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1. RESUMEN

En este trabajo se ha desarrollado un método para el analisis de residuos de
pesticidas y productos veterinarios en productos avicolas, tales como huevo y carne
de pollo. EI método propuesto consta de una etapa de tratamiento de muestra
basada en el empleo del método QUEChERS, haciendo uso de cartuchos EMR-Lipid
como fase de clean-up. La deteccion y cuantificacion de los analitos se basa en la
aplicacion de la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas con
un analizador de tiempo de vuelo (LC-TOFMS), empleando una fuente de ionizacién
de electrospray (ESI) operando en modo positivo y negativo. El método se aplicé a la
determinacién de 48 pesticidas y productos veterinarios, incluyendo varios de
diferentes familias, lograndose su separacion en 10 minutos en las condiciones
cromatograficas optimizadas. La identificacion de cada uno de los compuestos a
analizar se llevd a cabo a partir de la medida de masa exacta de la molécula
protonada ([M+H]") o desprotonada ([M-H]) y el tiempo de retencién, ademas de la
informacion proporcionada por sus fragmentos y perfiles isotdpicos. Los resultados
obtenidos mostraron una buena linealidad para cada analito, siendo la mayoria de
los coeficientes de regresion calculados superiores a 0.9900. Un estudio de
recuperacion fue llevado a cabo, obteniéndose recuperaciones superiores al 70%
para la mayor parte de los compuestos analizados tanto en huevo como en carne de
pollo. Todos los limites de cuantificacion obtenidos se encontraban por debajo de 10
ng L. Finalmente, el método desarrollado fue aplicado al anélisis de 6 muestras de
huevo y carne de pollo de diferentes marcas comerciales, detectandose la presencia

de varios de los analitos estudiados.



ABSTRACT

In this work, a method for the analysis of pesticide residues and veterinary products
in poultry products, such as eggs and chicken meat, has been carried out. The
proposed method consists of a sample treatment based on the use of the
QUEChERS method, using EMR-Lipid cartridges as clean-up. The detection and
quantification is based on the application of liquid chromatography coupled to mass
spectrometry with a time-of-flight analyser (LC-TOFMS), using an electrospray
ionisation (ESI) source operating in positive and negative ion mode. The method was
applied for the determination of 48 pesticides and veterinary products from different
classes, and the separation was achieved within 10 minutes under the optimised
chromatographic conditions. The identification of each analyte was carried out from
the exact mass measurement of the protonated ([M+H]") or deprotonated ([M-HJ)
molecule and the retention time, in addition to the information provided by their
fragments and isotopic pattern. Appropriate results were obtained in terms of
linearity, with most of the calculated regression coefficients better than 0.990. A
recovery study was carried out, obtaining recoveries above 70% for most of the
compounds analysed in both egg and chicken meat. All quantification limits obtained
were below 10 pg L. Finally, the developed method was applied to the analysis of 6
egg and chicken meat samples of different commercial brands, being identified

several of the analytes studied.



2. OBJETIVOS

Los principales objetivos de este Trabajo Fin de Master son los siguientes:

e Desarrollar y poner a punto un método para el andlisis de pesticidas y
productos veterinarios en huevo y en carne de pollo mediante cromatografia
de liquidos acoplada a espectrometria de masas.

e Evaluar la eficacia del método propuesto mediante el estudio de diferentes
pardmetros de validacion tales como la linealidad, limite de cuantificacion,
efecto matriz, asi como la realizacidén de un estudio de recuperacion.

e Evaluar la aplicabilidad del método desarrollado para el estudio de pesticidas

y productos veterinarios en muestras reales de huevo y carne de pollo.

3. INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es uno de los principales desafios a nivel mundial. La
necesidad de poner fin a este conflicto global es evidente y asi queda recogido por la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), siendo la seguridad alimentaria uno de
los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) para su agenda 2030 (ONU, 2015). En
concreto, en el segundo de estos ODS se establece la necesidad de erradicar todas
las formas de hambre y desnutricién para el afio 2030, siendo crucial el aumento de
la productividad y sostenibilidad de las practicas agricolas para alcanzar este
objetivo. Con el propédsito de responder a la creciente demanda de alimentos es
frecuente el empleo de productos fitosanitarios y medicamentos de uso veterinario.
Ademas de estas sustancias también es posible encontrar otra gran cantidad de
agentes téxicos en los alimentos (Silano & Silano, 2015), lo cual hace que sea
necesario mantener la presencia de estos residuos por debajo de unos limites. Para
ello existen diferentes regulaciones que, ante la creciente exigencia de los
consumidores, han conducido a la fijacién de unos limites cada vez mas estrictos. Es
por ello por lo que existe la necesidad de aplicar métodos analiticos capaces de
responder a las altas exigencias normativas. Ademas, el empleo de sustancias
guimicas no autorizadas y la incorporacion de nuevos productos en el mercado
hacen que sea imprescindible una mejora y una actualizacion continua de las

metodologias analiticas destinadas al control de contaminantes en alimentos.



3.1. Importancia del sector avicola de puestay de carne

Los huevos y la carne de pollo se encuentran entre los alimentos de origen animal
mas consumidos a nivel mundial. Ambos alimentos contribuyen a la nutricion
humana gracias a su elevado contenido en proteinas de alta calidad y a su bajo nivel
de grasas. El consumo de huevos y de carne de pollo ha aumentado rdpidamente en
los ultimos afios como consecuencia del incremento demografico y la mayor
demanda de alimentos, siendo un factor importante a tener en cuenta el bajo coste
de produccion de estos alimentos (FAO, 2020). Son estos motivos por los que se
han elegido el huevo y la carne de pollo como alimentos en los que centrar el estudio

propuesto.

El huevo es uno de los alimentos basicos en la dieta humana, siendo ampliamente
utilizado debido a su importancia a nivel nutricional, econémico y tecnolégico. A
partir del contenido del huevo es posible el origen de un nuevo ser vivo, lo cual
justifica que éste sea uno de los alimentos mas completos que existen. En el huevo
es posible identificar tres partes diferentes como son la clara y la yema, que
representan alrededor del 60% y 30% respectivamente, y la céscara, la cual
representa en torno al 10% del peso (Instituto de Estudios del Huevo, 2020). En lo
referente a la composicion, en un huevo entero y crudo es posible encontrar agua,
proteinas, lipidos, carbohidratos y cenizas, los cuales representan en torno al 76.1%,
12.6%, 9.5%, 0.7% y 1.1%, respectivamente (Réhault-Godbert et al., 2019).

Segun los datos aportados por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
(MAPA) para el afio 2019, el sector del huevo de consumo en Espafia supuso un 4%
de la facturacion dentro de la actividad ganadera y un 1,6% de la actividad agricola.
En lo que respecta a los sistemas de produccion el 77% de las gallinas ponedoras
fueron criadas en jaula, 13% en suelo, 9% camperas y 1% ecoldgicas. EI consumo
de huevos fue de 14,9 kg/per capita en el afio 2019, lo cual equivaldria a unos 237
huevos por persona y afio. En el ambito de la Union Europea, Espafia ocupa una
posicion destacada dentro de este sector productivo, siendo el cuarto productor
comunitario tras Alemania, Polonia y Francia (MAPA, 2020). En cuanto a las

exportaciones de huevos, Espafia también juega un papel importante en la



distribucion de este producto sobre todo a paises de la Unidn Europea, tal y como se

muestra en el grafico representado en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucion de las exportaciones de huevos de consumo en Espafia entre 2008 y 2019,
en miles de toneladas (MAPA, 2020).

Por su parte, la carne de pollo es una de las carnes mas solicitadas en todo el
mundo. Algunas de las razones por las que el consumo de esta carne esta tan
extendido son su amplia disponibilidad, su bajo coste econémico, asi como su
importante valor nutricional, siendo una fuente importante de vitaminas, minerales y
aminoécidos esenciales. En cuanto a su composicién nutricional, el componente
mayoritario de la carne de pollo es el agua, representando alrededor del 70% del
peso total, seguida de las proteinas y lipidos, los cuales suponen aproximadamente
un 20% y 10% del total, respectivamente (Moreiras et al.,, 2018). Otro punto
importante es que la carne de pollo no contiene grasas trans (relacionadas con la
aparicion de enfermedades coronarias) por lo que es considerada como una carne
saludable, a diferencia de la carne de vacuno o de cordero que contienen grandes
cantidades (FAO, 2013).

En el aflo 2019 en Espafa, el consumo medio de carne de pollo fue de 12,37 kg/per
capita, manteniendo desde el afio 2012 una tendencia descendente el consumo de
este tipo de carne. Sin embargo, a pesar de este descenso, el afio 2019 se
caracterizo por el aumento de la produccion de la carne de pollo, siendo Espafia uno
de los principales productores en el ambito europeo. En cuanto al comercio exterior,
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en este afio también se produjo una ligera bajada de las importaciones y
exportaciones de este tipo de carne, siendo los principales destinos paises de la
Union Europea (MAPA, 2020).

Queda reflejado por tanto cémo la industria avicola es uno de los sectores mas
importantes desde el punto de vista de la produccidén de alimentos, siendo ademas
un importante motor consolidado en la economia nacional. Es por la relevancia de
este sector por lo que surge la necesidad de establecer sistemas de control eficaces

para estos productos que garanticen en todo momento la seguridad del consumidor.

3.2. Seguridad alimentaria

El concepto de seguridad alimentaria ha ido modificAndose a lo largo del tiempo
desde su aparicion a mediados de los afios 70 (CSA, 2012). Después de toda su
evolucion se ha llegado a un concepto actual donde es posible diferenciar un sentido
mas amplio de seguridad alimentaria, asi como un concepto mas restringido. En un
sentido mas amplio se hace referencia a la definicion adoptada por la Cumbre
Mundial sobre la Alimentacion (CMA) de 1996 donde se establece que “existe
seguridad alimentaria cuando todas las personas tienen en todo momento acceso
fisico y econdmico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus
necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a los alimentos a fin de llevar
una vida activa y sana” (FAO, 1996). En relacion con esta definicion se fijan los
cuatro pilares fundamentales en los que se sustenta la seguridad alimentaria y que

son la disponibilidad, el acceso, la utilizacion y la estabilidad (CSA, 2017).

Un aspecto clave a tener en cuenta en relacion con la seguridad alimentaria es el
crecimiento exponencial de la poblacion en las dltimas décadas, lo cual tiene como
consecuencia una mayor demanda de alimentos. Una representacion grafica de este
incremento queda reflejada en la Figura 2. Se estima que en el afio 2050 habra 9.7
billones de personas en el mundo, lo cual aumentaria en un 70% la necesidad de
alimentos disponibles en relacién con los que se consumen hoy en dia (Cole et al.,
2018).
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Figura 2. Demanda global de alimentos en los Gltimos afios (Adaptada de Cole et al., 2018).

En vista de lo expuesto anteriormente, se pone de manifiesto la necesidad de
aumentar la productividad de alimentos a nivel global. Dentro del sector agricola y
ganadero, el incremento de los rendimientos de produccion esta relacionado con el
empleo de determinados insumos agricolas tales como fertilizantes, agroquimicos,
pesticidas, productos veterinarios, etc., algunos de los cuales estan destinados al
mantenimiento de las cosechas mediante el control de plagas, asi como a la
prevencion y al tratamiento de enfermedades en explotaciones ganaderas
(OCDE/FAO, 2019).

El empleo de estos productos permite conectar con ese concepto mas restringido de
seguridad alimentaria comentado anteriormente, el cual se centra en la calidad e
inocuidad de los alimentos que llegan al consumidor. Con objeto de garantizar esta
seguridad existen diferentes regulaciones que tienen como finalidad mantener la
presencia de estos contaminantes por debajo de unos limites, asegurando en todo
momento la salud del consumidor. Para ello es fundamental la actividad llevada a
cabo por diferentes organizaciones donde, en funcién del ambito de actuacion, es

posible identificar tres niveles de organizacion.

En el ambito internacional se encuentra el conocido como “Codex Alimentarius”, el

cual surge a partir de un programa conjunto creado por la Organizacion Mundial de



la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO). Este programa tiene como principal objetivo la unificacion y
armonizacion de criterios, permitiendo de esta manera un comercio internacional de
alimentos inocuos. En un contexto europeo, el 6rgano cientifico de referencia es la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), la cual tiene como finalidad el
mantenimiento de la seguridad de los alimentos en los estados miembros de la
Union Europea garantizando el correcto funcionamiento del mercado interior. A nivel
estatal, la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) tiene
como funcién actuar como punto nacional de contacto con las diferentes redes de
alerta encargadas de gestionar los riesgos alimentarios, como son el Sistema
Coordinado de Intercambio Rapido de Informacion (SCIRI) a nivel nacional, la Red
de Alerta alimentaria de la Union Europea (RASFF), asi como la Red de alerta de la
OMS y la FAO (INFOSAN).

3.3. Contaminantes alimentarios

El riesgo de contaminacion en la cadena alimentaria agricola es muy amplio ya que
son multiples las fuentes que pueden dar origen a esa contaminacion (Silano &
Silano, 2015). Es esta extensa variedad de contaminantes la que hace que sea
fundamental mantener su presencia en los alimentos por debajo de unos limites,
siendo las sustancias quimicas, tales como productos fitosanitarios, metales, aditivos
alimentarios, contaminantes organicos, etc., una de las mayores preocupaciones

para los consumidores (Etienne et al., 2018).

Dentro de la industria avicola se va a centrar la atencion en la contaminacién
causada por pesticidas y productos veterinarios, ya que son éstos algunos de los
agroquimicos mas frecuentemente encontrados en los productos derivados de este
sector (Filazi et al., 2017). Estas sustancias pueden introducirse en la cadena de
produccion debido a los residuos presentes en piensos o en agua utilizados para la
alimentacion, asi como consecuencia de una exposicion directa en el curso de
control de plagas o tratamiento de enfermedades (Aulakh et al., 2006). Es por ello
por lo que se va a realizar una clasificacion mas detallada de pesticidas y productos

veterinarios.



3.3.1. Clasificacion de pesticidas

Cuando se habla de pesticida se hace referencia a “cualquier sustancia o mezcla de
sustancias de composicién quimica o biolégica destinada a repeler, destruir o
controlar cualquiera plaga o regular el crecimiento de las plantas” (FAO & WHO,
2014). Dentro de este concepto se incluyen una gran variedad de pesticidas con
diferentes propiedades fisicas y quimicas, siendo posible establecer varias

clasificaciones de estas sustancias en funcién de distintos aspectos.

Una clasificacion se establece en funcion de su composicion quimica y la
descripcion de sus ingredientes activos (Hassaan & ElI Nerm, 2020). De esta manera
es posible clasificar a los pesticidas en cuatro categorias principales:
organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides. Otra forma de clasificar
estas sustancias es la basada en la funcion del pesticida y el tipo de plaga sobre el
gue actiuan (Yadav & Devi, 2017). Una clasificacion general de los pesticidas se

muestra en la Figura 3.

Clasificacion de pesticidas
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Figura 3. Clasificacién general de pesticidas (Adaptada de Yadav & Devi, 2017).



Un aspecto clave a tener en cuenta cuando se hace uso de pesticidas es la toxicidad
que presenta cada uno de ellos. En este sentido se recurre a la “Clasificacion
recomendada por la OMS para los plaguicidas segun su peligrosidad” (OMS, 2010),
recogida en la Tabla 1 del texto, la cual clasifica a los pesticidas segun su toxicidad
aguda dérmica y oral utilizando la dosis letal media estimada (LDsp). Este pardmetro
estadistico hace referencia a la dosis de pesticida que resulta letal para la mitad de

los animales probados (ratas) cuando ingresan en el cuerpo por via oral o dérmica.

Tabla 1. Clasificacién de pesticidas recomendada por la OMS (OMS., 2010).

Clase OMS LDso para rata (mg kg'1 de peso corporal)
Oral Dérmica
la. Extremadamente peligrosos <5 <50
Ib. Altamente peligrosos 5-50 50-200
Il. Moderadamente peligrosos 50-2000 200-2000
lll. Ligeramente peligrosos >2000 >2000
U. Poco probable de presentar riesgo agudo =5000 =5000

Esta clasificacion de la OMS se ha puesto en consonancia con las categorias de
peligro de toxicidad aguda del Sistema Globalmente Armonizado de clasificacion y
etiquetado de productos quimicos (SGA), si bien los criterios de clasificacién no son
idénticos a los fijados por la OMS, ya que ésta Ultima hace referencia
mayoritariamente a los riesgos derivados de las propiedades intrinsecas de los

pesticidas.

3.3.2. Clasificacién de productos veterinarios

Se define un medicamento veterinario como ‘“toda sustancia o combinacion de
sustancias que se presente como poseedora de propiedades curativas o preventivas
con respecto a las enfermedades animales”, de acuerdo con lo establecido en la
Directiva 2001/82/CE. Una clasificacion importante de estas sustancias es la
establecida en funcion de su campo de aplicacion (Frenich et al., 2009), pudiéndose

diferenciar varias familias de compuestos tal y como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Familias de medicamentos veterinarios segin su campo de aplicacion (Adaptada de
Frenich et al., 2009).

Otra clasificaciobn para productos veterinarios queda recogida en la Directiva
96/23/CE, relativa a las medidas de control aplicables respecto de determinadas
sustancias y sus residuos en los animales vivos y sus productos. Esta Directiva
divide los residuos contenidos en ella en dos grupos diferenciados, como son el
grupo A y grupo B. Dentro del grupo A se incluyen las sustancias que presentan
efectos anabolizantes y aquellas cuyo uso no esta autorizado en animales
destinados a la produccion de alimentos. Por su parte, aquellas sustancias que si
estan permitidas para ser utilizadas como medicamentos veterinarios se encuentran
dentro del grupo B. Una clasificacién detallada de estas sustancias se muestra en la
Tabla 2.

11



Tabla 2. Clasificacién de productos veterinarios segun Directiva 96/23/CE. Grupo A: Sustancias
con efecto anabolizante y sustancias no autorizadas. Grupo B: Medicamentos veterinarios y
contaminantes.

I. Estilbenos, derivados de los estilbenos, sus sales y ésteres
< | |I. Agentes antitiroidianos
8 Ill. Esteroides
E IV. Lactonas de acido resorcilico (incluido Zeranol)
® | V. B-agonistas
VI. Sustancias incluidas en el anexo IV del Reglamento (CEE) N° 2377/90
I. Sustancias antibacterianas, incluidas las sulfamidas y las quinolonas
Il. Otros medicamentos veterinarios:
a. Antihelminticos
b. Anticoccidianos, incluidos los nitroimidazoles
c. Carbamatos y piretroides
0 d. Tranquilizantes
e e. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
% f. Otras sustancias que ejerzan una actividad farmacoldgica
@ | Ill. Otras sustancias y contaminantes medioambientales
o a. Compuestos organoclorados, incluidos los PCB
b. Compuestos organofosforados
c. Elementos quimicos
d. Micotoxinas
e. Colorantes
f. Otros

Posteriormente a esta clasificacion, y por razones de facilidad de uso, todas las
sustancias farmacolégicamente activas se enumeraron por orden alfabético de
acuerdo con lo establecido en el Reglamento (UE) N° 37/2010, fijandose una
clasificacion general de las mismas que diferencia entre sustancias autorizadas y

sustancias prohibidas en alimentos de origen animal.

3.4. Normativas sobre residuos de contaminantes en alimentos: Ilimite

maximo de residuos

Se define el Limite Maximo de Residuo (LMR) como “la maxima concentraciéon de
residuos que puede ser legalmente permitida o reconocida como aceptable en
alimentos, piensos o articulos agricolas” (FAO & WHO, 2014). La fijacion de estos
LMRs se basa en la aplicacién de los principios de las buenas practicas agricolas
(BPA), permitiendo de esta manera la obtencién de alimentos toxicolégicamente
aceptables. Son varias las bases de datos existentes encargadas de recopilar los
LMRs de las diferentes sustancias que pueden aparecer en los alimentos, siendo la

principal fuente internacional de LMR el Codex Alimentarius (Codex Alimentarius,
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FAO/OMS). Otros organismos que también cuentan con una base de datos de LMRs
son la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (USFDA,
United States Food and Drug Administration), asi como la Unién Europea (EU
Pesticides Database). Algunas de las normativas europeas relacionadas con la
fijacion de los LMRs para residuos de pesticidas y productos veterinarios en

alimentos, asi como de otros contaminantes, queda resumida en la Tabla 3.

Tabla 3. Legislacion europea aplicable a residuos de contaminantes en alimentos.

Sustancia

; Normativa Descripcion
activa
Reglamento (CE) N° Relativo a los limites maximos de residuos de
Pesticidas 396/2005 del Parlamento | plaguicidas en alimentos y piensos de origen vegetal
Europeo y del Consejo y animal.

Relativo a los procedimientos comunitarios para la
470/2009 del Parlamento fijacion de !o_s limites de r(_aS|duos de Ia_s sustancias
. farmacolégicamente activas en los alimentos de
Europeo y del Consejo . .
Productos origen animal.

veterinarios

Reglamento (CE) N°

Relativo a las sustancias farmacolégicamente
Reglamento (UE) N° activas y su clasificacion por lo que se refiere a los

37/2010 de la Comision limites maximos de residuos en los productos

alimenticios de origen animal.

Relativo a la fijacién del contenido maximo de
determinados contaminantes en los productos
alimenticios.

Otros Reglamento (CE) N°©
contaminantes | 1881/2006 de la Comisién

Sin embargo, a pesar de la existencia de organismos internacionales, como el
Codex, que tratan de armonizar la aplicacion de los LMRs, es posible encontrar
diferencias en estos valores en funcion de la normativa adoptada. Para observar
estas discrepancias se va a presentar en la Tabla 4 una recopilacion de los analitos
gue van a ser analizados en este trabajo, mostrando una comparacion de sus LMRs
fijados por el Codex, la Unién Europea y la USFDA. La seleccion de estos
compuestos se ha realizado teniendo en cuenta la bibliografia publicada
previamente y segun su frecuencia de aparicion en el analisis de alimentos. Se
incluyen un total de 48 analitos pertenecientes a diferentes categorias tanto de
pesticidas (herbicidas, insecticidas, fungicidas, acaricidas, etc.) como de productos

veterinarios (tetraciclinas, sulfonamidas, penicilinas, macrolidos, quinolonas, etc.).
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Tabla 4. LMRs de los compuestos a analizar fijados por el Codex, UE y USFDA.

LMR Codex LMR UE LMR USFDA
Compuesto® Clase (Mg kg™) (Hg kg™) (Mg kg™)
Huevo | Pollo® | Huevo | Pollo® | Huevo | Pollo®
Ampicillin Farmaco 0 50
Acephate Pesticida 10 20" 100 100
Acetamiprid Pesticida 10 20
Aclonifen Pesticida 10
Alachlor Pesticida 10 20 20
Amitrole Pesticida 50
Carbofuran Pesticida 10
Chloramphenicol Farmaco
Chlortetracycline Farmaco 200 100
Ciprofloxacin FArmaco
Chlorhydrate
Cloxacillin Farmaco 0 300
Danofloxacin Farmaco 200 0 200
Diclazuril Farmaco 0 500
Difenoconazole Pesticida 30 20
Difloxacin Farmaco 0 300
Disulfoton Pesticida 20 20
Enrofloxacin Farmaco 0 100
Erythromycin Farmaco 50 100 150 200 125
Fenbendazole Farmaco 1300 50
Fenthion Pesticida 10
Fipronil Pesticida
Fipronil sulfone Pesticida 20 10 > > 20 20
Flumequine Farmaco 500 0 400
Fluralaner Farmaco 1300 65
Imidacloprid Pesticida 200 50" 20 50
Levamisole Farmaco 0 10
Lincomycin Farmaco 200 50 100
Metconazole Pesticida 20" 40
Nicarbazin Farmaco 200
Paclobutrazol Pesticida 10
Piperonyl butoxide Pesticida 1000 1000 3000
Robenidine Farmaco 100
Sarafloxacin Farmaco 10 0
Spinosad Pesticida 10 200 300 100
Spiramycin Farmaco 200 0 200
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Tabla 4. LMRs de los compuestos a analizar fijados por el Codex, UE y USFDA (continuacion).

LMR Codex LMR UE LMR USFDA
Comuzsiz® Clase (Mg kg™) (Mg kg™) (Mg kg™)
Huevo | Pollo® | Huevo | Pollo® | Huevo | Pollo®
Spirotetramat Pesticida 10 10 20 20
Sulfadimethoxine Pesticida 0 100 100
Sulfamethazine Farmaco 0 100 100
Sulfamethizole Farmaco 0 100
Sulfanilamide Farmaco 0 100
Sulfapyridine Farmaco 0 100
Sulfaquinoxaline Farmaco 0 100 100
Sulfathiazole Farmaco 0 100
Terbuthylazine Pesticida 50°
Thiabendazole Pesticida 100 2000
Thiamphenicol Farmaco 0 500
Tilmicosin Farmaco 150 0 75
Trimethoprim Farmaco 0 50

(*) Limite inferior de determinacion analitica
(1) Nombres de compuestos en inglés
(2) LMRs en musculo de pollo

Tal y como puede observarse, el nivel de exigencia difiere en cada uno de los
organismos reguladores. En comparacion con los limites fijados por el Codex o la
USFDA, la UE establece unos LMRs mas estrictos, incluyendo ademas una amplia
cantidad de sustancias. En un informe del Parlamento Europeo de 2018 se identifico
el proceso europeo de fijacion de LMRs como “uno de los mas estrictos del mundo”
y algunos representantes de la industria sugieren que el proceso es “mas complejo
que en cualquier otro lugar” (USITC, 2020). Esta divergencia entre las politicas de
LMR en los distintos paises pone de manifiesto la importancia de los LMRs ya que la
fijacion de estos limites va a tener consecuencias directas en el comercio
internacional de los productos alimenticios. Es posible que los exportadores
agricolas no puedan vender sus cultivos a mercados en los que el LMR fijado sea
menor que el de su mercado interno, particularmente si este limite es tan bajo que
es dificil para los productores cumplir al tiempo que protegen sus cultivos de plagas

y enfermedades nocivas.
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3.5. Antecedentes

Para llevar a cabo el andlisis de contaminantes organicos en alimentos es necesario
el empleo de métodos analiticos sensibles, precisos, selectivos, capaces de permitir
la identificacion y cuantificacibn de un amplio nimero de compuestos en las
diferentes matrices alimentarias. El procedimiento a seguir consta de una primera
etapa de tratamiento de muestra para conseguir la extraccion de los analitos, la cual
puede ir acompafiada de una fase de purificacién o clean-up. En una segunda etapa
el extracto obtenido es sometido a distintas técnicas de separacion y deteccion de

los analitos.

A continuacion, se describen algunos de los tratamientos de preparacion de muestra
mas frecuentemente empleados para el andlisis de contaminantes organicos en
alimentos recogidos en bibliografia, asi como las técnicas de analisis més habituales
basadas en la cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas. La
Tabla 5 muestra un resumen con algunos de los métodos mas representativos que
se han empleado para el analisis multiresiduo de pesticidas y productos veterinarios

en huevo y en carne de pollo en los dltimos afos.
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Tabla 5. Seleccion de métodos para el analisis de pesticidas y productos veterinarios en productos avicolas.

o
anell\llitos Analitos Muestra Extraccion Purificacién (Clean up) Determinacién Ref.
d-SPE: PSA +Cig+ MgSO4
QUEChERS . el . ,
- Centrifugacion: 5000 rpm (1min) (Akgun et
0, -
59 Pesticidas Huevos H.O + ACN (1'<;>aAH?c) + MgSO, + Filtracion en filtro PVDF 0,22um LC-QQQMS/MS al., 2020)
Adicion de formato de amonio en agua + ACN
SLE d-SPE: PSA + NHz
Productos ; . Evaporacién en corriente de N2 (Cao et
L veterinarios CrmnE e el NEE 2RI T,ACN'EtOH (10200, i) Reconstitucién en DMSO:MeOH (25:75, v/v) Ul HHSHQJONE al., 2018)
Extraccion con n-hexano (x2) : S X
Filtracion en filtro PES 0,2 um
Clean-up con hexano
LLE Adicién de hexano saturado con ACN puro y
Productos ACN:H20 (30:70 v/v) + Acetato de centrifugacion (x2) i (Xie et al.,
4 veterinarios Huevos etilo; ACN:NH4OH (49:49:2, v/v) Evaporacioén en corriente de N; LC-QRQMS/MS 2018)
(x2) Reconstitucion en ACN:H,0 (10:90 v/v)
Filtracion con filtro 0,22um
d-SPE: PSA +Cig+ MgSO4
QUEChERS Centrifugacion: 3000 rpm (5 min) A
16 vzg?iﬁ;tr(i);s Carne de pollo ACN: Ac. Férmico 0,1% + MgSO, + Evaporacion en corriente de Nz Olerﬁ)tl;;: -QI\/IS a(1ICh2e(;]1$t)
NaAc Reconstitucion en ACN:H,0 (10:90 v/v) P v
Filtracion con filtro de nylon 0,22um
d-SPE: EMR-Lipid (Parrilla-
QUEChERS Centrifugacion: 3500 rpm (5 min) VAzauez
4 Pesticidas Huevos H>O + ACN + Nas- citrato-2H,0 + Sobrenadante: Mg,SO4 + NaCl (1:4 wiw) LC-QTOFMS ot gl
NayH- citrato-1,5H,0 + NaCl Centrifugacion: 3500 rpm (5min) 20183
Dilucion en agua
LLE
Huevos Extraccion 1: Na;SO4 anhidro+ ACN: SPE: Oasis HLB
Productos Leche Ac. Formico 0,1% Preacondicionamiento: H,O + NH3z:MeOH (5:95, v/v) (Deng et
105 - Extraccion 2: ACN: Ac. Férmico 0,1% Elucion: NHz:MeOH (5:95, v/v) UHPLC-TOFMS 9
veterinarios Carne de al., 2011)

cerdo, bovino

Extraccion 3: Acetato de etilo
Evaporacion a 40°C
Reconstitucion NH3z:MeOH (5:95, v/v)

Evaporacioén en corriente de N;
Reconstitucién en H,O:ACN (7:3 v/v)

17




Tabla 5. Seleccién de métodos para el andlisis de pesticidas y productos veterinarios en productos avicolas (continuacion).

NO

analitos Analitos Muestra Extraccion Purificacién (Clean up) Determinacion Ref.
Huevos SPE: Oasis HLB
Leche Preacondicionamiento MeOH:H,O
Productos UAE Elucion Ac.Férmico:MeOH (5:95, viv) + AcEt (Chen et
120 veterinarios Sﬁl)rnc?e(rj(jeo ACN:H20 (90:10, viv) Evaporacion LC-QQQMS/MS al., 2016)
(?vino’ bovin(') Reconstitucion ACN:H20 (5:95, v/v)
! Filtracion en filtro de nylon 0,22um
Filtro multifuncion (MFF)
. QUEChERS . S . UHPLC- (Zhang et
58 Pesticidas Huevos 7 Filtracion directa a través de un MFF
H>0 + ACN (1% HAc) + NaCl (PSA + Crg + MgSO2) QQQMS/MS al., 2019)
- Carne de pollo QUEChERS d-SPE: PSA +Cis+ MgSO4 (Guo et
4 Pesticidas Huevos H,0 +ACN + NaCl Centrifugacion: 9000 rpm (5 min) LC-QQRMSIMS | | "5018)
d-SPE: EMR-Lipid
LLE Activacion EMR-Lipid: Acetato de amonio
Productos 8 Adicion de MgSO4 UHPLC- (Luo et al.,
L2 veterinarios rluEos) 0 I (B [ Evaporacion en corriente de Nz QQQMS/MS 2019)
Reconstitucién en ACN:H>0O (15:80 v/v)
Filtracion con filtro 0,22um
QUEChERS d-SPE: PSA
20 Productos Carne de pollo H20 + ACN:H>0 (30:70 v/v) (1% Centrifugacion: 5000 rpm (5min) UHPLC- (Lopes et
veterinarios P HAc) + Nas- citrato-2H,0 + NazH- Filtracion en filtro de nylon QQQMS/MS al., 2012)
citrato-1,5H,0 + MgSO4 anhidro Dilucién ACN:H-0 (50:50 v/v) (1% HAc)
d-SPE: PSA +Cis+ MgSO4+ GCB
Centrifugacion: 4500 rpm (10min) .
- QUEChERS 2 X i (Choi et
18 Pesticidas Huevos ACN (1% HAC) + MgSOs + NaAc Evaporacion en corriente de N» LC-QQQMS/MS al., 2015)

Reconstitucién en ACN:H0 (1:1 v/v)
Filtracion en filtro de nylon 0,2pum
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3.5.1. Tratamiento de muestra

La determinacion de contaminantes en matrices complejas, como es el caso de los
alimentos, requiere una amplia fase de extraccion y preparacion de las muestras
antes de llevar a cabo el analisis instrumental. Esta etapa cobra especial importancia
en el caso del andlisis de trazas, donde la aplicacion de técnicas de extraccion
suficientemente sensibles resulta fundamental para permitir el analisis a los bajos
niveles de concentracion de contaminantes exigidos por la legislacion. La
optimizacion de la preparacién de la muestra es necesaria no solo por la reduccion
del tiempo de analisis, sino porque cada paso afiadido es una posible fuente de
error. El método de extraccion seleccionado va a estar condicionado por la
naturaleza de los compuestos a analizar y la matriz empleada, asi como de la
técnica utilizada para la deteccion y cuantificacion. A continuacion, se van a describir
algunas de las técnicas de extraccibn mas utilizadas para la determinacion de

pesticidas y medicamentos veterinarios.

e Extracciéon con disolventes

La extraccion con disolventes es una de las técnicas tradicionales de preparacion de
muestra mas comunmente empleadas debido a su facilidad de uso y su amplio
rango de aplicabilidad. Este procedimiento va a ser ligeramente diferente en funcion
de que se aplique en muestras sélidas (extraccion solido-liquido, SLE) o en muestras
liquidas (extraccion liquido-liquido, LLE) (Lambropoulou & Albanis, 2007), siendo
esta Ultima especialmente utilizada para la extraccion de analitos organicos en
muestras acuosas. La técnica esta basada en la distribucién o reparto de los analitos
entre las fases liquida y sélida (SLE) o entre dos fases liquidas inmiscibles (LLE)
para las que el analito y la matriz tienen distintas solubilidades, consiguiéndose de
esta manera la extraccion de los analitos desde la matriz de la muestra hasta el
disolvente empleado (Beyer & Biziuk, 2008). La eficiencia de la extraccion va a
depender de diferentes factores como son el disolvente utilizado, el pH del medio, la
adicion de sales, etc.

El disolvente mas comunmente utilizado para llevar a cabo la extraccion es el

acetonitrilo (MeCN) ya que permite una desnaturalizacion efectiva de las proteinas
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de la muestra (Chiaochan et al.,, 2010), siendo esto fundamental para evitar la
formacion de emulsiones y espumas en matrices con un alto contenido proteico,
como es el caso del huevo (Frenich et al., 2011). No obstante, en muestras con una
menor proporcion lipidica y proteica, como ocurre con la carne de pollo, también es
posible obtener buenos resultados de extraccion con el uso de otros disolventes
como el metanol (Chico et al., 2008). Otro aspecto importante a tener en cuenta es el
pH del medio de extraccion, siendo varios los autores que confirman la mayor
eficacia de extraccion gracias al empleo de &cidos tanto para el caso de pesticidas
(Zhang et al., 2019) como de productos veterinarios (Zhang et al., 2018).

Sin embargo, a pesar de ser una de las técnicas de extraccion clasicamente mas
utilizadas, también presenta algunas limitaciones importantes, siendo su principal
desventaja el elevado consumo de disolventes organicos. Ademas, la falta de
automatizacion, la formacion de emulsiones y su limitada selectividad
(especialmente en andlisis a nivel de trazas) han hecho que la extraccion con
disolventes en la actualidad sea utilizada mayoritariamente como una etapa previa a

la aplicacion de otras técnicas de tratamiento de muestra.

e Extraccién en fase sélida (SPE)

La extraccion en fase sélida es una técnica ampliamente utilizada en muestras
medioambientales y alimentarias, pudiendo ser utilizada para diferentes propdsitos
como el enriquecimiento de trazas, purificacion, derivatizacion, entre otros (Lucci et
al., 2012). El procedimiento consiste en hacer pasar una muestra liquida por un
cartucho que contiene un adsorbente solido, consiguiendo de esta manera que los
analitos queden retenidos en el cartucho y sean posteriormente eluidos con un
disolvente adecuado. Normalmente este proceso, esquematizado en la Figura 5, se
suele dividir en cuatro etapas: 1) acondicionamiento del cartucho, 2) carga de la
muestra, 3) lavado con un disolvente que eluya a los interferentes, y 4) elucién de los

analitos con un disolvente apropiado (Otles & Kartal., 2016).
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Figura 5. Procedimiento general de una SPE (Adaptada de Lucci et al., 2012).

La selectividad del adsorbente empleado va a depender de las fuerzas de atraccion
entre los analitos y los grupos funcionales de la superficie del adsorbente. De esta
manera, en funcién del tipo de fase sdélida empleada, las interacciones entre los
analitos y el adsorbente pueden ser a través de enlaces de hidrogeno, interacciones
polares o apolares, de intercambio catiénico o anionico, o por exclusiéon de tamafio
(Ridgway et al., 2007). Uno de los adsorbentes mas frecuentemente empleados en
los ultimos afios es el conocido como OASIS HLB (Hydrophilic-Lipophilic-Balanced),
el cual es un adsorbente polimérico de fase reversa especialmente eficaz para el
analisis de compuestos polares. Este tipo de adsorbente ha sido utilizado
satisfactoriamente por diferentes autores tanto para el analisis de pesticidas (Liu et
al., 2010) como de productos veterinarios (Chen et al., 2016) en huevo y carne de
pollo.

Las ventajas de la SPE en comparacion con la LLE (menor consumo de disolventes,
mayor selectividad y reproducibilidad, posibilidad de automatizacién), han permitido
gue esta técnica haya sido muy empleada para el analisis de contaminantes en
alimentos de diverso origen como pescado (Sagratini et al., 2012), miel (Azzouz &
Ballesteros, 2015), o aceite (Boulanouar et al., 2018). Es por ello por lo que se ha
consolidado como una de las técnicas mas utilizadas para la preparacion de la
muestra, asi como una etapa de purificacion de los extractos obtenidos previamente

mediante la aplicacion de otras técnicas de extraccion.
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e Extraccion QUEChERS

El método QUEChERS (acronimo en inglés de “Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, y Safe”) es una de las técnicas de extraccion mas importantes en la
actualidad para el analisis de contaminantes organicos en alimentos. De manera
general, este método consta de una primera etapa de extraccion con disolventes
seguida de una fase de purificacibn mediante una extraccion en fase solida
dispersiva (d-SPE), utilizando varias combinaciones de sorbentes porosos y sales

para eliminar las sustancias que intervienen en la matriz (Perestrelo et al., 2019).

Al igual que en otras técnicas de preparacion de muestra, se debe llevar a cabo la
optimizacién de determinados parametros como la naturaleza del disolvente, el pH
del medio, o la adicién de sales, ya que van a influir en la eficacia de la extraccion.
Aunque inicialmente este procedimiento fue propuesto para el analisis de pesticidas
en frutas y vegetales (Anastassiades et al., 2003), diferentes versiones han sido
desarrolladas posteriormente a fin de mejorar la extraccion de los analitos: el método
oficial AOAC (Association of Official Analytical Collaboration) basado en el empleo
de un tampdn acetato (Lehotay et al., 2007), y el método CEN EN 15662 basado en

empleo de un tampdn citrato (European committee for standardization., 2008).

En lo referente a la naturaleza del disolvente, algunos de los mas comunes son el
acetonitrilo, el acetato de etilo o la acetona, si bien existen numerosas referencias
gue demuestran la mayor eficacia de extraccidon con el uso de acetonitrilo, siendo
éste por tanto el disolvente mas frecuentemente empleado (Gonzéalez-Curbelo et al.,
2015; Perestrelo et al., 2019). Con respecto al pH, se ha demostrado que el
acetonitrilo acidificado mejora los resultados de extraccion tanto en pesticidas
(Lehotay et al., 2010) como en productos veterinarios (Zhang et al., 2015). Un punto
importante en este método es la adicion de sales para facilitar el paso de los analitos
al disolvente organico de extraccion (salting-out). En el método QUEChERS original
las sales mas frecuentemente utilizadas son el sulfato de magnesio (MgSO,) y el
cloruro de sodio (NaCl). Junto con la adicion de estas sales también suele ser
frecuente la utilizacion de agentes quelantes como el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), debido a la tendencia de algunos compuestos (como las tetraciclinas o

macrolidos) a formar complejos de coordinacion con los iones divalentes del medio
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(Mg*?, Ca*?, zn*?, Cu*?) y que impedirian su recuperacién en la fase organica (Cao et
al., 2018).

Como se ha comentado anteriormente, la segunda etapa del método consiste en
llevar a cabo una extraccion en fase solida dispersiva (d-SPE). Aqui va a jugar un
papel fundamental el adsorbente soélido encargado de la purificacion. Algunos de los
mas comunmente empleados son la amina primaria-secundaria (PSA), las silices de
Cig 0 el carbon grafitizado (GCB) (Choi et al., 2015). Ultimamente, el empleo de un
nuevo adsorbente conocido como EMR-Lipid (Enhanced Matrix Removal-Lipid) esta
teniendo una gran aplicacion, siendo especialmente Gtil para la eliminacion de lipidos
en matrices grasas (Parrilla-Vazquez et al.,, 2018). Una comparacion entre este
nuevo adsorbente y otro de los mas convencionales, como es el Cig, puso de
manifiesto la mayor eficacia de extraccion mediante el empleo de EMR-Lipid para el

andlisis de productos veterinarios en muestras de huevo (Luo et al., 2019).

Las numerosas ventajas del método QUEChERS (recogidas en su acrénimo) han
permitido que, en la actualidad, ésta sea una de las técnicas de extraccibn mas
utilizadas para el analisis de contaminantes organicos en alimentos. Es posible
encontrar una gran cantidad de bibliografia que hace uso del método QUEChERS
dentro de este campo (Perestrelo et al., 2019). La relevancia de este método ha
permitido su comparacién con otras técnicas de extraccion de referencia como LLE
(Calatayud-Vernich et al., 2016) o SPE (Negre et al., 2014), obteniéndose mejores

resultados con el uso del método QUEChERS.

3.5.2. Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas

Actualmente existe una gran sensibilidad en la opinién publica en todos los asuntos
relacionados con la seguridad alimentaria, lo cual ha tenido como consecuencia la
fijacion de unos LMRs de cada vez mas estrictos. Es por ello por lo que se impulsa la
necesidad de emplear metodologias de analisis lo suficientemente sensibles vy
selectivas capaces de alcanzar los bajos niveles de concentraciéon requeridos. Para
garantizar estas exigencias se recurre a lo establecido en la Decision de la Comision
2002/657/EC y la guia SANTE/12682/2019, las cuales establecen el uso la

cromatografia junto con la espectrometria de masas como mejores técnicas para la
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separacion y deteccion de contaminantes organicos en alimentos. Teniendo en
cuenta el tipo de compuestos que se van a analizar en este trabajo (pesticidas y
productos veterinarios) se va a realizar una discusion de los distintos métodos de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS).

La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) es una de las técnicas de
analisis mas empleadas en la actualidad ya que ofrece un mecanismo de separacion
versatil y universal, siendo especialmente adecuado para el andlisis de compuestos
polares, poco volatiles y termolabiles. Esta técnica se basa en la distribucion de los
componentes de una mezcla entre una fase movil liquida y una fase estacionaria. Es
posible encontrar distintos tipos de HPLC en funcion del mecanismo de separacion o
del tipo de fase estacionaria: cromatografia de reparto (liquido-liquido), de adsorcién
(liquido-sélido), de intercambio id6nico, de exclusion molecular, de afinidad y
cromatografia quiral. De todos estos tipos la mas empleada es la de reparto, en la
que la fase estacionaria es un segundo liquido que es inmiscible en la fase movil
liquida (Skoog et al., 2014). Un esquema de los componentes de un cromatografo de

liquidos se muestra en la Figura 6.

f - Muestra
L= 1

Bomba
HPLC — Inyector — e — Detector |—*

Columna -
Fase movil HPLC Registrador

Figura 6. Componentes de un cromatégrafo de liquidos.

Un avance importante en la cromatografia de liquidos ha sido el desarrollo de
columnas de cromatografia liquida de ultra alta eficacia (UHPLC). En este tipo de
columnas se utilizan fases estacionarias empaquetadas con particulas de un tamafo
menor de 2 um, trabajando a altas presiones (> 400 bar) (Agilent Technologies.,
2016). UHPLC se ha convertido en una técnica de rutina para el andlisis de
contaminantes en alimentos, especialmente en el estudio de pesticidas y productos
veterinarios (Masia et al., 2016), debido a su capacidad para ofrecer una resolucion
de picos mejorada y una separacion rapida con un consumo de disolvente reducido,

a la vez que mantiene o aumenta la eficiencia y la resolucion.
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Como sistema de deteccion acoplado a la cromatografia de liquidos se va a emplear
la espectrometria de masas (MS). Esta técnica se basa en la ionizacién de los
componentes de la muestra mediante la aplicacién de diferentes métodos segun la
naturaleza de la muestra que se quiere estudiar. Los diferentes iones formados van
a ser separados en funcion de su relacion masa/carga (m/z) y van a ser dirigidos a
un registrador que va a convertir el numero de iones (abundancia) en una sefal
eléctrica, dando lugar a lo que se conoce como espectro de masas (Skoog et al.,

2014). Los componentes de un espectrometro de masas se muestran en la Figura 7.

Muestra
l 10°- 102 torr
Sistema de Fuente de Analizador g
— e — = \
entrada ionizacion de masas Detector £ [

rr

Vacio Registrador

Figura 7. Componentes de un espectrometro de masas.

Para conseguir el acoplamiento entre el cromatdgrafo de liquidos y el espectrémetro
de masas se hace uso de una fuente de ionizacion. La fuente de ionizacion mas
utilizada para el analisis de contaminantes organicos en alimentos mediante LC/MS
es la ionizacién por electrospray (ESI) (Hird et al., 2014), que ha sido utilizada en
este trabajo. Esta técnica pertenece al grupo de las fuentes de ionizacion a presién
atmosférica (API) y va a producir una ionizacion suave (poca fragmentacion de las
moléculas), de manera que la informacion obtenida en el analisis va a estar
relacionada con la masa molecular de los analitos (Wilm, 2011). La ionizacién por
electrospray permite obtener iones protonados ([M+H]") o desprotonados ([M-HJ]) en
funcion de que se trabaje en modo de ionizacibn positivo o0 negativo,
respectivamente. Para la mayor parte de los pesticidas y productos veterinarios
analizados se suele emplear el modo positivo (Masia et al., 2016), si bien también es
posible encontrar algunos que se analizan en modo negativo, tales como

chloramphenicol, nicarbazine o diclazuril (Tabla 8).

Los iones generados por la fuente de ionizacién son dirigidos hasta el analizador, a

través del sistema de guiado de iones, siendo éste el encargado de separarlos en
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funcidbn de su relacion m/z mediante la aplicacion de campos eléctricos y
magneéticos. Existen diferentes tipos de analizadores los cuales se pueden clasificar
de manera general en funcion de su resolucion, definiéndose este pardmetro como
la capacidad para diferenciar entre dos iones con un valor de m/z muy similar. Asi es
posible encontrar analizadores de baja resolucion (R<5000), tales como el de trampa
de iones (IT) y el cuadrupolar (Q), y de alta resolucién (R>5000) como el de tiempo

de vuelo (TOF) o el orbitrap.

En los ultimos afios el campo de la espectrometria de masas de alta resolucion
(HRMS) ha experimentado un gran desarrollo debido a su capacidad para permitir
una identificacion inequivoca de los analitos mediante medidas de masa exacta
(cuatro o mas cifras decimales). Otra ventaja importante de esta técnica es la
capacidad para realizar un analisis retrospectivo gracias a la adquisicion en modo full
scan, ofreciendo de esta manera la posibilidad de llevar a cabo un andlisis de
compuestos para los que en un principio no estaba dirigido el andlisis o incluso de
compuestos desconocidos (Kaufmann, 2011). La HRMS esta siendo actualmente
muy utilizada para el analisis de pesticidas y productos veterinarios en matrices
alimentarias, siendo fundamentalmente empleados los analizadores de tiempo de
vuelo (Sivaperumal et al., 2015) y orbitrap (Gdmez-Pérez et al., 2014). Un analizador

de tiempo de vuelo sera el empleado en este trabajo.

Otro tipo de espectrometria de masas es la conocida como espectrometria de masas
en tdndem (MS/MS). El principio basico de esta técnica es la selecciobn de un
determinado ion precursor, fragmentacion de este ién (generalmente por disociacion
inducida por colisién (CID)), y medicién de la relacion m/z de los iones producto
formados. La informacion estructural adicional proporcionada esta técnica permite
una identificacion inequivoca de los analitos, siendo especialmente atil para el
analisis de muestras complejas (Hird et al., 2014). Es posible encontrar en
bibliografia diferentes configuraciones que permiten realizar experimentos MS/MS,
siendo los mas frecuentes los instrumentos hibridos cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-
TOF) y trampa de iones lineal-orbitrap (LTQ-Orbitrap) (Hernandez et al., 2012). Otro
de los analizadores que opera en modo MS/MS es el de triple cuadrupolo (QQQ), el
cual es comunmente empleado como alternativa a HRMS debido a su bajo coste y
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facilidad de uso, siendo uno de los mas utilizados para el analisis de residuos en

muestras alimentarias (Luo et al., 2019; Akgun et al., 2020).

4. EXPERIMENTAL

4.1. Materiales y reactivos

Los patrones de los analitos estudiados fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Buchs,
Suiza) y Dr. Ehrenstorfer (Wesel, Alemania). Se prepararon disoluciones
concentradas de 500 mg L™ de cada compuesto empleando metanol o acetonitrilo
como disolvente y se almacenaron en el congelador a una temperatura de -18 °C. A
partir de éstas, se prepararon dos disoluciones multipatrén de 5 mg L™ en metanol,
conteniendo una de ellas los compuestos a analizar en modo de ionizacion positivo y
la otra los del modo negativo. A partir de éstas Ultimas se prepararon las diferentes
curvas de calibrado empleadas en el estudio. Los niveles de todas las curvas de
calibrado fueron 10 pg L™, 50 ug L™, 100 ug L™, 250 pug L™, 500 pug L™ y 1000 pg L™,
utilizando H,O:MeOH (80:20 v/v) como disolvente. Todas las disoluciones fueron

conservadas a -18 °C hasta su uso.

Los disolventes metanol, acetonitrilo y agua, de grado HPLC, asi como el &cido
formico de calidad HPLC-MS, se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). El
sulfato de magnesio anhidro se obtuvo de la casa comercial Panreac (Castellar del
Vallés, Barcelona, Espafia). Las sales cloruro de sodio, citrato sédico dihidratado y
citrato sodico dibasico sesquihidratado se adquirieron de Merck (Darmstadt,
Alemania), al igual que la sal disddica dihidratada de EDTA. Para la extraccion en
fase solida dispersiva se utilizaron tubos EMR-Lipid d-SPE y tubos EMR-Lipid Polish,
de la casa comercial Agilent Technologies (Santa Clara, California, EE.UU.). Para la
filtracion de los extractos se emplearon filtros de PTFE de 0,45 um de poro,
obtenidos de Millipore (Billerica, MA, EE.UU.). Durante el procedimiento experimental
también fueron utilizados una centrifuga Sartorius 2-16P, de Sigma-Aldrich (San
Luis, Misuri, EE.UU.) y un evaporador TurboVap LV (Caliper Life Sciences, Waltham,
MA, EE.UU.)
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4.2. Tratamiento de muestra

Para llevar a cabo la etapa de tratamiento de muestra se va seguir un procedimiento
recogido en el Laboratorio de Referencia de la Union Europea para Residuos de
Pesticidas en Alimentos de Origen Animal (EURL AO). Este método consta de una
primera etapa en la que se realiza en una extraccion QUEChERS, seguida de una
fase de purificacion basada en una d-SPE utilizando EMR-Lipid como sorbente
(Lippold et al., 2015). Teniendo en cuenta que en este estudio se va a llevar a cabo
una determinacion conjunta de pesticidas y farmacos, este procedimiento va a ser
desarrollado con diversas modificaciones respecto al original. Entre estas
modificaciones se encuentra la adicion de EDTA a las sales del QUEChERS, a fin de
adaptar el método a la extraccibn de determinados analitos como tetraciclinas,

macrolidos y fluoroquinolonas, tal y como se ha comentado anteriormente.

Para llevar a cabo la etapa de extraccion se pesa una porciéon de 5 g de muestra en
un tubo de centrifuga de 50 mL. A continuacion, se afladen 10 mL de acetonitrilo y
se agita el tubo manualmente durante 1 minuto. Seguidamente se adicionan 10 mL
de una disolucién de Na,EDTA de concentracién 0.1 M y se agita de nuevo el tubo
durante 1 minuto. En el siguiente paso se afiaden 4 g de MgSO, anhidro, 1 g de
NacCl, 0.5 g Na,H-citrato-1.5 H,O y 1.0 g Nay-citrato-2 H,O. Tras agitar manualmente
durante 3 minutos, se centrifuga a 4000 rpm durante 5 minutos. Una vez separadas
ambas fases, se transfieren 5 mL del sobrenadante a un tubo EMR-Lipid d-SPE, el
cual previamente debe ser activado mediante la adiciébn de 5 mL de H,0. Una vez
hecho esto, se agita manualmente durante 1 minuto, y se centrifuga a 5000 rpm
durante 5 minutos. A continuacion, se transfieren 5 mL del sobrenadante obtenido en
la dltima centrifugacion a un tubo EMR-Lipid Polish (contiene una mezcla de 2 g de
MgSO, anhidro y NaCl en proporcion 1:4). Se agita el tubo enérgicamente durante 1
minuto y posteriormente se centrifuga a 5000 rpm durante 5 minutos. Se toman 2 mL
del extracto obtenido y se evapora hasta casi sequedad en corriente de Na.
Posteriormente se reconstituye hasta un volumen de 1 mL empleando H,O:MeOH
(80:20 v/v) como disolvente. Finalmente, el extracto se filtra a través de un filtro
PTFE de 0.45 pm y es transferido a un vial de cromatografia. El esquema de todo el
procedimiento experimental queda recogido en la Figura 8.
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Figura 8. Tratamiento de muestra basado en el método QUEChERS.

4.3. Instrumentacion

El equipo empleado para llevar a cabo el estudio fue un cromatégrafo de liquidos
UHPLC (Agilent Series 1290 Infinity, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EE.UU.). Para conseguir la separacion de los analitos se utilizé una columna de fase
reversa Zorbax Eclipse Plus Cy;s Rapid Resolution HD 2.1 x 50 mm y 1.8 um de
tamafio de particula (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).
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Las fases moviles empleadas fueron agua (fase A) y acetonitrilo (fase B), ambas con

0.1% de acido formico. El gradiente utilizado para realizar la elucion de los analitos

mantuvo constante la composicion de la fase movil inicial (5% de B) durante 2

minutos. A continuacion, fue seguido de un gradiente lineal hasta alcanzar el 100%

de B a los 8 minutos y, por ultimo, se mantuvo constante durante 2 minutos al 100%

de B. La velocidad de flujo empleada durante todo el gradiente se mantuvo

constante a 0.5 mL min™. El volumen de inyeccién fue de 20 pL de extracto para

cada uno de los analisis. El tiempo total empleado en el andlisis fue de 10 minutos

(Tabla 6), seguido de un periodo de post-run de 5 minutos en el que se vuelve a las

condiciones iniciales a fin de acondicionar la columna para el siguiente analisis.

Tabla 6. Gradiente de elucion empleado en el analisis.

Tiempo (min) % B (MeCN)
0 5
2 5
8 100
10 100

El cromatégrafo de liquidos se acoplé a un espectrdmetro de masas con un

analizador de tiempo de vuelo (Agilent 6220 TOF, Agilent Technologies, Santa Clara,

CA, EE.UU.) equipado con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI), operando

tanto en modo positivo como negativo. Los parametros empleados para el analisis

en el espectrémetro de masas quedan recogidos en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros empleados en el espectrometro de masas.

Parametro Valor
Voltaje del capilar 4000 V
Voltaje de fragmentacion 190V
Presion del gas de nebulizacion 40 psig
Flujo del gas de secado 9L min™
Temperatura del gas de secado 325°C
Rango de masas 50-1100 m/z
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Desarrollo del método HPLC-TOFMS

Para llevar a cabo el analisis de los pesticidas y productos veterinarios
seleccionados se propuso un método basado en el empleo de un equipo HPLC-
TOFMS. Puesto que dentro de los analitos seleccionados se incluian compuestos
gue se analizan en modo de ionizacién positivo y otros en modo negativo, fue
necesario el desarrollo de dos métodos diferentes, uno mediante HPLC-ESI(+)
TOFMS vy otro mediante HPLC-ESI(-) TOFMS. Para la seleccién de las condiciones
cromatograficas y de ionizacion iniciales (recogidas en el apartado 4.3.) se tomo
como referencia un método previamente publicado (Pérez-Ortega et al., 2016). La
optimizacién de la separacion cromatogréafica se llevé a cabo mediante la inyeccién
de una disolucién de 1 mg L™ de concentracion, preparada en H,O:MeOH (80:20
v/v), que contenia una mezcla de todos los compuestos a analizar en ionizacién
positiva. Este mismo procedimiento se repitié para la mezcla de compuestos de
ionizacidon negativa. Tal y como puede apreciarse en la Figura 9, una buena
separacion cromatografica es posible en un corto tiempo de analisis (10 minutos)
mediante el empleo de agua (0.1% acido férmico) y acetonitrilo (0.1% acido férmico)

como fases moviles.
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Figura 9. (a) Superposicién de cromatogramas extraidos (EICs) de los analitos estudiados en
modo de ionizaci6on positivo. (b) Superposicién de cromatogramas extraidos (EICs) de los
analitos estudiados en modo de ionizacidén negativo.

La identificacion de cada uno de los compuestos a analizar se llevo a cabo teniendo
en cuenta el tiempo de retencion (tr) y la medida de masa exacta de la molécula
protonada ([M+H]") o desprotonada ([M-HJ). Para la identificaciéon y cuantificacion de
los analitos se obtuvo en primer lugar el cromatograma de iones totales (TIC, Total
lon Current). A partir de éste se obtuvieron los cromatogramas extraidos de los
diferentes iones (EIC, Extracted lon Chromatogram) utilizando para ello los valores
de la relacion m/z exacta de cada analito con una ventana de error de masa de 20
ppm (error de masa relativo). Con el propdsito de confirmar la identificacion de los
analitos también es posible utilizar la informacién proporcionada por los diferentes
fragmentos, asi como la presencia de patrones isotépicos, particularmente en
aquellas moléculas que contienen atomos de cloro, bromo o azufre en su
composiciéon. A modo de ejemplo, en la Figura 10 se muestra el procedimiento a
seguir para la identificacion del compuesto chloramphenicol, incluyendo ademas el

empleo de fragmentos y del patrén isotépico de cloro para su confirmacion.
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Figura 10. (a) Cromatograma de iones totales (TIC) correspondiente a una disolucién de 1 mg
L™ conteniendo la mezcla de analitos de ionizacién negativa. (b) EIC de chloramphenicol a
partir de la relaciéon m/z exacta de la molécula desprotonada ([M-H]). (c) Espectro de masas y

perfil isotépico de cloro. (d) Espectro de masas de un fragmento de chloramphenicol.
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Los resultados obtenidos para la identificacion de los 48 compuestos a analizar se

muestran en la Tabla 8. La molécula protonada ([M+H]") (o desprotonada ([M-HJ)

para el caso de ionizacidbn negativa) fue utilizada para la identificacion y

cuantificacion de la mayoria de los analitos, excepto para el caso de alachlor,

acephate y piperonyl butoxide, los cuales fueron caracterizados en cada caso a partir

de uno de sus fragmentos. Los errores de masa obtenidos fueron inferiores a 10

ppm (error de masa relativo) en todos los casos. Por lo tanto, las medidas de masa

exacta de los iones y fragmentos caracteristicos, asi como la medida de los tiempos

de retencion, permitieron la identificacion y confirmacion de los diferentes analitos

estudiados.

Tabla 8. Identificacién de los compuestos estudiados.

Composicion

lon

Compuesto elemental detectado tg (min) m/z tedrico
Chlortetracycline C2,H23CIN,Og [M+H]" 3.83 479.1216
Cloxacillin C19H15CIN3OsS [M+H]* 5.05 436.0728
Danofloxacin C19H20FN303 [M+H]* 3.49 358.1561
Lincomycin Ci1gH34N,06S [M+H]* 2.76 407.2210
Spiramycin Ca3H74N,014 [M+H]* 3.71 843.5213
Flumequine C14H1,FNO3 [M+H]* 4.66 262.0874
Erythromycin C37Hs7NO33 [M+H]" 4.24 734.4685
Trimethoprim C14H15N,O5 [M+H]" 3.16 291.1452
Sulfathiazole CyHgN30,S, [M+H]" 2.36 256.0209
Ampicillin C16H19N304S [M+H]" 3.12 350.1169
Sulfanilamide CgHgN,0,S [M+H]" 0.48 173.0379
Sarafloxacin C,oH17F2N30; [M+H]" 3.66 386.1311
Sulfamethazine C12H14N4O,S [M+H]* 3.15 279.0910
Ciprofloxacin Chlorhydrate C17H1gFN3O3 [M+H]" 3.4 332.1405
Sulfapyridine C11H11N30,S M+H]" 2.22 250.0645
Sulfamethizole CoH1oN40,S, [M+H]* 3.37 271.0318
Difloxacin Co1H19F,N305 [M+H]" 3.7 400.1467
Tilmicosin CasHgoN,013 [M+H]" 3.99 869.5733
Fenbendazole C15H13N30,S [M+H]" 4.81 300.0801
Enrofloxacin C19H2,FN3O5 [M+H]" 3.52 360.1718
Sulfadimethoxine C12H14N,0,S [M+H]" 4.28 311.0809
Robenidine C1gH23NO; [M+H]" 5.46 302.1751
Levamisole C11H1,N,S [M+H]" 1.92 205.0794
Sulfaquinoxaline C14H12N,O5S [M+H]* 4.3 301.0754
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Tabla 8. Identificacion de los compuestos estudiados (continuacion).

Compuesto Cc;r;?noesr:glén detclai?ado tg (min) m/z tedrico
Terbuthylazine CgH16CINs [M+H]* 5.4 230.1167
Alachlor C14H2,CINO, [C11H16N]" 5.94 162.1277
Acetamiprid Ci10H1:CIN, [M+H]* 3.87 223.0745
Thiabendazole Ci1oH7N3S [M+H]* 2.93 202.0433
Difenoconazole C19H17Cl,N304 [M+H]* 6.18 406.0720
Amitrole C,H4N, [M+H]* 0.24 85.0509
Spinosyn A Ca1HesNO1o [M+H]* 5.34 732.4681
Spinosyn D Ca2He7NO1o [M+H]* 5.52 746.4838
Acephate C4H10NO3PS [C,H,O5PS]" 0.63 142.9926
Carbofuran C12H1sNO3 [M+H]* 4.63 222.1125
Aclonifen C15,HoCIN,O3 [M+H]* 6.09 265.0374
Disulfoton CgH150,PS; [C4HgS] 6.53 89.0420
Fenthion C1oH1503PS, [M+H]* 6.27 279.0273
Paclobutrazol C15H20CINSO [M+H]* 5.31 294.1368
Piperonyl Butoxide C19H3005 [C11H130,] 6.78 177.0910
Spirotetramat C,1Hy7NOg [M+H]* 5.46 374.1962
Metconazole C17H2,CIN3O [M+H]* 5.87 320.1524
Fluralaner C2,H17ClFgN3O3 [M+H]* 6.48 556.0624
Thiamphenicol C12H15CILNOsS [M-H] 3.18 353.9975
Chloramphenicol C11H12,05N,Cl, [M-H] 4.04 321.0051
Nicarbazine C19H15NgO5 [M-H] 5.65 301.0573
Diclazuril C17HgCI3N4O, [M-H] 5.84 404.9718
Fipronil C1oH4ClLFgN,OS [M-H] 6.13 434.9313
Fipronil Sulfone C1oH4ClLFgN4O,S [M-H] 6.41 450.9263

5.2. Pardmetros analiticos

Con objeto de evaluar la eficacia del método desarrollado, se llevé a cabo el estudio
de diferentes parametros analiticos. Para ello se prepararon curvas de calibrado de
cada uno de los compuestos a analizar, tanto en disolvente como en las matrices de
huevo y pollo, en un intervalo de concentraciones de 10 a 1000 pg L™. Los

resultados de todos los parametros evaluados quedan recogidos en la Tabla 9, en la
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cual se muestra el rango dinamico lineal (LDR), el coeficiente de regresion, el limite

de cuantificacion (LOQ), el efecto matriz y el porcentaje de recuperacion.

En lo referente a la linealidad, los coeficientes de regresion obtenidos permiten

afirmar que se trata de un método lineal para el que existe una relacién directamente

proporcional entre la respuesta obtenida y la concentracion del analito, dentro del

rango de concentraciones de trabajo. Excepto en el caso de spiramycin, ampicillin y

robenidine, todos los coeficientes de regresion fueron superiores a 0.99, tanto en el

calibrado en disolvente como en el de huevo y pollo. Un ejemplo de la buena

linealidad obtenida se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Curvas de calibrado obtenidas para el compuesto levamisole en disolvente,

carne de pollo y huevo.

El limite de cuantificacion (LOQ) queda definido como la minima concentracion de

analito a partir de la cual es posible obtener una relacion sefal/ruido (S/N) igual a 10.

Para el calculo de los LOQs se utilizd la relacion S/N obtenida para el nivel mas bajo
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de la curva de calibrado. Tal y como puede verse en la Tabla 9, todos los LOQs
calculados se encuentran por debajo de 10 pug L™, llegandose a obtener valores
comprendidos entre 0.05-0.15 pg L™* en los tres calibrados estudiados en
compuestos como trimethoprim, fenbendazole, difenoconazole, paclobutrazol,
metconazole, fipronil y fipronil sulfone. Esto permite confirmar la buena sensibilidad
del método aplicado. Ademas, comparando los LOQs calculados con los LMRs
fijados para cada analito (Tabla 4), puede observarse cémo todos los LOQs
obtenidos se encuentran por debajo de los limites establecidos por la legislacion de
los diferentes compuestos, lo cual garantiza la correcta cuantificacion de los mismos
mediante la aplicacion del método desarrollado. Estos LOQs fueron utilizados para la
evaluacion del rango dinamico lineal, cuyo limite inferior queda determinado por el
valor de LOQ calculado, y su limite superior por el nivel de concentracién mas alto
del tramo lineal de la curva de calibrado. Tal y como se muestra en la Tabla 9, un
intervalo de hasta tres érdenes de magnitud es posible obtener para la mayoria de

los analitos.

Otro parametro analitico evaluado fue el efecto matriz. Este efecto se entiende como
la influencia que uno o varios componentes de la muestra pueden ejercer en la
medicion de la concentracién o la masa de analito, pudiendo provocar un aumento o
disminucién de la sefial analitica. La presencia o ausencia de estos efectos se puede
demostrar comparando la respuesta producida por el analito en una solucion de
disolvente con la obtenida para la misma cantidad de analito en un extracto de
muestra. Para ello se compararon las pendientes de las rectas de calibrado en
matriz y las pendientes de las rectas de calibrado en disolvente, apareciendo este
efecto matriz siempre que el valor obtenido para la relacién de pendientes sea muy
distinto de 1. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9. Se puede
considerar que existe un efecto matriz despreciable cuando el valor obtenido para la
relacion de pendientes (expresado en porcentaje) se encuentra entre el 0-10%,
suave para el intervalo 10-20%, medio para 20-50% y fuerte cuando se encuentra
por encima del 50%. Una comparacion del efecto matriz existente en huevo y en

carne de pollo queda reflejada en la Figura 12.
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Figura 12. Estudio del efecto matriz expresado en porcentaje (aumento o supresion de sefal)

paralos diferentes compuestos analizados en carne de pollo y huevo.

Tal y como se muestra en la figura anterior, para buena parte de los compuestos
analizados se observa un efecto matriz suave o despreciable (< 20%) tanto en pollo
(60% de los compuestos) como en huevo (77% de los compuestos). De los 48
compuestos estudiados, tan solo 3 de ellos en pollo (6%) y 2 en huevo (4%)
mostraron un efecto matriz superior al 50%. Una posible forma de minimizar este
efecto seria llevar a cabo una dilucion de los extractos, si bien es cierto que niveles
elevados de dilucién podrian reducir la sensibilidad analitica del analisis LC/MS por
lo que este pardmetro deberia optimizarse durante el desarrollo y la validacion del
meétodo para asegurar la calidad de los datos obtenidos (Stahnke et al., 2012; Yang
et al., 2015). De manera general, se observa como el efecto matriz es inferior en la
matriz huevo que en la de pollo. Esto podria deberse al tratamiento de muestra
empleado ya que, aunque el huevo presenta una matriz mas compleja que en el
caso de la carne de pollo, el empleo de EMR-Lipid como sorbente durante la etapa
de clean-up permitiria eliminar un mayor niumero de interferentes, puesto que su

aplicacién es especialmente Util en matrices grasas.

A continuacion, se muestra la Tabla 9, que recoge los diferentes parametros

analiticos anteriormente comentados.
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Tabla 9. Parametros analiticos obtenidos para los compuestos estudiados en disolvente, pollo y huevo.

Disolvente
compuesto | gy | R gl | oty | K| ealh | mars | %R | qgly | R | oLy | mans | Re
Chlortetracycline | 0.74-1000  0.9980  0.74 | 0.75-1000 09980  0.75  1.02 28 | 053-1000 09991  0.53 0.97 1.1
Cloxacillin 0.88-1000 09999  0.88 | 0.80-1000 09980  0.80 074  109.5 | 1.27-1000  0.9995 1.27 083  118.2
Danofloxacin | 1.59-1000  0.9973  1.59 | 0.19-500  0.9920 0.9  0.69  19.6 | 0.19-500  0.9958  0.19 1.06 45
Lincomycin 0.63-1000 09940  0.63 | 0.76-1000 09953  0.76 0.2 69 | 070-1000 09966  0.70 089  16.0
Spiramycin 4.63-1000 09823 463 | 057-1000 09875 057  1.04 1224 | 2.62-1000  0.9980  2.62 139 993
Flumequine | 0.66-1000 0.9975  0.66 | 0.53-1000  0.9978 053  1.05 839 | 084-1000 0.9966  0.84 120 750
Erythromycin | 0.05-500  0.9984  0.05 | 028500 09923  0.28 044 1219 | 0.11-500 009946  0.11 092 875
Trimethoprim | 0.09-500  0.9999  0.09 | 0.08-1000 09977 008 087  90.6 | 0.10-1000 09921  0.10 088 771
Sulfathiazole | 1.22-1000  0.9981  1.22 | 2.67-1000  0.9996  2.67  0.63 1354 | 2.61-1000  0.9974  2.61 096 765
Ampicillin 1.37-500 09902  1.37 | 1.481000 0.9984 148 135 165 | 151500  0.9896 151 0.98 5.3
Sulfanilamide | 3.75-1000  0.9995  3.75 | 1.07-100  1.0000  1.07 055  188.9 | 4.55-1000 09989  4.55 028 799
Sarafloxacin | 0.26-1000 0.9986  0.26 | 0.24-1000 09981  0.24 093 439 | 0.05-1000 09975  0.05 099 189
Sulfamethazine | 0.49-1000 0.9995  0.49 | 0.39-1000  0.9980 0.9 096  137.4 | 043500 009980  0.43 145 7638
g'hplg’rfr'];’éf;t'g 10.10-500  0.9963  10.10 | 1.68-500  0.9952  1.68  1.09 7.9 1.45-500  0.9961 1.45 1.21 0.9
Sulfapyridine | 1.16-1000 0.9999  1.16 | 0.94-1000  0.9996  0.94  1.00 1259 | 1.07-500  0.9960 1.07 154 905
Sulfamethizole | 1.15-1000 0.9992  1.15 | 1.17-1000  0.9968 117 099  123.7 | 1.42-1000  0.9977 1.42 096  132.0
Difloxacin 0.28-1000 009961  0.28 | 0.29-1000 09958 029 099  67.1 | 0151000 0.9980  0.15 108 221
Tilmicosin 3.69-1000 09985  3.69 | 0.68-1000 09987 068 115  110.2 | 0.99-1000  0.9975  0.99 1.00 1019
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Tabla 9. Parametros analiticos obtenidos para los compuestos estudiados en disolvente, pollo y huevo (continuacion).

Disolvente Pollo Huevo
Compuesto. | 'y ©oaty| GaLy C by mame AR Y C Gl mane  Rec
Fenbendazole 0.07-1000 0.9981 0.07 0.09-500 0.9951 0.09 1.39 50.2 0.14-500 0.9996 0.14 1.15 58.5
Enrofloxacin 0.90-500 0.9976 0.90 0.22-500 0.9936 0.22 0.89 42.3 0.20-500 0.9989 0.20 0.99 15.3
Sulfadimethoxine | 0.12-1000 0.9965 0.12 0.21-1000 0.9959 0.21 0.98 131.7 0.30-1000 0.9996 0.30 101 143.3
Robenidine 0.17-500 0.9878 0.17 1.81-500 0.9996 181 0.76 122.3 1.47-500 0.9969 1.47 1.18 75.3
Levamisole 0.80-1000 0.9968 0.80 0.72-1000 0.9998 0.72 0.93 92.8 0.93-1000 0.9998 0.93 0.95 83.4
Sulfaquinoxaline 0.40-500 0.9964 0.40 0.87-1000 0.9998 0.87 1.14 132.3 0.87-1000 0.9992 0.87 1.14 106.2
Terbuthylazine 0.06-500 0.9979 0.06 0.17-500 0.9973 0.17 0.88 101.7 0.27-1000 0.9999 0.27 0.95 84.1
Alachlor 0.52-1000 0.9981 0.52 0.93-1000 0.9963 0.93 0.83 87.0 1.46-1000 0.9976 1.46 0.91 101.6
Acetamiprid 1.35-500 0.9975 1.35 1.66-100 0.9977 1.66 0.74 118.8 2.00-1000 0.9998 2.00 0.83 108.4
Thiabendazole 0.20-1000 0.9992 0.20 0.28-1000 1.0000 0.28 0.92 78.8 0.18-1000 0.9991 0.18 0.94 90.3
Difenoconazole 0.06-1000 0.9975 0.06 0.11-1000 0.9996 0.11 1.37 41.2 0.12-1000 0.9979 0.12 0.99 63.9
Amitrole 0.40-1000 0.9992 0.40 1.49-1000 0.9950 1.49 0.03 67.7 2.67-1000 0.9999 2.67 0.20 6.1
Spinosyn A 0.17-1000 0.9991 0.17 0.19-1000 0.9951 0.19 0.84 109.2 0.11-1000 0.9930 0.11 0.97 90.7
Spinosyn D 2.16-500 0.9999 2.16 0.98-500 0.9991 0.98 0.89 68.2 1.53-500 0.9978 1.53 1.10 50.6
Acephate 1.62-1000 0.9991 1.62 4.26-1000 0.9987 4.26 0.34 105.5 2.89-500 0.9912 2.89 0.99 73.9
Carbofuran 4.76-500 0.9981 4.76 2.66-1000 0.9992 2.66 0.66 128.9 9.71-1000 0.9998 9.71 0.71 107.6
Aclonifen 2.79-1000 0.9961 2.79 3.75-1000 0.9982 3.75 0.78 64.1 5.88-1000 0.9998 5.88 0.82 89.1
Disulfoton 2.30-500 0.9992 2.30 6.49-500 0.9961 6.49 0.77 86.1 5.35-1000 0.9988 5.35 0.70 71.7

40




Tabla 9. Parametros analiticos obtenidos para los compuestos estudiados en disolvente, pollo y huevo (continuacion).

Disolvente Pollo Huevo ‘

Compuesto |1ty R glh | golh X elh maie %R gl R gy mane %ReC
Fenthion 0.92-500  0.9973  0.92 1.23-500 09999 123 079 763 | 1.21-1000  0.9999 1.21 075  112.2
Paclobutrazol | 0.08-1000  0.9992  0.08 | 0.13-1000  0.9995 013 061 1160 | 0.06-500  0.9982 0.06 0.83 1189
';fg;gg' 0.11-250  0.9915  0.11 0.24-100  0.9968 024  1.11  107.2 | 0.49-100  0.9856 0.49 1.04 612
Spirotetramat | 0.25-1000  0.9951 025 | 0.39-500 09964 039  1.20 1124 | 056-1000  0.9971 0.56 114  80.0
Metconazole 0.13-500  0.9999  0.13 | 008500  0.9986 008 087 619 | 0.05500  0.9998 0.05 096 732
Fluralaner 0.49-500  0.9994 049 | 061-500 09986 061 090 327 | 0.47-1000  0.9975 0.47 091 420
Thiamphenicol | 0.24-500  0.9981 024 | 0.46-1000  0.999 046 096  108.3 | 0.39-1000  0.9981 0.39 097 919
Chloramphenicol | 0.17-500  0.998  0.17 | 0.26-500  0.9956 026 099 934 | 0.01-1000  0.9912 0.01 095 1191
Nicarbazine 0.52-1000  0.9924 052 | 041-500  0.9925 041  1.66  47.2 | 0.21-500  0.9955 0.21 129  70.3
Diclazuril 0.62-500  0.9987  0.62 | 054-500 09855 054 090 402 | 0.88-1000  0.996 0.88 086 563
Fipronil 0.09-1000  0.9991  0.09 | 0.07-500  0.9973 007 126  84.6 | 0.09-1000  0.9975 0.09 116  96.8
Fipronil Sulfone | 0.04-500  0.999  0.04 | 0.05500 09993 005  1.10 559 | 0.03-1000  0.9932 0.03 1.03  73.9
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5.3. Estudio de recuperacion

Un estudio de recuperacion fue llevado a cabo a fin de evaluar la eficacia de
extraccion del tratamiento de muestra propuesto. Para ello se fortificaron muestras
de pollo y de huevo (3 réplicas de cada matriz) a un nivel de concentracién de 1000
ug L™y se siguié el tratamiento de muestra descrito en el apartado 4.2. Puesto que
durante el protocolo de extraccion la muestra no es sometida a ninguna etapa de
dilucién o preconcentracién, patrones de 1000 pg L™ de las mezclas de analitos en
pollo y en huevo fueron utilizados para la obtencion del porcentaje de recuperacion.

El calculo de este porcentaje se realizé mediante la siguiente ecuacion:

% Recuperacion = Area muestra fortificada 100
° P Area patrén en matriz

Los resultados obtenidos quedan recogidos en la Tabla 9, mostrando una adecuada
recuperacion para buena parte de los compuestos analizados. De acuerdo con lo
establecido en la Guia SANTE/12682/2019, un porcentaje minimo del 30% es
necesario para considerar aceptable la recuperacién del método estudiado. Como
puede verse en la Figura 13, un 63% de los analitos presentan una recuperacion

superior al 70% en pollo, alcanzando un 69% para el caso del huevo.

% Recuperacion pollo % Recuperacién huevo

= <30% pp " <30%
= 30-50% = 30-50%
50-70% 50-70%
u >70% m>70%
0

Figura 13. Evaluacion del porcentaje de recuperacion de los analitos estudiados en muestras
fortificadas de pollo y huevo.
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Un total de 5 compuestos de los que se analizaron en modo de ionizacion positivo
presentaron una recuperacion por debajo del 30% para el caso de la carne de pollo,
subiendo este valor hasta 9 compuestos para el analisis en huevo. En el modo de
ionizacidbn negativo, todos los compuestos presentaron un porcentaje de
recuperacion por encima del 40% en las muestras de pollo y superior al 50% en las

de huevo.

Atendiendo al tipo de compuesto analizado es posible observar claras diferencias en
cuanto a la recuperacion. De manera general, se observaron mejores porcentajes de
recuperacion en pesticidas que en productos veterinarios, recuperandose la mayoria
de los pesticidas estudiados (74%) en un rango entre 60-120%. En el caso de los
farmacos, los resultados obtenidos van a estar condicionados por las caracteristicas
fisicoquimicas de cada uno de ellos. Un ejemplo de ello se puede ver en el caso de
lincomycin, para el que la recuperacion es baja en las dos matrices evaluadas,
probablemente porque su polaridad (log Pow=0.56) limita su extraccién en
acetonitrilo. Bajos porcentajes de recuperacion se obtuvieron para antibidticos
pertenecientes a las familias de las tetraciclinas y fluoroquinolonas (chlortetracycline,
danofloxacin, difloxacin, enrofloxacin) a pesar de la adicion de EDTA durante el
protocolo de extraccion ya que, como se comentaba anteriormente, éstos
compuestos tienden a complejarse con los diferentes cationes divalentes presentes
en el medio. Hay estudios que demuestran la eficacia del EDTA como agente
guelante, obteniéndose buenas recuperaciones para estas familias de compuestos
tanto en huevo (Alcantara-Duran et al., 2018) como en carne de pollo (Cao et al.,
2018). Es por ello por lo que se justifica en la propuesta inicial el empleo de EDTA
entre las sales de extraccion para posibilitar la recuperacion de compuestos como
tetraciclinas, macrélidos, quinolonas. No obstante, los resultados obtenidos indican
la necesidad de optimizar el uso de esta sal en el método propuesto para futuras

aplicaciones.
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5.4. Aplicacion del método a muestras reales

Con objeto de evaluar la aplicabilidad del método desarrollado se analizaron 3
muestras de huevo y otras 3 de carne de pollo, las cuales fueron adquiridas de
marcas diferentes. Para la identificacién y confirmacion de los diferentes compuestos
se siguieron los criterios fijados en la Decision de la Comision 2002/657/EC y la Guia
SANTE/12682/2019. En todos los casos, los positivos detectados fueron
confirmados con una tolerancia del tiempo de retencion de +0.1 min respecto al

estandar de calibrado y con una exactitud de masa inferior a 5 ppm.

Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 10 y 11. Para el caso del huevo,
hubo algunas muestras en las que se obtuvieron sefales de varios compuestos cuyo
uso no esta autorizado en la Unidon Europea (danofloxacin, sarafloxacin, difloxacin,
enrofloxacin, sulfadimethoxine, sulfaquinoxaline). La presencia de estas sustancias
no se pudo confirmar ya que no se obtuvo informacion adicional sobre sus iones
fragmento. La aplicacion de otra técnica analitica como MS/MS, que permite la
fragmentacion de las moléculas de analito, seria necesaria para confirmar su

presencia en la muestra de manera inequivoca.

Tabla 10. Concentracién de analitos (ug L™) detectados en muestras comerciales de pollo. El
resto de compuestos que no aparecen en la tabla no fueron detectados.

Compuestos Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Chlortetracycline 3.04 ND ND
Trimethoprim 0.09 ND ND
Fenbendazole 0.34 0.33 0.29
Sulfadimethoxine 3.31 3.90 ND
Sulfaquinoxaline ND 2.27 ND
Difenoconazole 0.95 0.72 0.66
Paclobutrazol 0.48 0.29 ND
Piperonyl Butoxide ND ND <0.24
Metconazole ND ND 1.04
Nicarbazine ND 4.72 ND
Fipronil <0.07 ND ND

ND: No detectado
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Tabla 11. Concentracién de analitos (ug L™) detectados en muestras comerciales de huevo. El
resto de compuestos que no aparecen en la tabla no fueron detectados.

Compuestos Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Chlortetracycline 11.12 5.80 3.40
Danofloxacin* 0.73 ND ND
Sarafloxacin* 1.18 0.49 ND
Difloxacin* 0.70 ND ND
Fenbendazole 0.68 0.33 ND
Enrofloxacin* 0.67 <0.20 0.23
Sulfadimethoxine* 3.79 4.36 ND
Sulfaquinoxaline* 4.23 5.12 3.18
Difenoconazole 0.53 0.55 0.29
Paclobutrazol 0.25 0.36 0.34
Piperonyl Butoxide <0.49 0.51 ND
Metconazole 0.90 0.57 ND
Nicarbazine ND 0.29 ND

ND: No detectado
(*) Necesidad de confirmacién por otra técnica analitica
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Figura 14. Deteccion y confirmacion de la presencia del pesticida difenoconazole en una
muestra de pollo. (a) EIC de difenoconazole a partir de la relacibn m/z exacta de la molécula

protonada ([M+H]"). (b) Espectro de masas y perfil isotépico de cloro.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que todos los analitos
detectados se encuentran por debajo del limite maximo establecido por la
legislacion, de modo que no existiria ningun riesgo para el consumidor. A modo de
ejemplo, en la Figura 14 se muestra la deteccion y confirmacién del pesticida
difenoconazole en una de las muestras de pollo. La presencia de este pesticida ha

sido detectada en todas las muestras analizadas.

6. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha desarrollado un método para la deteccion y cuantificacion de
contaminantes organicos en huevo y en carne de pollo. Un total de 48 pesticidas y
productos veterinarios, incluyendo varios de diferentes familias, han sido analizados
de manera rapida y eficaz. Para ello se ha propuesto un analisis basado en el
empleo del método QUEChERS como etapa de tratamiento de muestra, haciendo
uso de sales de citrato y EDTA durante la extraccién con disolventes y utilizando
EMR-Lipid como sorbente en la fase de purificacion. La deteccion se ha llevado a
cabo mediante LC-TOFMS en modo de ionizacion positivo y negativo, permitiendo
una identificacién inequivoca de los compuestos estudiados mediante medidas de
masa exacta, ademas de la informacion proporcionada por el tiempo de retencion,
fragmentacion y patrones isotépicos. Los resultados obtenidos demuestran la alta
sensibilidad del método propuesto ya que todos los LOQs calculados son inferiores a
10 pg L™, estando todos por ellos por debajo de los LMRs que establece la
legislacion para estos compuestos. Con respecto al estudio de recuperacion, los
resultados mostraron recuperaciones adecuadas para buena parte de los
compuestos analizados. No obstante, bajas recuperaciones se obtuvieron para
determinadas familias de compuestos (tetraciclinas y fluoroquinolonas), siendo la
recuperacion de estas sustancias una de las variables a optimizar para posteriores
aplicaciones. El método propuesto fue aplicado a muestras reales de huevo y carne
de pollo. Un total de 11 compuestos fueron detectados en las diferentes muestras, si
bien todos ellos se encontraban por debajo de limite maximo que recoge la

normativa.
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8. ANEXOS

8.1. Abreviaturas

Ac
AESAN
AOAC
API

BPA
CMA
DMSO
d-SPE

EDTA
EFSA

EIC
EMR-Lipid
ESI

EURL AO

FAO
GCB
HLB

UAE

HPLC

Acetato

Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion
Association of Official Analytical Collaboration

lonizacion a presion atmosférica (Atmospheric pressure
ionization)

Buenas Préacticas Agricolas

Cumbre Mundial de la Alimentacion

Dimetilsulfoxido

Extraccidbn en fase sdlida dispersiva (Dispersive solid phase
extraction)

Acido etilendiaminotetraacético

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food
Safety Authority)

Cromatograma de ion extraido (Extracted lon Chromatogram)
Enhanced Matrix Removal-Lipid

Electrospray

Laboratorio de Referencia de la Unién Europea para Residuos
de Pesticidas en Alimentos de Origen Animal (European Union
Reference Laboratory for Pesticide Residues in Foods of Animal
Origin)

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (Food and Agriculture Organization)

Carbén grafitizado (Graphitized carbon black)

Balance hidrofilico-lipofilico (Hidrophilic lipophilic balanced)
Extraccion asistida por ultrasonidos (Ultrasound assisted
extraction)

Cromatografia de liquidos de alta eficacia (High performance

liquid chromatography)
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HRMS

INFOSAN

LC
LDR
LLE
LMR
LOQ
m/z
MAPA
MeCN
MeOH
MS
MS/MS
OoDS
OMS
ONU
PES
PSA
PTFE
PVDF

Q

QQQ
QUEChERS

RASFF

RSD
SIN
SCIRI
SGA

SLE

Espectrometria de masas de alta resolucion (High resolution
mass spectrometry)

Red Internacional de Autoridades de Inocuidad de los Alimentos
(International Food Safety Authorities Network)

Trampa de iones (lon trap)

Cromatografia liquida (Liquid chromatography)

Rango dinamico lineal (Lynear dynamic range)

Extraccion liquido-liquido (Liquid-liquid extraction)

Limite Maximo de Residuo

Limite de cuantificacién (Limit of quantification)

Relacién masa-carga

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion

Acetonitrilo

Metanol

Espectrometria de masas (Mass spectrometry)

Espectrometria de masas en tandem

Objetivos de Desarrollo Sostenible

Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion de las Naciones Unidas

Poliéter sulfona

Amina primaria-secundaria (Primary-secondary amine)
Politetrafluoroetileno

Fluoruro de polivinilideno

Cuadrupolo (Quadrupole)

Triple cuadrupolo (Triple quadrupole)

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, y Safe

Sistema de Alerta Rapido para Alimentos y Piensos (Rapid Alert
System for Food and Feed)

Desviacion estandar relativa (Relative standard deviation)
Relacion sefal-ruido (Signal-to-noise ratio)

Sistema Coordinado de Intercambio Rapido de Informacién
Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado
de Productos Quimicos

Extraccion solido-liquido (Solid-liquid extraction)
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SPE
TIC
TOF
UE
UHPLC

USFDA

Extraccion en fase sélida (Solid phase extraction)

Cromatograma de iones totales (Total ion chromatogram)
Tiempo de vuelo (Time of flight)

Union Europea

Cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia (Ultra high
performance liquid chromatography)

Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(United States Food and Drug Administration)
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