificada con 50 pg kg* de los compuestos estudiados. En los estudios

preliminares se utilizaron 10 g de muestra.

e El tiempo de incubacion se evalud en el rango 20-40 min. La seial aumentaba con el
tiempo de equilibrado de la muestra dentro del horno, pero valores de tiempo mayores de

30 min conducian a un descenso en la sefial analitica (ver figura IV.7.2).
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Figura 1V.7.2. Optimizacion del tiempo de equilibrado utilizando un aceite de olive fortificado con 50 ug
kg'lde la mezcla de BTEXS.

La temperatura de incubacion se estudio en el rango 75 - 90 °C y la sefial aumentaba con la

temperatura del horno. Por lo tanto, se establecié 90 °C como el valor 6ptimo.

e La velocidad de agitacion magnética fue estudiada en el rango 600-750 rpm. La sefial
aumentaba ligeramente a medida que aumentaba la velocidad de agitaciéon pero valores
por encima de 700 rpm mantenian la sefial constante, por lo que se eligié 700 rpm como
valor éptimo.

e La cantidad de muestra se estudio en el intervalo 5 —12.5 g, observandose un incremento
de la sefial con el volumen de muestra. Por tanto, 12.5 g se considerd como valor éptimo.

e Finalmente se evalué el efecto de la adicion de modificadores como disolventes orgdnicos.

Metanol, n-hexano y acetato de etilo fueron afiadidos (800 L) a las muestras de aceite de

oliva y los resultados fueron comparados con los obtenidos para muestras “no

modificadas”. La respuesta de benceno aumentaba ligeramente (< 10%) cuando se afiadia
n-hexano a la muestra como modificador. Sin embargo, para el resto de analitos se
obtenian mejores sensibilidades cuando no se afiadia ningin modificador. Por lo tanto, no

se afiadid ninguin modificador para los siguientes andlisis de aceite de oliva.

b) Aceitunas. Para el andlisis de las muestras de aceituna se usaron los parametros de espacio

de cabeza optimizados para aceite de oliva, excepto la cantidad de muestra y los aditivos
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(tiempo de incubacién: 30 min; temperatura de incubacién: 90°C; velocidad de agitacion
magnética: 700 rpm). Para llevar a cabo la optimizacién de los aditivos se usé una muestra de
pasta de aceituna fortificada con la mezcla de BTEXS a un nivel de concentracién de 50 g kg™
Se usd una porcién representativa de 5 g para llevar a cabo los experimentos. Sin embargo, las
muestras solidas son dificiles de agitar con un iman, por lo que se estudid la adiciéon de agua
ultrapura para facilitar un calentamiento y agitacion de la muestra homogéneos. Como
resultado, se obtuvo una mejor sensibilidad y precision cuando la pasta de aceituna se

mezclaba con agua.

e Se estudio la adicion de agua en el rango 2.5 — 10 mL (para 5 g de aceituna) y se observo
que la sefal aumentaba a medida que lo hacia el volumen de agua afadida. Por lo tanto,
se seleccionaron 10 mL de agua ultrapura como valor éptimo.

e El efecto de la adicién de acido (acido nitrico) y KCI también fueron estudiados. El uso de
dcido nitrico 0.1 M no provocaba ninguna mejora. Por el contrario, la adicidon de cloruro
potdsico provocaba un aumento en la sefial de los analitos (ver figura IV.7.3) y una mejor
reproducibilidad entre réplicas de la misma muestra debido a que la concentracién de KCl
(fuerza idnica) fomenta la transferencia de moléculas relativamente apolares a la fase
gaseosa, mejorandose el método analitico. Como se muestra en la figura IV.7.3, este
efecto es ligeramente mads acusado en el benceno. La adicién de KCl se evalud en el rango
0.5 — 2 g. La sefial aumentaba con la cantidad de sal, pero por encima de 1.5 g el aumento

no era significativo, por lo que se eligié 1.5 g como valor éptimo.
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Figura 1V.7.3. Optimizacién de la adiciéon de KCl a una muestra homogeneizada de pasta de aceituna
fortificada a un nivel de concentracion de 50 pg kg’l.

IV.7.3.3. Parametros analiticos.

Todos los patrones en matriz se analizaron por triplicado y las curvas de calibracion
fueron construidas utilizando el drea promedio de cada nivel de concentracion. Las curvas de
calibracion se obtuvieron representando para cada analito el area del pico frente a la
concentracién del mismo, excepto en el caso de m- y p-xileno, que fueron identificados y
cuantificados juntos debido a que sus picos cromatograficos estaban parcialmente solapados.
Las curvas de calibracion se construyeron en el rango 10 — 500 pg kg™, obteniéndose
coeficientes de correlacién entre 0.9961 y 0.9994 en aceite de oliva, y mayores de 0.997 para
todos los analitos en aceituna. Los limites de deteccién y cuantificacién fueron estimados
utilizando el criterio de la sefial/ruido (S/N = 3 para LOD y S/N = 10 para LOQ) a partir de
muestras de aceite de oliva y aceituna fortificadas a bajos niveles de concentracion (5 — 10 pg
kg™). El rango lineal y los coeficientes de regresién se muestran en la tabla IV.7.3, asi como los

limites de deteccidn y cuantificacion.
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Tabla IV.7.3. Limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ), e intervalo lineal (LDR) obtenidos en
aceite de oliva y aceituna mediante el método propuesto.

LODs LOQs LDR Coeficiente de
Compuesto (ng kg™?) (ng kg™) (ng kg™*) regresion (r)
Aceituna Aceite Aceituna Aceite Aceituna Aceite Aceituna Aceite
oliva oliva oliva oliva
Benceno 6.1 0.5 20.0 2.2 10-500 10-500 0.9975 0.9994
Tolueno 7.4 0.4 24.4 1.25 10-500 10-500 0.9993 0.9979
Etilbenceno 0.1 3.7 0.4 14.4 10-500 10-500 0.9997 0.9972
m-Xileno
+ 0.3 4.4 1.0 15.0 10-500 10-500 0.9998 0.9974
p-Xileno
o-Xileno 1.0 2.6 3.3 10.0 10-500 10-500 0.9997 0.9993
Estireno 0.6 3.5 2.1 13.3 10-500 10-500 0.9998 0.9961

Se realizd un test de precisidon tanto en muestras de aceite de oliva como de aceitunas. El
estudio se llevd a cabo a dos niveles de concentracién, 10 y 50 ug kg™ (n=8), siguiendo el
proceso de fortificacion descrito en el apartado 1V.7.2.2. La precisién fue satisfactoria, con
desviaciones estandar (RSD%) en el rango 1.6 — 5.2% para aceite de oliva y 10.3 — 14.2% para
aceituna (ver tabla IV.7.4). Los valores de desviacidn estdndar obtenidos para aceituna eran
mayores que los obtenidos para aceite de oliva debido a la dificultad de homogeneizacién de

la pasta de aceituna con los huesos, lo que provoca una mayor incertidumbre.

Tabla IV.7.4. Estudios de reproducibilidad en aceite de oliva y aceituna.

Compuesto 10 pg kg™ (RSD%) 50 ug kg™ (RSD%)
Aceituna @ Aceite oliva | Aceituna | Aceite oliva
Benceno 13.30 5.23 12.71 4.55
Tolueno 10.09 3.05 12.48 2.39
Etilbenceno 13.54 4.84 10.32 4.21
m-Xileno + p-Xileno 14.20 3.71 10.41 4.42
o-Xileno 12.40 3.95 11.68 4.41
Estireno 10.91 2.36 11.81 1.61

1V.7.3.4. Aplicacion del método desarrollado a muestras reales.

El método propuesto fue aplicado al analisis de 13 muestras de aceite de oliva virgen
adquiridas en supermercados locales. Las muestras se analizaron por triplicado, mostrandose
la concentracidn media en la tabla IV.7.5. La concentracién total de BTEXS encontrada en las

muestras de aceite de oliva variaba en el rango 11.2 —332.2 pug kg™
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El método también fue aplicado a 10 muestras de aceitunas de la provincia de Jaén durante la
época de recogida de la cosecha en 2009 (Diciembre de 2009 - Enero de 2010). Los niveles de
concentracidn total de BTEXS encontrados en las muestras de aceituna oscilaban entre 2.4 y
79.8 ug kg (ver tabla IV.7.5). Los niveles de concentracion de BTEXS encontrados en
aceitunas fueron menores que los encontrados en aceite de oliva, como se puede comprobar
en la tabla IV.7.5. Esto se puede deber a que las aceitunas se recogieron después de un
periodo de intensas lluvias e incluso tras una importante nevada, lo que podria haber
ocasionado la pérdida de estos compuestos por el lavado del fruto. Por otro lado, los BTEXS
son compuestos liposolubles y se podria producir una preconcentracién de los mismos en el
aceite durante el proceso de produccion, ya que para obtener 1 kg de aceite se necesitan entre

3y 4 kg de aceitunas.

Tabla IV.7.5. Resultados de las muestras de aceite de oliva y aceituna analizadas (pg kg ™).

Compuesto Benceno Tolueno Etilbenceno m-Xileno o- Estireno SBTEX
/ Muestra + Xileno
p-Xileno

Aceite de oliva
A-01 2.9 21.5 ND <LOQ <LOQ 22.3 46.7
A-02 <LOQ 15.9 ND <L0Q <L0Q 16.2 32.1
A-03 <L0Q 11.2 ND <L0Q <L0Q ND 11.2
A-04 3.6 19.9 15.0 25.8 11.8 16.4 92.5
A-05 6.1 14.7 <LOQ <LOQ <LOQ 37.9 58.7
A-06 <LOQ 12.8 ND <LOQ ND 18.4 31.3
A-07 <LOQ 6.7 ND LOD ND 16.5 23.2
A-08 18.4 20.9 <LOQ <LOQ <LOQ 15.0 54.3
A-09 <L0Q 21.7 15.8 22.9 13.3 20.4 94.0
A-10 6.4 123.0 36.7 56.3 47.4 62.3 332.2
A-11 <LOQ 21.9 <LOQ 20.7 13.3 105.9 161.7
A-12 <LOQ 19.6 31.2 53.1 28.8 ND 132.7
A-13 3.6 51.6 15.7 30.1 21.1 39.8 161.9

Aceituna
0-01 ND ND 0.9 2.1 <L0Q 5.4 8.4
0-02 ND ND ND 1.4 LOD 4.2 5.6
0-03 ND < LOQ 1.5 3.3 <L0Q 75.0 79.8
0-04 ND ND 1.0 2.9 < L0Q 24.3 28.2
0-05 ND ND 0.7 1.4 ND 2.1 4.2
0-06 ND ND ND 1.0 ND 17.2 18.2
0-07 ND < L0Q 1.1 2.6 < LoQ 5.4 9.1
0-08 ND < LOQ 0.5 1.9 < LOQ < LOQ 2.4
0-09 ND < L0Q 0.6 2.1 < LoQ 4.8 7.5

0-10 ND < LOQ 1.2 3.9 < LOQ 4.0 9.1
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No se ha encontrado en la bibliografia ningln trabajo anterior que presente resultados de
BTEXS en aceituna. En la figura IV.7.4 se muestran algunos ejemplos de resultados positivos
para BTEXS en muestras de aceite de oliva y aceituna, a bajas concentraciones (< 15 pg kg™).
Estos cromatogramas muestran claramente la capacidad del método propuesto para controlar

estos contaminantes a nivel de trazas en las muestras estudiadas.
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Figura IV.7.4. Ejemplos de positivos de BTEXS encontrados en muestras reales a bajos niveles de
concentracién (< 15 ug kg™): a) benceno en una muestra de aceite de oliva (A-10); b) tolueno en una
muestra de aceite de oliva (A-05); c) m- y p-xyleno en una muestra de pasta de aceituna (0-08); d)
estireno en una muestra de pasta de aceituna (0-07).
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IV.7.4. Conclusiones

En este trabajo se presenta la primera metodologia analitica para el analisis directo de BTEXS
en aceitunas. El método propuesto, basado en la técnica de espacio de cabeza (HS), estd
completamente automatizado, es rdpido, directo y fiable. No fueron necesarias etapas de
tratamiento de la muestra ni de limpieza o clean-up, sino que las muestras de aceite de oliva
fueron directamente depositadas en el vial para su inyeccién automatica mediante HS-GC-MS.
En el caso de las muestras de aceitunas se requeria una preparacién de muestra minima,
consistente en la molienda de las aceitunas y la adicién de agua y cloruro potasico a la pasta
homogeneizada. La metodologia propuesta fue aplicada al analisis de un total de 23 muestras
de aceite de oliva (13) y aceituna (10). Este es el primer trabajo que presenta datos de
concentracién de BTEXS en aceitunas, observandose que la concentracidn total encontrada en
muestras de aceitunas era inferior a la encontrada en muestras de aceite de oliva. La
metodologia propuesta puede ser usada como una herramienta efectiva para detectar lotes de
aceitunas contaminadas a nivel de trazas, e incluso para elucidar el posible origen de la
contaminacién por BTEXS, como por ejemplo, debido a la proximidad al campo de cultivo o a la

almazara de una carretera altamente transitada o de una gasolinera.



V. CONCLUSIONES
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A partir de los resultados obtenidos, descritos en los capitulos anteriores, se pueden extraer

las siguientes conclusiones:

1.- Se ha demostrado la potencialidad de la técnica LC-TOFMS para el analisis de residuos de
plaguicidas en alimentos procesados elaborados a base de frutas y vegetales, como alimentos
infantiles, zumos de frutas, refrescos y aceite de oliva. Se han desarrollado métodos sensibles,
exactos y precisos que han sido aplicados satisfactoriamente al analisis de muestras reales.
Todos ellos presentan una interesante caracteristica inherente a la técnica de deteccién: la
posibilidad de reexaminar los archivos de las muestras analizadas en busca de nuevos
compuestos (susceptibles de ser detectados con el método propuesto) y para los que en
principio no se habia dirigido el andlisis, lo que es posible debido al registro de espectros de

masa exacta en modo full scan.

1.1.- Se ha desarrollado el primer método descrito para la determinacion de residuos de
fungicidas en alimentos infantiles mediante LC-TOFMS. La alta sensibilidad obtenida
permite el analisis satisfactorio de muestras reales, de acuerdo con el exigente estandar
europeo (0.01 mg kg') establecido para este tipo de alimentos. Ademas, el método
propuesto se puede aplicar independientemente del porcentaje de fruta que contengan
las muestras, ya que este factor no afecta al efecto matriz. Por otro lado, el andlisis de
muestras reales sugiere la necesidad de establecer limites maximos para el contenido total
de residuos de plaguicidas en este tipo de alimentos, dado que el 30% de las mismas

mostraron resultados positivos para mas de un fungicida.

1.2.- Se ha desarrollado el primer método descrito para la determinacion de residuos de
fungicidas en zumos mediante LC-TOFMS. La alta sensibilidad obtenida es comparable a la
de los métodos LC-MS/MS descritos previamente para el mismo tipo de anélisis. Es
destacable la obtencién de bajos limites de deteccidn, sobre todo teniendo en cuenta que
la complejidad de los extractos condiciona el factor de preconcentracién que se puede
utilizar (factores de preconcentracion del orden de 20:1 o superiores originan un

importante efecto matriz).

1.3.- Se ha realizado el primer estudio a nivel mundial sobre la presencia de residuos de

plaguicidas en muestras de refrescos, en el que se analizaron mas de 100 muestras de
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bebidas. Los niveles de concentracidn de plaguicidas encontrados en las mismas estdn en
el rango de decenas de microgramos por litro, siendo valores bajos si consideramos los
limites establecidos en las normativas europeas (MRLs) para frutas, pero muy elevados si
consideramos los MRLs establecidos en agua de consumo humano. Esto pone de
manifiesto la necesidad de que se establezcan nuevos estandares de seguridad para

regular de forma apropiada el mercado de este tipo de bebidas.

1.4.- Se ha demostrado que el empleo de columnas de tamano de particula reducido
permite disminuir drasticamente el consumo de disolvente orgdnico y acortar el tiempo de
analisis incluso en mas del 50%. Asimismo, la anchura de pico a la altura de la linea base
también se ve reducida, lo que se traduce en una mejora de la relacién sefial-ruido y, por
tanto, de los limites de deteccion. El nuevo método rapido fue validado para una treintena

de plaguicidas y aplicado a muestras de bebidas.

2.- Se han evaluado dos procedimientos de extraccién actuales para el analisis multi-residuo
de plaguicidas en aceite de oliva y aceituna. Estos métodos, basados en el empleo de
dispersion de matriz en fase sdlida (MSPD), y extraccion con acetonitrilo (QUEChERS)
combinados con deteccidon por LC-MS, fueron evaluados y validados por primera vez para el
andlisis de mds de un centenar de plaguicidas en aceite de oliva y aceituna. Teniendo en
cuenta que la mayoria de los plaguicidas estudiados pertenecen a familias de compuestos con
propiedades fisicoquimicas similares entre ellos, los métodos propuestos podrian ser
adecuados para el analisis de un gran nimero de compuestos (p.ej: 250-300) en estas matrices

tan complejas.

2.1.- El método de andlisis multi-residuo de plaguicidas en aceite de oliva se basé en el uso
de la técnica LC-TOFMS con una columna de tamafio de particula reducido. Los limites de
detecciéon obtenidos, independientemente de la metodologia de preparacion de la
muestra, eran adecuados para el andlisis de residuos de plaguicidas en aceite de oliva,
tomando como referencia los MRLs establecidos por la Unidn Europea para aceitunas
destinadas a la produccidn de aceite de oliva y por el Codex Alimentarius para el aceite de
oliva virgen. El estudio comparativo de los dos métodos de extraccién indica que los
resultados muestran un menor efecto matriz cuando se combina el método MSPD con LC-

TOFMS, pero, en cambio se obtienen mejores recuperaciones cuando se usa el método
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QUECHERS. Teniendo en cuenta, por una parte, que el uso de calibracidn por adicién de
patrén minimiza el problema del efecto matriz, y, por otra, que el método QUEChERS
proporciona mayor rendimiento, se concluye que éste ofrece una ligera ventaja sobre el

método MSPD.

2.2.- El método de analisis multi-residuo de plaguicidas en aceituna se basé en el uso de la
técnica LC-MS/MS con analizador de triple cuadrupolo, y proporciona una sensibilidad
adecuada para el analisis multi-residuo de plaguicidas en aceitunas, de forma que
cumplen con los requerimientos de las normativas Europeas vigentes. A la vista de los
resultados obtenidos en los estudios de recuperacién y el efecto matriz, el método
QUECHERS resulta mas apropiado que el método MSPD para el analisis multi-residuo de
plaguicidas de gran alcance en aceitunas. Ademads, se ha resaltado el uso de nuevas
herramientas de software avanzado, que supone una gran mejora en el desarrollo de
métodos MRM, facilitando el trabajo del analista y superando algunas limitaciones y

desventajas asociadas a los métodos MS/MS convencionales.

3.- Se ha desarrollado, por primera vez, un método HS-GC-MS répido, sencillo y totalmente
automatizado para la determinacion del grupo de contaminantes orgdnicos volatiles llamados
BTEXS (benceno, tolueno, etilbenceno, o-, m- y p-xilenos y estireno), en aceituna. La
metodologia propuesta también fue optimizada para la determinacion de BTEXS en aceite de
oliva virgen. El método desarrollado permitié la deteccién de estos contaminantes en diversas
muestras de aceituna de distinta procedencia, y puede servir como herramienta para detectar
el origen de la contaminacion de partidas de aceituna con BTEXS y también para evaluar el
comportamiento de estos compuestos durante el proceso de produccién de aceite de oliva

virgen en la almazara.
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From the results obtained and described in the previous sections, the following conclusions

can be drawn:

1.- The potential of LC-TOFMS for the analysis of pesticide residues in fruit and vegetable
derivative foodstuffs (such as baby food, fruit juices -including those intended for infant
consumption-, soft drinks and olive oil) has been demonstrated. Sensitive, accurate and rugged

analytical methods have been developed and applied successfully to real samples.

1.1.- For the first time, a LC-TOFMS method has been developed for the analysis of
fungicide residues in baby food. The developed LC-TOFMS method displayed high
sensitivity and low limits of detection, being thus in compliance with the stringent EU
standards established for this kind of commodities (0.01 mg kg™). Besides, it was found
that the fruit percentage of the matrix did not exert a significant role in analyte ionization,
as matrix effects were not affected significantly by this factor. Taking into account that
about 30% of the analyzed samples contained more than one pesticide, this study suggests
the establishment of a limit for the total sum of pesticides detected in baby food, likewise

EU regulations on pesticide content in water intended for human consumption.

1.2.- For the first time, a LC-TOFMS method has been developed for the analysis of
fungicide residues in fruit juices. The high sensitivity obtained compares well against the
previously reported LC-MS/MS methods described for pesticide testing in fruit juices. The
low LODs obtained are remarkable, taking into account that the concentration factor is
conditioned by the complexity of the extracts (concentration factors of 20:1 of higher led

to significant matrix effects).

1.3.- In this PhD Thesis, the first worldwide reconnaissance study of the presence and
occurrence of pesticide residues in fruit-based soft drinks was reported, covering over a
hundred of samples from 15 countries. The concentration levels found in the tested
samples were in the microgram per liter range. These levels are low if we consider the
MRLs established for fruits, but too high, considering the MRLs established in drinking
water. This study suggests the establishment of regulations in order to regulate the

presence of pesticide residues in these products.
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1.4.- For these developed LC-TOFMS methods, the use of small particle size LC-columns
diminishes drastically the organic solvent consumption and shorten the run time even
more than one half. The peak width at the baseline is also reduced, resulting in increased
signal-to-noise ratios and thus, better limits of detection. The new fast method was

validated for more than thirty pesticides and was applied to soft drinks samples.

2.- Two current extraction procedures for the multi-residue analysis of pesticides in olive oil
and olives have been evaluated. These methods, based on matrix solid-phase dispersion
(MSPD) and extraction with acetonitrile (QUEChERS) were evaluated and validated, for the first
time, for the multi-residue analysis by LC-MS of more than a hundred of pesticides in olive oil
and olives. Given that most of the studied pesticides belong to different families of
compounds, the proposed methods could be suitable for the analysis of a large number of

compounds (e.g.: 250-300) in these complex matrices.

2.1.- The developed multi-residue method for the analysis of pesticides in olive oil is based
on the use of the LC-TOFMS technique and a LC-column of small particle size. The limits of
detection achieved (with both sample treatment approaches) were found suitable for
multiclass pesticide testing in olive oil, considering the MRLs established by European
Union for olives destined for olive oil production and those set by the Codex Alimentarius
for virgin olive oil. With respect to the sample treatment comparison, results showed
minor matrix effects for MSPD methodology combined with LC-TOFMS, while higher
throughput and better recovery rates were obtained with QUECHERS procedure.
Considering that matrix effects can be overcome by using matrix-matched standards,

QUECHhERS method was found to offer slightly better overall analytical performance.

2.2.- The developed multi-residue method for the analysis of pesticides in olives is based
on the use of the LC-MS/MS technique with triple quadrupole analyzer and provides
appropriate sensitivity for multi-residue analysis of pesticides in olives, meeting the
requirements of European regulations in this field. The results obtained from the recovery
studies and matrix effects showed that QUEChERS methodology is more appropriate than
MSPD for large-scale multi-residue analysis of pesticides in olives. In addition, it was
pointed out that the use of advanced software features associated to MRM method

performance involves a remarkable improvement in the development of multi-residue



Nuevas metodologias analiticas basadas en.../BIENVENIDA GILBERT LOPEZ 259

methods, facilitating the work of the analyst and overcoming several limitations and

drawbacks associated to conventional MS/MS MRM methods.

3.- For the first time, a rapid, simple and fully automated HS-GC-MS method was developed
for the determination of a group of volatile organic compounds, the so called BTEXS, in olives.
The proposed methodology allowed the detection of these contaminants in various samples of
olives of different origin and was also optimized for the determination of BTEXS in virgin olive
oil. The developed method can be used as a tool to detect batches of olives contaminated with
BTEXS (and thus to find out the source of contamination) and to study the behavior of these

compounds during the production stage of virgin olive oil.
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VIl.1. COMUNICACIONES A CONGRESOS (6)

VIII.1.1. Comunicaciones a congresos de ambito internacional (1).

1. Titulo: Metodologias de tratamiento de muestra para el andlisis multi-residuo de

pesticidas en aceite de oliva mediante LC/MS.

Autores: Bienvenida Gilbert Lépez, Juan Francisco Garcia Reyes, Amadeo R. Fernandez-Alba,

Antonio Molina Diaz.

Tipo de participacidon: Comunicacion oral y pdster.

Congreso: XIV Simposium Cientifico Técnico EXPOLIVA (Feria Internacional del Aceite de Oliva
e Industrias Afines).

Lugar y fecha: Jaén, 2008.

Se corresponde con el capitulo IV.5. de esta Tesis.

VII.1.2. Comunicaciones a congresos de ambito nacional (3).

2. Titulo: Analyses of pesticide residues in fruit based baby food by liquid chromatography

time-of-flight mass spectrometry (LC/TOF MS).

Autores: Bienvenida Gilbert Lopez, Juan Francisco Garcia Reyes, Pilar Ortega Barrales, Antonio

Molina Diaz, Amadeo R. Fernandez-Alba.

Tipo de participacidn: Poster

Congreso: XIV Reunidn Nacional de la Sociedad Espafiola de Quimica Analitica (XIV SEQA).
Lugar y fecha: Pollensa, Mallorca, 2007.

Se corresponde con el capitulo IV.1. de esta Tesis.
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3. Titulo: Determination of postharvest fungicides in fruit juices by solid-phase extraction
followed by liquid chromatography electrospray time-of-flight mass spectrometry (LC/TOF
MS).

Autores: Bienvenida Gilbert Lépez, Juan Francisco Garcia Reyes, Amadeo R. Fernandez-Alba,

Antonio Molina Diaz.

Tipo de participacidn: Péster

Congreso: XIV Reunidn Nacional de la Sociedad Espafiola de Quimica Analitica (XIV SEQA).
Lugar y fecha: Pollensa, Mallorca, 2007.

Se corresponde con el capitulo IV.2. de esta Tesis.

4. Titulo: Rapid resolution liquid chromatography time-of-flight mass spectrometry for the
multi-residue analysis of pesticides in fruit-based soft drinks.

Autores: Bienvenida Gilbert Lépez, Juan Francisco Garcia Reyes, Milagros Mezcua, Amadeo R.

Fernandez-Alba, Antonio Molina Diaz.

Tipo de participacidn: Pdster

Congreso: 122 Jornadas de Analisis Instrumental (JAI).
Lugar y fecha: Barcelona, 2008.

Se corresponde con el capitulo IV.3. de esta Tesis.

VII.1.3. Comunicaciones a congresos de ambito regional (2).

5. Titulo: Uso de segmentos dindmicos de tiempo para la simplificacion de los métodos multi-
residuo basados en cromatografia de liquidos/espectrometria de masas en tdndem en modo
MRM: ejemplo de método MRM para control de residuos de plaguicidas en aceitunas.

Autores: Bienvenida Gilbert Lépez, Juan Francisco Garcia Reyes, Ana Lozano, Amadeo R.

Ferndndez-Alba, Antonio Molina Diaz.

Tipo de participacidn: Poster

Congreso: Xll Reunidn del Grupo Regional Andaluz de la Sociedad Espafola de Quimica
Analitica (GRASEQA 2010).

Lugar y fecha: Cérdoba, 2010.

Se corresponde con el capitulo IV.6. de esta Tesis.
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6. Titulo: Desarrollo de un método para la determinacion de BTEXS en aceitunas mediante
cromatogradfia de gases/espectrometria de masas con espacio de cabeza.

Autores: José Robles-Molina, Bienvenida Gilbert-Lopez, Juan Francisco Garcia-Reyes, Antonio

Molina-Diaz.

Tipo de participacidn: Poster

Congreso: Xll Reunién del Grupo Regional Andaluz de la Sociedad Espafiola de Quimica
Analitica (GRASEQA 2010).

Lugar y fecha: Cérdoba, 2010.

Se corresponde con el capitulo IV.7. de esta Tesis.

VI1.2. ARTICULOS CIENTIFICOS (8)

1. Titulo: Sample treatment and determination of pesticide residues in fatty vegetable
matrices: a review. (review por invitacion)

Autores: Bienvenida Gilbert-Lépez, Juan Francisco Garcia-Reyes, Antonio Molina-Diaz.

Referencia: Talanta 79 (2009) 109-128.

Se corresponde con el capitulo Il de esta Tesis.

Reconocido como articulo destacado por la editorial Elsevier entre abril y junio de 2009
(posicidn 9 dentro de los 25 mas destacados). Un afio mas tarde (periodo comprendido entre
abril y junio de 2010), seguia siendo reconocido como un articulo destacado de la revista

Talanta (posicion 13 dentro de los 25 mas destacados).

2. Titulo: Analyses of pesticide residues in fruit-based baby food by liquid
chromatography/electrospray ionization time-of-flight mass spectrometry.

Autores: Bienvenida Gilbert Ldpez, Juan Francisco Garcia Reyes, Pilar Ortega Barrales, Antonio

Molina Diaz, Amadeo R. Fernandez-Alba.
Referencia: Rapid Communications in Mass Spectrometry 21 (2007) 2059-2071.

Se corresponde con el capitulo IV.1. de esta Tesis.

3. Titulo: Determination of postharvest fungicides in fruit juices by solid-phase extraction

followed by liquid chromatography electrospray time-of-flight mass spectrometry.
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Autores: Bienvenida Gilbert-Lépez, Juan Francisco Garcia-Reyes, Milagros Mezcua, Antonio

Molina-Diaz, Amadeo R. Fernandez-Alba.
Referencia: Journal of Agricultural and Food Chemistry 55 (2007) 10548-10556.

Se corresponde con el capitulo IV.2. de esta Tesis.

4. Titulo: Determination of pesticide residues in fruit-based soft drinks.

Autores: Juan Francisco Garcia-Reyes, Bienvenida Gilbert-Lépez, Antonio Molina-Diaz, Amadeo

R. Fernandez-Alba.
Referencia: Analytical Chemistry 80 (2008) 8966- 8974.

Se corresponde con el capitulo IV.3. de esta Tesis.

Reconocido como articulo altamente descargado (“top downloaded article”). Fue el articulo
mas descargado de la revista Analytical Chemistry durante el mes de Enero de 2009 y de los 12
meses anteriores a Febrero de 2009. Articulo destacado con resefia en la revista Chemistry and
Engineering News (ACS) (8 Diciembre 2008) y en la seccién “in the news” del volumen de Enero

2009 de la revista TrAC.

5. Titulo: Multi-residue determination of pesticides in fruit-based soft drinks by fast liquid
chromatography time-of-flight mass spectrometry.

Autores: Bienvenida Gilbert-Lépez, Juan Francisco Garcia-Reyes, Milagros Mezcua, Natividad

Ramos-Martos, Amadeo R. Fernandez-Alba, Antonio Molina-Diaz.
Referencia: Talanta 81 (2010) 1310-1321.

Se corresponde con el capitulo IV.4. de esta Tesis.

6. Titulo: Evaluation of two sample treatment methodologies for large-scale pesticide residue
analysis in olive oil by fast liquid chromatography—electrospray mass spectrometry.

Autores: Bienvenida Gilbert-Lopez, Juan Francisco Garcia-Reyes, Amadeo R. Fernandez-Alba,

Antonio Molina-Diaz.
Referencia: Journal of Chromatography A 1217 (2010) 3736-3747.

Se corresponde con el capitulo IV.5. de esta Tesis.
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7. Titulo: Large-scale pesticide testing in olives by liquid chromatography-electrospray
tandem mass spectrometry using two sample preparation methods based on matrix solid-
phase dispersion and QUEChERS.

Autores: Bienvenida Gilbert-Lépez, Juan Francisco Garcia-Reyes, Ana Lozano, Amadeo R.

Fernandez-Alba, Antonio Molina-Diaz.
Referencia: Journal of Chromatography A 1217 (2010) 6022-6035.

Se corresponde con el capitulo IV.6. de esta Tesis.

8. Titulo: Rapid determination of BTEXS in olives and olive oil by headspace-gas
chromatography/mass spectrometry (HS-GC-MS).

Autores: Bienvenida Gilbert-Lépez, José Robles Molina, Juan Francisco Garcia-Reyes, Antonio

Molina-Diaz.
Referencia: Talanta 83 (2010) 391-399.

Se corresponde con el capitulo IV.7. de esta Tesis.


http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2010.09.052
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Figura 1V.3.4. Analisis mediante LC-TOFMS de los residuos de pesticidas presentes en una
muestra de refresco adquirida en el aeropuerto de Gatwick, en Londres. (a) Cromatograma de
iones totales. (b) EICs de los compuestos seleccionados: (b.1) thiabendazole (9.44 ug L), (b.2)
imazalil metabolito (0.689 ug L") e (b.3) imazalil (30.8 ug L™"). La concentracién total de
pesticidas detectados fue de 41.5 ug L™, 83 veces el limite permitido. Las estructuras y las
masas exactas de los pesticidas estan también incluidas en la figura.
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estudiados (50 ug kg™, QUEChERS). b) Cromatograma de i6n extraido (ventana de masa: 10
mDa) para las moléculas protonadas de pirimicarb (5.81 min), diuron (9.06 min), terbuthylazine
(10.00 min) y diazinon (11.87 min), obtenidos a partir de una muestra de aceite de olive
fortificada con los pesticidas estudiados (50 ug kg'l, MSPD).

Figura IV.5.4. Comparacion de la limpieza de los extractos usando los cromatogramas idnicos
totales (TICs) obtenidos mediante analisis por LC-ESI-MS en modo “full scan” (en polaridad
positiva y negativa) y mediante analisis por GC-MS (Full scan, ionizacién por impacto
electrénico (El)). La sefial correspondiente al extracto obtenido mediante el procedimiento
QUEChERS aparece representada por una linea sdlida, mientras que la linea punteada
corresponde al extracto obtenido mediante el procedimiento MSPD. a) TICs de los extractos de
aceite de oliva analizados mediante LC-ESI(+) TOF MS. b) TICs de los extractos de aceite de oliva
analizados mediante LC-ESI(-) TOF MS. c) TICs de los extractos de aceite de oliva analizados
mediante GC-EI-MS.

Figura IV.5.5. Distribucion de los porcentajes de recuperacion medios de los pesticidas
estudiados en muestras de aceite de oliva fortificadas, utilizando los dos métodos de
tratamiento de muestra ensayados a dos niveles de concentracién (10 y 100 ug kg’l).
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Figura 1V.5.6. Estudio de precision. Distribucion de los valores medios de la desviacidn estandar
relativa (RSD%) para los 104 pesticidas estudiados en muestras de aceite de oliva fortificadas,
utilizando los dos métodos de tratamiento de muestra ensayados a dos niveles de
concentracién (10 y 100 ug ke™).

Figura 1V.5.7. Distribucion del efecto matriz (expresado en términos de porcentaje de
incremento o disminucidn de la sefial) obtenido para los 105 pesticidas analizados en aceite de
oliva, utilizando los dos métodos ensayados.

Capitulo IV.6.

Figura

Figura 1V.6.1. Esquema del protocolo QUEChERS utilizado para obtener los extractos de
aceituna.

Figura IV.6.2. Esquema del protocolo MSPD utilizado para obtener los extractos de aceituna.

Figura 1V.6.3. Cromatograma MRM correspondiente a la transicidn cuantificadora elegida (en
modo DMRM) para: (1) dimethoate, (2) simazine, (3) terbuthylazine y (4) tebuconazole, en (a)
un extracto QUEChERS fortificado a un nivel de concentracién de 10 ug kg'l, y (b) un extracto
MSPD fortificado a un nivel de concentracién de 10 ug kg™

Figura IV.6.4. Distribucion de los porcentajes de recuperacion medios de los pesticidas

estudiados en aceitunas fortificadas, utilizando los dos métodos de tratamiento de muestra
. .z -1

ensayados a dos niveles de concentracién (10 y 100 ug kg ™).

Figura 1V.6.5. Estudio de precision. Distribucion de los valores medios de la desviacidn estandar
relativa (RSD %) para los 104 pesticidas estudiados en aceitunas fortificadas, utilizando los dos
métodos de tratamiento de muestra ensayados a dos niveles de concentracién (10 y 100 ug kg
1).

Figura 1V.6.6. Distribucion del efecto matriz (expresado en términos de porcentaje de
incremento o disminucion de la sefial) obtenido para los 104 pesticidas seleccionados,
utilizando los dos métodos ensayados.

Capitulo IV.7.

Figura

Figura IV.7.1. Cromatograma de iones totales (TIC) y cromatogramas SIM de (a) un aceite de
oliva fortificado con 20 pg kg'lde la mezcla de BTEXS y (b) una muestra de pasta de aceituna
fortificada con la mezcla de BTEXS al mismo nivel de concentracién (20 ug kg’l).

Figura IV.7.2. Optimizacién del tiempo de equilibrado utilizando un aceite de olive fortificado
con 50 pg kg’lde la mezcla de BTEXS.

Figura IV.7.3. Optimizacion de la adicién de sal a una muestra homogeneizada de pasta de
aceituna fortificada a un nivel de concentracién de 50 ug kg™

Figura IV.7.4. Ejemplos de positivos de BTEXS encontrados en muestras reales a bajos niveles
de concentracién (< 15 g kg’l): a) benceno en una muestra de aceite de oliva (A-10); b)
tolueno en una muestra de aceite de oliva (A-05); c) m- y p-xyleno en una muestra de pasta de
aceituna (0-08); d) estireno en una muestra de pasta de aceituna (0-07).
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ACRONIMOS
Acrénimo Definicion
A
Ac Acetate. Acetato
APCI Atmospheric pressure chemical ionization. lonizacidn quimica a presién atmosférica
API Atmospheric pressure ionization. lonizacién a presion atmosférica
APPI Atmospheric pressure photoionization. Fotoionizacidn a presion atmosférica
ASE Accelerated solvent extraction. Extraccidn acelerada con disolventes
También denominada PLE (pressurized liquid extraction) 6 PSE (pressurized solvent
extraction)
B
BTEXS Benceno, tolueno, etil-benceno, (o-,m-,p-)xilenos, estireno
c
Cl Chemical ionization. lonizacidn quimica
CID Collision-induced dissociation. Disociacion inducida por colisiones
D
DART Direct analysis in real time. Analisis directo en tiempo real
DBDI Dielectric barrier discharge ionization. Descarga en una barrera dieléctrica
DESI Desorption electrospray ionization. Desorcidn por electrospray
E
ECD Electron capture detector. Detector de captura electrdnica
EFSA European Food Safety Authority. Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
El Electron impact. Impacto electrdnico
EIC Extracted ion chromatogram. Cromatograma extraido
ELSD Evaporative light scattering detector. Detector de luz dispersada tras evaporacion
ESA Electrostatic energy analyzer. Analizador electrostatico
ESI Electrospray ionization. Electrospray
También conocido como lonspray
F
FID Flame ionization detector. Detector de ionizacién de llama
FT Fourier transform. Transformada de Fourier
G
GC Gas chromatography. Cromatografia de gases
GCB Graphitized carbon black. Carbdn grafitizado
GC-MS Gas chromatography-mass spectrometry.
Cromatografia de gases-espectrometria de masas
GPC Gel permeation chromatography. Cromatografia de permeacion en gel
H
HAC Acetic acid. Acido acético
HLB Hydrophilic lipophilic balanced copolymer. Copolimero de balance hidrofilico-lipofilico.

HPLC High performance liquid chromatography. Cromatografia de liquidos de alta eficacia
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Acrénimo Definicion
HS Headspace. Espacio de cabeza
|
ICP Inductively coupled plasma. Plasma acoplado generado por induccion
ICR lon cyclotron resonance. Resonancia ciclotrénica de iones
IDA Ingesta Diaria Admisible (ADI — Acceptable daily intake)
(QIT (Quadrupole) lon trap. Trampa de iones cuadrupolar o tridimensional
L
LC Liquid chromatography. Cromatografia liquida
LC-MS/MS Liquid chromagraphy-tandem mass spectrometry.
Cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem
LC-TOFMS Liquid chromagraphy-time-of-flight mass spectrometry.
Cromatografia liquida-espectrometria de masas con tiempo de vuelo
LDR Linear dynamic range. Rango dinamico lineal (intervalo lineal)
LIT (LTQ) Linear ion trap. Trampa de iones lineal
LLE Liquid-liquid extraction. Extraccion liquido-liquido
LOD Limit of detection. Limite de deteccidn
LoQ Limit of quantitation. Limite de cuantificacién
LPME Liquid phase microextraction. Microextraccién en fase liquida
LTP Low temperature plasma. Plasma de baja temperatura
M
MAE Microwave assisted extraction. Extraccion asistida por microondas
MAHs Mono-ring aromatic hydrocarbons. Hidrocarburos aromaticos policiclicos
MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization.
Desorcidn/ionizacion por laser asistida por una matriz
MeCN Acetonitrile. Acetonitrilo
MeOH Methanol. Metanol
MIP Molecularly imprinted polymer. Polimero de impresidon molecular
MRL Maximum residue level. Limite maximo de residues permitido
MRM Multiple reaction monitoring
MS Mass spectrometry. Espectrometria de masas
MS/MS Tandem mass spectrometry. Espectrometria de masas en tandem
MSPD Matrix solid phase dispersion. Dispersidon de la muestra en fase sélida
m/z Mass-to-charge ratio. Relacion masa-carga
N
ND Non-detected. No detectado
NOEL No observed effective level. Nivel de dosis sin efecto
NPD 6 TID Thermionic lonization detector. Detector termoidnico
(0]
oT Orbitrap
P
PAC Politica Agraria Comun

PIS Product ion scan
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Acrénimo Definicion

POPs Persistent organic pollutants. Compuestos organicos persistentes

PSA Amina primaria-secundaria

Q

Q Quadrupole. Cuadrupolo (analizador de masas)

QQQ Triple quadrupole. Triple cuadrupolo

Q-TRAP Instrumento similar a un triple cuadrupolo en el que el tercer cuadrupolo se ha
sustituido por una trampa lineal

QUEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe

R

r Correlation coefficient. Coeficiente de correlacién.

RSD Relative standard deviation. Desviacién estandar relativa (coeficiente de variacién)

S

SDME Single-drop microextraction. Microextraccion sobre una sola gota

SFE Supercritical fluid extraction. Extraccidn con fluidos supercriticos

SIM Selected ion monitoring

SLE Solid-liquid extraction. Extraccion sdlido-liquido

S/N Signal-to-noise ratio. Relacién sefial-ruido

SPE Solid-phase extraction. Extraccidn en fase sélida

SPME Solid-phase microextraction. Microextraccién en fase solida

T

TIC Total ion chromatogram. Cromatograma idnico total

TOF Time of flight. Tiempo de vuelo (analizador de masas)

TQ Triple quadrupole. Triple cuadrupolo

tr Retention time. Tiempo de retencidn

u

UE European Union (EU). Unién Europea

uv Ultraviolet. Ultravioleta
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