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RESUMEN

En este trabajo se presenta a la técnica de cromatografia de gases masas (GC-MS/MS) de
triple cuadrupolo (QqQ) como una de las técnicas mas empleadas, para abordar el andlisis de
residuos de plaguicidas en muestras de origen vegetal, por su elevada sensibilidad y fiabilidad.
El empleo del monitoreo de reaccién mdultiple (MRM) nos permite proporcionar andalisis
cuantitativos y cualitativos de trazas de analitos en matrices de gran complejidad (pigmentos,
grasas, etc.). A ello, hay que sumarle una técnica de extraccion de alto valor por su facilidad,
rapidez, bajo coste y su gran versatilidad, como es la metodologia QUEChERS. Esta técnica
de extraccion junto con la GC-MS/MS nos permitira, de modo sencillo y respetuoso con el
medio ambiente, comparado con los métodos laboriosos convencionales, obtener unos
magnificos valores de recuperacion, dentro del rango 70 %- 120 %, con un %RSD < 20%,
para un gran nimero de pesticidas y matrices. Con el método optimizado se obtienen limites
de deteccion (LDD) entre 0.3 -5.0 pg/Kg, cumpliendo con los requisitos legales de los LMR
establecidos para cada una de estas materias activas.

Esta metodologia deberia estar incorporada en el trabajo de rutina de los diferentes
laboratorios de control, gracias a su versatilidad. Son muchos los estudios en los que se han
introducido cambios en su version original (Anastassiades M. et al., 2003), pudiendo ser
validada para una gran cantidad de plaguicidas y matrices, siendo ello una garantia de la

calidad de los resultados.



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

FAO Organizacion de Naciones Unidas

para la Agricultura y la Alimentacion
OMS Organizacion Mundial de la Salud
LMR Limite maximo de residuo

LDD Limite de deteccion

LDC Limite de cuantificacion

QUEChERS Répido, facil, barato, efectivo,

robusto y seguro
GC Cromatografia de gases

HPLC Cromatografia liquida de alta

resolucion

ppm Partes por millébn (mg/kg)
ppb Partes por billon (pg/kg)

DL 50 Dosis letal 50

L.O.M Libro Oficial de Movimientos
P.S Plazo de seguridad

VR50 Vida residual media

BPA Buenas Practicas Agricolas
NOAEL Nivel sin efecto

IDA Ingestion diaria admisible
ARTD Dosis de referencia aguda
ATRIAS Tratamiento Integrado en
Agricultura

RSD Desviacion estandar relativa

ENAC Entidad Nacional de Acreditacion

APIS Agrupaciones de Produccién
Integrada

EFSA Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria

SPE Extraccion en fase solida

MSPD Dispersion de matriz en fase solida
NPD Detectores termoionicos o de
nitrégeno-fésforo

ECD Detectores de captura electronica
FPD Detectores fotométricos de llama
MS Espectrometria de masas

MS/MS Espectrometria de masa/masa o
en cascada

El Impacto electrénico

NCI lonizacién quimica negativa

PCI lonizacion quimica positiva

FLD Detector fluorimétrico

AOAC Asociacion Oficial de Quimicos
Analistas

TPP Patron interno de trifenilfosfato
MCR Materiales Certificados de
Referencia

ISTD Método de Adiciones Estandar o

Calibracioén Interna.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Generalidades de los pesticidas.

El principal enemigo de la agricultura, han sido desde muy antiguo las plagas. Segun la
Organizacién de Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) las pérdidas de
cosechas debidas a plagas y enfermedades a nivel mundial es del orden de 25-35% de las
mismas (Coscoll4, R., Coscolla. C., 2006). El problema se suaviz6 gracias a los avances en
el campo de la quimica, mediante la introduccion de los primeros formulados de plaguicidas
a mediados del siglo XIX. En 1939 se descubrio el DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), que
marc6 un antes y un después en el control de plagas, constituyendo el inicio del desarrollo de
plaguicidas quimicos. La evolucién de su comercializacion ha ido en constante crecimiento,

siendo para el periodo 2011-2016 la siguiente (Figura 1y Tabla 1).

Evolucion principales grupos de sustancias quimicas comercializados
(expresadas en Toneladas)

200.000
- I m BN B
, 1 H N B
Ao 2011 Ao 2012 Afio 2013 Ao 2014 Ao 2015 Ao 2016
B FUNGICIDAS Y BACTERICIDAS m HERBICIDAS

INSECTICIDAS Y ACARICIDAS REGULADORES DE CRECIMIENTO Y OTROS
B TOTAL DE FITOSANITARIOS

Figura 1. Evolucién principales grupos de sustancias quimicas comercializados en Espafia

(Datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion).

Tabla 1. Evolucién principales grupos de sustancias quimicas comercializados en Espafia (expresadas en Toneladas)

(Datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién).

Aino | Afo | Afo | Ailo | Ao | Afo

GRUPOS PRINCIPALES | 5011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016
Fungicidas y bactericidas 31.345| 26.798 | 32.400 | 38.393| 36.437| 38.919
Herbicidas 13.835] 13.985| 14.719 | 14.909 | 15.586 | 15.225
Insecticidas y acaricidas 8.146| 7.704| 6.909| 7.609| 6.758| 7.599
Reguladores de crecimiento 19.852| 15.072| 17.519| 18.015| 18.517 | 15.309
Total fitosanitarios 73.178| 63.559 | 71.547 | 78.926 | 77.298 | 77.052




Segun el Real Decreto 3349/83, de 30 de noviembre, por el que se aprueba la Reglamentacion
Técnico-Sanitaria para la fabricacién, comercializacién y utilizacién de plaguicidas, estos se
definen como sustancias o ingredientes activos, asi como los preparados o formulaciones que

contengan una o varias de estas sustancias, destinadas a cualquiera de los fines siguientes:

Combatir los agentes nocivos para los vegetales y productos vegetales, y prevenir

su accion.

Favorecer la produccion vegetal, con excepcion de nutrientes y los productos

destinados a la enmienda de los suelos.

Conservar los productos vegetales, incluida la proteccion de la madera.
- Destruir los vegetales perjudiciales o prevenir su desarrollo.
- Hacer inofensivos, destruir o prevenir la accion de otros organismos nocivos o

indeseables distintos de los que atacan a los vegetales.

Entre las principales caracteristicas de los plaguicidas encontramos su composicién y
formulacion, la presentacion, la toxicidad y el residuo del plaguicida. La toxicidad de un
producto fitosanitario hace referencia a la peligrosidad para la salud de las personas y los
animales. El empleo de plaguicidas implica riesgos toxicolégicos para la agricultura
(fitotoxicidad, bio-resistencia, etc.), el medio ambiente (riesgos para la fauna, el suelo y el
agua) y para la salud (de forma directa en los agricultores o indirecta en el caso de los
consumidores). Esta caracteristica viene detallada en el envase. En la Tabla 2, tenemos las

distintas clases toxicoldgicas de los productos plaguicidas segun la OMS.

Tabla 2. Clases toxicolégicas de productos plaguicidas segun la DL50 (mg/kg p.v.) y formulacién (Strada, 2014)

Clasificacion Formulacion liquida Formulacion solida
de la OMS DL 50 aguda DL 50 aguda
seglin riesgo Oral Dermal Oral Dermal
Clase Ia <20 <40 <5 <10
Producto sumamente
peligroso
Clase Ib 20-200 40-400 5-50 10-100
Producto muy peligroso
Clase II 200-2000 400-4000 50-500 100-1000
Producto moderadamente
peligroso
Clase I11 2000 =4000 500-2000 =1000
Producto poco peligroso
Clase 1V >3000 =2000
Producto que
normalmente no ofrece
peligro




Mediante pruebas o ensayos de laboratorio se determina la cantidad minima de un
determinado producto, expresada en miligramos por kilogramo de peso, necesaria para
producir la muerte del 50% de los animales (ratas, cobayas, perros, etc.) en el estudio
(Barbera, C., 1989). Esta cantidad se denomina Dosis Letal 50 o DL 50, y es lo que puede
considerarse la unidad de toxicidad. Cuanto menor es el LD 50 mayor es la toxicidad del
producto. Los comerciantes de productos téxicos han de registrar sus ventas en el Libro Oficial
de Movimientos [L.O.M].
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Figura 2. Principales insecticidas, plagas que combaten y su modo de accién.



Los plaguicidas pueden clasificarse segun el agente sobre el que actian en insecticidas (lucha
contra insectos), fungicidas (control de hongos), herbicidas (atacar las malezas), acaricidas

(control de &caros o arafias), nematicidas, bactericidas o antibiéticos en el control de

bacterias, moluscocidas o helicidas y rodenticidas (Cavallo, 2006; Novo et al., 2011).
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Figura 3. Principales herbicidas, rodenticidas y fungicidas, plagas que combaten y su modo de accién.
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En las Figuras 2 y 3, vienen los principales grupos quimicos de los plaguicidas, junto con la
plaga a la que combaten y su modo de acciébn. Ademas de estos grupos, dentro de los
insecticidas estarian los insecticidas naturales (nicotina, rotenona o las piretrinas naturales),
los aceites minerales obtenidos a partir de derivados del petréleo u otros, los compuestos de
origen mineral entre los que destacan los arsenicales (han desplazado a los organoclorados
y organofosforados), los inhibidores de la quitina que actian impidiendo la formacion de

quitina, inhibiendo el crecimiento natural de los insectos.

1.2. Residuos de plaguicidas.

Se entiende por residuo de plaguicida cualquier sustancia especificada presente en alimentos,
productos agricolas o alimentos para animales como consecuencia del uso de un plaguicida.
El término incluye cualquier derivado de un plaguicida, tales como productos de conversion,
metabolitos y productos de reaccién, y las impurezas consideradas de importancia
toxicologica (Manual de Procedimientos del Codex 192. ed. 2010). Asi pues, los residuos de
plaguicidas son uno de los efectos nocivos que mas preocupan en la actualidad, ya que

pueden ser una amenaza para la salud publica.

Los productores y recolectores de los productos vegetales han de tener en consideracién los
plazos de seguridad (PS) de las distintas materias activas (representa el tiempo expresado en
dias, que debe transcurrir entre la ultima aplicacion del plaguicida y la recoleccién del producto
vegetal), la dosificacion del producto la cual esté directamente relacionada con el depdsito de
los productos fitosanitarios (expresada en miligramos de plaguicida por kilo de producto
(mg/Kg)), el tiempo de vida residual media (VR50) (el tiempo, expresado en dias, que tarda
un residuo en llegar a un valor correspondiente al 50% del depdsito inicial), la persistencia del
producto (tiempo para que el plaguicida pierda, al menos, el 95% de su actividad bajo

condiciones ambientales y dosis de aplicaciones normales).

La persistencia de un plaguicida determinara su poder contaminante, siendo mayor a mayor
persistencia, y en una planta dependera de la accién de diversos factores, como son el
crecimiento vegetal, causas mecanicas y fisicas y la degradacion quimica, que van a influir en

la disminucion progresiva de los residuos.

El crecimiento vegetal se basa en que el aumento de peso de la planta hace que disminuya

proporcionalmente la cantidad de residuos, que vienen expresados como miligramos de



plaguicida por kilogramo de vegetal (ppm). Entre las causas mecanicas y fisicas estan
principalmente la lluvia y el viento, especialmente si ocurren poco después de una aplicacion.
En cuanto a las causas fisicas se consideran la volatilizacion que dependera de cada materia
activa y de las condiciones de temperatura, viento, etc. y otra la solubilizacion que se trataria
de la disolucion del plaguicida por el efecto de la lluvia, aunque estos productos suelen
caracterizarse por solubilidades bajas. La degradacién quimica consiste en la transformacién
de unas sustancias en otras, siendo dependiente de la estructura quimica del producto. Esta
degradacion se podra producir por medio de reacciones simples o bien en reacciones
bioquimicas més complejas que se podran dar tanto en la superficie del vegetal como en el
interior de los tejidos. En la Figura 4 observamos la variacion del contenido de Diazinén en

lechugas, atendiendo a los 3 factores que pueden influir en la persistencia de un plaguicida.

100 -
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Figura 4. Variacion del contenido de Diazin6n en lechugas (Viel, 1972; citado por Coscolla, 1993). Ref: A) Peso medio de las lechugas;

B) Curva de eliminacién aparente por crecimiento. C) Curva de eliminacién real por andlisis.

Si hacemos un estudio, en breves intervalos de tiempo de la evolucién de las cantidades de
residuos presentes sobre un vegetal tratado obtenemos las llamadas curvas de degradacion,
eliminacion o disipacion, las cuales son especificas para cada materia activa y vegetal (Figura
5). El conocimiento de estas nos permite efectuar predicciones sobre el contenido de residuos
como consecuencia de un tratamiento dado, conocer la importancia de las distintas variables

en el proceso y la posibilidad de modificarlas para influir sobre el mismo.

El proceso de disipacion sigue, en general, una cinética de primer orden, aunque en algunos

casos se consideran tres o mas dinamicas consecutivas. En la primera fase, llamada “fase de



desprendimiento”, la eliminacion es muy rapida y se debe a las acciones mecanicas del viento
y la lluvia; esta etapa es seguida de una mas lenta en la que los fenémenos fisicos y/o
quimicos estan involucrados y se la llama “fase de degradacion”. La tercera y ultima etapa, la
“fase de persistencia’, es sumamente lenta y esta determinada por el bloqueo del plaguicida

en el vegetal (Figura 6).

Residuos (p.p.m)

¥ L L T L] 1

10 20 30 40 50 &0
Dias tras aplicacian

Figura 5. Curva de disipacion de residuos de plaguicidas (Coscolla, R, 1993)
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10 B
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Figura 6. Curva de teérica de eliminacion de plaguicidas en tratamientos de partes aéreas (Ascoet y Missonnier,

1974; Citados por Coscolla, 1993). Ref: A- Eliminacién rapida debida a acciones mecénicas;

B- Eliminacion mas lenta por causas fisicas; C-Bloqueo del plaguicida en el vegetal.

Resultado de la presencia de residuos y de la gran sensibilizacion, las autoridades se han
visto obligadas a legislar. Es imprescindible estar permanentemente informado de las
modificaciones en la legislacién internacional, lo que permitir4 evitar problemas derivados de
la presencia de sustancias prohibidas o con un residuo superior al limite maximo de residuo

permitido.



El Limite Maximo de Residuo (L.M.R) o de tolerancia, se define como la cantidad maxima de
residuo de un producto fitosanitario especifico recomendado por la Comision del Codex
Alimentarius legalmente permitido en o sobre los productos alimenticios y piensos para
animales. Se expresa en partes por millon (ppm). Los LMR se basan en datos de las Buenas
Practicas Agricolas (BPA) y los alimentos derivados de productos que cumplen con los
respectivos LMR estan destinados a ser toxicolégicamente aceptables. (Manual de
Procedimientos del Codex 192. ed. 2010)

El empleo de plaguicidas se autoriza con el previo establecimiento de su LMR o tolerancias
en los productos vegetales o alimentos tratados, y de acuerdo con esos valores se fijan los
Plazos de Seguridad definidos con anterioridad, aunque esto no implique la autorizacién de
dicho producto. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), es la encargada de
pronunciarse para cada LMR y cada modificacién, y la Comision elabora conforme al dictamen
de la EFSA un reglamento que establece un nuevo LMR o lo maodifica. El LMR se establece
siguiendo diversos criterios (Figura 7):

A largo plazo Nivel Ingestion diaria
sin efecto (NOAEL) admisible (ADI)

mg/kg animal/dia mg/kg persona/dia
Ensayos \ Nivel

toxicologicos Toxicolégicamente
permisible

mg/kg cosecha

Factor

de seguridad

(p.p.m)
A corto plazo Nivel sin Dosis aguda de
efecto agudo referencia (ARfD)
(agudo- NOAEL) »
mg/kg persona/dia
mg/kg animal/dia
\ 4
Nivel real de residuos L.M.R mg/kg
Ensayos de £t
resi):juos Buena practica g en recoleccion S (p.p.m)
en campo agricola (GAP) en cosecha
mg/kg cosecha (p.p.m)

Figura 7. Célculo del LMR (Coscolla, R., 2006).

* Criterio toxicoldgico: hace referencia a la posible ingesta diaria de residuos, que deberé ser
aquella que con total seguridad no provoque ningun efecto nocivo en las personas. Este se

establece a partir de las consideraciones siguientes:



- Nivel sin efecto (NOAEL): dosis mas elevada de un determinado plaguicida que ingerida
diariamente por animales de experimentacion, durante al menos dos afos, no les produce

efectos nocivos. Expresado en: (mg/Kg animal/dia).

- Ingestion diaria admisible (IDA): segun la FAO/OMS, es la cantidad de plaguicida que,
ingerida diariamente por el hombre durante toda su vida, no muestra riesgos apreciables
segun los conocimientos médicos y sanitarios actuales. Se obtiene a partir del NOAEL,
aplicandole un coeficiente de seguridad (~100). Expresado en: (mg/Kg persona/dia).

- Dosis de referencia aguda (ARfD en inglés), “Acute Reference Dose” representa la
cantidad de sustancia, expresada en miligramos por kilogramo de peso vivo, que puede ser
ingerida durante un corto periodo de tiempo, normalmente en una comida o dia, sin riesgo
apreciable para la salud, basandose en los conocimientos disponibles cuando se efectua el
calculo y teniendo en cuenta los grupos mas vulnerables para la poblacion (nifios y fetos). Su
calculo se efectua a partir de NOAEL dividiéndola por un factor de seguridad (~100), de forma
similar a como se calcula la IDA a partir del NOAEL estimado para el riesgo cronico.

Expresada en: (mg/Kg peso corporal).

- El nivel permisible se calcula:
Nivel permisible= ((IDA*Peso cuerpo humano) / factor alimentario),

donde se estima un peso del cuerpo humano de 60 kg y un factor alimentario que representa
el consumo diario por “capita” del alimento o clase de alimento que puede contener los

residuos del plaguicida en cuestion.

*Criterio agrondmico: cantidad minima de plaguicida necesaria para el control de una plaga,
lo cual incluye el cumplimiento de las Buenas Practicas Agricolas (BPA) en el uso de
plaguicidas. Se entiende por BPA en el uso de plaguicidas, todo uso inocuo autorizado a nivel
nacional, en las condiciones existentes, de los plaguicidas necesarios para un control eficaz
y fiable de las plagas. Comprende una gama de niveles de aplicacion de plaguicidas hasta la
concentracion de uso autorizado mas elevada, de forma que quede la concentracién minima

posible del residuo. (Manual de Procedimientos del Codex 192. ed. 2010).



1.3. Control de residuos de plaguicidas. Normativa.

Las autoridades responsables en materia de Salud Publica y agricultura no sélo legislan sobre
los plaguicidas y fijan los diferentes LMR, sino que ademas se encargan de vigilar su
cumplimento. Cada vez son mas las empresas agroalimentarias privadas o publico- privadas
preocupadas por esta tematica, quienes realizan controles rutinarios de sus productos, en
laboratorios propios o externos. No obstante, las Administraciones Publicas realizan sus
planes oficiales de vigilancia y control de residuos de plaguicidas en alimentos por imperativo
legal, siendo obligatorios desde 1990 en la Union Europea con la entrada en vigor de la
Directiva 90/642/CEE para el caso de frutas y hortalizas. La Administracién Publica tiene en
el @mbito del control de residuos tareas como el desarrollo de Agrupaciones de Tratamiento
Integrado en Agricultura (ATRIAS), Agrupaciones de Produccién Integrada (APIS), la
ejecucion del plan de vigilancia de la comercializacion y el control de residuos.

En el Estado Espafol, es de aplicacion la Ley 43/2002, de 20 de noviembre, de sanidad
vegetal, la cual tiene por objeto establecer la normativa basica y las normas de coordinacion

en materia de sanidad vegetal. Entre sus fines esta:
a) Proteger los vegetales y los productos vegetales de los dafios ocasionados por las plagas.

b) Proteger el territorio nacional y el de la Unién Europea, de acuerdo con la normativa
fitosanitaria comunitaria, de la introduccion de plagas de cuarentena para los vegetales y los

productos vegetales u otros objetos, y evitar la propagaciéon de las ya existentes.

c) Proteger los animales, vegetales y microorganismos gque anulen o limiten la actividad de los

organismos nocivos para los vegetales y productos vegetales.

d) Prevenir los riesgos que para la salud de las personas y animales y contra el medio

ambiente puedan derivarse del uso de los productos fitosanitarios.

e) Garantizar que los medios de defensa fitosanitaria retnan las debidas condiciones de

utilidad, eficacia y seguridad.

Son de aplicacion también algunas Directivas Europeas, Reglamento y Reales Decretos:

- Relativo a los métodos de muestreo, tenemos la Directiva 2002/63/CE por la que se
establecen los métodos comunitarios de muestreo para el control oficial de residuos

de plaguicidas en los productos de origen vegetal y animal.



- Relativos a la comercializacion y uso, tenemos el Reglamento (CE) N° 1107/2009
relativo a la comercializacion de productos fitosanitarios, la Directiva 2009/128/CE por
la que se establece el marco de la actuacibn comunitaria para conseguir un uso
sostenible de los plaguicidas, el Real Decreto 1311/2012 por el que se establece el

marco de actuacion para conseguir un uso sostenible de los productos fitosanitarios.

- Relativo a las estadisticas de plaguicidas el Reglamento (CE) N © 1185/2009, el
Reglamento (UE) N © 656/2011 por el que se establecen las disposiciones de
aplicacion del Reglamento (CE) N ° 1185/2009 relativo a las estadisticas de
plaguicidas, con respecto a las definiciones y la lista de sustancias activas, el
Reglamento (UE) N° 2017/269 que se modifica el Reglamento (CE) N © 1185/2009
relativo a las estadisticas de plaguicidas, con respecto a la lista de sustancias activas.

- Relativo a los limites maximos de residuos permitidos en productos vegetales,
disponemos del Real Decreto 280/1994 de 18 de febrero, sobre limites maximos y
control de residuos de plaguicidas en productos vegetales (B.O.E. nim: 58 de 9-3-94)
y el Reglamento (CE) N ° 396/2005 relativo a los limites maximos de residuos de
plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal y animal, que deroga la Directiva
86/362/CEE, la Directiva 86/363/CEE y la Directiva 76/895/CEE, el cual reline en un
solo texto y armoniza los limites maximos de residuos aplicables a los diferentes
productos destinados a la alimentacion humana o animal en la Unién Europea (UE) en
su composicion, a fin de proteger la salud animal y humana, fijando un limite maximo
de 0,01 mg/kg aplicable por defecto. Con anterioridad a estas 3 Ultimas Directivas
derogadas cada pais miembro aplicaba sus propios limites maximos de residuos de

plaguicidas.

En el ambito de trabajo del laboratorio de control, se debera estar actualizado en todo
momento de todos los cambios legislativos. Pueden consultarse a nivel nacional en el

Boletin Oficial del Estado, en el link: https://www.boe.es, o bien a nivel Europeo en el link:

https://eur-lex.europa.eu/homepage.html?locale=es. En cuanto a los valores de los LMR

se encuentran actualizados en la pagina de la Comision Europea (EU Pesticides database

- European Commission), en el enlace: http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-

pesticides-database/public/?event=homepage&language=EN, o0 en el link del Codex

Alimentarius: http://www.codex alimentarius.net



https://www.boe.es/
https://eur-lex.europa.eu/homepage.html?locale=es
http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-database/public/?event=homepage&language=EN,%20o
http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-database/public/?event=homepage&language=EN,%20o
http://www.codex_alimentarius.net/

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO.

El control de residuos de plaguicidas esta cada vez mas presente, siendo de gran interés la
busqueda de metodologias que permitan la deteccion exacta e inequivoca de estos con el fin

de hacer cumplir la legislacién, garantizado con ello la salud publica.

En el presente trabajo se hace una recopilacion de los métodos convencionales mas
frecuentes nombrados en la bibliografia, y especialmente se exponen las ventajas de la
utilizacion de uno de los métodos mas novedosos como es el QUEChERS acoplado a la
técnica de GC-MS/MS. Para ello, se seleccionan algunos articulos de los Ultimos 8 afios
relacionados con esta metodologia, viendo en profundidad cémo crear un buen método de
identificacion y cuantificacién de los distintos grupos de pesticidas mediante el equipo de
GC-MS/MS atendiendo a los tiempos de retencion y los iones cualificadores y cuantificadores,
como calcular los porcentajes de recuperacion obtenidos, ademas de los limites de deteccion
y cuantificacion de cada pesticida y la validacion del método de extraccion y andlisis. Para
llevar a cabo este estudio se han consultado principalmente las bases de datos de Springer
Link, Springer Science y Science Direct, utilizando las palabras claves QUEChERS, GC-
MS/MS y Vegetables.



3. PARTE TEORICA: Muestreo y métodos de extracciéon empleados en la

determinacion de residuos.

A la hora de llevar a cabo la determinacion de residuos de plaguicidas en muestras de

materia vegetal hay que considerar tres etapas que vienen bien descritas en el Figura 8.
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Figura 8. Diagrama de flujo del proceso de preparacidn de las muestras para andlisis de residuos

(Sala K.P, et al.,1990. Extraido de Bouaid A., 2001)

3.1. Muestreo y homogeneizacion.

Los laboratorios dedicados al control de residuos deben tener establecido un buen
procedimiento de toma y homogeneizacion de la muestra de modo que esta sea
representativa, y puedan obtenerse unos resultados satisfactorios. Dada la importancia de
este paso, existe una regulacion al respecto. Las muestras de alimentos se tomaran de
conformidad con la Directiva 2002/63 / CE, por la que se establecen los métodos comunitarios
de muestreo para el control oficial de residuos de plaguicidas en los productos de origen

vegetal y animal.

Deben tenerse en cuenta las siguientes consideraciones generales a la hora de realizar el

muestreo (Tuija Pihlstrom, et al., 2017):



- En cuanto al transporte: las muestras deben transportarse en condiciones adecuadas
y de limpieza, con un embalaje robusto. Los productos perecederos pueden tener que
congelarse para evitar su deterioro. Debe ser lo suficientemente rapido,

preferiblemente dentro de un dia.

- En cuanto a la trazabilidad: las muestras deben identificarse de manera clara e

indeleble, de forma que se garantice la trazabilidad.

- En cuanto al almacenamiento: las muestras que no se analicen inmediatamente deben
almacenarse en condiciones que minimicen la descomposicién y pérdida de
pesticidas. Los productos frescos deben almacenarse en el refrigerador, no mas de 5
dias. Los productos secos pueden almacenarse a temperatura ambiente, salvo que se
exceda de 2 semanas. Especial precaucion para las muestras que puedan contener
residuos de plaguicidas muy labiles o volatiles, ya que deberian de realizarse sus
andlisis tan pronto como sea posible con el fin de reducir las pérdidas.

La homogenizacion de la muestra sera diferente segun el tipo de matriz. Para la gran mayoria
de matrices de frutas y hortalizas se emplea un triturador convencional, que es similar a una
olla cerrada con aspas afiladas en el centro. Para muestras como hojas, frutos secos, etc. es
mejor introducirlas en molinillos capaces de reducir suficientemente el tamafio del grano. En

el caso de aceitunas, se realizara en un molino de matrtillo.

Las partes del producto que deben ser analizados estan estipulados en el Reglamento (CE)
N° 396/2005 en su anexo 11. En muchas ocasiones y segun la finalidad del analisis, deben
eliminar partes de la muestra llegada al laboratorio, tales como: hojas, pulpa, ramas, etc. Para
llevar a cabo la homogeneizacion de la muestra deben hacerse las siguientes observaciones
(Tuija Pihlstréom, et al., 2017):

- Homogeneizar la muestra antes de que ocurra cualquier deterioro visible.

- Los procedimientos de procesamiento y almacenamiento de la muestra no deben
demostrar efecto alguno sobre los residuos presentes en la muestra. En caso de existir
la evidencia de que la trituracion a temperatura ambiente tiene una influencia
significativa en la degradacién de ciertos residuos de plaguicidas, se recomienda que

las muestras se homogenicen a baja temperatura.

|§



- La porcién de prueba debe consistir en unidades enteras del producto, 0 segmentos
retirados de grandes unidades. Para todos los demas andlisis, toda la muestra de
laboratorio debe ser triturada. Para mejorar la eficiencia de extraccién de productos
basicos de baja humedad (por ejemplo, cereales, especias, etc.) se recomienda

obtener tamarfios de particula pequefios (< 1 mm), empleando molinillos.

Una vez trituradas las muestras estas son debidamente etiquetadas, y son llevadas a la zona
habilitada para realizar la extraccion. Algunas muestras no requieren de la etapa de trituracion.

3.2. Métodos de extraccién empleados en la determinacion de residuos.

Los métodos de extraccidbn multiresiduos son muy empleados puesto que permiten extraer,
con relativa facilidad, gran cantidad de pesticidas simultaneamente de un amplio rango de
polaridades. El principal inconveniente de estos métodos es la presencia de componentes de
la matriz (materia grasa, clorofilas, agua, azlcares, resinas naturales, etc.) junto con los
analitos extraidos, que pueden generar interferencias (Uclés, S. et al., 2017). Estas
interferencias pueden competir con los pesticidas en sitios clave como son en el puente de
inyecciébn o en la cabeza de la columna durante el andlisis, dando lugar a resultados
incorrectos, tal como recuperaciones usualmente >100% (Lin XY. et al.,, 2018). Estas
interferencias afectan a los limites de deteccién. Para solucionar en parte este problemay asi
aumentar la selectividad y la sensibilidad, se han desarrollado diversos métodos extraccion,
concentracion y purificacién, aungque con ello se aumenta el tiempo y consumo de disolventes
organicos (Wu CC., 2017).

3.2.1. Extraccion con disolventes organicos.

Es la técnica mas comunmente empleada por su facilidad y amplitud. En funcién del estado
(liquido o solido) de las muestras variard su aplicacion. Las muestras sélidas tras su
homogeneizado se agitan con un disolvente organico o una mezcla de ellos. Inmediatamente
después, se podra tomar una alicuota de la fase organica para concentrarla, o bien se le
afadira a la fase organica una porcién de NaCl o Na,SO,4 para aumentar la fuerza i6nica e
incrementar la cantidad de analitos extraidos, separando mejor las fases (Fenik, J., et al.,

2011). En el primer caso, tras concentrar la muestra se re-disuelve en una mezcla de



disolventes organicos aptos para inyectar en el sistema GC. En el segundo caso, la muestra
se centrifuga para separar la fase orgénica, concentrar el sobrenadante e inyectar. El paso de
concentracion de la muestra es necesario para disminuir el volumen de disolvente y reducir

con ello los limites de deteccion.

Son mudltiples los disolventes organicos que pueden emplearse para llevar a cabo la
extraccion, siendo la polaridad el factor mas importante a la hora de escoger el mas adecuado.
En la Tabla 3, tenemos una seleccion de los disolventes mas empleados, junto con sus
principales propiedades. Requeriremos de disolventes que eviten los compuestos polares al
maximo, con el fin de conseguir una mayor selectividad. La acetona, el acetonitrilo y el acetato

de etilo han mostrado proporcionar altas recuperaciones para amplios intervalos de pesticidas.

Tabla 3. Propiedades de disolventes empleados cominmente a 20-25°C (Krynitsky, A. J.; Lehotay, S. J., 2003)

Disolvente Polaridad Solubilidad en agua  Densidad  Punto de ebullicion

(%. p/p) {g/mL) (°C)
Agua 10.2 - 0.998 100.0
Acetonitrilo 5.8 100 0.786 Bl.a
Acetona 5.1 100 0.791 56.2
Metanol 5.2 100 0792 bd.6
Etanol 5.2 100 0.789 78.4
Acetato de etilo 4.4 B.7 0902 77.2
Diclorometano 31 1.6 1.33 40.7
Ciclohexano 0.2 0.006 0.789 80.7
Hexano 0.0 0.014 0.660 69.0

Tanto el punto de ebullicién, la densidad como la solubilidad en agua son tres propiedades
esenciales para saber si las etapas de concentracién y separacion pueden llevarse a cabo
con garantias. Es esencial hacer coincidir la polaridad del disolvente con la solubilidad del
analito (Krynitsky, A. J.; Lehotay, S. J., 2003).

El acetonitrilo es un disolvente, capaz de extraer un amplio rango de pesticidas con diferentes
polaridades, con alta capacidad y selectividad comparandolo con disolventes como el acetato
de etilo o la acetona. Su miscibilidad en agua le permite tener una buena penetracion en la
fase acuosa de las muestras vegetales (80-95% agua), lo cual permite una buena separacion

de la fase acuosa mediante la adicion de sales, sin requerir de disolventes no polares. Asi



mismo, presenta suficientes propiedades dispersivas (hidrofébicas) para extraer
eficientemente tanto a residuos de pesticidas polares como no polares desde alimentos no
grasos. Estos extractos suelen contener co-extraidos (pigmentos generalmente), aunque
menores en comparacion con otros disolventes, con lo que se requerira de una etapa posterior
de limpieza (Gonzélez, M.A., et al 2015). Es el disolvente cominmente empleado en el
método QUEChERS.

Han sido descritos otros métodos basados en el empleo del acetato de etilo para diferentes
grupos de pesticidas en frutas y vegetales (Krynitsky, A. J.; Lehotay, S. J., 2003), que ademas
proporcionan unas magnificas recuperaciones para un espectro amplio de pesticidas con
propiedades distintas. El acetato de etilo extrae con mayor facilidad compuestos apolares
(Uclés, S., 2017). La ventaja de este disolvente es que es menos contaminante que los
clorados, aunque puede co-extraer pequefias porciones de compuestos de la matriz. Esta
técnica suele emplearse en laboratorios de analisis de rutina para muestras de liquidos,
muestras acuosas (frutas y vegetales), por su simplicidad, rapidez y por sus altas

recuperaciones.

3.2.2. Extraccién en fase soélida (SPE)

La extraccion en fase sélida es una alternativa frente a la simple extraccion por métodos
clasicos con disolventes organicos en embudos de decantacidn, siendo mas comoda, barata
y rapida. Este procedimiento se basa en el paso a través de una mini-columna de una cierta
alicuota de muestra en forma liquida, resultante de la extraccion y evaporacion en una primera
etapa, a través de un adsorbente soélido (silice, carbén, alimina, cambiador i6nico, etc.). En
un primer momento, el analito de interés sera el que quede retenido en la columna junto con
los posibles interferentes y, en una posterior etapa de lavado los interferentes seran
eliminados quedando el analito retenido dada su mayor afinidad. El analito posteriormente
sera recogido pasando una disolucion adecuada (eluyente). En la Figura 9, vemos el proceso

de extraccion en fase solida de modo esquemaético.

Este modo de extraccion tiene la doble ventaja de aislar la especie a medir evitando de este
modo posibles interferencias en la determinacién, y de concentrarla, siendo el factor de
enriguecimiento en algunos casos cercano a cien. Generalmente es mas adecuado para

compuestos hidrofobos o apolares que para sustancias ionicas. Este tipo de extraccion es a



la vez que rapido, reproducible y, sobre todo, selectivo. La selectividad es la capacidad del
adsorbente de discriminar entre los analitos y los restantes componentes de la matriz y vendra
en funcién de tres pardmetros: la estructura quimica de los analitos, las propiedades del

absorbente y la composicién de la matriz de la muestra.

Etapal: Activacion del adsorbente Etapa 4: Elucién de interferencias.
!
Adsorbente
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Adsorbente
Adsorbente Coleccidn de
. la muestra

Etapa 3: Cargar la muestra

@ *  Analito

| Y
‘ ‘ .:-.} Interferencias

L]
ﬁ Adsorbente

A

Figura 9. Etapas extraccién en fase sélida (Moors M. et al., 1994, Extraido de Bouaid A., 2001)

Hoy dia existen equipos para automatizar todo el proceso. De este modo, se consigue una
menor pérdida de los analitos y se evitan posibles contaminaciones (Amelin V.G. et al., 2017).
El modelo ASPEC XL, es uno de los empleados en el método convencional para la
determinacion de Benzimidazoles. Nos permitird auto-programar todo el procedimiento para
llevar a cabo una buena extraccion en fase sélida (SPE). Las distintas etapas del proceso son:
purga del sistema (limpieza y eliminacién de burbujas), acondicionamiento de la columna,

retencion del analito y la elucion de este. Si se requiere se neutraliza la muestra.



3.2.3. Extraccién de dispersién en matriz en fase sélida (MSPD).

La dispersion en matriz en fase sélida (MSPD) fue introducida por Barker en 1989, ha tenido
gran aplicacién en aquellos procesos analiticos que requieren de una preparacion, extraccion
y separacion en muestras sélidas, semi-sélidas o altamente viscosas (Barker S., 2007).
Aplicable al andlisis de pesticidas en aceites vegetales (Li J. et al., 2014). Es todo un reto
extraer los pesticidas lipofilicos que puedan contener estas muestras, como es el caso del
Hexaclorobenceno, puesto que tienden a quedar retenidos en una fase lipidica (He Z. et al.,
2017). Se caracteriza por su simplicidad y flexibilidad. El fundamento de esta extraccion es
idéntico a la SPE, pero con alguna peculiaridad. En la Figura 10, vemos graficamente los
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Figura 10. Etapas extraccion de dispersion de matriz en fase sélida (Steven a. Barker, 2007)

En este caso las muestras se mezclan previamente en un mortero con un soporte sélido (C18,
florisil, aminopropil, etc.) formando una fase perfectamente homogénea. Esta se vierte en el
interior de la columna la cual puede contener florisil activado (aplicacion de calor en estufa
aprox. 130 °C, durante 24 h), de ahi el nombre de matriz dispersa en fase sdlida. Tras haber
introducido la muestra se hara pasar un eluyente (por ejemplo, el acetonitrilo) que arrastrara
los analitos de interés, quedando retenidos los lipidos que pudiese contener la muestra. Las
columnas pueden ser preparadas manualmente, empleando la fase adsorbente que se

requiera en cada momento.



3.3. Métodos de separacion, identificacién y cuantificacion de pesticidas.

En los laboratorios de analisis de residuos de plaguicidas, casi la totalidad de sus analitos son
compuestos organicos (Organoclorados, Organofosforados, Piretroides, Nitrogenados,
Azufrados, etc.) luego, entre las mejores técnicas para la separacion, identificacion y
cuantificacién se encuentran la cromatografia de gases y de liquidos acopladas a distintos
detectores (ECD, NPD, MS, etc.).

3.3.1. Cromatografia de gases.

El empleo de la cromatografia de gases para el analisis de multiresiduos ha sido una constante
desde que en 1951 la revista Journal of biochemistry publicara el primer trabajo sobre
cromatografia de reparto gas-liquido. Las mejoras continuas en el disefio de las columnas y
los avances en el desarrollo instrumental han convertido a esta técnica en la mas utilizada
para el andlisis cualitativo y cuantitativo de mezclas de compuestos organicos de volatilidad
media y alta (Bouaid A., 2001).

Desde el punto de vista funcional un equipo de CG esta compuesto de tres mddulos
fundamentales: un inyector, una columna y un detector, reunidos en una Unica instalacion. La
fase maovil que arrastra la muestra a través de la columna es el gas portador cuyos caudales
deben ser controlados con gran precisiéon permitiendo una gran repetibilidad de los tiempos
de retencién. El analisis comienza en el momento en que se introduce una pequefia cantidad
de muestra en forma liquida o gaseosa en el puerto de inyeccion, que tiene la doble funcidon
de transformar a estado vapor y de introducirlo en el seno de la corriente gaseosa en el
principio de la columna. La cantidad de muestra que llegue a la cabeza de la columna capilar
debe controlarse mediante el adecuado modo split/splitless de inyeccién. La columna capilar
se presenta como un tubo de seccién delgada, enrollado sobre si mismo en espiral, de uno o
mas de cien metros de longitud segun los casos, y que contiene la fase estacionaria. Entre
las columnas més frecuentes en el analisis de pesticidas esté la HP-5MS (Agilent-HP 5 MS,
3000 mm x 0.25 mm, 0.25 um) (Wu, CC, 2017). La columna esta situada en un recinto a
temperatura controlada (horno). La fase gaseosa a la salida de la columna pasa por el detector
antes de salir al aire libre. En GC existen cuatro factores operacionales para una fase
estacionaria dada: la longitud de la columna, la velocidad de la fase mévil (gas portador), la

relacion de fases y la temperatura de la columna (programa de temperaturas). La



cromatografia de gases suele estar acoplada a diferentes detectores especificos, sobre los

cuales ahora hablaremos. Sus principales caracteristicas estan en la Tabla 4.

- Los detectores termoidnicos (NPD) o de nitrégeno-fésforo son muy sensibles a los
compuestos nitrogenados o fosforados, y vienen estando en uso desde 1970. Incluyen
un pequefio cilindro de ceramica, dopado de una sal alcalina al que se le aplica una
tension eléctrica para mantener un pequefio plasma (800°C) alimentado por una

mezcla de aire/ hidrégeno. La cerdmica alcalina debe cambiarse periédicamente.

- Los detectores de captura electronica (ECD) son altamente selectivos de derivados
halogenados de compuestos orgénicos (DDT, Dieldrin y Endrin) desde hace 50 afios.
Una corriente de nitr6geno ionizada por un haz de electrones generados por medio de
una fuente radiactiva 3- de energia débil, circula entre dos electrodos sometidos a una
diferencia de potencial de una centena de voltios, de manera que en reposo se
establece una corriente basica de lodebida esencialmente a los electrones libres, muy
moviles. Si las moléculas que contienen halégeno atraviesan la zona entre los dos
electrodos, captan parte de los electrones para formar iones mucho mas pesados v,
por tanto, menos moviles. Uno de los inconvenientes del detector de captura de
electrones es su baja selectividad debido a que en la matriz existen un gran nidmero
de compuestos de caracter electrofilico, proporcionando sefiales no especificas,
siendo dificil identificar al compuesto que ha generado esa sefial. Este detector solo
ha resuelto la deteccion selectiva y sensible de pesticidas halogenados (DDT,
Hexaclorociclohexano), pero los pesticidas sin halégenos tales como los

organofosforadas carecian de detectores sensibles en GC.

- El detector fotométrico de llama (FPD) es sensible a los compuestos azufrados o
fosforados, que viene estando en uso desde 1970, y tiene grandes aplicaciones en el
ambito del andlisis alimentario, puesto que su selectividad ahorra mucho trabajo en la
preparacion de muestras. El principio de su funcionamiento reside en la capacidad de
producir especies quimio-luminiscentes en la llama, los hidrocarburos que contienen P
y S. Estas especies emiten luz a una determinada longitud de onda caracteristica de
las especies en la muestra, que pueden aislarse facilmente con un filtro 6ptico o

interferencia, de modo que la luz emitida se registra en un fotomultiplicador.



- El detector selectivo de masas mide la masa de los iones y su abundancia. La simple
combinacién GC-MS es una de las herramientas mas poderosas del quimico analitico
y se caracteriza por su gran capacidad de identificacion y cuantificacion, gran utilidad
en andlisis de muestras complejas, gran sensibilidad, capacidad de hacer barridos
rapidos, aporte de informacién estructural e informacion isotépica, etc. Sin embargo,
presenta el problema de operar a alto vacio, lo que en principio parece incompatible
con la elucion de la muestra por el gas portador. Asi mismo, la selectividad y la
sensibilidad pueden ser mejoradas usando distintos modos de ionizacion. Para el
analisis de triazinas y organofosforados es util el modo de impacto electronico (EI).
Para pesticidas con grupos nitro y cloro suele ser altamente selectiva la ionizacion
guimica negativa (NCI), dado que estabiliza la carga negativa (Stan H.J., Kellner G.,
1989). La ionizaciébn quimica positiva (PCI) ha sido empleada para pesticidas
organofosforados (Stan H.J., Kellner G., 1989) y triazinas (Rostad C.E., et al.,1989).

Tabla 4. Caracteristicas generales detectores de GC empleados (Francis Rouessac 2003)

] LIMITE DE
DETECTOCR ACRONIMO TIPO .
DETECION
L . ) 0.4 pg N/s
lonizacian termoidnica NPD (TID) | Selectiva
0.2 pgPls
) ) 0.1 pg Clfs
Captura electronica ECD Selectivao )
(funcion estr)
) 20 pg S/s
Fotometria de llama FPD Selectivo
0.9 pg Pls
Universal 10 pg (SIi)
Espectrometria de masas MSD ]
Especifico.| 10 ng (SCAN)

La espectrometria de MS/MS acoplada aun GC, es la que emplearemos en el caso practico

gue evaluaremos en el presente trabajo.

Consiste en ionizar la muestra en la fuente de ionizacion, se selecciona una masa determinada
en el analizador 1 (AM1) que se dejard pasar hasta la camara de colisiones, en donde los
iones del gas que se han dejado pasar son fragmentados de nuevo dando lugar a fragmentos
neutros e iones. Los iones que salgan de la cAmara seran analizados el analizador 2 (AM2).
A este proceso es conocido como disociacion inducida por colisiones (graficamente en la
Figura 11).
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Figura 11. Descripcion del funcionamiento de un sistema MS/MS (Ramirez, L., 2009)

Existen dos tipos de analizadores, la trampa de iones y los de triple cuadrupolo (QgQ),

siendo este segundo el empleado en el caso practico (Figura 12).

Camara de
Fuente de colisiones
ionizacién
Analizador
de masa
AM1y AM2 i "
. ’ ) Analizador de Analizador de
masa (AM1) masa (AM2)
D Detector
. Fuente de
fonizacion

(A) (B)

Figura 12. Tipos de analizadores. A) Trampa de iones. B) Triple cuadrupolo (QqQ) (Ramirez, L. 2009)

Los de trampa de iones son mas vulnerables a cantidades elevadas de iones cargados,
reduciéndose la calidad del espectro y permiten realizar un solo monitoreo, el escaneo del ion
seleccionado. Los de triple cuadrupolo realizan monitoreos mas rapidos que el de la trampa
de iones. Ademas, permiten realizar modos de monitoreo distintos como son el monitoreo de
reaccion multiple (permiten el escaneo, confirmacién y cuantificaciéon en un solo analisis), el
monitoreo de reaccién seleccionada (SRM) y el monitoreo de un ion seleccionado (SIM). Estos
dos dltimos, permiten identificar, y cuantificar simultaneamente una gran cantidad de

pesticidas a niveles de trazas, gracias a la alta selectividad y rapidez de adquisiciéon de datos



que ofrecen. La desventaja de los monitoreos en los que se seleccionan la reaccién o el ion,
es que no permiten identificar todos los pesticidas que pudiese contener la muestra como

seria en el caso del modo full SCAN.

Con la técnica de MS/MS conseguiremos tener un mayor grado de certeza en la identificacion
de pesticidas en comparacion con la técnica de GC-MS de una Unica etapa. Se evitan en gran
medida las interferencias que ocasionen ciertos componentes de la matriz que dificultan la
identificacion, obteniendo una informacién espectral més nitida. Podemos cuantificar de

manera incuestionable pesticidas a nivel de trazas (ppm y ppb).

3.3.2. Cromatografia de liquidos.

Entre las técnicas cromatograficas cuya fase moévil es un liquido, la cromatografia de alta
eficacia (HPLC) es la mas conocida. Su campo de aplicacion cubre gran parte del ambito de
la cromatografia de gases a la que se le aflade el correspondiente andlisis de compuestos
termosensibles o de aquellos con masas moleculares muy grandes e incluso polares, es decir,

Su uso es muy generalizado.

Los equipos de HPLC estdn compuestos de varios modulos con unas funciones bien
definidas, que estan integradas en la misma carcasa para los modelos estandar, o bien se
presentan en bloques diferentes, unidos entre ellos. Destacamos la fase moévil (disolventes),

los desgasificadores, la bomba, los inyectores, la columna y el detector.

La columna estd compuesta de tubo de acero recto de longitud y diAmetros variables, los
cuales repercutiran en las cantidades consumidas de eluyente y la resoluciéon. Menor consumo
de disolvente y mayor resolucién, cuanto mas estrechas sean las columnas, ademas de
mostrar una mayor sensibilidad y facilitar el acoplamiento de HPLC/MS. La fase estacionaria
se mantiene entre dos discos porosos situados entre sus extremidades, y pueden ser de
distinta naturaleza. A través de las columnas pasara la muestra y el eluyente arrastrara los

analitos de interés hacia el detector.

|g



El detector es la parte del sistema que nos indicara la presencia de diferentes analitos en la
muestra. Debe ser capaz de dar a cada compuesto detectado una respuesta proporcional a
su concentracion instantanea, ser sensible, tener poco ruido de fondo y ser estable en el
tiempo. Existen varios tipos de detectores, como son el detector UV, fotodiodos, integrados

(diodo- array) y fluorescencia (FLD), pero hablaremos solo de los mas comunes.

- Detector fluorimétrico (FLD): Los compuestos fluorescentes reemiten, en forma de luz,
todo o una parte de la radiacion de la fuente luminosa a la que estan sometidos. La
intensidad de fluorescencia es proporcional a la concentracién de la sustancia a condicion
de que esta sea débil. El campo de aplicacion de este detector, muy sensible y selectivo,
puede ampliarse aplicando reacciones de formacion de derivados fluorescentes. Estos
detectores son de gran utilidad, por ejemplo, en el andlisis de N- Carbamatos en alimentos
e hidrocarburos policiclicos aroméaticos.

- Detector de fotodiodos: basados en la ley de Lambert-Beer (A = ¢, -c): la absorbancia A
de la fase movil se mide a la salida de la columna, a una o varias longitudes de onda A en
el UV o en el visible. La intensidad de la absorcion depende del coeficiente de absortividad
molar €, caracteristico, lo que hace imposible el calculo de las concentraciones de cada
una de las especies detectadas por medida directa de las areas de los picos, que no
consideraria estos coeficientes de absortividad especificos. La fase movil debe mostrar
una absorbancia despreciable. Es un ejemplo de deteccién selectiva. Aquellos
compuestos que no presenten espectros de absorcion aprovechables, se recurre a la
formacion de derivados de los analitos. La deteccién puede ser policroméatica, la cual
permite cambiar de longitud de onda durante el analisis o registrar la absorbancia a
diferentes longitudes de onda simultdneamente o también percibir todo un campo de
longitudes de onda sin interrumpir la circulacién en la columna. El detector fila de diodos
permite no solamente obtener un cromatograma, sino también proporcionar informaciones

espectrales que pueden servir para asegurar la identidad de los compuestos separados.

La técnica de HPLC, también puede acoplarse a un MS, consiguiéndose niveles de

sensibilidad y selectividad muy elevados.



4. PARTE EXPERIMENTAL: METODOS Y MATERIAL.

4.1, Método de LUKE.

Es uno de los métodos convencionales cuyo objetivo es la determinacion de residuos de
plaguicidas mediante el empleo de la cromatografia de gases (GC), acoplada a un detector
NPD/ECD/FPD/MS, siendo util para matrices no grasas (frutas, hortalizas y otros materiales
como hojas, arroz, etc.). El diagrama de flujo del procedimiento viene en la Figura 13.

EXTRACCION

100 g de muestra

250 mL de Acetona & 250 ml 33% aguafAcetona
{muestras bajo contenido en agua)

~~

FILTRACION

~
PARTICION
1. 200 mL Eter de petréleo/ Diclorometano (1:1)
2. 100 mL Diclorometano
3. 100 mL Diclorometano

OPCIONAL CONCENTRACION

Secar, filtrar, evaporar y redisolver
en 10 mL Ciclochexano/Acetata de Etilo (1:1)

PURIFICACION
GPC columna SX-3
SFE, columna Florisil, etc.

DETERMINACION
Cromatografia de gases (GC)
SE-30, OWV-1701 GC/NPD/IFPDVECDIMS

Figura 13. Multiresiduos segin método de LUKE (Pesticide Analytical Manual Sec. 302, Productos no grasos)

En la primera etapa, se emplea una mezcla de disolventes organicos de diferente polaridad
con el fin de llevar a la fase organica el mayor niumero de residuos de plaguicidas que
pudiesen existir en la matriz. Asi mismo, se hace uso de la fuerza mecanica mediante el
empleo de un polytron -turrax para trocear la matriz, de modo que los disolventes y la matriz
contenidos en un bote de teflébn, pueden interaccionar entre si con mayor proporcion y
efectividad, gracias al incremento de la superficie de interaccion matriz-disolvente. En una

segunda etapa, se centrifuga la muestra con el fin de separar el extracto (fase organica) de



los restantes interferentes de la matriz. A continuacion, se concentra la muestra en un

rotavapor y se redisuelve el residuo con ciclohexano /acetato de etilo.

Actualmente este método se realiza en algunos laboratorios con unas pequefias
diferencias. En lugar de 100 g de muestra, se pesan 15 g y se corrigen las cantidades de
disolvente empleadas (método mini-LUKE) (Lozano A., 2016). Puede afiadirse una sal de
Na,SOs durante la extraccién con el fin de favorecer la separacion de las fases. Una vez
extraida la muestra, se realiza la concentracion de una cierta alicuota del extracto resultante
(tras haberlo decantado previamente en una probeta con la ayuda de un embudo de vidrio)
en el interior de un tubo de vidrio de 15 ml, y se procede a la evaporacion por corriente de N,
controlando que en todo momento la temperatura del bafio no supere los 40 a.C. El control
de la temperatura es uno de los factores de mayor interés, puesto que una temperatura
inadecuada puede producir la descomposicion, y por tanto, la pérdida de los plaguicidas que
son muy volatiles y sensibles a esta. La evaporacion con esta técnica aporta grandes ventajas
frente a la clasica del rotavapor, ya que la evaporacion es mucho mas rapida y nos permite
evaporar un elevado numero de muestras simultdneamente. El residuo resultante es
redisuelto con un disolvente adecuado mas un estandar interno (TPP). Con el mini-Luke se
consiguen reducir los volimenes de disolventes organicos empleados, disminuyendo los
costes y los residuos generados, siendo mas ambientalmente respetuoso que el LUKE
original, ademas de reducir los tiempos de procesado, especialmente en la etapa de

concentracion. El material y los reactivos empleados en el método Luke vienen en la Tabla 5.

Tabla 5: Material y reactivos empleados para el Método de Luke.

MATERIAL EMPLEADO

Probetas de 100 mL Pipeta Pasteur Gradilla viales
Granatario Tubos de vidrio de 15 mL Evaporador por corriente de Ny
Matraz erlenmeyer de 250 mL Encapsulador Agitador tubos “vortex™
Centrifuga Bafio ultrasonidos Gradilla tubos de vidrio
Vialde 2 mL para GC v fapa Pipeta automatica de 2 mL Papel de filtro
Cucharilla Pipeta automatica de 10 mL

REACTIVOS EMPLEADOS
Acetona para andlisis de residuos Cizlohexano para andlisis de residuos Diclorometano para andlisis de residuos
Estandar interno, trifenilfosfato (TPP) |Eter de petrdlec para andlisis de residuos |Agua

Para muestras con bajo contenido en agua en la primera fase se afiadira a la muestra una
mezcla de 33% agua/ acetona y se procedera de modo idéntico al descrito anteriormente,

También cabe la posibilidad de que en una primera fase se realice un proceso de maceracion.



La maceracion consistira en una extraccidbn en fase estética, que se puede realizar
introduciendo una cantidad de muestra determinada, junto con las proporciones indicadas de
disolventes organicos, en el interior de un matraz erlenmeyer de vidrio tapado tras varias
agitaciones, y se deja en reposo durante 24 horas. Pasado este tiempo decantamos dicha
mezcla sobre una probeta, filtrandola al mismo tiempo con la ayuda de un embudo cénico de
vidrio y papel de filtro, para evitar el paso de restos presentes en el extracto. La parte restante
del proceso es idéntico al de la Figura 13, donde se continuara por la evaporacion de una
alicuota del extracto.

4.2, Método de MILLS.

Este procedimiento se emplea para la determinacion de residuos de plaguicidas
(Organoclorados, Organofosforados, etc.) mediante el empleo de la cromatografia de gases
(GC), acoplada a un detector NPD/ECD/FPD/MS, siendo util para matrices grasas (tejidos
animales, grasa de pescado, etc.). Asi mismo, este proceso puede ser empleado para
muestras de semillas, granos, nueces, etc., pero en este caso la extraccion se realiza con Eter
de petréleo, Eter etilico y Alcohol Etilico. El diagrama de flujo del proceso, encontrado en la

bibliografia es el que viene en la figura 14.

EXTRACCION
25-50 g de muestra
100g de Sulfato sédico anhidro
150 mL Eter de petréleo
(repetir 2 x 100 mL Eter de petréleo)

s

FILTRACION

A

CONCENTRACION
Residuo + grasa

V

PURIFICACION
GPC columna SX-3
Columna de Florisil

L

DETERMINACION
Cromatografia de gases (GC)
SE-30, OV-1701 GC/NPD/FPD/ECD/MS

Figura 14. Multiresiduos segin método de MILLS (Pesticide Analytical Manual Sec. 304)



Una variante de este método aplicada, a matrices de aceite y aceitunas, en algunos
laboratorios de control es el propuesto en la Figura 15.

[ AcEITEs |

Pesar 5 g de aceite en vaso de 10 ml
Introduccion en embudo de
decantacion de 230 ml

|
"Particién con - 15 ml éter de
petrdleo zat. de acetonitrilo +—
25 ml  acetonitrilo saturado,
\con eter

|

Decantacion bote vidrio.
Alicuota de 5 ml a evaporador

ACEITUNAS
\ de Nz hasta vol. 1 mi. y [ I

‘i‘ - 1 Peszar X cantidad de aceituna
ransferencia a un mortero de | oy, -

1fid~_fioqlmﬁmgalgd€f_m Adicién de 2 g de fase
aminopropil. Ayundarse minima 3 il
amincpropil.
r"_H 5 a0 —‘J
‘omogeneizacicn hasta polvo

\cantidad de acetondtrilo.
fino con la ayuda de la manc del

mortero
e w
- | |

Transferir a una minicolumna

situada en el Vac-Elut

-

-

A

[Adicion de 5 ml de acetonitrilo v
[dejar durante 5 min.

|

(Elucién con 5 ml de acetonitrilo |
conectando el vacio hasta
zequedad de la columna

| |

"i-lvapc-ra.t eluido en evaporador
corriente Nz . Bedizclucién con
2 ml ciclchexano. Agitacion ¥
ultrazonidos 3 min

[ Filtrar v encapsular. Inyeccion C'E'r ]

Figura 15. Multiresiduos aplicado a aceites y aceitunas.

Convendria destacar el tratamiento diferenciado que se realizara a las muestras de aceite y
aceitunas:

- Ala hora de pesar las muestras se debe tener en cuenta el tipo de matriz, puesto que
las cantidades variardn: para aceites se pesaran 5 g, para aceitunas trituradas sin
hueso 0.8 g y para aceitunas trituradas con hueso 1.0 g.

- Las muestras de aceite serdn sometidas a una extraccion liquido — liquido clasica, que

serd llevada a cabo en un embudo de decantacién con disolventes organicos, con la



finalidad de eliminar la parte grasa del aceite (uno de los componentes mayoritarios
del aceite de oliva es la trioleina) y otras impurezas (la fase organica de interés sera
la inferior, la cual contendra los posibles pesticidas presentes de la muestra), para
proceder a continuacidon a una extraccion de dispersion de matriz en fase sélida
(MSPD). Es muy importante la adecuada eleccidon de la mezcla de disolventes
organicos con el fin de asegurar la efectividad de la extraccion, puesto que esta va a

depender de la polaridad de la misma.

Para llevar a cabo la MSPD, se prepara una mini columna del modo siguiente: Se emplea una
jeringa de 10 ml a la que se introduce una pequefa cantidad de lana de vidrio para evitar el
paso de particulas de solido, més 2 g de florisil activado. A esta mini columna finalmente se
afadira la mezcla de la muestra méas el aminopropil antes de proceder a la elucién. El material
de la columna (propileno) sera un factor a considerar, puesto que debe ser estable frente al
eluyente orgénico que se vaya a emplear, que en nuestro caso es el acetonitrilo. Otro de los
factores a tener en consideracion, es el tamafio de particula del adsorbente (florisil activado),
puesto que el tamafio no debe ser demasiado pequefio, de modo que permita el paso de la
muestra liquida por simple gravitacion, aunque como el mantenimiento de dicho flujo va a ser

complejo, se aplicara vacio (sistema Vac-Elut Figura 16) de modo que este se acelerara.

Figura 16. Vac- Elut y parte del material empleado.

La aplicacion del vacio favorecera el contacto entre el liquido y la fase sélida, el cual también
se ve favorecido por el pequefio tamafio de las particulas del adsorbente, mejorando, por
tanto, la eficiencia del proceso. La extraccién en fase sélida permite la realizaciéon simultanea

de 12 a 24 muestras. Es importante esperar 5 minutos tras la adicion de los 5 ml de acetonitrilo



primeros, para que el contacto entre la fase sélida y liquida sea maximo, y por tanto, la eficacia

de la extraccion sera mejor. El material y los reactivos empleados vienen en la Tabla 6.

Tabla 6. Material y reactivos empleados para el procedimiento de andlisis de aceites y aceitunas.

MATERIAL EMPLEADO

“Vasos de preciptados de 10 mL (*) Bote de vidrio Granataario

Embudo de decantaciin de 250 mL Lana de vidrio Pipeta pasteur

Gradila de tubos de vidrio Cronbmetro Jeringa de 10 mL

Tubos de vidrio de 10 mL Gradilla de viales Mortero

Evaporador de corriente de N Papel de parsfilm Mano meortero

“Viales GC de 2 mL v tapa Fittro de 0,45 pm Embudo de sdlidos

Cucharilla Encapsulador Pipeta automatica de 5 mL

Jeringa de S mL Uttrasonidos Dosificadores (*)
REACTIVOS EMPLEADOS

Acetonitrio saturado de &ter de petrdleo |Ciclohexano para analisis de residuos | Acetonitriio para analisis de residuos

Florisil activado Eter de petroleo saturado de acetonitrilo | Fase aminopropil

(*) 50lo sera empleado en el caso del tratamiento de aceites

4.3. Método 2,4- Dy Dichlorprop (2,4- DP).

Los residuos de 2,4-D y Dichlorprop (2,4-DP), pueden estar presentes como acidos libres,
sales 0 ésteres en la materia vegetal y se extraen con una solucién acuosa de metanol. El
metanol del extracto se evapora en medio alcalino, donde los ésteres estaran hidrolizados. La
particion de los extractos se realizard con diclorometano en medio acuoso, y entonces los
compuestos se esterifican con una mezcla de metanol y acido sulflrico. Los metil- ésteres
obtenidos, procedentes de 2,4- D y del Dichlorprop, se cuantifican por cromatografia de gases
con detector de captura de electrones y columna capilar de silice fundida. Este método es

aplicable a matrices muy diversas (cereales, uvas, hierbas, etc.).

El diagrama de flujo del procedimiento que viene descrito en la Figura 17 requiere de varias
consideraciones previas. La primera de ellas es que la cantidad de muestra pesada sera de
50 g en matrices como la uva, etc., salvo en el caso de tratarse de paja que pesariamos 20 g.
La segunda es que pueden distinguirse tres etapas perfectamente: Extraccion, particién
liquido- liquido y metilacion. En la etapa de extraccion, se realiza una homogeneizacién de la
muestra con una mezcla de metanol: agua con la ayuda del homogeneizador “Ultraturrax”. El

bote que contiene a la muestra se introduce en un bafio de agua - hielo durante los 10 min.



que durara la homogeneizacion, para evitar el sobrecalentamiento de la muestra. La filtracion
de la fase diclorometano que se hace sobre Na>:SO4 anhidro, se llevara a cabo introduciendo
una pequefia cantidad de lana de vidrio en un embudo de vidrio sobre la que se colocara el
Na,SO4anhidro necesario. La boca del embudo se situara en el interior de un balén de 10 ml,
recogiéndose de este modo la fase filtrada que sera llevada al rotavapor para concentrar el
extracto. El lavado se realiza con NaHCO3; que tiene como finalidad la neutralizacion o
eliminacion de los posibles restos de H.SO4 que pudiesen quedar. El material empleado viene
enla Tabla 7.

[ Pesar 50 ¢ muestra en botella boca ancha de 500 ml.
I

(Adicién de 300 ml con mezcla metanol: agua v homogeneizar 1
min con Ultraturrax con refrigeracion agoa-hielo.

|
Filtrar en embudo biichner el extracto resultante con papel. Lavar el
residuo seco 3 veces con 30 ml mezcla metanol: agua.

|
Alcalimzar con 10 ml NaOH 10 M los extractos filirados v evaporar
en rotavapor hasta residuo acuoso auna T = 60 °C.

|
Transferir residuo acuoso a embudo de decantacion de 250 ml. con
la ayuda de 50 ml de agua destilada.

I
(Extraccion 2 veces con 25 ml diclorometano (centrifugar s1 fuese|
Elea:esario}. Despreciar fase diclorometano.

|
Acidificar fase acuosa con H,S504 3M (comprobar pH). Extraer 3
veces con diclorometano quedandose con la fase diclorometano

|
Filtrar fase diclorometano a través de NaS0, anhidroy lavar con 10
ml de diclorometano. Extracto en balon 10 ml v concentrar a 30°C.

Adicion 5 ml mezela metilacion al residuo seco. Reposo durante 10
min_ (agitacidn en varias ocasionss).
1

Adicién 15 ml H;O. Extraccidn con 10 ml ciclohexano. Lavar
extracto con sol. NaHCO; v secar con NaS0. anhidro. Filtrar v
encapsular. Inyeccion en CG con ECD.

]
5

4

Figura 17. Extraccion de 2,4- D y Dichlorprop (2,4- DP).

Tabla 7. Material y reactivos empleados para el método 2.4-D y Dichlorprop (2.4-DP).

MATERIAL EMPLEADO

Botella boca ancha de S00 mL Microjeringa de 10 mL Papel de fitrado rapido de 9 cm

Homoegeneizador "Ukraturrax” Cuitazatos de S00 mL Balones de destilacion de 200 mLy 1L

Probeta 50 mL y embudo de vidrio Embudo de decantacidn 50 v 250 mL Centrifuga con tubos de vidrio de 250 mL

Embudo Buchner 9 cm de diametro Rotavapor con bafio a 30, 40 y 60 =C Cromatdgrafo con ECD

REACTIVOS EMPLEADOS

Mezcla metanol-agua Agua destilada Acetato sodico anhidro

Diclorometano para analisis de residuos |Acido sulfirico 3 M Ciclchexano para andlizis de residuos

Sulfato sodico anhidro Mezcla metilacion (metanol+ H.50, concentrade)




4.4, Método Acetato de Etilo.

Han sido descritos en la bibliografia diversos métodos basados en el empleo del acetato
de etilo para diferentes grupos de pesticidas en frutas y vegetales (Krynitsky, A. J.;
Lehotay, S. J., 2003), los cuales proporcionan buenas recuperaciones para un espectro
amplio de pesticidas con propiedades diferentes. Su principal ventaja es que el acetato de
etilo es menos contaminante que los disolventes organoclorados. El diagrama de flujo del
procedimiento viene en la Figura 18.

EXTRACCION
50 g de muestra
200 mL Acetato de Etilo
40 g de Sulfato sodico anhidro
=
FILTRACION
Decantarffiltrar a traves 20 g Naz S0«

<5

CONCENTRACION
Concentrar y redisolver con 10 mL Ciclohexano/ Acetato de Etilo

(1:1)

OPCIONAL

PURIFICACION
GPC Biobeads SX-3
Eluyente Acetato de

Etilo/Ciclohexano (1:1)

DETERMINACION
Cromatografia de gases (GC)
SE-30, OV-1701 GC/NPD/FPD/ECD/IMS

Figura 18. Método Acetato de Etilo

Se ha encontrado en la bibliografia la validacién de 210 pesticidas analizados por GC-MS/MS
en los que se emplea este método del acetato, pero reduciendo las cantidades de muestras y
disolventes empleadas (Uclés S. et al., 2014). En particular 10 g de muestra se extraen con

10 ml de acetato de etilo y se le afiaden 1.5 g de NaCl y 8 g de Na2SOs,.

4.5. Método N- Metilcarbamatos.

El objetivo de este método es determinar el contenido de residuos en Carbofurano, 3-OH-
Carbofurano, Metomilo, Propoxur y Carbaril en frutas y hortalizas por HPLC. Segun viene

descrito en el diagrama del flujo de la Figura 19, las muestras vegetales son extraidas con



una mezcla de acetonitrilo saturado de ciclohexano. Se concentra la fase de acetonitrilo, se

enrasa el extracto a 20 mL y una alicuota del extracto se purifica con cartucho de aminopropilo

en base silice, haciendo una extraccion en fase sélida (SPE). El extracto resultante se analiza

por cromatografia liquida con detector de fluorescencia.

EXTRACCION
50 g de muestra
150 mL de Acetonitrilo saturado de hexano

= =
FILTRACION
LANVADO -ACN saturado de Hexano

.

2 x 75 mL de Hexano

PARTICION FASE ORGANICA

Despreciar

<

CONCENTRACION
Fase de ACN hasta 5-10 mL
Enrasar 20 mL extracto v esperar 15 minutos

<

OPCIONAL EXTRACCION EN CHEM-ELLIT
PURIFICACION Afiadir 20 mL extracto v esperar 15 minutos
SPE, Aminopropil (1)
Acondicionar con - =L
2% MeOH/Diclorometano ELUCION- 100 mL de Diclorometana
5% Diclorometano! Hexano 1L

Afiadir la muestra
Eluir con 2%
MeCOH/ Diclorometano

CONCENTRACION
Evaporar a sequedad y redisolver con & mL
MeOH y afadir 45 mL Hz0

=

DETERMINACION
HPFLC-C Florescencia

Figura 19. Extraccién de N-Metilcarbamatos (carbaril).

4.6. Método de QUEChERS.

El presente método fue descrito en 2003, por Anastassiades como un método "rapido, facil,

barato, efectivo, robusto y seguro” que en su abreviatura inglesa es conocido como

“QUEChERS”. Este método es empleado para la realizacién de andlisis multiresiduos de

pesticidas en alimentos de muy distinta naturaleza, y cuestiona la viabilidad de los métodos

clasicos, introduciendo un uso novedoso de sales como el MgSO4 para la extraccion /

particion y una extraccion de dispersion en fase solida para la limpieza (Clean-up). Mediante

esta metodologia QUEChERS se exprime al maximo el amplio alcance y el alto grado de

selectividad y sensibilidad que presentan las técnicas de cromatografia de gases y liquidos

|g



(GC y LC) acopladas a la espectrometria de masas (MS/MS), que como sabemos se han
convertido en las herramientas analiticas principales en la mayoria de los laboratorios de
control de plaguicidas. La combinacion del QUEChERS con estas técnicas instrumentales, ha
adquirido gran popularidad por poseer unas caracteristicas optimizadas, unos beneficios
practicos y unos excelentes resultados. En nuestro trabajo vamos a estudiar con profundidad
los resultados obtenidos y la validacién realizada combinando el método con la técnica GC-
MS/MS.

[ Pesar muestra en tubo de plastico de 50 ml ]
I

Adicién  de  acetomitrilo con % de  acético
|+ sulfato magnésico + acetato sddico anhidro.
|
':ig,itacic'zn en vortex 1 min. Centrifugar a 5000 rpm. durante
S min.

A

A

|
[Transferencia de parte del extracto a un tubo de plastico de
10 ml que contenga sulfato sodico anhidro + PSA

Agitacion vortex durante 30 segundos. v centrifugar
|2 6000 rom 3 minutos
|

(Transferir una alicuota del extracto a un tubo de 10 ml ]:
adicionarle una pequefia porcién de acetonitrilo con % de
acético (*1)

. I A

Encapsular en vial de gases e invectar. ]

A

.

una porcién de metanol

|
Encapsular en vial e inyectar en HPLC. I

(
[ En tubo de vidrio de 5 ml tranferir una alicuota de (*1) +

Figura 20. Extraccién método QUEChERS primitivo.

La figura 20 representa una de las primeras versiones del método QUEChERS, siendo
aplicable para la inyeccion de las muestras por GC (en fase de acetonitrilo) o por HPLC (en

fase metanol).

La base de este método es el desarrollo de una extraccion dispersiva en fase sélida, pero que
no se lleva a cabo como en el andlisis de aceites convencional que anteriormente hemos
descrito, donde se empleaban columnas preparadas manualmente. En esta técnica se
consigue extraer rapidamente el agua residual y los compuestos que no son objeto de ensayo
(interferentes), por medio de la utilizacion de MgSO4 anhidro (para la eliminacion de agua
residual de las muestras) y un adsorbente que serd una amina primaria o secundaria (PSA =

N-propiletilendiaminosilano) que elimina los azlcares y acidos de la matriz presentes. Es



empleado el C18 como adsorbente para eliminar grasas no polares, ademas de otras
impurezas de las muestras, tales como pigmentos o esteroles (Lin XY, et al 2018). También

es empleado el negro de carbdn grafito GCB (Lin XY, et al 2017).

Algunas de las operaciones mas empleadas en el proceso son la agitacion (se aconseja la
agitacion manual por ser mas vigorosa frente a la mecanica en el método original) la cual
favorece el contacto de la matriz -disolventes, y la centrifugacion es util para separar la fase
liquida (extracto) del resto de componentes de la matriz. El material y los reactivos empleados
son los que vienen reflejados en la Tabla 8.

Tabla 8. Material y reactivos empleados para el método QUEChERS.

MATERIAL EMPLEADO

Tubos de plastico de 10 v 50 mL con rosca |Agitador “vortex”™ Dosificador de 15 mL
Centrifugas Cucharilla Embudo de solidos pequefio
Vidrio reloj Pipetas automaticas Gradillas de tubos de plastico y vial
Jeringas de 5 mL Fittro teflon 0,45 pm Granatarioc
Viales con tapa Encapsulador Espatulas

REACTIVOS EMPLEADOS
Acetonitrilo con un % de dcido acético Sulfato magnésico anhidro Acetato sodico anhidro
PSA Metanol para andlizis de residuos Ciclohexano para andlizis de residuos

Muchos han sido los estudios posteriores realizados en torno a este método pudiendo
demostrarse que algunos pesticidas presentaban una menor estabilidad y / o recuperaciones
dependiendo del pH de la matriz (Lehotay, S. J. et al.,, 2010). Los autores del método
QUEChERS optimizaron el método con algunas modificaciones de pH durante el proceso de
extraccion (pH-5) en las que observaron un equilibrio 6ptimo para lograr recuperaciones
aceptablemente altas (> 70%), pero posteriormente plantearon estudios alternativos. En el
caso de Lehotay et al., emplearon condiciones relativamente fuertes de tamponamiento de
acetato y Anastassiades et al., eligieron condiciones de amortiguamiento de citrato mas

débiles en términos de fuerza iénica.

Ambas versiones de estos métodos pasaron por un extenso ensayo interlaboratorio, en el que
participaron centenares de laboratorios, obteniendo una cuantiosa cantidad de datos para
decenas de plaguicidas fortificados de diferentes niveles sobre diferentes matrices y mediante
el empleo de diferentes tipos de condiciones e instrumentos de GC-MS/MS y LC-MS/MS.
Ambos métodos alcanzaron éxito, segun los criterios de aceptabilidad de estandares

internacionales, con la version tampén de acetato, siendo acreditados en ISO/IEC



17025:2005, convirtiéendose en AOAC Método oficial 2007.01. En la pagina de la EURL-FV
podemos encontrar muchos datos de ensayos de validacion en diferentes matrices y métodos
analiticos http://www.eurl-pesticides.eu/docs/public/tmplt_article.asp?LablD=500&CntID=
828&Theme ID=1&Pdf=False&Lang=EN.

En la Figura 21, tenemos el diagrama de otra variante del método QUEChERS de las muchas
que podemos encontrar en la bibliografia, en las que se introducen pequefios cambios en

ciertas etapas del proceso, pero se mantiene intacto su fundamento.

| Pesar 10 g de muestra en iubo de centrifuga de 50 mL {tapdn d= rosca) |

.

| Afadir 10 mL da acetonitrilo y por ejermplo 100 plL de selucion de estandar interno {ISTD) |

U

| Agitar vigorosamente durante 1 minuto (1- paso de extraccion) |
Adadic 4 g Mg=0,. 1 g MaCl, 1 g Citrato trisédico dihidrato y 0.5 g de

hidrageno cifrato distdico sesquihidrato. Agitamos cada tubo directamentie fras
la adicion de las sales (para limones, grosellas + 800 pL 5 NaOH

<+

Agitar vigorosamente duranie 1 minuto (2- extraccién con separacion de fase)

L

Centrifugar durante 5 minutes a 3000 rpm

Opeional: apartar una alicuota sin
procesar para la determinacion de
pesticidas Acidos.

Para muestras con contenido graso: congelar |a grasa, para citricos la cera
co-exfraida se eliminara dejando los extractos una noche en el congelador

<5

X mlL del extracto son transferidos en un tubo centrifuga. el cual

contiene X* 25 mg PSA y X*150 mg Mg50, (para muestras con alto
contenido en clerofila o carotencides snadiremos GCB ademas)

e

Agitar durante 30 segundos (cuandeo se emplee GCB agitar 2 minutos)

<

Centrifugar durante § minutos a 3000 rpm

Opcional: apartar una alicuota sin
procesar para |a determinacion de
sulfonilureas, carbosulfan, etc.

" ml del extracto es fransferido a un vial, y acidificado con
¥*10 pL 5% scido formico an acetonirilo {10 pLmL extracto)

U

Los extractos limpios y acidificados son fransferidos a un auto- muestreador de
viales y son usados para la determinacion del multiresiducs por técnicas GG y LC

Figura 21. Extraccion método QUEChERS modificado (Michelangelo Anastassiades, CVUA Stuttgart).


http://www.eurl-pesticides.eu/docs/public/tmplt_article.asp?LabID=500&CntID=%20828&Theme_%20ID=1&Pdf=False&Lang=EN
http://www.eurl-pesticides.eu/docs/public/tmplt_article.asp?LabID=500&CntID=%20828&Theme_%20ID=1&Pdf=False&Lang=EN

4.6.1. Aplicaciones del método QUEChERS.

Son infinidad las aplicaciones del método QUEChERS. Son numerosos los estudios que
pueden encontrase en la bibliografia en los que se aplica esta metodologia con pequefios
cambios, aplicAndolo a un amplio nimero de plaguicidas y matrices. Los cambios se
introducen esencialmente en la etapa de limpieza (Clean-up), aunque aparecen cambios de
otra naturaleza. El efecto en la proporcién de los adsorbentes empleados ha sido objeto de
estudio, obteniéndose mejores resultados cuando se emple6 una mezcla de PSA, C18 y GCB
en la validacion de 189 pesticidas en grosellas negras. Asi mismo, se inyectaron muestras
diluidas en tolueno y en acetontrilo estabilizado con 1% de &cido formico para estabilizar a los
pesticidas sensibles al pH (Walorczyk S.; 2014). En la figura 22, vemos los cromatogramas
(TIC) GS-MS obtenidos tras la aplicacion del Clean-up con distintos adsorbentes.

HEeE | 35 g PSA /1 mL acetonitrile

150

) _lle__\,_LL-#UJLw“_LL_%

25 Mg PSA+ 50 mg C16+ 7,5 mg GCEF 1 mL acetonitrile

1T P w|1|_J‘_[J,~LJa-J-\.,J_I_4JW
m

= Minutos

T
n 15
Fig. 22. Cromatograma (TIC) GC-MS tras clean-up con PSA(25mg por 1mL ACN)

y PSA+C18+GCB (25 mg+50 mg+7.5mg por 1ImL ACN), m/z 95-600 (Walorczyk S.; 2014).

Los aceites vegetales comestibles también fueron objeto de estudio, optimizandose el
QUEChERS, para el andlisis de 255 pesticidas con un amplio rango de polaridades, desde los
altamente polares como el Dichlorvos o el Methamidophos, o los méas altamente lipofilicos
como los organoclorados y los piretroides. Se ensayaron diversas mezclas para el Clean-up,
observandose que el de mayor capacidad era el EMR (NaCl/ MgSO.4(1:4)) (He Z. et al., 2017).
Para el andlisis de arroz y harina de trigo se afiadieron 10 ml de agua a la muestra y se
procedi6 a la extraccion con acetato de etilo, en lugar de acetonitrilo. Se emple6 una mezcla
de C18 + PSA + MgSO4, para el Clean-up, cuya cantidad fue mayor en harinas por su mayor

contenido graso. Ademas se emplearon cartuchos de florisil para las harinas (Grande A. et



al., 2016). Es frecuente también, el empleo del ultrasonido para facilitar la extraccion. Es el
caso de la extraccibn de Bromotalonil en manzanas y suelos dando unos valores de
recuperacion 80.8%- 106%. El disolvente de extraccion es el acetato de etilo (Liu H. et al.,
2014).

El analisis de piretroides en frutas y hortalizas también aparece en la bibliografia, destacando
el empleo de una columna de retro-lavado combinada con el GC-MS/MS, evitando con ello
gue las impurezas con alto punto de vaporizacion queden acumuladas en la columna
cromatogréfica, especialmente en muestras muy sucias, mejorando la sensibilidad y
confiabilidad de los analisis, asi mismo para el Clean-up se emplean mezclas de C18, PSAy
MgSO., dando buenos valores de recuperacion (Lin XY., 2018). Herbicidas como el
Metribucina y sus metabolitos en tomate pudieron analizarse obteniéndose magnificas
recuperaciones cuando el disolvente empleado era el acetonitrilo, mientras que en casos con
otros disolventes como la acetona daban valores por encima del 120% o que apenas
alcanzaban el 43 %. Asi mismo, se emple6 el GCB que es altamente efectivo para la

eliminacion de pigmentos de estructura planar contenidos en el tomate (Xie, YL. et al., 2017).

RT: 0.00- 40.04 Derivados de cidos grasos
1in w3 i ML
3 ‘// Tocoferol 5 3357
IR AR R R IR AR RRRRE AR I =i RAAliRRER R ramn el R 755
3 zm.-/ 50.00-
L=
= o3 500.00
® 4 . - o Ms
= = Meétodo modificade QuEChERS Filoguinona
[k
o i /
[T v
i Fitol td J
= m] =4
=™ 242 ’
2 5 102 J e g
2 i G iy J JJ ;WOL
L e Em " M 2786 | Porhl | 2083 3291 3342 35y “
| Bk TH H{-t J_Mr. N e um Jin’.?l B o =8 L__,,_.I\.u__.- UJ"""“’P'__‘—'" =
005 HL:
s 5.38E7
w3 50.00-
rod 500.00
| : e WS
e Metodo filtracion GK
50
=
.“'-g o] Fo4 Y
20 T a0
i g 099 Hm . ] LN h ’ |
o3 sop et ms TP v T aan s 93 )ge 20 B04 j{zRS I om0 W 5 964 GTEE B
[} 2 i 1 lli ] 0 'Ii i 'Ill i 16 i I:I d JIC I F-3 Jl-l ) Fli i .é- "Il.l i II! - = ) !:! 40
Tiempo {min)

Figura 23. Cromatograma GC/MS de blanco de espinacas obtenido con el QUEChERS modificado

y con métodos de GK filtracién (Hong J. et al., 2016).

Muestras de espinacas se analizaron empleando 3 membranas diferentes: NFW, membrana
de poliamida; NP030, membrana de polietersulfona; XN45, membrana de amida

polipiperazina, con similares valores de MWCO (limites de peso molecular, en inglés



“Molecular Weight Cut-Off”) (300 a 600 Da), ensayandose a la vez con 3 disolventes de elucion
como el acetonitrilo, el metanol y una mezcla de acetonitrilo- agua (1:1, v/v). La mejor
purificacién se obtuvo con acetonitrilo-agua (1:1, v/v). La principal razén puede ser debida a
la mayor solubilidad que tienen acetonitrilo y metanol, que provocarian hinchazén en la
membrana o que debido al efecto hidrofébico tipico de las moléculas no polares se excluian
las moléculas de agua. Los resultados revelaron que la membrana GK fue la membrana mas
eficaz, aunque los valores de recuperacion eran algo inferiores a los obtenidos por el
QUEChERS modificado (Figura 23). La mayoria de los interferentes fueron eliminados o
disminuidos por Método de filtracion GK, mientras que estos materiales de interferencia fueron
retenidos por el método QUEChERS modificado (Hong J. et al., 2016).

Se han realizado estudios de comparacion del método QUEChERS con otros procesos de
extraccién como son el método del acetato de etilo y la aplicacién de una MSPD sobre matriz
de alcachofa (Machado I. et al., 2017). Los resultados determinaron que se obtenian mejores
valores de recuperacion con el QUECHERS de citrato, segun vemos en la Figura 24 y 25.

Método QUEChERS Método Acetato de etilo Método MSPD

Nombre comdn pesticida Recuperacion (%) R(’;)l)j Recuperacion (%) I?Oil)) Recuperacion (%) R()O/Sol)j
Azoxistrobina 86.0 14.4 39.6 11.0 72.5 29
Boscalid 82.1 14.9 28.2 8.3 70.9 1.8
Clorfenvinfos 79.2 8.4 44.1 6.8 - -
Cipermetrina 118.5 11.2 104.2 8.6 100.3 4.5
Deltametrin 114.2 15.1 100.6 8.6 - -
Difenoconazol 85.6 6.8 71.2 11.3 - -
Iprodiona 109.0 9.1 49.4 9.4 - -
Lambda-Cihalotrin 73.4 13.7 70.5 6.7 104.5 43.7
Metiocarb 84.5 11.6 81.5 7.7 81.6 11.9
Propiconazol 86.0 7.0 83.9 3.1 - -
Piraclostrobina 90.4 25.0 - - - -
Tau-Fluvalinato 116.6 16.4 100.5 6.4 94.6 4.0
Tebuconazol 80.8 20.4 136.3 10.0 - -
Tetradifon 107.8 10.3 107.0 8.0 104.1 18.1
Metiocarb 113.9 14.9 57.3 12.2 89.5 14.3
Figura 24. Resultados de 3 métodos de extraccion evaluados por GC-MS (nivel 0.2 mg/kg). % réplicas por cada método

(Machado |I. et al., 2017)
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Método QuEChERS
Método MSPD

Figura 25. Cromatograma GC-MS full Scan para un blanco de alcachofa para 3 métodos de extracciéon. (Machado |I. et al., 2017)

En el anexo 6, tenemos algunos campos de aplicacion del método QUEChERS.

A
~



4.6.2. Trabajo seleccionado de determinacion de 121 residuos de
pesticidas en frutas y vegetales por GC-MS/MS empleando
el método de QUEChERS.

En el estudio que nos ocupa se propone aplicar un método multiresiduos para identificar y
cuantificar quimicamente 121 plaguicidas, entre los que se incluyen insecticidas, herbicidas y
fungicidas que aparecen con cierta frecuencia en frutas y verduras (tomate, pimiento, lechuga,
pepino, berenjena, calabacin, mel6n, sandia y manzana). El método que se ha seguido
corresponde con el QUEChERS (Anastassiades et al., 2003; Lehotay et al., 2010; EN 15662:
2008 estandar, 2008) con algunas modificaciones, seguido de un analisis GC-MS/MS (QqQ).
El método original EN 15662: 2008 usa una proporcion de 1:1 (mg de muestra / ml acetonitrilo).

El método fue evaluado y validado individualmente para nueve matrices diferentes de acuerdo
con las recomendaciones de la Comisién Europea sobre la veracidad, la reproducibilidad,
sensibilidad, especificidad y solidez (Decisién de la Comision 2002 /657/EC, 2002) y
acreditado por ISO / IEC 17025: 2005 estandar internacional con nimero de acreditacion 278
/ LE1027 (ISO / IEC17025: 2005, 2005). En la Tabla 9 tenemos los reactivos empleados.

Tabla 9. Estandares y reactivos empleados para el método QUEChERS (Camino-Séanchez, F.J, et al., 2011).

ESTANDAR Y REACTIVOS EMPLEADOS
121 estandares de plaguicidas, comprados del Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburgo, Alemania)
Acetonitrilo y acetona para el analisis de residuos, comprados de Panreac (Barcelona, Espafia)
Amina primaria o secundaria (PSA = N-propiletilendiaminosilano), adquirida en Varian Inc. (Palo Alto, CA, EUA)
Cloruro sodico adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia)
Sulfato de magnesio, adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia)
Sulfato de sodio, adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia)
Citrato trisédico deshidratado, adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia)
Hidrocitrato de disodio sesquihidrato, adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia)
Acido férmico, adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia)
Patrdn interno Trifenilfosfato (TPP)
Agua purificada con un sistema Milli-Q plus (Millipore, Bedford, EE. UU.)

La preparacion de los patrones es una tarea casi constante durante el trabajo en el laboratorio,
obteniéndose a partir de Materiales Certificados de Referencia (MCR) estables, homogéneos
(misma composicion en todas sus partes), del mismo tipo que las muestras que se van a
analizar y contenido similar. Estos materiales son obtenidos y distribuidos por organismos
publicos y privados, por ejemplo, Institute for Reference Materials and Measurements (Union
Europea), etc., aunque también pueden emplearse como materiales de referencia a productos

qgue hayan sido objeto de un ejercicio interlaboratorio. A partir de estos MCR se suelen
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preparar patrones de concentracion de 1000 ppm. Las disoluciones se preparan en
concentraciones elevadas para favorecer su mantenimiento las cuales seran guardadas en
nevera a 4 °C, o en algunos casos a T< 20°C. A partir de estas disoluciones patrén de
1000 ppm, se prepararan mediante sucesivas diluciones patrones de concentraciones
inferiores que son empleados en todos los procedimientos, de ahi la importancia de la correcta

preparacion de los patrones.

En el estudio que nos ocupa, las soluciones estandar fueron preparadas de la siguiente
manera: se pesaron 20.0 mg del estandar puro y se diluyeron con acetonitrilo en un matraz
aforado de 50 ml. De las soluciones stock individuales se preparé una solucion mezcla de
todos ellos de 1.0 mg/L. Todas estas soluciones fueron almacenadas en un congelador a
T<20°C. Para dicho ensayo también fue empleado un patrén interno, que fue una solucion de
Trifenilfosfato (TPP) de 250 mg/ L en acetonitrilo.

Los analisis se llevaron a cabo mediante el empleo de un cromatografo de gases (VARIAN)
acoplado a un masas, con las caracteristicas indicadas en la Tabla 10. En ella también

aparece el tipo de software empleado para el control y el analisis de los datos.

Tabla 10. Instrumentacidn y software utilizados en el andlisis (Camino-Sanchez, F.J, et al., 2011).

INSTRUMENTACION ¥ SOFTWARE

Cromatdgrafo de gases Varian CP-3800 (Palo Alta, CA, EE. UU)

Imyector de gran volumen 1079 split / spltless (LV1)

Detector triple cuadrupolo Vanan 1200 acoplado al cromatografo de gases

EQUIPO DE  Muestreador de liguidos automdtico Varian 3400 con jeringa de 100 pl para inyectar las muestras
GASES Y
MASAS Liner RESTEK (Penn Eagle, CA, USA) split con frita y desactivacidn Siltek

Columna capilar Varian Factorfour VF-5MS (30 m logitud x 025 mm didmetro x 0,256 pm de espesor de
pelicula)

Columna de proteccidn (0,25 mm didmetro) se usd para prevenir entrada de compuestos no volatiles

Masas modo SMR, con ionizacién de impacto electrénico a 70 eV

Waran M3 Workstation 6.9 (Wanan), para contral v analisis de datos

SOFTWARE
Statgraphics Centunon Paguete de software XV version 15.1.02
GAS Gas portador: Helio pureza del 33, 9399% suministrados por PRAXAIR Espana, S.L (Madnd, Espana)
PORTADOR Y

DE COLISION Gas de colisidn Argdn, puraza del 99.999% suministrados por PRAXAIR Espafia, S.L (Madrid, Esparia)
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Para llevar a cabo el proceso de extraccion se empleé ademas una centrifuga Damon/IEC
(MA, USA) de tubos de 50 mL, entre otros materiales como triturador, balanzas, material

volumeétrico.

La preparacion de las muestras se llevd a cabo siguiendo el método QUEChERS (figura 21),

pero introduciendo unas pequefas modificaciones.

- Distinta relacibn mg muestra/mL acetonitrilo. Por tanto, se pesaron 15 g de muestra
en tubos de Teflon de 50 mL, en lugar de 10 g de muestra (relaciéon 1.5 muestra/l
acetonitrilo).

- Se afiadieron 150 pl de estandar interno TPP, en lugar de 100 pl.

- Las cantidades de sales afiadidas fueron: 6 g de sulfato magnésico anhidro, 1.5 g
cloruro sédico anhidro, 1.5 g de citrato trisddico deshidratado y 0.75 g de hidrogeno
citrato disddico sesquihidratado. El Clean-up se realiz6 con 125 mg PSA'y 750 mg de
sulfato sédico anhidro.

Los laboratorios de control que emplean métodos validados disponen de controles de calidad
interna, de modo que cada muestra 0 conjunto de muestras debe ir acompafiada de un testigo

(blanco), curva de calibrado y sus reforzados (recuperacion, adicionados).

Los testigos (blancos) se aobtienen a partir de una matriz de caracteristicas conocidas, en
cuanto a la cantidad de plaguicidas, y que no contienen al analito de interés. Al blanco- matriz
se le realiza un tratamiento similar al ejecutado sobre las muestras. Con el extracto resultante
de la metodologia QUEChERS se prepara la curva de calibracién, de modo que se afaden
200 pl de un estandar interno de concentracion conocida a 1 ml de extracto del blanco. Con
el fin de mantener la misma proporcion matriz-disolvente en las muestras y estdndares de
calibracion, también deberia afiadirsele 200 pl de disolvente a todas ellas (similar a lo que se
le hace a un blanco). A este procedimiento de calibracién se le denomina calibracién de
adiciones estandar (ISTD). El rango lineal de la curva de calibracién fue de 0.006 mg kg™ a
0.1 mg kg, de modo que deben diluirse con extracto de blanco aquellas muestras con una
concentracion de plaguicida superior a 0.1 mg kg?. La finalidad es que los valores de
concentracion de la muestra se encuentren dentro del rango de la calibracion. Veamos en la

Tabla 11 la preparacion de la curva de calibracion:
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Tabla 11. Preparacion puntos de calibracion

Vial 1 Vial 2 Vial 3 Vial 4 Vial 5

1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl
(1,5 g muestra) | (1,5 g muestra) | (1,5 g muestra) | (1,5 g muestra) | (1,5 g muestra)

Extracto Blanco

ISTD Afiadido antes | Afadido antes | Afiadido antes | Afiadido antes | Afadido antes

Solucion estandar
(mezcla 121 pesticidas) | 12 pl (0,006 pg)| 20 pl (0,01 pg) | 40 pl (0,02 pg) | 120 pl (0,06 pg)| 200 pl (0,1 pg)

1 mg/L
Acetonitrilo 188 p 180 pi 160 pl 80 pl -
Volumen total 1,2ml 1,2ml 1,2ml 1,2 mi 1,2 ml

Los reforzados, también conocidos como recuperaciones o adicionados, nos permiten
conocer la capacidad de recuperacion y la selectividad del método de extraccion,
caracteristicas que son fundamentales a la hora de realizar la validacion de un método,
ademas de permitirnos analizar cual es el efecto de los componentes acompafiantes del
analito en la matriz, aunque en realidad so6lo pueden detectarse los errores sistematicos y no

las interferencias.

A la hora de preparar los reforzados se ha realizado una correccién con el fin de mantener la
misma relacién matriz- acetonitrilo para que sea exactamente la misma que en las muestras.
La relacion matriz-acetonitrilo en las muestras era de 1.5 g- 1.0 mL, ya que los extractos del
blanco fueron preparados con 15 g, mas la adicién de 200 ul a 1 ml del extracto, el volumen
final seria 1.2 ml, y la relacién seria 1.5 g- 1.2 mL. Por tanto, los reforzados empleados para
los estudios de recuperacion se prepararon afadiendo los volumenes adecuados de la
solucidn stock a 18 g de matriz de blanco antes proceder a la adicién de acetonitrilo. Asi que,
al extraer, corregimos la dilucién del extracto cuando agregamos el volumen del patrén de
calibracion, y la relacion es de 1.8 g-1.2 ml, que es equivalente a 1.5 g-1.0 ml. Cada muestra
adicionada se homogeneizé y se dejo reposar durante 30 minutos antes de la extraccion,
procediéndose de la misma manera que para la preparacién de muestras. De esta manera
conseguimos que el blanco tenga la misma concentracion de estandar interno que las
muestras y los estandares de calibracion. Al diluir la muestra de esta manera, la concentracion
estandar interna y la relacién de matriz permanecen constantes. Una vez introducidas las
alicuotas de los extractos en viales de 1,5 ml, fueron colocadas en el muestreador automatico

y se optimizaron las condiciones cromatograficas para el GC-MS/MS, siendo:

e Volumen de inyeccion de 6 ul y velocidad de inyeccién: 1 pl/s.

A
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e T2 Inicial inyector: 79 °C. mantenida durante 1 min. en modo split con ratio 50:1 para
eliminar el disolvente con la minima pérdida de muestra. Se conecta el modo splitless
y el inyector se calienta a 300 °C con un gradiente de 150 °C/min. Llegada esta
temperatura se mantiene constante 10 min, para enfriarse de nuevo a 79 °C. Al minuto
3 después de la inyeccidn se vuelve a conectar el modo split con un ratio 50:1 para

limpiar el inyector y bajar la linea de base de la sefial.
e Gas portador: helio en modo flujo constante 1.0 mL/ min.

e Programa de temperaturas del horno es el indicado en la Figura 26.

. Programa de temperaturas del horno del Gases

300
250
200
150
100

50

Temperatura (2C)

0 5 10 15 20 25 30 35
tiempo (minutos)

Figura 26. Programa de temperaturas del horno para el cromatégrafo de gases.

e Tiempo de andlisis: 30.90 min.

Las condiciones de la espectrometria de masas se optimizaron de forma individual para cada
analito con el fin de conseguir la sensibilidad maxima en el modo de control de la reaccion
seleccionada (SRM) en el triple cuadrupolo y fueron monitorizadas dos reacciones. La primera
para la cuantificacién y la segunda para la confirmacion. El empleo del método SRM nos
permite introducir un mayor nimero de pesticidas dentro de un mismo segmento. En el anexo
1 podemos ver las condiciones experimentales para el espectrémetro de masas y las
condiciones individuales para el analisis SRM. Con el fin de obtener suficientes puntos de
muestreo para cada pico y unos tiempos de permanencia adecuados para una buena

sensibilidad, el método se dividi6é en 14 segmentos.

Otros pardmetros consideraros fueron: el ancho de pico seleccionado (1.5 uma para
cuadrupolo 1y 2.0 uma para cuadrupolo 3), la temperatura de la linea de transferencia (290
°C), la temperatura fuente de iones (250 °C), la temperatura multiple (40 ° C), los tiempos de

escaneo para cada segmento (entre 0.8 y 1.0 s, con un maximo de 35 transiciones por
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segmento), el voltaje del multiplicador de electrones (+300 V), y otras operaciones (cambio

del liner cada cincuenta muestras realizandose un ajuste automatico semanalmente).

La validacién es un término que se asocia a la validacion de métodos segun 1SO 17025:2005,
la cual consiste en “La confirmacion a través de examen y el aporte de evidencias objetivas,
de que cumplan los requisitos parciales para un uso especifico previsto” (Sagrado S. et al.,
2005). Algunos de estos requisitos, ademas del LDD, la robustez y la selectividad, son los que
vienen en la Tabla 12.

Tabla 12. Requisitos y criterios de validacion (Sagrado S. et al., 2005).

Requisitos de validacion

Criterios

Rango: referido al intervalo de

concentraciones de analito validado.

- Debe incluir el LMR para cada analito en cada

matriz

Linealidad: referido al comportamiento
de los datos dentro del rango de

concentracion del analito.

- Coeficiente de correlacion (R?) debe ser igual

0 mayor a 0.990.

- Desviacion estandar relativa del factor de
respuesta para cada punto de calibracion
<20%.

- Intervalo de trabajo lineal (exactitud vy

precision aceptables).

Precision: representa la proximidad
entre datos o resultados bajo condiciones

iguales.

- Se expresa como reproducibilidad (precision

entre dias).

- Debe ser £20%.

Veracidad: capacidad del método para
determinar / extraer la totalidad del analito

de forma particular.

- La recuperacion viene expresada como
recuperacion media, debe estar en el rango de
70-120 %

Limite de cuantificacion (LDC):
representa la concentracion de analito
mas baja que puede determinarse con

una repetibilidad y exactitud aceptable

- Debe ser inferior o igual al LMR mas bajo y
debe cumplir con los requisitos de precision y

veracidad.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Para llevar a cabo un buen analisis de los resultados, subdividiremos el presente en funcién
de cuatro objetivos: (1) Desarrollo del método de GC-MS/MS, (2) Estimacién de los limites de

cuantificacién, (3) Rendimiento analitico y (4) Validacién del método.

5.1. Desarrollo del método de GC/MS-MS.

A la hora de crear un buen método analitico lo primero que hemos de hacer es optimizar la
energia de colision (CE) y la presion del gas de colision. Tras esto se optimiza el método de
deteccion del MS/MS inyectando de manera individual en modo SCAN cada uno de los
pesticidas de interés con el fin de poder obtener su tiempo de retencion y encontrar el ion
precursor 6ptimo que, por lo general, sera el de mayor intensidad (mayor relacion m/z).

n
Mic/Hum 146.0>118.0
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g |
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Figura 27. Ejemplo del efecto de energia de colision para el Quinalfos. A) Transicién 146.0-118.0

B) Transicion 146.0-91.0 (Camino, F. J. et al, 2011)
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Tras haber obtenido los iones precursores y los correspondientes tiempos de retencién, se
crearon distintos métodos en modo SCAN, los cuales incluian aproximadamente 30 pesticidas
gque se procedid a analizarlos de manera conjunta, con un rango de energia de colision de 5-
40 V con un gradiente de 5 V. En la Figura 27, tenemos los efectos de la energia de colisién
sobre el Quinalfos. Con los resultados obtenidos, se selecciond el ion cuantificador (mayor

intensidad) y el ion calificador (segundo de mayor intensidad).

Una vez identificados, el cualificador y el cuantificador, se cre6 un método en modo SRM el
cual permitié introducir un mayor nimero de pesticidas dentro de cada segmento, y se
optimizo la presion del gas de colision inyectando el vial de la muestra a diferentes presiones
de argon (rango de 1.0 a 2.0 mTorr con incrementos de 0.1 mTorr). De este modo se pudo
seleccionar como 6ptima la presion de 1.5 mTorr, presion en la cual la mayoria de pesticidas
daban respuestas altas. Por ultimo, la nueva energia de colision fue empleada en modo SRM
no observando diferencias significativas respecto al modo SCAN. Tras ajustar los segmentos,
los tiempos de permanencia (dwell) se aumentaron para los analitos menos sensibles y se
redujo para analitos con suficiente sefial. En la Figura 28, tenemos los cromatogramas en

modo SCAN y modo SRM para una muestra de tomate contaminada.
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Figura 28. Cromatograma de una muestra de tomate contaminada (A) modo SCAN (B) modo SRM (Camino F.J. et al., 2011)

Se probaron tres flujos de gas portador:
- Flujo de 0.8 mL/min: daba buena resolucién y el nimero de segmentos era aceptable.

- Flujo de 1.0 mL/min: daba una buena resolucién y se consideré el 6ptimo, porque permitia

tiempos de andlisis mas cortos.



-Flujo de 1.2 mil/min: era posible dividir el método en 10 segmentos, algunos de los cuales

incluian demasiadas transiciones y los tiempos de escaneo eran demasiado largos (méas de 1

s).

Para evaporar el disolvente que acompafa a los analitos, se considerd éptimo un ratio de split
50:1, ya que permiti6 una correcta evaporacion del disolvente con la minima pérdida de

analitos de mayor volatilidad.

Se estudiaron diferentes volimenes de inyeccion, dentro del rango 2-10 pl, observandose que
un volumen de 6 pl era el éptimo. Con este volumen se introduce una cantidad menor de
matriz en el detector, sin pérdida importante de sensibilidad. No se aconseja emplear
volimenes mayores, ya que el acetonitrilo tiene un punto de ebullicion relativamente alto y

una alta expansion de vapor.

5.2. Estimacion de los limites de cuantificacion.

El limite de cuantificacion (LDC), representaba la concentraciéon de analito mas baja que
puede determinarse con una repetibilidad y exactitud aceptable. Debe ser inferior o igual al
LMR mas bajo y debe cumplir con los requisitos de precision y veracidad. Por tanto,
atendiendo a esto se establecié como criterio para la estimacion del limite de cuantificacion
una relacion sefial / ruido minima de 10 para las transiciones de menor intensidad. El ion
calificador cumplia con este requisito para todos los casos. Se adoptd, por tanto, como LDC
el valor de concentraciéon que cumplia con esta relacién sefial ruido, estableciéndose el valor
de 10 pg/Kg (0.01 mg/kg), cumpliendo lo que sefiala el Reglamento Europeo n © 396/2005, el
cual establece los LMR para las distintas materias activas. Asi mismo, los LDC fueron
validados segun los requisitos de exactitud y reproducibilidad, pudiéndose cuantificar e
identificar con precisién. Este LDC es la minima concentracién que se ha demostrado que
puede ser cuantificada con nuestro método, siendo valido para todas las sustancias. No
resultd interesante evaluar el limite de detecciodn, el cual representa el minimo valor detectable
de analito, no necesariamente cuantificable por el método. Sin embargo, se estimé que debia

encontrarse entre 0.001 y 0.003 mg/Kg (criterio S/N=3).
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5.3. Rendimiento analitico.

Segun quedo descrito en el apartado 4.6.2 de este documento, se prepararon curvas de
calibracién con cinco puntos en disolvente y con los extractos del blanco de las nueve matrices
de ensayo (tomate, pimiento, lechuga, pepino, berenjena, calabacin, melén, sandia y
manzana). Se empleo la prueba de la t -Student y se estudio la linealidad de la los gréaficos de
calibracion de acuerdo con el Comité del Codex sobre Métodos Analiticos y toma de muestras
(1994) de la Comisién del Codex. La interseccion (a), la pendiente (b), el coeficiente de
correlacién (R?) y la desviacion estandar relativa (RSD) de los factores de respuesta fueron
establecidos segun vienen reflejados en el anexo 2.

Se realiz6 una prueba de falta de ajuste empleando varias réplicas (mdultiples observaciones
con valores de X idénticos). Las réplicas representan el "error puro", porque solo la variacion
aleatoria puede causar diferencias entre los valores de respuesta observados. Para
determinar si el modelo se ajusta a los datos con exactitud, debe compararse el valor Py (en
inglés, “p-value for lack-of-fit”), calculado como 1- P(F <fj), donde P(F <f) es la funcion
acumulada para la distribucion F, f; estadistico F para la prueba, con el nivel de significacion.
Por lo general, un nivel de significacibn (también conocido a) de 0.05 funciona
adecuadamente. Un a de 0.05 significa que la probabilidad de concluir que el modelo no se

ajusta los datos cuando realmente lo hace es de solo 5%.

Valor p < a: el modelo no se ajusta a los datos con exactitud. Para obtener un mejor modelo,

es posible que tenga que agregar términos o transformar los datos.
Valor p > a: no se puede concluir que el modelo no se ajusta adecuadamente a los datos.

De este modo, la prueba de falta de ajuste se aplicé a dos duplicados, realizdndose dos
inyecciones de cada estandar, obteniéndose una Pt > 5% en todos los casos, concluyéndose,

por tanto, que no hay evidencias de que el modelo no se ajusta a los datos.

El primer estandar de la calibracion tenia una concentracion inferior al 40% del LDC, por lo
gue es posible calcular con precision concentraciones cercanas al LDC, siempre que las
recuperaciones estén en un rango 60-100%. Para los andlisis de rutina no es necesario

aplicar este paso. Se establecié un rango lineal de 6 a 100 pg/kg para todos los casos.

Para estimar el efecto matriz se prepararon diez curvas de calibracion, una con disolvente y

otras nueve con las diferentes matrices. Se aplicé la pruebat de Student para evaluar el efecto



de matriz. Esta prueba verifica la similitud entre los valores de la pendiente para cada curva
de calibracién obtenida. Dependiendo de la disminucién / incremento en el porcentaje de la

pendiente, podria clasificarse el efecto matriz en distintos grados:

- Leve: pérdidas o mejoras de sefial de entre 20% - 0%.
- Medio: pérdidas o mejoras de sefial entre 50% -20%.

- Fuerte: pérdidas o mejoras de sefial > 50%.

Primero se necesita comparar los valores de varianzas estimadas expresado como S?yx por
medio del test F de Snedecor. Los resultados del presente estudio mostraron que todos los
pesticidas presentaron coeficientes de correlacion (R?) superiores al 99%. En todas las
matrices, para el 75 % de los pesticidas contenidos en ellas, la disminucién de la sefial fue
muy baja (entre 0y - 20%) en relacién con la de la curva de calibracion con disolvente. Cabe
destacar, que para algunos compuestos se observé una fuerte reduccion de la sefial, que fue
equivalente entre las distintas matrices. Todo esto demuestra que las curvas de calibrado
deben de ser preparadas con los extractos de matriz.

Ademas, se desarrollé un estudio inter-matricial para comparar los datos obtenidos en la
cuantificacién de muestras naturales utilizando curvas de calibrado de diferentes matrices. No
se observaron diferencias estadisticas entre los datos obtenidos, asi que se tomé la matriz
del tomate como la adecuada para establecer la calibracion estdndar de matriz para llevar a
cabo la validacién. En el anexo 2 se muestran los pardmetros de calibracion obtenidos. La

interceptacion de las curvas de calibracion fue nula en todos los casos (desde 0 a 1.5 x1018).

5.4. Validacion del método.

Recordemos que el término de validacion en multitud de ocasiones es substituido por el de
verificacion, y generalmente, la validacion es un término que se asocia a la validacion de
métodos segun ISO 17025, la cual consiste en “La confirmacion a través de examen y el
aporte de evidencias objetivas, de que cumplan los requisitos parciales para un uso especifico
previsto” (Sagrado S. et al., 2005).

El método que estamos describiendo fue validado para matrices de frutas y vegetales con alto
contenido de agua y bajo contenido de grasa (con alto y bajo contenido de azlcar). Las nueve

matrices fueron validadas usando tomate como referencia. El protocolo del método de



validacion fue disefiado para obtener la acreditacion oficial segun la norma ISO UNE-EN ISO
/ IEC 17025: 2005 de la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC). La validacion nos va a

permitir estimar la incertidumbre de los resultados de todo ensayo desarrollado en el

laboratorio, y nos daré la seguridad de que el procedimiento que estamos siguiendo es fiable,

es decir, nos aporta resultados exactos y precisos. Las caracteristicas que se validan

dependen del tipo de ensayo, evaluandose en este estudio las siguientes:

Precision y exactitud: se evaluaron 2 niveles, el LDC y 10xLDC, para cada matriz. Se
analizaron 5 muestras en cada nivel en diferentes dias para distintas matrices. Se
estimo la precision como RSD (%) siendo menor que 20% para todos los analitos. La
precision se calculd en términos de recuperacion. Las recuperaciones estuvieron en el

rango 85- 115%, para ambos niveles.

La linealidad fue evaluada con cinco puntos de calibracion (0.6, 1, 2, 6 y 10 veces el
LDC) usando la calibracién estandar de matriz coincidente (descrito en 4.6.2). Se utilizé
la regresion de minimos cuadrados en todos los casos, trazando la concentracion
versus area analito/area ISTD, tal y como podemos ver en la Figura 29. Se obtuvieron
R2>99.0% y el RDS (%)< 15%. El Pt > 5% para todos los casos.

Proporcion area

Analito/ISTD

_Interseccion eje y
Pendiente de larecta

Ix]

-~
«—|x] — Cantidad de analito afiadida

|%|= Cantidad absoluta de analito en el extracto de la
muestra antes de fortificar (y=0)

Figura 29. Calibracién interna empleando el método de adiciones estandar

Incertidumbre calculada segun las indicaciones de EURACHEM segun el documento
"Guia para la expresioén de incertidumbre en la medicién " (EURACHEM / CITAC Guide
CG4, 2000- version en espafiol 2012). La incertidumbre se calculé individualmente
para cada plaguicida, y varié entre 18% y 46%, con un promedio de 27%, cumpliendo

de esta manera el requisito europeo de un maximo incertidumbre del 50%. En el anexo



3 se muestran las incertidumbres calculadas para todos los pesticidas en la matriz de

tomate.

- Laidentificacién de los compuestos se hizo de acuerdo con los tiempos de retencién
relativos (RRT, es el ratio del tiempo de retencion del analito con el del estandar
interno), con un error maximo de 0.5% con respecto al RRT de los estandares de
calibracion segun indica el documento SANCO / 10684/2009 (2010). La confirmacién
de los analitos se realiz6 calculando la relacion entre la intensidad del ion de
cuantificacion y la intensidad del ion de confirmacion y se comparé el valor obtenido
con la relacion de iones para el estdndar con el valor mas cercano en concentracion.
Las tolerancias permitidas se establecieron en funcion de la intensidad relativa entre
ambos iones, siendo:

¢ Intensidad relativa > 50%, se acepta una tolerancia del £20%.

¢ Intensidad relativa entre 20-50%, se acepta una tolerancia del £25%.

¢ Intensidad relativa entre 10-20%, se acepta una tolerancia del £30%.

Intensidad relativa < 10%, se acepta una tolerancia del £50 % ,

Mediante este método con un ion precursor y dos iones producto monitorizados (transiciones
MS/MS), se logran cuatro puntos de identificacion segun se establece en la Decision de la
Comisién Europea 2002/657/CE. En la figura 30, tenemos el ejemplo del espectro de masas
del Quinalfos en modo SCAN y modo MS/MS. Todos los parametros resultantes del proceso

de la validacion estan presentados en el anexo 4.

Se realizaron ensayos interlaboratorio ciegos con muestras de manzana y lechuga, las cuales
contenian diferentes concentraciones de pesticidas. En todos los casos para ambas matrices,
se obtuvieron valores de Zswoe dentro del intervalo de aceptacion (-2, +2).
El calculo de zscore (y para cada laboratorio / pesticida se calcula del siguiente modo:

Zscore ()= (Xi -Xi") / FFP-sj; donde x;es el valor que aporta cada laboratorio, xi" es el valor asignado
y FFP-s; es la desviacion estandar para cada pesticida (i). El valor de FFP-s; se calcula como:
FFP-si =b* xi", con b= 0.25 (25% FFP-RSD). El valor de 25% es aproximado y se basa en la
experiencia de anteriores interlaboratorios. FFP-RSD es la desviacion estandar relativa
adecuada para el propdsito, que se denomina en inglés, “Fit-For-Purpose Relative Estandar
Deviation”. En los métodos multiresiduos se aceptan hasta objetivos de incertidumbre del

50%. Asi que se considerara que:



Si /z/ < 2 (satisfactorio); Si 2</z/<3 (discutible, cuestionable); Si /z/ 23 (insatisfactorio).
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Figura 30. Ejemplo de un espectro de masas para el Quinalos. A) Modo SCAN B) Modo MS/MS (Camino F. J. et al., 2011)

Tras la validacion del método QUEChERS acoplado a GC-MS/MS, se consiguid su
incorporacioén en los laboratorios de rutina, considerandose una potente herramienta hoy dia.
No obstante, deben realizarse controles de calidad interna para asegurar la calidad de los
resultados. Cada secuencia de muestras debe ir acompafiada de su curva de calibrado sobre
matriz, de un reforzado de concentracion igual al LDC, y su valor debe estar entre el 80-120%.
Asi mismo tras cada lote, se inyecta un punto de la calibracién con el fin de verificar que la
respuesta del instrumento es constante admitiéndose un error de 25%. Esto mismo es lo que
se pudo realizar con este método en un breve espacio de tiempo. Se realizaron 1463 andlisis
de muestras entre las que habia tomate, pimienta, lechuga, pepino, berenjena, calabacin,
meldn, sandia y manzana, obteniéndose al menos en 689 muestras un 47.7% de positivos en
algunos de los pesticidas estudiados. En el anexo 5, tenemos un resumen de los resultados

obtenidos para cada matriz y pesticidas (% positivos, maximo y minimo encontrados, etc.).

|g



6. CONCLUSIONES.

Con el objetivo de garantizar la Salud Publica, son cuantiosos los métodos de extraccion que
han sido desarrollados durante afios (Luke, Mills, etc.) siendo cada vez mas selectivos,
capaces de separar eficazmente determinados analitos del resto de interferentes de la matriz,
para asi obtener unos resultados mas fiables. No obstante, esta metodologia convencional
esta quedando en un segundo plano, consecuencia de su elevado coste, tanto econdmico

como medioambiental, como por la complejidad de la misma en muchos casos.

Con el método QUEChERS, los laboratorios de rutina disponen de un método rapido, facil,
barato, efectivo, robusto y seguro, para llevar a cabo un andlisis multiresiduos en diferentes
matrices. Se requiere de poca cantidad de disolventes, siendo mas respetuosos con el medio
ambiente que con los métodos convencionales al generar menos residuos, y es mucho menos

laborioso.

Este método asociado a la GC-MS/MS con triple cuadrupolo (QQQ) son una herramienta muy
potente para cuantificar y confirmar un amplio espectro de pesticidas con propiedades muy
diversas de manera precisa y fiable. El triple cuadrupolo aporta una gran sensibilidad y
selectividad, y elimina gran cantidad de las interferencias de la matriz a diferencia de los
sistemas de simple cuadrupolo (MSD). Es vital la optimizaciéon de forma individualizada de
cada uno de los pesticidas de modo que se consigue una maxima sensibilidad empleando el
modo de control de la reaccién seleccionada. En el trabajo estudiado se establecieron unos
tiempos de exploracién para cada uno de los segmentos entre 0.8-1.0 s, con un maximo de
35 transiciones por segmento. El proceso de separacion es relativamente corto, en este caso

llevé 30.9 s. Con muy poco tiempo es posible determinar un elevado namero de plaguicidas.

Para evaluar un método analitico, cada secuencia de muestras deber ir acompafiada de su
curva de calibracién sobre matriz, siendo el método de adiciones estandar recomendable para
estudiar el efecto matriz, el cual proporcionara errores sistematicos proporcionales (se emple6
un rango de la curva 0.006 mg kg?*- 0.1 mg kg?). Se establecié un LDC de 0.01 mg kg,
estimandose un LDD de 0.006 mg kg?, que es mas que suficiente para cumplir con las
exigencias legislativas de los LMR. Ademas, se requiere de la inyeccion de reforzados,

obteniéndose valores de recuperacion dentro del rango 70-120% con un %RSD < 20%.



Los volumenes de inyeccion suelen ser pequefios, en el caso del estudio del tomate se
inyectaron 6 pl, debido al elevado volumen de expansién del acetonitrilo. No obstante, en la
bibliografia hay métodos donde se emplean volumenes dentro del rango 1-10ul con otros

disolventes.

La versatilidad del método QUEChERS queda demostrada con la cuantiosa bibliografia
encontrada sobre el mismo, en el que se introducen pequefios cambios, especialmente en la
fase del Clean-up, ampliando su uso a otras matrices diferentes a las que se habia destinado
el método original. El uso de adsorbentes como el C18 para la eliminacion de las grasas o el
GCB para la eliminacion de pigmentos es bastante frecuente, dando buenos valores de
recuperacion. Hay estudios en los que se demuestra que una combinacion de PSA/GCB/C18
da mejores resultados que con el PSA como Unico adsorbente. Son también frecuentes la
utilizacién de otros disolventes de extracciébn como el acetato de etilo, metanol, acetona,

aunque las recuperaciones en acetonitrilo son mas favorables.

Existen también estudios con diferentes membranas de filtracion que han dado muy buenos
resultados, en diferentes matrices complejas por su alto contenido en clorofilas u otro tipo de
interferentes en la matriz, como es el caso de las espinacas, pero dan valores de recuperacion

algo menores a los obtenidos por el QUEChERS (Jong J. et al. 2016).
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Anexo 1. Pardmetros espectrometria de masas para la determinacién de pesticidas
seleccionados por GC-MS/MS.

Precursor Productos (m/z Tiempo de
et tr (m/z) (CEleV) m2) SEY S permgnencia (ms)
Diclorvos 7.2 185 93 (20), 109 (15) 1 30, 30
Triclorfén 7.2 185 93 (20), 79 (25) 1 30, 30
Mevinfos 8.7 192 127 (10), 164 (10) 1 30, 30
Etridiazol 9.0 211 140 (25), 183 (10) 1 30, 30
o-fenilfenol 9.9 169 115 (25), 141 (15) 1 20, 20
Carbaril 9.9 115, 144 89 (20), 115 (25) 1 30, 30
Heptenofos 10.4 124 89 (10), 63 (25) 1 30, 30
Propoxur 10.9 152 92 (25), 109 (30) 2 37,37
Etoprofos 11.2 158 97 (20), 114 (10) 2 37,37
Trifluralina 11.5 306 158 (20), 264 (5) 2 37,37
Cloroprofam 11.6 213 171 (10), 127 (15) 2 37,37
Benfluralina 11.6 292 206 (10), 264 (5) 2 37,37
Sulfotep 11.7 322 146 (10), 266 (10) 2 37,37
Tiometon 12.4 158, 125 125 (10), 79 (10) 2 37,37
Dicloran 12.6 206, 176 176(10), 148 (10) 2 37,37
Simacina 12.8 201 173 (5), 186 (5) 2 37,37
Atrazina 12.9 200 104 (20), 122 (10) 2 37,37
Lindano 13.1 181, 219 145 (20), 183 (5) 3 41, 41
Terbutilacina 13.4 214, 229 132 (10), 173 (10) 3 41, 41
Diazinén 13.4 179 121 (45), 137 (30) 3 41, 41
Pirimetanil 13.6 198, 199 118 (30), 183 (25) 3 30, 20
Disulfotén 13.7 274,186 88 (10), 97 (10) 3 41, 41
Etrimfos 13.8 292 153 (15), 181 (10) 3 41, 41
Pirimicarb 14.1 238 96 (25), 166 (15) 3 41, 41
Etiofencarb 14.4 168, 107 10 (5), 77 (15) 3 41, 41
Chlorpirifos 14.7 286 208 (10), 241 (25) 4 58, 58
Metribucina 14.8 198 82 (20), 110 (10) 4 58, 58
Vinclozolina 14.9 285 178 (20), 212 (10) 4 58, 58
Clorothalonil 15.0 266 170 (20), 231 (20) 4 58, 58
Paratién-metilo  15.0 263 109 (10), 153 (5) 4 41, 41
Tolclofos-metilo ~ 15.0 250 185 (20), 220 (10) 4 58, 58
Heptacloro 15.1 272 143 (20), 237 (15) 4 58, 58
Metalaxilo 15.2 206 132 (10), 16 (25) 4 58, 58
Pirimifos 15.6 305 180 (20), 290 (10) 5 31,31
Fenitrotién 15.7 277 125 (15), 260 (10) 5 31,31
Malatién 16.0 173 99 (10), 127 (10) 5 31,31
Chlorpirifos 16.1 314 258 (20), 286 (5) 5 31,31
Aldrin 16.2 263 227 (20), 191 (40) 5 31,31
Clortal -dimetilo  16.3 332 223 (40), 301 (10) 5 31,31
Fention 16.3 109 109 (10), 169 (15) 5 31,31
Fenpropimorfo 16.3 128 110 (10), 70 (15) 5 31,31
Paratién 16.4 291 109 (15) 137 (10) 5 31,31
Triadimefén 16.5 208 111 (20), 181 (10) 5 31,31
Tetraconazol 16.5 336 155 (30), 204 (30) 5 31,31
Isocarbofos 16.6 136, 230 108 (20), 155 (20) 5 31,31
Dicofol 16.6 139, 250 111 (15), 139 (30) 5 31,31
Isofenfos- metilo ~ 17.0 199, 231 121 (5), 121 (15) 6 31,31
Pendimetalina 17.1 252 162 (20), 191 (10) 6 33,33
Penconazol 17.3 248 157 (20), 192 (10) 6 33,33
gy 17.4 353 216 (30), 282 (20) 6 33,33
epoxido
Isofenfos 17.4 255 121 (20), 213 (10) 6 33,33
Fipronil 17.4 367 213 (20), 255 (20) 6 33,33
Clorfenvinfos 17.5 267 123 (40), 159 (30) 6 33,33
Mecarbam 17.5 329 116 (30), 131 (10) 6 33,33
Fentoato 17.6 274, 246 109(20), 121(10) 6 33,33
Quinalfos 17.6 146 91(25), 118(10) 6 33,33
Furalaxilo 17.7 301 224(10), 168(40) 6 33,33
Procimidona 17.8 283 96(10), 255(10) 6 33,33
Triadimenol 17.8 168, 128 70(10), 100(10) 6 33,33
Triflumizol 17.8 206, 278 179(15), 73(5) 6 33,33
0,p0-DDE 18.2 318 210(30), 246(10) 7 60, 60

(Camino, F. J, et al., 2011)



Anexo 1. Continuacion. Pardmetros espectrometria de masas para la determinacion de

pesticidas seleccionados por GC-MS/MS.

Precursor Productos (m/z Tiempo de
Coi e tr (m/z) (CE/eV) (m'2) SEEIE permgnencia (ms)
Chinometionato 18.2 206, 234 148(10), 206(5) 7 60, 60
Paclobutrazol 18.3 236 125(30), 167(20) 7 60, 60
Endosulfan alfa 18.5 241 136(40), 170(30) 7 60, 60
Fenamifos 18.8 303 154(15), 195(10) 8 31,31
Flutolanil 18.9 281, 173 173(5), 145(20) 8 20, 20
Hexaconazol 18.9 214 152(30), 172 (20) 8 31,31
Protiofos 18.9 267, 309 221 (20), 239 (15) 8 31,31
Dieldin 19.3 263, 279 193 (40), 209 (30) 8 31,31
0,p0-DDD 19.4 235 165 (40), 199 (20) 8 31,31
Buprofecina 19.4 172 115 (20), 131 (10) 8 31,31
Miclobutanilo 19.4 179 125 (20), 152 (5) 8 31,31
Flusilazol 19.4 233 165 (15), 152 (15) 8 31,31
Oxifluorfen 19.4 361 252 (20), 300 (20) 8 31,31
Bupirimato 19.4 273 107 (20), 193 (10) 8 31,31
Cresoxim-metilo 19.5 206 162 (5), 132 (10) 8 31,31
Clorfenapir 19.7 247 200 (25), 227 (15) 9 50, 50
Cipropconazol 19.9 222 125 (20), 153 (10) 9 40, 34
Endrin 19.9 263 193 (40), 228 (35) 9 40, 35
Fluazifop-butilo 19.9 383 254 (30), 282 (10) 9 40, 36
Endosulfan beta 20.3 241 136 830), 170 (20) 9 40, 37
Etion 20.4 231 185 (20), 203 (10) 9 40, 38
Oxadixil 20.5 163 117 (20), 132 (5) 9 40, 39
0,p0-DDT 20.5 235 165 (40), 199 (20) 9 40, 40
Fludioxonil 19.3 248 154(20), 183 (20) 10 20, 20
Benalaxilo 21.1 148 31 (30), 105 (20) 10 30, 30
Carbofenotion 21.3 199 97 (20), 143 (10) 10 30, 30
Trifloxistrobina 21.4 222,190 130 (15), 130 (10) 10 30, 30
Endosulfan sulfato 215 272 237 (10), 141 (40) 10 30, 30
Propiconazol 21.6 259 191 (10), 173 (10) 10 30, 30
Nuarimol 22.0 139, 235 111 (20), 139 (15) 10 30, 30
Tebuconazol 22.0 250 139 (10), 125 (20) 10 30, 30
Diflufenican 22.2 266 246 (5), 238 (5) 10 30, 30
TPP (internal std) 22.2 326 233 (20) 10 30, 30
Iprodiona 22.9 314, 316 245 (10), 247 (10) 11 30, 30
Bifentrin 23.0 181 115 (50), 166 (20) 11 30, 30
Bromopropilato 23.1 341 155 (40), 185 (20) 11 30, 30
EPN 23.1 185 110 (30), 157 (10) 11 30, 30
Tetrametrin 23.2 164 107 (30), 135 (10) 11 30, 30
Fenpropatrin 23.4 265 210 (20), 89 (40) 11 30, 30
Furatiocarb 23.8 194 165 (10), 133 (20) 11 50, 50
Tetradifon 23.9 227 199 (20), 164 (30) 11 30, 30
Piriproxifén 24.4 226 186 (20), 109 810) 12 30, 30
Lambda-cihalotrin 24.7 181, 197 152 (25), 141 (25) 12 30, 30
Acrinatrina 25.0 181, 221 152 (25), 193 (20) 12 30, 30
Fenarimol 25.0 251 139 (10), 111 (30) 12 30, 30
Pirazofos 25.0 221 193 (10), 177 (20) 12 30, 30
Azinfos-etil 25.2 160 77 (20), 132 (10) 12 50, 50
Bitertanol 25.9 170 141 (20), 115 (30) 12 30, 30
Permetrin 26.2 183 153 (10), 115 (20) 12 30, 30
Piridaben 26.2 309 132 (30), 147 (20) 12 30, 30
Fenbuconazol 26.9 129, 198 102 (159), 130 (10) 13 50, 50
Cipermetrina 27.3 181, 163 152 (20), 127 (10) 13 50, 50
Flucitrinato 275 199 107 (25), 157 (10) 13 50, 50
Etofenprox 27.6 163 107 (25), 135 (5) 13 50, 50
Fenvalerato 28.2 167, 206 125 (5), 177 (20) 13 50, 50
Tau-fluvalinato 28.3 250 130 (40), 200 (20) 13 50, 50
Esfenvalerato 28.4 167, 206 125 (5), 177 (20) 14 70,70
Difenoconazol 28.7 323 201 (50), 265 (20) 14 70,70
Deltametrin 28.8 253 93 (10), 172 (5) 14 70,70
Azoxistrobina 29.3 344 156 (40), 329 (10) 14 70,70
Famoxadona 29.5 330 224 (5), 237 (5) 14 70, 70

(Camino, F. J, et al., 2011)



Anexo 2. ParAmetros de calibraciéon para la matriz de tomate.

Compuesto b R? RSD (%) Compuesto b R? RSD (%)
Acrinatrina 0.104 100 2 Furalaxilo 0.014 99.9 12
Aldrin 0.086 99.6 10 Furatiocarb 0.055 100 3
Atrazina 0.071 99.1 11 Heptacloro 0.022 99.9 5
Azinfos-etil 0.051 99.8 4 Heptacloro- epéxido 0.061 99.9 4
Azoxistrobina 0.138 100 1 Heptenofos 0.134 99.9 15
Benalaxilo 0.410 100 5 Hexaconazol 0.064 100 2
Benfluralin 0.070 100 8 Iprodiona 0.036 99.9 9
Bifentrin 0.652 100 3 Isocarbofos 0.182 99.8 5
Bitertanol 0.880 99.6 9 Isofenfos 0.241 99.9 6
Bromopropilato 0.420 100 1 Isofenfos-metilo 0.007 99.7 8
Bupirimato 0.200 100 5 Cresoxim -metilo 0.203 99.9 7
Buprofecina 0.090 99.8 6 Lindano 0.206 99.9 4
Carbaril 0.826 99.9 11 Malation 0.102 100 4
Carbofenotion 0.090 100 4 Mecarbam 0.018 99.6 11
Lambda-Cihalotrin 0.411 99.8 7 Metalaxilo 0.119 99.9 7
Cipermetrina 0.060 100 10 Metribucina 0.134 99.9 5
Cipropconazol 0.591 100 1 Mevinfos 0.035 99.9 6
Clorfenapir 0.029 99.8 5 Miclobutanilo 0.438 100 2
Clorfenvinfos 0.070 100 4 Nuarimol 0.280 100 2
Cloroprofam 0.204 99.8 13 0,p0-DDD 0.988 100 10
Clorpirifos 0.132 100 5 0,p0-DDE 0.285 99.7 11
Clorprifos- metilo 0.019 99.9 9 0,p0-DDT 0.228 99.5 9
Clortal-dimetilo 0.256 100 4 o-fenilfenol 1.031 100 4
Clorotalonil 0.074 99.7 14 Oxadixilo 0.279 100 2
Deltametrin 0.038 99.9 14 Oxifluorfen 0.044 99.9 10
Diazinén 0.038 99.7 13 Paclobutrazol 0.288 100 4
Dicloran 0.133 99.7 13 Paration 0.070 99.9 5
Diclorvos 0.016 100 9 Paration-metilo 0.021 99.6 6
Dicofol 0.955 99.9 6 Penconazol 0.536 100 4
Dieldrin 0.045 100 5 Pendimetalina 0.105 99.7 10
Difenoconazol 0.402 100 1 Permetrina 0.213 100 2
Diflufenican 0.114 99.8 13 Pirazofos 0.104 100 4
Disulfotén 0.014 99.1 14 Piridabén 0.225 99.9 4
Endosulfan alfa 0.046 100 2 Pirimetanil 0.370 99.8 8
Endosulfan beta 0.043 99.5 7 Pirimicarb 0.017 99.9 7
Endosulfan sulfato 0.054 100 3 Pirimifos-metilo 0.062 100 4
Endrin 0.040 99.6 8 Piriproxifén 0.128 99.9 2
EPN 0.549 99.2 14 Procimidona 0.192 99.9 5
Esfenvalerato 0.245 100 5 Propiconazol 0.096 99.9 8
Etiofencarb 0.187 99.8 7 Propoxur 0.26 99.5 9
Etion 0.153 100 3 Protiofos 0.244 99.8 8
Etofenprox 0.920 99.9 5 Quinalfos 0.559 99.9 5
Etoprofos 0.500 99.7 7 Chinometionato 0.361 99.9 9
Etridiazol 0.027 99.9 5 Simacina 0.046 99.8 13
Etrimfos 0.082 99.8 6 Sulfotep 0.020 99.9 15
Famoxadona 0.010 99.9 6 Tau-fluvalinato 0.093 100 2
Fenamifos 0.081 100 3 Tebuconazol 0.346 99.9 3
Fenarimol 0.219 100 5 Terbutilacina 0.108 99.8 8
Fenbuconazol 1.045 100 2 Tetraconazol 0.258 100 8
Fenitrotion 0.017 99.8 10 Tetradiféon 0.060 100 3
Fenpropatrin 0.036 99.8 5 Tetrametrin 0.299 99.5 9
Fenpropimorfo 0.558 99.6 6 Tiometdn 0.112 99.9 14
Fention 0.061 100 7 Tolclofos- metilo 0.062 99.8 15
Fentoato 0.178 99.8 9 Triadimefén 0.171 99.9 3
Fenvalerato 0.266 100 5 Triadimenol 0.441 100 4
Fipronil 0.168 100 3 Triclorfén 0.009 100 8
Fluazifop-butilo 0.001 99.8 10 Trifloxistrobin 0.210 99.7 7
Flucitrinato 0.358 100 10 Triflumizol 0.140 99.9 13
Fludioxonil 0.271 100 3 Trifluralina 0.047 99.8 6
Flusilazol 0.645 99.9 10 Vinclozolina 0.127 99.8 7
Flutolanil 2.273 100 2

b, pendiente; R?, coeficiente de correlacion; RSD, desviacidn estandar relativa de factor respuesta (n=20)

(Camino, F. J, et al., 2011)



Anexo 3. Incertidumbre estimada expandida (U?) para la matriz de tomate.

Compuesto U Compuesto U
Acrinatrina 25% Furalaxilo 21%
Aldrin 32% Furatiocarb 30%
Atrazina 33% Heptacloro 24%
Azinfos- etil 31% Heptacloro-epéxido 29%
Azoxistrobina 34% Heptenofos 32%
Benalaxil 27% Hexaconazol 25%
Benfluralin 25% Iprodiona 29%
Bifentrin 25% Isocarbofos 23%
Bitertanol 27% Isofenfos 22%
Bromopropilato 23% Isofenfos-metilo 21%
Bupirimato 26% Cresoxim-metilo 29%
Buprofecina 29% Lindano 23%
Carbaril 33% Malatiéon 35%
Carbofenotion 25% Mecarbam 20%
Chinometionato 32% Metalaxilo 32%
Clorfenapir 30% Metribucina 24%
Clorfenvinfos 20% Mevinfos 29%
Cloroprofam 33% Miclobutanilo 24%
Clorotalonil 29% Nuarimol 25%
Clorpirifos 22% 0,p0-DDD 20%
Clorpirifos-metilo 35% 0,p0-DDE 18%
Clortal-metilo 27% 0,p0-DDT 18%
Lambda-Cihalotrin 26% O-fenilfenol 29%
Cipermetrina 46% Oxadixilo 20%
Cipropconazol 35% Oxifluorfen 23%
Deltametrin 35% Paclobutrazol 24%
Diazinén 25% Paration 25%
Diclorvos 37% Paration-metilo 34%
Dicloran 23% Penconazol 23%
Dicofol 26% Pendimetalina 18%
Dieldrin 25% Permetrina 27%
Difenoconazol 30% Fentoato 19%
Diflufenican 20% Pirimicarb 23%
Disulfoton 19% Pirimifos-metilo 24%
Etoprofos 26% Procimidona 22%
Endosulfan alfa 29% Propiconazol 23%
Endosulfan beta 21% Propoxur 38%
Endosulfan sulfato 30% Protiofos 30%
Endrin 22% Piprazofos 34%
EPN 29% Piridabén 24%
Esfenvalerato 21% Pirimetanil 24%
Etiofencarb 33% Piriproxifén 27%
Etion 22% Quinalfos 32%
Etofenprox 30% Simacina 24%
Etridiazol 25% Sulfotep 21%
Etrimfos 31% Tau-fluvalinato 27%
Famoxadona 25% Tebuconazol 21%
Fenamifos 30% Terbutilacina 24%
Fenarimol 26% Tetraconazol 21%
Fenbuconazol 23% Tetradifon 25%
Fenitrotion 30% Tetrametrin 21%
Fenpropatrin 21% Tiometon 29%
Fenpropimorfo 27% Tolclofos-metilo 18%
Fention 25% Triadimefén 29%
Fenvalerato 26% Triadimenol 23%
Fipronil 26% Triclorfon 24%
Fluazifop-butilo 21% Trifloxistrobina 32%
Flucitrinato 21% Triflumizol 29%
Fludioxonil 27% Trifluralina 29%
Flusilazol 18% Vinclozolina 28%
Flutolanil 24%

2Incertidumbre estimada para un nivel de confianza de 95% (k=2)  (Camino, F. J, et al., 2011).



Anexo 4. Precision y exactitud. Ensayos de recuperacién (matriz de tomate).

%R? (%RSD) %R? (%RSD)
Compuesto Compuesto

LDC 10LDC LDC 10LDC
Acrinatrina 87(13) 105(9) Flutolanil 104(11) 102(14)
Aldrin 86(14) 99(17) Furalaxilo 108(4) 113(13)
Atrazina 100(14) 100(20) Furatiocarb 96(20) 102(12)
Azoxistrobina 98(11) 101(17 Heptacloro 100(7) 106(8)

Heptacloro-

Benalaxil 100(12) 106(17) epoxido 88(19) 102(18)
Benfluralina 88(10) 97(18) Heptenofos 116(13) 85(15)
Bifentrina 94(12) 104(13) Hexaconazol 106(11) 105(11)
Bitertanol 104(5) 112(14) Iprodiona 88(10) 94(20)
Bromopropilato 102(8) 106(10) Isocarbofos 100(12) 98(10)
Bupirimato 104(11) 106(20) Isofenfos 104(11) 102(16)
Buprofecina 104(19) 102(15) Isofenfos-metilo 106(14) 99(14)
Carbaril 100(12) 99(15) Cresoxim-metilo 102(11) 105(14)
Carbofenotion 110(112) 95(16) Lindano 96(9) 103(8)
Lambda-Cihalotrin 96(20) 108(9) Malation 103(17) 85(15)
Cipermetrina 85(20) 94(20) Mecarbam 102(4) 90(13)
Ciproconazol 110(17) 101(20) Metalaxilo 102(15) 99(20)
Clorfenapir 113(9) 105(13) Metribucina 102(8) 102(19)
Clorfenvinfos 104(9) 97(20) Mevinfos 100(14) 87(8)
Clorprofam 108(9) 96(12) Miclobutanilo 108(10) 106(10)
Clorpirifos 106(8) 94(16) Nuarimol 104(16) 111(6)
Clorpirifos-metilo 106(14) 85(9) 0,p0-DDD 100(5) 92(8)
Clortal-dimetil 106(13) 96(17) | | 0,p0-DDE 114(5) 110(15)
Clorotalonil 85(20) 95(16) 0,p0-DDT 94(10) 82(13)
Deltametrin 86(18) 97(7) O-fenilfenol 100(10) 97(15)
Diazin6n 108(5) 102(14) Oxadixilo 100(7) 107(9)
Dicloran 104(9) 94(78) Oxifluorfén 104(5) 100(7)
Diclorvos 110(7) 111(14) Paclobutrazol 104(11) 107(13)
Dicofol 94(6) 99(17) Paration 108(8) 92(15)
Dieldrin 100(7) 102(17) Paratién-metilo 110(9) 91(19)
Difenoconazol 106(16) 105(18) Penconazol 104(9) 104(13)
Diflufenican 98(15) 103(5) Pendimetalina 105(10) 110(6)
Disulfoton 104(9) 100(8) Permetrina 102(13) 103(15)
Endosulfan alfa 94(18) 102(16) Pirazofos 94(6) 100(13)
Pirimicarb 96(6) 98(18) Piridabén 98(17) 103(9)
Endosulfan beta 88(5) 106(13) Pirimetanil 100(14) 106(10)
Endosulfan sulfato 85(8) 95(14) Pirimifos-metilo 106(8) 97(18)
Endrin 102(4) 103(12) Piriproxifén 102(11) 105(18)
EPN 98(9) 84(16) Procimidona 102(8) 101(13)
Esfenvalerato 84(14) 103(11) Propiconazol 130(14) 106(9)
Etifencarb 90(19) 78(9) Propoxur 85(16) 81(15)
Etion 106(13) 98(12) Protiofos 106(5) 93(8)
Etofenprox 102(8) 97(20) Quinalfos 108(8) 101(20)
Etoprofos 104(9) 96(20) Chinometionato 85(18) 89(7)
Etridiazol 115(5) 114(8) Simacina 102(13) 101(18)
Etrimfos 110(6) 92(16) Sulfotep 104(9) 86(12)
Famoxadona 100(12) 108(14) Tau-fluvalinato 86(18) 108(9)
Fenamifos 100(12) 104(20) Tebuconazol 104(9) 104(13)
Fenarimol 102(15) 106(11) Terbutilacina 100(12) 99(15)
Fenbuconazol 106(8) 103(14) Tetraconazol 102(8) 111(12)
Fenitrotion 114(13) 110(5) Tetradifon 98(13) 105(14)
Fenpropatrina 98(5) 109(8) Tetrametrin 106(8) 106(8)
Fenpropimorfo 110(5) 105(17) Tiometdn 102(8) 80(14)
Fention 106(5) 88(15) Tolclofos-metilo 104(5) 86(8)
Fentoato 106(5) 74(12) Triadimefon 106(8) 104(11)
Fenvalerato 86(18) 110(15) Triadimenol 110(6) 105(12)
Fipronil 85(20) 110(11) Triclorfon 105(12) 121(6)
Fluacifop-butilo 108(8) 110(15) Trifloxistrobina 108(4) 109(12)
Flucitrinato 94(6) 103(13) Triflumizol 114(8) 105(12)
Fludioxonil 100(12) 100(158) Trifluralina 88(12) 98(18)
Flusilazol 114(5) 112(5) Vinclozolina 106(11) 98(20)

Media de 5 determinaciones

(Camino, F. J, et al., 2011)



Anexo 5. Aplicacion del método QUEChERS validado.

Matriz Nimero de Compuesto Min. Max. LMR? Positivos (%)
muestras (mg kgt) (mgkg?) (mgkg-1)
(positivos, %)

Tomate 944 (554, 58.7%) | Azoxistrobina 0.01 0.06 2.00 6 (0.6%)
Bifentrina 0.01 0.11 0.20 201 (21.3%)
Bitertanol 0.03 0.06 3.00 3 (0.3%)
Buprofecina 0.01 0.08 1.00 14 (1.5%)
Clorpirifos 0.01 0.01 0.50 1 (0.1%)
Clorpirifos-metilo 0.02 0.04 0.50 6(0.6%)
Cipermetrina 0.01 0.04 0.50 10 (1.1%)
Ciproconazol 0.01 0.02 0.05 5 (0.5%)
Deltametrin 0.01 0.07 0.30 40 (4.2%)
Difenoconazol 0.01 0.01 2.00 2 (0.2%)
Suma de endosulfan 0.06 0.06 0.50 1(0.1%)
alfa, beta y sulfato
Etiofencarb 0.02 0.02 0.01 1(0.1%)
Etofenprox 0.01 0.06 1.00 14 (1.5%)
Etridiazol 0.01 0.03 0.05 4 (0.4%)
Fenamifos 0.02 0.02 0.05 1 (0.1%)
Flucitrinato 0.01 0.01 0.05 1 (0.1%)
Fludioxonilo 0.01 0.06 1.00 23 (2.4%)
Hexaconazol 0.07 0.09 0.10 2 (0.2%)
Iprodiona 0.02 0.10 5.00 5 (0.5%)
Cresoxim-metilo 0.02 0.02 0.50 2 (0.2%)
Metalaxilo 0.01 0.04 0.20 22 (2.3%)
Metribucina 0.04 0.07 0.10 3 (0.3%)
Miclobutanilo 0.02 0.05 0.30 2 (0.2%)
Pirimicarb 0.01 0.08 1.00 10 (1.1%)
Pirimifos- metil 0.02 0.18 1.00 3 (0.3%)
Procimidona 0.01 0.01 2.00 2 (0.2%)
Pirazofos 0.01 0.01 0.05 3 (0.3%)
Piridabén 0.01 0.14 0.30 106 (11.2%)
Pirimetanil 0.01 0.20 1.00 25 (2.6%)
Piriproxifén 0.01 0.17 1.00 46 (4.9%)
Tebuconazol 0.01 0.22 1.00 52 (5.5%)
Suma de triadimefon -, 0.29 0.30 45 (4.7%)
y triadimenol

Pimiento 80 (25, 31.3%) Azoxistrobina 0.05 0.05 0.10 2 (2.5%)
Clorpirifos- metilo 0.03 0.03 0.30 1 (1.3%)
Cipermetrina 0.02 0.02 0.10 1 (1.3%)
Ciproconazol 0.02 0.02 0.05 1 (1.3%)
Dicloran 0.01 0.01 0.01 1 (1.3%)
Etridiazol 0.01 0.01 0.05 1(1.3%)
Fenarimol 0.01 0.04 0.05 3 (3.8%)
Fludioxonilo 0.02 0.04 0.05 5 (6.3%)
Furatiocarb 0.02 0.03 0.10 3 (3.8%)
Metalaxilo 0.01 0.09 0.10 2 (2.5%)
Miclobutanilo 0.01 0.05 0.05 4 (5.0%)
0,p0-DDD 0.02 0.02 1.00 1 (1.3%)
Pirimicarb 0.08 0.08 0.10 1 (1.3%)
Procimidona 0.04 0.04 0.10 1 (1.3%)
Piridabén 0.08 0.08 0.05 1(1.3%)
Pirimetanil 0.12 0.25 0.10 2 (2.5%)
Piriproxifén 0.01 0.05 0.05 2 (2.5%)
SIELE ST (el RN 0.10 0.20 11 (13.8%)
y triadimenol

LMR? Limite maximo de residuo.

(Camino F.J, et al., 2011)



Anexo 5. Continuacion. Aplicacion del método QUEChERS validado.

Matriz Nimero de | Compuesto Min. Max. LMR? Positivos
muestras (mg kg™) (mg kg™) (mg kg-1) (%)
(positivos,
%)
Lechuga 100, Deltametrin  0.06 0.06 0.50 1 (10.0%)
10.0%) ) ) ) )
Pepino 594((2? Azoxistrobina 0.01 0.01 1.00 1 (0.5%)
Bifentrina 0.01 0.01 0.10 2 (1.1%)
Bitertanol 0.01 0.01 0.50 2 (1.1%)
Bupirimato 0.01 0.02 1.00 3 (1.6%)
Buprofecina  0.01 0.02 1.00 2 (1.1%)
Cipermetrina 0.01 0.02 0.20 2 (1.1%)
Suma de
endosulfan
alfa, beta y 0.01 0.01 0.05 1 (0.5%)
sulfato
EPN 0.02 0.02 0.01 1 (0.5%)
Etridiazol 0.02 0.02 0.10 1 (0.5%)
Fenarimol 0.02 0.02 0.20 1 (0.5%)
Fludioxonilo  0.01 0.08 1.00 12 (6.3%)
Iprodiona 0.08 0.18 2.00 4 (2.1%)
Metalaxilo 0.02 0.11 0.50 17 (9.0%)
Miclobutanilo 0.01 0.04 0.10 3 (1.6%)
0,p0-DDD 0.01 0.04 0.05 3 (1.6%)
Penconazol 0.01 0.03 0.10 5 (2.6%)
Permetrin 0.01 0.01 0.05 1 (0.5%)
Pirimicarb 0.01 0.01 1.00 1 (0.5%)
Procimidona 0.06 0.10 1.00 2 (1.1%)
Piridabén 0.06 0.06 0.10 1 (0.5%)
Pirimetanil 0.01 0.23 1.00 8 (4.2%)
Tebuconazol 0.01 0.05 0.50 3 (1.6%)
Suma de
triadimefény 0.01 0.07 0.10 8 (4.3%)
triadimenol
Triflumizol 0.02 0.05 0.20 4 (2.1%)
Berenjena 23(1, 4.3%) | Pirimetanil 0.01 0.01 1.00 1(4.3%)
Calabacin 61 (9,14.8) | Cipermetrina 0.04 0.04 0.20 1(1.6%)
Melon 22(3202) Azoxistrobina 0.01 0.04 0.50 6 (10.0%)
Bifentrina 0.01 0.02 0.05 2 (3.3%)
Buprofecina  0.03 0.03 1.00 1(1.7%)
Suma de
triadimefény 0.01 0.05 0.10 13 (21.7%)
triadimenol
Sandia 78 (13, Azoxistrobina 0.01 0.18 0.50 3 (3.8%)
16.7%) ) ) ’ )
Bifentrina 0.02 0.03 0.05 3 (3.8%)
Buprofecina  0.02 0.02 0.50 1(1.3%)
Deltametrin ~ 0.01 0.01 0.20 1(1.3%)
Fenamifos 0.01 0.01 0.05 1(1.3%)
S .01 0.01 0.05 2 (2.6%)
cihalotrina
Suma de
triadimefény 0.01 0.07 0.10 10 (12.8%)
triadimenol

Manzana 18 (0, 0%)

LMR 2 Limite maximo de residuo.

(Camino F.J, et al., 2011)



Anexo 6. Campos de aplicacion del método QueChERS.

* Rango recuperaciones: 60 -120 %, con %RSD <20%.
* Inyeccién: en acetona-N-hexano ((1:1 v/v).

* Rango lineal:1-250 pg/kg.

* Tiempo de analisis: 36 min.

Técnica Matriz Analito Limite de Limite de Comentarios Referencia
deteccion cuantificacién
~ 10 po/kg, * 25 g de muestra y Clean-up con C18+ PSA +MgSO4.

Pera, tomate, Rango a excepcion de | * Ratio acetonitrilo- matriz: 1.
6 pepino, estimado 0.3 - 3 piretroides | * Columna HP-5ms Ultra Inert. Lin XY et
o alubias, Piretroides 4.9 pg/kg (Bifenthrin, * Columna “backflushing”. al., 2018

fruto de (total 10) (S/N=3) 1 pg/kg; * Volumen inyeccion: 1 uL (en acetonitrilo).

o
N symphoricarpos cyfluthrin, * Rango recuperaciones:78.8 -118.6, con %RSD 14.8%
(@) 13 pg/kg; medio.
° cypermethrin, | * Rango lineal:10-100 pg/kg.
o 15 pg/kg) * Tiempo de andlisis: 20 min.
>
S
-% * 5 g de muestra y Clean-up con GCB + PSA +MgSO4.
5 Herbicida * Ratio acetonitrilo- matriz: 4.
o Tomate Metribucina y Rango: Rango: * Columna HP-5ms Ultra Inert.
@ sus metabolitos | 0.2 -0.8 pg/kg 6 - 28 pg/kg * Volumen inyeccion: — (en metanol). Xie YL et
Q * Rango recuperaciones: 72.35% -95.86 %. con % al., 2017
= RSD 1.98% -8.70%.
c * Rango lineal: 10-100 pg/kg.
o * Tiempo de analisis: 10 min.
(&)
7))
2 * 4 g de muestra + 16 mL H»O destilada y extracto se
) pasa por un cartucho de florisil.
2, Rango: Rango: * Ratio acetonitrilo (1% &cido)- matriz: 2.5. Wu CC.,
O Té 89 pesticidas 1-25 ug/kg 10 -50 pug/kg | * Columna HP-5ms Ultra Inert. 2017
Q)

|=



Anexo 6. Continuacion. Campos de aplicacion del método QueChERS.

* Volumen de inyeccién 1 uL (en acetato de etilo).

* Rango recuperaciones: 70 -120%, con %RSD < 20%.
* Rango lineal 2- 500 pg/kg, para el 80%.

* Tiempo de analisis: 40.5 min.

Técnica Matriz Analito Limite de Limite de Comentarios Referencia
deteccion cuantificacién
* 10 g de muestra + Clean-up con PSA + C18 + GCB.
10 pg/kg, a * Ratio acetonitrilo-matriz: 1.
excepcion de 9 | * Columna capilar DB-5.
con 50 pg/kgy | * Columna “backflushing” previa (retro-lavado).

— Grosellas Se considero 3 con 200 * Inyeccién en tolueno, aunque algunas han sido Walorczyk
(@ negras 189 pesticidas el valor del po/kg. Para estabilizadas con acetonitrilo al 1% de acido férmico S., 2014
(@4 LDC captan, (2:1 (viv)).
(@ Dimethoate y | * Rango recuperaciones: 70- 116 %, con %RSD 3-
= Fenpiroximate | 19%, a excepcién Chlorothalonil con 23%.
O se consideré * Rango lineal: 5-500 pg/kg, para la mayoria.

o 100 pg/kg * Tiempo de andlisis: 36 min.

o

E * 5 g de muestra + Clean-up con PSA+ C18 + MgS0O4
© (En harinas, se emplea un cartucho de florisil).

g 3.6 pg/kg, para | * Ratio aceto de etilo- matriz: 2.

O el 80% de ellos, | * Columna capilar VF-5ms. Grande A.
o) a excepcion en | * Precolumna de silice fundida de Supelco. etal., 2017
= Arroz y harina | 100 pesticidas - los que se * Volumen de inyeccién 10 pL.
= de trigo establece 6 * Rango recuperaciones 78- 109 % en arroz y 79-116%
- pno/kgy 12 en harina, con %RSD < 20%.

c po/kg. * Rango lineal 3.6-150 ug/kg, para el 80%.

8 * Tiempo de andlisis: 27.4 min.
%) *(0.5-1.0-2.0-5.0 g de muestra + 5 mL agua.

; * Clean-up: diferentes combinaciones con PSA, C18y
) GCB, EMR adsorbente (NaCl/ MgSO4 (1:4)).
= Aceites * Ratio acetonitrilo-matriz: 20-10-5-2. He Z. et al.,
D vegetales 255 pesticidas - Rango: * Columna capilar VF-5ms y una pre-columna de silice 2017
©) comestibles 5 -50 pg/kg fundida de Supelco.




Anexo 6. Continuacion. Campos de aplicacion del método QueChERS

Técnica

Matriz

Analito

Limite de
deteccién

Limite de
cuantificaciéon

Comentarios

Referencia

GC/MS-MS con triple cuadrupolo (QQQ)

Manzanas y
suelos

Bromotalonil

0.09 pg/kg

0.31 pg/kg

* 10 g de muestra +5 ml H20 destilada (Extraccion con
ultrasonidos) + Clean-up con PSA + MgSOQOa.

* Ratio aceto de etilo- matriz:1.

* Columna capilar RMX-35ms.

* Volumen de inyeccién 1 puL (en acetato de etilo).

* Rango recuperaciones: 80.8- 106 %, con %RSD entre
3.08 - 7.09%.

* Rango lineal: 10-100 pg/kg.

* Tiempo de andlisis: 13.6 min.

Liu H. et
al., 2014

Tomate,
manzana,
cebollay

naranja

210 pesticidas

5 pg/kg

10 pg/kg

* 10 g de muestra + mezcla sales NaCl+ MgSQOa4 (no
clean-up) METODO ACETATO ETILO.

* Ratio aceto de etilo- matriz:1.

* Columna capilar HP-5ms Ultra Inert.

* Columna de “backflushing” (retro-lavado).

* Volumen de inyeccién: 2 uL (en acetato de etilo).

* Rango recuperaciones 70 -120 % para el 80%, con
%RSD< 20 %.

* Rango lineal: 0.5 -1000 pg/kg.

*Tiempo de analisis: 20 min + 3 min “backflushing”

Uclés S. et
al., 2014

Espinacas

85 pesticidas
(hidrofilicos,
hidrofébicos, bajo
y alto peso
molecular,
carbamatos,
organofosforados
y organoclorados)

Rango:
1-10 ug ’kg

3 x desviaciéon
estandar

* 10 g muestra.

* Tras 12 fase de adicion de sales se concentra y
redisuelve en 3 disolventes distintos: metanol, acetonitrilo
y acetonitrilo + H20 (Ratio acetonitrilo/matriz: 1).

* Extracto se pasa por membrana de filtracion.

* Clean —up con cartucho GC/NH2.

* HP4750 Stirred Cell p filtracion +SepPak bomba elucion.

* TRACE GC Ultra acoplado a MS (Polaris Q).

* Columna capilar DB-5MS.

* Recuperaciones filtracion GK: 70.5-95.2%, con %RSD
<20%.

* Rango lineal: 50-400 ug /kg.

* Volumen de inyeccién: 2 L.

* Tiempo analisis: 40 min.

Hong J. et
al 2016)




Anexo 6. Continuacion. Campos de aplicacion del método QueChERS.

Técnica

Matriz

Analito

Limite de
deteccion

Limite de
cuantificaciéon

Comentarios

Referencia

GC-MS-QP2010 Ultra

Alcachofas

35 pesticidas
(otros 63
pesticidas por
LC)

Rango:
5-25 ug /kg.

10 ug ’kg

* 2 g muestra + 4 mL H20 mili-Q.

* 3 metodologias de extraccién: con QUEChERS
citrato con acetonitrilo, con acetato de etilo y MSPD.

* Ratio acetonitrilo o acetato de etilo/matriz: 1.

* Clean-up con 150 mg de CaClz + 150 mg PSA o 200
mg de MgSO4 + 200 mg de GCB + 150 mg de PSA o
columna con los adsorbentes de Clean-up: 0.4 g de
GCB + 3.6 g de Florisil + 1.0 g muestra mezclada en
mortero con NazSOa.

* La inyeccion por GC-MS/MS es con acetato de etilo.
* Columna capilar TR-5MS Thermo.

* Recuperacion QUEChERS: 70%-120%, con %RSD
<20%

* Rango lineal: 50-400 ug /kg .

* Volumen de inyeccion: 1 pL.

* Tiempo de andlisis: 45 min.

Machado |I. et
al., 2017

GC/MS-MS con triple cuadrupolo
(QQQ)

Mango
(verdes y
maduros)

56 pesticidas

4 ug kg

10 pg/kg

* 10 g de muestra + Clean-up optimizado con varias
mezclas de PSA + GCB.

* Ratio acetonitrilo acidificado-matriz: 1.

* Columna capilar HP-5MS.

* Volumen inyeccién: 1 uL (en n-hexano).

* Rango recuperaciones: 70- 120 %, con %RSD <20%.

* Rango lineal: 5-500 ug/kg, para la mayoria.
* Tiempo de andlisis: 33.8 min.

Li P. et al., 2018

Tomate,
pimiento,
lechuga,

pepino,
berenjena,
calabacin,

melén, sandia

y manzana

121 pesticidas

Rango
Estimado para
(SIN)=3;
1-3 ug ’kg

10 pg/kg

* 15 g de muestra + Clean-up PSA + MgSOa4

* Ratio acetonitrilo -matriz: 0.67.

* Columna capilar Varian Factorfour VF-5MS.

* Volumen inyeccion: 6 yL (en acetonitrilo).

* Rango recuperaciones: 85-115 %, con %RSD <20%.
* Rango lineal: 6-100 pg/kg.

* Tiempo de analisis: 30.9 min.

Camino F.J. et
al., 2011
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