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1. RESUMEN

En este trabajo, se ha estudiado la presencia de residuos de plaguicidas en mango
empleando cromatografia de liquidos/espectrometria de masas de alta resolucion.
Esta aproximacion permite la medida de masas exactas de iones para identificar
especies sin necesidad de emplear patrones. Se ha usado un espectrometro de masas
hibrido quadrupolo/tiempo de vuelto (UHPLC-QTOF-MS) con fuente de ionizacion de
electrospray en modo positivo. Se emple6 un método derivado del QUEChERS,
basado en extraccion solido-liquido con acetonitrilo para la extraccion de los
plaguicidas de las muestras. Para realizar la deteccion de plaguicidas basada en
medidas de masas exactas (suspect screening), se ha elaborado una base de datos
con 416 analitos, considerado las masas de los iones precursores ([M+H]*) para
propiciar el andlisis cualitativo de los plaguicidas empleando el software Agilent
MassHunter. En total, se han identificado un total de 6 plaguicidas en las muestras

analizadas, que se han confirmado empleando patrones puros.

ABSTRACT

In this study, the presence of trace residues of pesticides in mango has been evaluated
using liquid chromatography/high-resolution mass spectrometry, which enables
accurate mass measurements to obtain elemental compositions allowing analyte
identification. A UHPLC-QTOF-MS system with electrospray ionization operated in the
positive ion mode was used combined with solvent extraction with acetonitrile
(QUEChERS-based) sample preparation. The pesticides were detected using a
suspect screening approach based on accurate mass measurements of selected
pesticides. A database of 416 pesticides was prepared using the protonated molecules
of the studied compounds, using MassHunter Qualitative Software. Up to 6 pesticides

were identified, and further confirmation was carried out with neat solvents.

2. OBJETIVO

El principal objetivo de este Trabajo Fin de Grado es estudiar la presencia de

plaguicidas en mango.



3. INTRODUCCION

3.1. La problematica de los residuos de plaguicidas en alimentos y su
legislacion

A pesar de que el uso de los plaguicidas comenzdé con el desarrollo de la agricultura,
no fue hasta 1920 cuando se empezaron a sintetizar en el laboratorio, lo cual hizo que
se extendiera su aplicacion (Bedmar, 2011). La FAO define los plaguicidas como
“cualquier sustancia o mezcla de sustancias con ingredientes quimicos o biol6gicos
destinados a repeler, destruir o controlar cualquier plaga o a regular el crecimiento de
las plantas” (FAO y OMS, 2015). Se pueden agrupar atendiendo a una amplia variedad

de criterios, algunos de los cuales se recogen en la tabla 3.1 (Akhase et al., 2008).

Tabla 3.1. Resumen de las posibles clasificaciones de los plaguicidas (Akhase et al., 2008).

Criterio Tipos
Toxicidad Extremadamente peligrosos, muy peligrosos, moderadamente peligrosos...
Plaga Acaricidas, alguicidas, bactericidas, herbicidas, insecticidas, fungicidas...
Composicion quimica Carbamatos, organoclorados, organofosforados, piretroides...
Modo de entrada Sistematicos, de contacto, fumigantes, repelentes...
Modo de accién Venenos fisicos, protoplasmicos, respiratorios, nerviosos...
Tipo de formulacion Solidos (cebos, polvos), liquidos (aerosoles, fluidos), gaseosos...
Origen Naturales, quimicos

Su uso a gran escala resulta imprescindible para satisfacer las necesidades de la
poblacidon en auge. Se estima que en 2050 habra 9.700 millones de habitantes en la
Tierra, suponiendo un crecimiento de mas del 30%. Este hecho exigird un aumento
del 70% de la produccion de alimentos en paises desarrollados. El 20% del mismo
sera debido a la expansion del terreno agricola. En consecuencia, surge la necesidad
del empleo de plaguicidas con el objetivo de lograr la intensificacion de los cultivos
(Foro de Alto Nivel de Expertos FAO, 2009).

El uso inadecuado de plaguicidas, normalmente asociado a malas practicas agricolas,
plantea una serie de problemas medioambientales, entre los que figura la salud

humana. Los plaguicidas contaminan el agua, el suelo y la atmésfera, ademas de
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acumularse en los cultivos, pudiendo pasar a los alimentos, como muestra la figura
3.1 (Fenik et al., 2011). Su destino final depende de diversos factores, entre los que
se incluyen las condiciones medioambientales y la tasa de crecimiento de los cultivos
(L6pez-Ruiz, 2020).

volatilidad,
viento

evaporacion

polvo,
lluvia

polvo,
lluvia

SUELO |« PESTICIDAS

residuos
en
plantas

AGUA

Y

aguas
residuales

w

CULTIVOS PERSONAS

Figura 3.1. El ciclo de los plaguicidas en la naturaleza (Fenik et al., 2011).

En consecuencia, el ser humano queda expuesto a ellos por diversas vias: ingestion,
inhalacion o absorcion dérmica. Entre los efectos observados en personas por la
ingesta de alimentos contaminados con plaguicidas destacan disfunciones
neurolégicas y conductuales, problemas reproductivos y hormonales, acompafiados
del desarrollo de tumores (Yura et al., 2021). Por ello, los agricultores han de usar
cantidades adecuadas de plaguicidas, cumpliendo con las Buenas Practicas Agricolas

(BPA), ademas de evitar el uso de plaguicidas no regulados.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) trabajan juntas para garantizar la inocuidad
de los alimentos que consumimos, ya que la Seguridad Alimentaria constituye uno de
los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU) para 2030. Como resultado, el Codex Alimentarius recopila una serie
de normas alimentarias y establece limites maximos de residuos (LMR) de plaguicidas
en alimentos. Ademas, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) define

los residuos de plaguicidas como “cantidades mensurables de sustancias activas
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(sustancias quimicas utilizadas para proteger a las plantas contra enfermedades y
plagas) y sus metabolitos o productos de degradacion que se pueden encontrar en los
cultivos cosechados o en los productos alimenticios de origen animal.” A nivel
nacional, la mayoria de los paises desarrollados cuentan con organismos
competentes que velan por la Seguridad Alimentaria, como FDA (EE.UU.), PMRA
(Canada), FSAI (Irlanda), JSFM (Japén) y AESAN (Espafia). Sin embargo, los paises
de la Unién Europea se rigen por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) 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. Dicho reglamento
sufre continuas modificaciones, con el fin de proteger a los consumidores.
Actualmente, estan recogidos los LMRs para 656 plaguicidas, en 381 productos
alimentarios, asi como directrices para llevar a cabo su andlisis. Dichos LMRs se
pueden consultar online en una base oficial y especifica, que se actualiza

continuamente (Comisién Europea, 2023).

3.2. Metodologia para el analisis de residuos de plaguicidas en

alimentos

El tratamiento de la muestra para el andlisis multi-residuo de plaguicidas en frutas y
verduras es de gran importancia, pudiendo afectar en gran medida a la calidad del
andlisis. Resulta imprescindible considerar las dos principales problematicas que
afectan a estas medidas: la alta complejidad y diversidad de matrices, asi como las
bajas concentraciones a determinar (Fenik et al., 2011). Ademas, la muestra ha de ser
representativa y homogénea, siendo su composicién quimica lo mas parecida posible

a la media de la poblacién analizada.

El tratamiento suele iniciarse con la preparacion de muestra, que puede incluir
procesos como el lavado o la trituracion, considerando las partes de las matrices a las
gue se les aplica el LMR y que se deben analizar, reguladas en el Codex (CCPR,
2010). El siguiente paso consiste en la extraccion de los analitos, que se transfieren
desde la matriz original a un disolvente de extraccién. Se persigue el menor consumo
de disolvente posible. Para la eleccion del mismo, se consideran aspectos como su
toxicidad o la solubilidad de los analitos en él, siendo frecuente el empleo de



acetonitrilo, acetato de etilo, diclorometano, metanol y tolueno (Wahab et al., 2022).
Se suele recurrir a equipos de agitacion automética para mejorar la reproducibilidad y
asegurar el contacto intimo entre fases. Ademas, la adicion de sales anhidras puede
favorecer la transferencia de analitos de mayor polaridad al disolvente, por una
reduccion de la solubilidad en fase acuosa como consecuencia del aumento de su
fuerza i6nica. Este efecto se conoce como salting-out (Stajnbaher y Zupangi¢-Kral,
2003; Perestrelo et al., 2019).

La coextraccion de otros compuestos de la matriz es frecuente en los métodos
multirresiduo, ya que los pardmetros de extraccion suelen ser muy generales dada la
heterogeneidad de los analitos y su variedad de propiedades fisicoquimicas. Estos
compuestos coextraidos se denominan interferentes y se caracterizan por afectar al
andlisis, por ejemplo, generando efecto matriz o aumentando el limite de
cuantificacion. En consecuencia, la Ultima etapa del tratamiento de muestras
vegetales suele ser una etapa de limpieza o clean up. Normalmente, se lleva a cabo
con sorbentes que permitan eliminacion moderadamente selectiva de los

interferentes.

Hay diversos métodos de tratamiento de muestra para el analisis multirresiduo, como
el método Luke (y sus variantes), el método del acetato de etilo o el método
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) (Ferrer, 2017). Este
altimo es el mas comdn. Se comenzd a implementar en el siglo XXI, con sucesivas

mejoras y modificaciones (Anastassiades y Lehotay, 2003).

En el método QUEChERS se distinguen, fundamentalmente, dos etapas. La primera
de ellas consiste en una extraccion simple con acetonitrilo, en presencia de sales,
originalmente MgSO4 anhidro y NaCl, para favorecer el efecto salting-out. Se pueden
usar otras sales si se recurre a métodos tamponados en el caso de analitos sensibles
al pH. La segunda etapa consiste en la limpieza del extracto o clean up, mediante
dSPE (extraccion en fase solida dispersiva). Para ello, se toma un volumen
determinado de sobrenadante de la etapa anterior, adicionando sal anhidra (para la
eliminacién del agua) y un sorbente segun el tipo de muestra y los posibles
interferentes: el carbon grafitizado (GCB) retiene pigmentos; la amina primaria-



secundaria (PSA) elimina compuestos organicos (Anastassiades y Lehotay, 2003;
Uclés et al., 2018; Dubey et al., 2018; Song et al., 2018); Cis retiene compuestos
hidrofébicos (Sol et al., 2018). En algunos casos, resulta de interés emplear una
combinacion de dichos sorbentes para obtener resultados éptimos (Martinez-Piernas
et al.,, 2018; Mohapatra y Lekha, 2016). Tras la limpieza, se lleva a cabo una
centrifugacion y se analiza el extracto directamente o se reconstituye en otro
disolvente apto para el analisis (Ferrer, 2017). El proceso queda recogido en la figura
3.2.

10 g muestra + 10mL AcN

. + 6 g MgSO4
i + 1 g NaCl

Agitar

}

Centrifugar 1 min 6000 rpm

v

Agitar 30 s en vortex:
1mL de extracto + 150 mg MgSOa+ 25 mg PSA

|

Centrifugar 1 min 6000 rpm

.

Reconstituir en disolvente adecuado para el analisis

Figura 3.2. Esquema de las etapas del método QUEChERS original (Ferrer, 2017).

3.3. Cromatografia liquida para el analisis de plaguicidas en alimentos

La etapa final del andlisis de los plaguicidas en alimentos consiste en la separacion,
identificacion y cuantificacion de dichos analitos. Al tratarse de un grupo muy

heterogéneo de compuestos, la técnica empleada dependera de sus propiedades
6



fisicoquimicas, siendo més usadas la cromatografia liquida (LC) y la cromatografia de
gases (GC). Habitualmente, en ambas técnicas, las columnas cromatograficas se
acoplan a un espectrometro de masas (MS) como detector. Como resultado, la
capacidad de identificacion es mejor, al usar espectros de masas y tiempos de
retencion. También aumenta la sensibilidad respecto a los detectores UV o de
fluorescencia (Alder et al., 2006). La eleccion de la técnica de andlisis empleada
implica considerar factores como la polaridad de los plaguicidas, su punto de
ebullicién, su solubilidad en determinados disolventes o los requerimientos

legislativos, entre otros (Raina, 2011).

La cromatografia de gases acoplada a esprectrometria de masas (GC-MS) se emplea
para analitos volatiles. Por ello, los plaguicidas han de ser de bajo peso molecular o
facilmente derivatizables. Es la opcion mas comun para el andlisis de plaguicidas
menos polares, entre los que estan los organoclorados y los organofosforados (Raina,
2011). Por contra, la cromatografia liquida acoplada a esprectrometria de masas (LC-
MS) resulta mas adecuada para el analisis de compuestos con mayor polaridad, como
carbamatos y fenilureas (Raina, 2011). La necesidad de analizar simultdneamente un
amplio numero de plaguicidas y sus metabolitos (la mayoria de ellos polares, ya que
se ha demostrado recientemente que son mas respetuosos con el medioambiente por
su facilidad de degradaciéon (Pérez-Ortega, 2015)), el escaso tratamiento de muestra
requerido y la reduccion del tiempo de analisis ha llevado a LC-MS a ser la técnica de
analisis multirresiduo mas usada. Posibilita la deteccion, identificacién y cuantificacion
de residuos de plaguicidas en alimentos, proporcionando informacion estructural de

los analitos (Stachniuk y Fornal, 2016).

Hoy en dia, es comun separar los analitos con columnas de cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC) o de ultra alta resolucion (UHPLC), segun el tamafio de
particula de la fase estacionaria. En ambos casos, se inyecta un volumen pequefio de
muestra (varios microlitros) en una fase mévil. Esta es bombardeada continuamente
a través de una columna, donde esta la fase estacionaria, como muestra la figura 3.3.
Los analitos interactian con ella en funcién de diversos parametros, separandose
segun la intensidad de dichas interacciones: cuanto menores sean, antes eluyen los

compuestos de interés y menor es el tiempo de permanencia en la columna, o tiempo



de retencién. Para los analitos de interés, el tiempo de retencion ha de ser, como
minimo, el doble del tiempo muerto o tiempo que tarda un compuesto en atravesar la
columna sin interactuar con ella, con una tolerancia de £ 0.1 min (Comision Europea,
2020). Se trabaja en fase inversa con gradiente de elucion, lo cual implica una fase
movil de polaridad creciente: primero eluyen los analitos mas polares, seguidos de los
de polaridad media y los analitos menos polares son los ultimos en salir de la columna.
La elucion en modo isocratico es menos frecuente (Chung y Lam, 2012). Ademas, la
adicion de un modificador organico volatil (acidos organicos, sales de amonio o
combinaciones de ambos) puede mejorar la eficiencia tanto de la separacion como de
la deteccion. La fase estacionaria apolar por excelencia es octadecilsilano (Cais),
siendo octilsilano (Cs) menos usada. Las fracciones eluidas llegan a la fuente de
ionizacion, desde la que se introducen en el espectrometro de masas, donde tiene

lugar la deteccion.

—
Bomba
impulsion

Depésito
fase movil

Detector

] I D |

l Datos

Desecho

Figura 3.3. Instrumentacion HPLC (ApuntesDe, 2022).

3.4. La espectrometria de masas de alta resolucion y el uso de bases
de datos para la identificacion de residuos de plaguicidas en

alimentos

La espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS) supone un gran avance en
cuanto al analisis no dirigido de plaguicidas ya que la espectrometria de masas de
baja resolucion (LRMS), solo hacia posible la identificacion de analitos para los que

se disponia de un patron analitico (target analysis). La HRMS es una técnica que



permite el estudio de analitos desconocidos, mediante comparacion de espectros con
softwares especificos. Se basa en la determinacion de masas exactas de iones de
especies individuales en una muestra, proporcionando informacion sobre su
naturaleza, composicion y estructura. En consecuencia, la cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién (LC-HRMS) es una de las
técnicas usadas por excelencia para la determinacién de trazas de plaguicidas
especificos y sus metabolitos en matrices complejas (Lépez-Ruiz, 2020; Lacorte y
Fernandez-Alba, 2006). Normalmente, el analisis multirresiduo de plaguicidas en

alimentos suele incluir entre 200 y 450 analitos (Pérez-Ortega et al., 2016).

Se ioniza una cantidad infima de muestra, principalmente mediante con electrospray
(ESI) o ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI), cuyas caracteristicas se

recogen en la tabla 3.2 (Stachniuk y Fornal, 2016).

Tabla 3.2. Caracteristicas principales de las fuentes de ionizacién a presion atmosférica (Adaptado de
Stachniuk y Fornal, 2016).

ESI APCI
e Analitos sin limite de peso e Peso molecular analitos
molecular <1000 Da
e Analitos de polaridad media-alta ¢ Analitos de polaridad baja
e Compuestos termolabiles e Compuestos termoestables
e Mayor sensibilidad ¢ Menor efecto matriz
e Técnica mas usada e Menor formacion aductos

En el analizador, los iones sometidos a un campo eléctrico, de radiofrecuencia y/o
magnético y se separan segun su cociente masa/carga (m/z), antes de llegar al
detector. La combinacion de varios analizadores o espectrometria de masas en
tandem (MS/MS) conlleva un aumento de la selectividad y la sensibilidad porque se
determina el cociente m/z de los iones producto tras seleccionar un ion precursor y
someterlo a un proceso de fragmentaciébn en una camara de colisiébn. Algunas
combinaciones destacables de analizadores son: triple cuadrupolo (QgQ), cuadrupolo-
tiempo de vuelo (Q-TOF) vy cuadrupolo-trampa lineal (Q-Trap) (Stachniuk y Fornal,
2016; Wahab et al., 2022; Gémez-Ramos et al., 2013; Lacorte y Fernandez-Alba,

2006). Por otro lado, el analizador Orbitrap es una trampa de iones electrostatica, que
9



usa la transformada de Fourier para obtener el espectro de masas. Permite trabajar
en full scan y con muy alta resolucion. El acoplamiento de Orbitrap a la cromatografia
de liquidos resulta ser una técnica muy potente en la actualidad (Makarov y Scigelova,
2010). Ademas, el Orbitrap también se puede acoplar con otros analizadores (Lin et
al., 2015).

Los analizadores se caracterizan por su resoluciéon o capacidad para diferenciar
componentes de masa parecida. También es importante considerar la exactitud o error
de masa (MA, por sus siglas en inglés). Esta se define como la diferencia relativa entre
el valor de m/z experimental (Mexp) Y el valor de m/z tedrico (masa monoisotopica,
Mteo), en relacion al valor de este ultimo. Las masas se suelen expresar en Dalton
(Da), y el error de masa, en partes por millén (ppm) (Gareth Brenton y Ruth Godfrey,
2010). En el error de masas, se incluye el signo. La expresion se refleja en la figura
3.4. El error de masa elegido también depende de la relacion m/z de los analitos
(Holcapek et al., 2012).

Meyxp(Da)—Mieo(Da)

M¢eo (Da)

Figura 3.4. Expresion del error de masa.

MA(ppm) = x 10°

Para asegurar la correcta asignacion de masas espectrales, resulta imprescindible un
buen ajuste del eje de masas. En el caso de instrumentos con QqQ, la calibracién del
eje de masas se suele realizar con menor frecuencia debido a que se trabaja con la
masa nominal. Sin embargo, analizadores como el TOF deben ser calibrados més
asiduamente, para obtener ajustes de masas muy precisos. Estas calibraciones se
pueden realizar con mezclas de compuestos de masa conocida a lo largo de todo el
rango de masas que se desea calibrar, resultando frecuente el empleo de compuestos
que forman aductos consigo mismos. Ademas, en el TOF, para lograr una alta
exactitud de masa, es aconsejable el uso de una sustancia de referencia o lock mass
gue se adiciona post-columna y se adquiere periédicamente a lo largo del
cromatograma (Grimalt, 2009). La masa conocida del lock mass se usa para recalcular

el valor de todas las masas obtenidas durante la adquisicion.

Para el correcto desarrollo y validacion del método analitico empleado en el control de

plaguicidas en alimentos, resulta imprescindible considerar la Guia SANTE,
10



documento n® SANTE/11312/2021 (Comision Europea, 2020). Este documento se
enfoca principalmente en el analisis de residuos de plaguicidas en alimentos y
piensos. Ademas, establece el nimero de iones necesarios para identificar un
compuesto en funcion del tipo de analizador de espectrometria de masas empleado.
Para analizadores de LRMS, se establecen minimo 2 o 3 iones como criterio de
identificacion, mientras que en el caso de HRMS, se han de detectar 2 iones (uno de
ellos debe de ser el ion precursor) con exactitud de masa inferior a 5 ppm, lo cual
gueda reflejado en la tabla 3.3. También, el ion monitorizado debe de estar presente

en, al menos, 5 scans consecutivos.

Tabla 3.3. lones para la identificacion con MS, adaptacion de la guia SANTE (Comision Europea,

2020).
: ; . N° minimo de
Resolucion MS Analizador Modo de adquisicién ;
iones
Barrido completo (full
Cuadruplo, trampa de )
) scan), rango de m/z 3iones
iones, TOF o
LRMS limitado, SIM

Triple cuadrupolo, Q- .
Full scan, SRM/MRM 2 iones producto

Trap, Q-TOF
Full scan, rango de . )
o 2 iones (ion
m/z limitado, SIM,
] . molecular),
HRMS (Q)-Orbitrap, (Q)-TOF fragmentacion con y

] . . exactitud de masa
sin seleccién de ion
<5 ppm
precursor

Resulta de interés destacar que la identificacion mediante monitorizacion de iones
seleccionados o selected ions monitoring (SIM) depende en gran medida de la
selecciéon de dichos iones. Los iones precursores, las moléculas protonadas o
desprotonadas, asi como los diversos aductos que se puedan formar, son de gran
utilidad. En general, los iones de mayor m/z presentan una selectividad mayor que
iones con menor m/z. Para seleccionar los iones, también hay que considerar las

posibles interferencias.

Ademas, los analizadores de QqQ suelen operar mediante monitorizacion selectiva de
trasicion de iones (MRM). Asi, tienen lugar dos etapas secuenciales de analisis de

masas idependientes (Busch, 2002). Permite seleccionar un ion precursor y un ion
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producto para cada compuesto. Se logra gran sensibilidad y selectividad en el analisis
rutinario (Schreiber et al., 2011). En cambio, los analizadores Q-TOF suelen llevar a
cabo barrido de iones producto, donde se seleccionan fragmentos para confirmar los

analitos. En la figura 3.5 se recogen ambas aproximaciones (Lin et al., 2014).

Q1 Q2 Q3

Source MS1 CID MS2

. o &
Product ion scan .A.“ P '*‘\? :@79 > &

Select m/z Scan

+ P ¥ =
Selected reaction monitoring W P - ey
* 0*» *’t o @ aa*:ffs

Select m/z Select fragment @

Figura 3.5. Modos de scan en espectrometria de masas en tandem: barrido de iones producto (arriba)
y MRM (abajo) (Lin et al., 2014).

Posteriormente, al llevar a cabo la extraccion de los cromatogramas de los analitos,
los picos correspondientes a los distintos iones seleccionados para un mismo analito
han de solapar y deben corresponderse con el tiempo de retencién y la forma del
correspondiente patrén de calibracion. En cualquier caso, la principal utilidad de
dichos cromatogramas seréa la deteccion de interferencias y no la identificacion de
analitos. Si el andlisis inicial no proporciona resultados concluyentes, se requiere un
analisis de confirmacion, que suele implicar un nuevo analisis del extracto de la
muestra. Se analizara otra porcion de la muestra en caso de que se exceda un LMR.
También se recomienda un analisis de confirmacion si se identifican plaguicidas en

matrices poco frecuentes (Comision Europea, 2020).

En consecuencia, para trabajar en HPLC-HRMS, se han desarrollado tres
aproximaciones, segun el objetivo del analisis: target analysis, suspect screening y
non-target screening, cuyas metodologias y caracteristicas se esquematizan en las
figuras 3.6 (Lopez-Ruiz, 2020) y 3.7 (Llorca y Rodriguez-Mozaz, 2013).
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Figura 3.6. Caracteristicas modos de trabajo HRMS, (Lépez-Ruiz, 2020).

Cuando los analitos son perfectamente conocidos y se dispone de patrones para ellos,
se usa el target analysis. En este método, el Q-TOF proporciona mayor selectividad
gracias a la medicion precisa de la masa exacta del ion, a pesar de que los limites de
deteccién son inferiores para QgQ. Esta ultima permite la identificacion de plaguicidas
en concentraciones de ppt (partes por trillén) en matrices alimentarias con cuatro e
incluso cinco puntos de identificacion, mientras que Q-TOF se usa con frecuencia en
la caracterizacion de analitos. Al trabajar con Q-TOF, a veces la sensibilidad resulta

insuficiente (Holcapek et al., 2012).

En caso contrario, se emplean suspect screening o non-target screening, ambos
basados en la identificacion tentativa del analito segun su masa exacta y los
fragmentos derivados del ion precursor; aunque la identificaciébn completa requiere el
uso del correspondiente patrén analitico o de una técnica ortogonal (LOpez-Ruiz,
2020). Por ello, se suele expresar la identificacion tentativa de cada compuesto segun
una serie de niveles de confianza, del 1 al 5, siendo 5 el nivel de menor fiabilidad y el
nivel 1 supone la confirmacion definitiva de la estructura usando un patrén analitico
(Schymanski et al., 2015).
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El suspect screening se basa en el empleo de librerias o bases de datos, que recogen
una inmensa variedad de compuestos. El acceso a ellas puede ser mediante su
adquisicidon en la casa comercial correspondiente, o pueden ser elaboradas por los
propios investigadores. Para que una base de datos sea Util resulta importante que
las condiciones del analisis realizado sean las mismas que las recogidas en dicha
libreria. Las bases de datos incluyen la masa exacta del ion precursor y los fragmentos
0 iones producto, y detallan aspectos como el sistema cromatografico usado, el modo
de ionizacion, los aductos formados o la energia de colisién durante la fragmentacion
del precursor. Se generan archivos de datos tipo “.csv’, que se implementan en

software de andlisis como TraceFinder®, MassFragment (Waters™) o Metaboscape®.

Recogida, extraccion y purificacién de muestra

|
| HPLC/GC + HRMS |

\

SUSPECT NON-TARGET
TARGET SCREENING SCREENING SCREENING
con patrones sin patrones sin patrones
| |
| . . separacién automatica por
lista de iones objetivo lista de iones sospechosos masa exacta y deteccion
’ de picos
[
separacion por masa separacion por masa lista de iones no-objetivo
exacta exacta :
I
\ comparacion patrones | ajuste férmula elemental I
comparacién Rt y isotopicos experimentales [
MS/MS y tedricos de busqueda estructural,
experimentales y sospechosos bases de datos
[
SIS comparalcién Rty comparacion Rt y MS/MS
{ MS/MS experimentales J experimentales y
‘ y sospe\chosos predichos
IDENTIFICACION SOSPECHOSOS DESCONOCIDOS
OBJETIVOS ALTAMENTE POSIBLES ALTAMENTE POSIBLES

Figura 3.7. Workflow de los modos de trabajo en HRMS (adaptacion de Llorca y Rodriguez-Mozaz,
2013).
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La identificacion se lleva a cabo mediante comparacion: el error relativo de masa
maximo para el ion precursor es 5ppm y para los fragmentos, 10ppm. Dicho método
se suele emplear cuando hay acceso a informacion contrastada sobre analisis previos
y resulta de especial interés para maximizar el nimero de plaguicidas analizados y
sus metabolitos (Lopez-Ruiz, 2020). En cuanto a los analizadores, el Q-TOF no
requiere preseleccion de los analitos, a diferencia del QqQ, aunque su sensibilidad es

menor, impidiendo analizar plaguicidas a nivel de ultra-traza.

En el caso de no tener datos previos, se recurre al non-target screening. Para ello, se
emplean herramientas informéticas que predicen la fragmentacion de las especies.
Asi, posibilita el analisis de especies procedentes de la degradacion de los
plaguicidas, que pueden ser toxicos. Como analizador, Orbitrap suele ofrecer los
mejores resultados (Lin et al., 2015; Marakov y Scigelova, 2010). Sin embargo, debido
a su elevado coste, Q-TOF sigue siendo bastante usado. EL analizador Q-TOF facilita
la asignacion de la férmula empirica de los analitos y permite resolver casos de co-
elucién mediante las masas diferenciales (Lacorte y Fernandez-Alba, 2006). Se trata
de usar programas especificos, como Compound Discoverer® y MassChemsite®,
capaces de generar potenciales estructuras de los metabolitos desconocidos a partir
del ion precursor y una libreria de reacciones béasicas. En este caso, los metabolitos
desconocidos, cuyo error asociado ha de ser inferior a 5 ppm, se buscan mediante
m/z calculada. Por un lado, el uso de bases de datos de acceso gratuito, como
MassBank, Chemspider, mzCloud o Human Metabolome Database (HMDB), requiere
un tratamiento previo de los datos. En contraste, el manejo de programas analiticos
implica un tratamiento de los datos automatico, asociando el resultado con
determinadas bases de datos proporcionadas por el usuario. Entre estas
herramientas, sobresalen Compound Discoverer®, Metaboscape®, MassHunter
profiling® (Agilent Technologies) o XCMS (The Scripps Research Institute) (Lopez-
Ruiz, 2020). Una vez conocidos los analitos que contaminan la muestra, se puede
desarrollar un método concreto enfocado en la deteccién y cuantificacion de los

mismaos.
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3.5. Consideraciones en la cuantificacion de plaguicidas en muestras
de alimentos mediante LC-MS

En el desarrollo de un método analitico para la determinacion de plaguicidas en
alimentos es importante considerar el efecto matriz, la linealidad y la sensibilidad si se

van a cuantificar los analitos.

3.5.1. Efecto Matriz

El efecto matriz (EM) es el aumento o disminucion inesperada de la respuesta de los
analitos por la coelucion de otros componentes de la matriz. La principal razén es la
competicion entre los compuestos no volatiles de la matriz y los iones de los analitos
para acceder a la superficie de las gotas durante la ionizacion y pasar a estado
gaseoso, quedando justificado que este efecto sea méas acusado al usar ESI (King et
al., 2000; Kebarle, 2000). Depende tanto del analito como de la matriz (Jansson et al.,
2004). ElI método mas sencillo de evaluarlo requiere el empleo de la matriz blanco
igual que las muestras. Se extrae la matriz blanco y se lleva a cabo la determinacion
tras adicionar analito post-extraccion (fortificacion), para comparar las respuestas con
una disolucion del patrén de referencia en disolvente. El porcentaje de respuesta del
analito en la matriz estudiada frente al patron en solvente sin matriz puede ser superior
al 100% (exaltacion) o inferior (supresion). Los efectos de supresion de sefial son mas
habituales (Sancho et al., 2002).

Se intenta evitar el EM mediante patrones internos o mediante calibrado en matriz. En
ambos casos, a pesar de que la sensibilidad se puede ver afectada, se consigue

compensar el efecto matriz, sin eliminarlo por completo.

Un patron interno tiene caracteristicas fisico-quimicas muy similares a las del analito
(retencion, ionizacion, fragmentacién), siendo lo mas util el propio analito marcado
isotopicamente, lo cual no siempre es posible. La calibracion en matriz persigue
igualar el efecto matriz en los patrones y en las muestras consiguiendo una calibracion
adecuada para la cuantificacion de la concentracién en las muestras. También es

posible modificar las condiciones cromatograficas o eliminar interferentes mejorando
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las etapas del tratamiento de muestra.

3.5.2. Calibracion y rango de linealidad

Al tratarse de un método instrumental, la calibracion instrumental y analitica son muy
importantes para proporcionar resultados fiables. La calibracion analitica consiste en
la caracterizacion de la respuesta instrumental en funcién del analito y se emplean
patrones que contengan al mismo. Se elabora una recta de calibrado a partir de la
respuesta de varias disoluciones patron de concentracion conocida. Se representa la
respuesta del instrumento en el eje y de la grafica, y el eje x recoge las
concentraciones de los patrones. Una vez elaborada la grafica, es posible obtener
mediante interpolaciéon (o extrapolacion) la concentracion de la muestra, tras obtener
la sefial instrumental en las mismas condiciones que los patrones (Miller y Miller,
2002). La curva de calibracion ha de ser lo méas recta posible y, con dicho fin, se
emplea método de los minimos cuadrados (Coello y Maspoch, 2007). A partir de ella,
se pueden determinar otros parametros como el limite de detecciébn y de

cuantificacion, asi como el intervalo de linealidad.

Los principales tipos de calibracion son calibracion externa, calibracién por adicion de
patrén y calibracién con patrén interno, como recoge la figura 3.8. Cabe destacar el
uso de varios patrones internos para la calibracion en métodos multi-residuo. En
cambio, se desaconseja el uso de la calibracién por adicién de patron en LC-MS
porque el efecto matriz depende de la co-elucion de cada plaguicida con otros
componentes de la matriz, y suele haber grandes diferencias entre matrices (Comision
Europea, 2021).
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Figura 3.8. Calibracion externa, con patrén interno y por adicion de patron (de izquierda a derecha).
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El rango lineal es el intervalo desde el limite de cuantificacién, hasta la maxima
concentracion en que la respuesta del método se comporta linealmente, y se
considera adecuado para la determinacién de la concentracion cuando incluye al
menos un valor 20% menor del minimo valor ensayado y hasta un valor del 20% mayor
del méximo valor esperado. Un coeficiente de correlacion superior a 0.99 indica un
ajuste adecuado. La ordenada en el origen no ha de ser significativamente superior a
cero y los residuales en el ajuste lineal no deben superar el 30% (Grimalt, 2009). Los
instrumentos de LC-MS muestran una deriva de la sefial con el tiempo, lo cual puede
influir negativamente en la cuantificacion. La mejora de este parametro se lleva a cabo

optimizando la instrumentacion.

3.6. Caso de estudio: Determinacion de residuos de plaguicidas en

mango

3.6.1. El mango

El mango (Mangifera indica L.) es una fruta tropical originaria de India y el Sudeste de
Asia, incluida dentro de las drupas o frutas con hueso. Se trata de una gran fuente de
componentes bioactivos muy interesantes para la salud, reduciendo enfermedades
cardiovasculares, problemas topicos y digestivos (Lebaka et al., 2021Maldonado-Celis
et al., 2019). Como consecuencia de su composicion, valor nutricional y versatilidad
en la cocina, el consumo nacional de mango ha aumentado notoriamente en los
altimos afios, llegando a triplicarse entre 2014 y 2019 (ASAJA Malaga, 2019). Cabe
destacar que, entre las frutas tropicales, el mango (junto con el mangostino y la
guayaba) ha experimentado un mayor aumento del consumo en los ultimos afios en
comparacion con el resto de frutas tropicales mas comunes, como refleja la figura 3.9
(FAO y OECD, 2020).
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Figura 3.9. Grafico de consumo mundial de frutas tropicales mas comunes (FAO y OECD, 2020).

En la UE, Espaia es el tercer importador, el segundo comercializador y el primer
productor de mango. En nuestro pais, Canarias es responsable del 23% de la
produccion de mango, mientras que el 77% corresponde a Andalucia, en concreto a
Granada (13%) y Méalaga (86%), debido al clima de dichas zonas, mas proximo a las
regiones tropicales (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2007;

Observatorio de Precios y Mercados de la Junta de Andalucia, 2021).

Hay distintas variedades de mango segun su tamafio, forma, color y sabor, siendo el
mango Osteen la mas cultivada en Espafia. Se caracteriza por su piel rojo purpura
(apreciable en la figura 3.10), interior es amarillo anaranjado y sabor muy dulce.
También se produce mango Kent, Keitt e Irwin, aunque la variedad mas comudn en los
supermercados es Tommy Atkins, de mayor tamafio y mas resistente a dafios

mecanicos, pero menor intensidad de sabor (Gastroactitud, 2020).

Figura 3.10. Mango Osteen (Frutas TROPS, 2016).

En el mango, al igual que en otras frutas de hueso, se distinguen tres partes: la pulpa
(mesocarpio), la piel (epicarpio) y el hueso (endocarpio). La pulpa y la piel son el 85%
del mango, mientras que el hueso constituye el 15% restante. La composicion del
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mango depende de la madurez del mismo, de la variedad de la que se trate o de la
zona en la que se ha cultivado, entre otros factores (Lebaka et al., 2021). Su

composicién se resume en la tabla 3.4 (Maldonado-Celis et al., 2019).

Principalmente, se consume la pulpa del mango, cuyo contenido en agua es del 75-
85%. En cuanto al contenido en carbohidratos, el mango maduro es rico en azucares
(fructosa, glucosa, sacarosa), mientras que el mango inmaduro es fuente de almidon
y pectina. El contenido proteico es bajo. Los aminoacidos mas abundantes son el
acido glutamico, la arginina y la lisina, mientras que, en el contenido destacan el &cido
palmitico, esteérico, oleico y linoleico. Entre los acidos organicos, que aportan sabor,
sobresalen el acido citrico y malico. Por otro lado, el mango es rico en micronutrientes,
entre los cuales el potasio, el acido ascobico y el calcio son los mas abundantes.
Ademas, gran variedad de compuestos fendlicos y pigamentos son los responsables
de los numerosos beneficios asociados al consumo del mango (Maldonado-Celis et
al., 2019).

Tabla 3.4. Informacién nutricional del mango (Maldonado-Celis et al., 2019) .

Contenido (en 100g de
Componente
fruta)

Energia (kcal) 62.1-190.0
Agua (9) 78.9-82.8
Carbohidratos (g) 16.2-17.18
Lipidos (g) 0.30-0.53
Proteinas (9) 0.36-0.40
Fibra (g) 0.85-1.06

En cuanto al contenido de residuos de plaguicidas en mangos, este es especialmente
bajo, como refleja su posicion en la lista Clean fifteen 2022, donde se recopilan los
guince vegetales con menores contenidos de residuos de plaguicidas y que se refleja
en la figura 3.11 (EWG, 2022). Segun el Codex, el mango se incluye en el grupo 14,

“frutas variadas de piel no comestible”, por lo cual, para el analisis de residuos de
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plaguicidas en mango, se emplea toda la fruta a excepcion del hueso, pero el
porcentaje se calcula sobre el peso total (CCPR, 2010).

= - S
& EWG's 2022 =

Clean 15°

1. Avocados 8. Honeydew
2. Sweet corn mslon

9. Kiwi

10. Cabbage

11. Mushrooms

3. Pineapple
4. Onions

5. Papaya

6. Sweet peas 12. Cantaloupe

(frozen) 13. Mangoes
7. Asparagus 14, Watermelon

15. Sweet potatoes

Figura 3.11. Lista “Clean fifteen 2022” (EWG, 2022).

Habiendo recalcado la creciente importancia del mango en el sector alimentario,
queda justificada la necesidad de un analisis de dicho producto, con el fin de asegurar
gue se cumple con la legislacion vigente y que sSu consumo no supone un compromiso
para la salud. Para abordar dicho andlisis usando espectrometria de masas de alta
resolucion, el primer paso ha sido realizar una busqueda bibliografica sobre los
métodos analiticos utilizados para el analisis de residuos de plaguicidas en mango y
otras frutas tropicales. Los resultados de esta busqueda se presentan y discuten en el

siguiente apartado.

3.6.2. Antecedentes en la determinacion de residuos de plaguicidas en

mango

En la tabla 3.5 se recogen los articulos mas recientes sobre la determinacion de
residuos de plaguicidas en mango, empleando técnicas cromatograficas con
deteccidn por espectrometria de masas. Se han destacado los métodos de tratamiento
de muestra y de analisis usados en estudios previos, siendo tan empleado el
acoplamiento GC-MS (para los residuos mas apolares y volatiles) como el de LC-MS.
La extraccion solido-liquido (SLE) ha sido utilizada como paso previo al analisis LC-
MS de varios tipos de frutas tropicales, como maracuya, papaya o manzana de Java
(Botero-Coy et al., 2012; Yang et al., 2016). Sin embargo, para el analisis de residuos

de plaguicidas en mango, la SLE es poco usada. Una de las principales desventajas
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del uso de SLE es el alto consumo de disolventes. Por otro lado, la dispersion de
matriz en fase sélida (MSPD) también ha sido usada en mango y papaya como paso
previo al analisis por GC-MS (Navickiene et al.,, 2010). En la MSPD se emplean
menores volumenes de disolventes, pero esta técnica presenta como principal
desventaja la dificultad de automatizacion del paso de dispersién de la muestra con la

fase solida en un mortero, que suele hacerse de forma manual.

Se aprecia el predominio del método QUEChERS (Bilehal et al., 2014; Patel et al.,
2022), y el uso frecuente de carbdén negro grafitizado (GCB), por su capacidad para
eliminar pigmentos potencialmente interferentes (Savant et al., 2010; Pastor et al.,
2015; Li et al., 2018; Bilehal et al., 2017). Ademas, la version del método QUEChERS-
AOAC, que emplea un tampon de acido acético/acetato de sodio para la extraccion
con acetonitrilo, también proporciona buenos resultados en matrices de mango
(Srivastava et al., 2014; Deepa et al., 2010; Filho et al., 2012; Balkan y Karaagacli,
2023; Sivaperumal et al., 2017). Algunos autores han empleado formiato de amonico
en el método QUEChERS para la extraccion de plaguicidas en chirimoya y maracuya,

observando también buenos resultados (Varela-Martinez et al., 2020).

También es apreciable en la tabla 3.5 que, a excepcion de la cuantificacion de
imidacloprid en mangos de India (Patel et al., 2022), predominan los métodos de
analisis multirresiduo, que permiten la identificacion de hasta 301 plaguicidas (Balkan
y Karaagagli, 2023).
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Tabla 3.5. Revisién bibliogréafica andlisis de residuos de plaguicidas en mango

N° plaguicidas

Método de o o : : ;
» Técnica de analisis incluidos en el Referencia
extraccion .
estudio
(Navickiene et al.,
MSPD GC-MS 7
2010)
HPLC-MS 5 (Bilehal et al., 2014)
QUEChERS
HPLC-MS/MS 1 (Patel et al., 2022)
50 (Savant et al., 2010)
GC-MS/MS 28 (Pastor et al., 2015)
QUEChERS (PSA,
GCB) 47 (Bilehal et al., 2017)
GC-MS/MS y UHPLC-MS/MS 113 (Li et al., 2018)

(Srivastava et al.,

GC-MS 17
2014)
GC-MS/MS 20 (Deepa et al., 2010)
LC-MS/MS 98 (Filho et al., 2012)
QUEChERS-AOAC
(Balkan'y
LC-MS/MS y GC-MS 301 _
Karaagacli, 2023)
(Sivaperumal et al.,
UHPLC-Q-TOF/MS 68

2017)

A patrtir de dicha revision, se ha decidido emplear el método QUEChERS-AOAC para
la extraccion de los plaguicidas de las muestras de mango. En cuanto a la técnica de
analisis se ha elegido trabajar mediante cromatografia de liquidos de ultra alta
resolucién acoplada a espectrometria de masas, con analizador de quadrupolo-tiempo
de vuelo (UHPLC-Q-TOFMS). Asi, se puede llevar a cabo un andlisis no dirigido de
datos de masas exactas para la identificacion de residuos de plaguicidas. Una vez
identificados los residuos presentes en las muestras con este analisis no dirigido, se

podria realizar un andlisis dirigido para los compuestos encontrados. La eleccion de
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LC-MS frente a GC-MS para el andlisis no dirigido estd motivada, entre otras razones,
por la mayor disponibilidad de cromatdgrafos de liquidos acoplados a espectrémetros
de masas de alta resolucién. El acoplamiento GC-HRMS es menos frecuente v,
aunqgue se espera su instalacion en un futuro en los servicios centrales de apoyo a la

investigacién, por ahora, la Universidad de Jaén no cuenta con él.
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4. EXPERIMENTAL
4.1. Materiales y reactivos

Los patrones de los plaguicidas fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).
Se prepararon disoluciones concentradas de 500 mg-L* de cada compuesto usando
metanol o acetonitrilo como disolvente, y se almacenaron en el congelador a -18 °C.
A partir de ellas, se preparé una disolucion multipatrén de 5 mg-L* en metanol,
conteniendo los 11 plaguicidas elegidos. A partir del multipatron, se prepar6 una curva
de calibrado para la cuantificacion de los analitos, siendo las concentraciones
analizadas de 10 pg-Lt, 50 pg-L*, 100 pg-L* y 500 pg-L2. En este caso, el disolvente
empleado fue H20:MeOH (80:20 v/v). Todas las disoluciones fueron conservadas a -

18 °C hasta su uso.

Los disolventes metanol y acetonitrilo de calidad HPLC, y agua de calidad LC-MS se
obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania), asi como el acido acético. Los reactivos
soélidos acetato de sodio (NaCOOCH?3), el sulfato de magnesio anhidro (MgSOa) y la
amina primaria-secundaria (PSA) se compraron de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).
Los extractos fueron filtrados con filtros de nylon de 0.22 um de poro, obtenidos de
LLG Labware (Tarragona, Espafia). Ademas, en el procedimiento experimental fueron
necesarios una centrifuga 2-16P de Sartorius (Gottingen, Germany), y un evaporador
TurboVap LV (Caliper Life Sciences, Waltham, MA, EE.UU.)

4.2. Tratamiento de muestra

Para llevar a cabo la etapa de tratamiento de muestra, se comienza con una extraccion
usando el método QUECHERS-AOAC (Filho et al., 2012), en el que se emplea un
tampdn acido acético/acetato sédico en la etapa de extraccion sélido-liquido con
acetonitrilo. Seguidamente, se realiza una purificacion mediante dSPE, usando PSA
como sorbente. Este método ha sido previamente utilizado para el analisis de residuos

de 98 plaguicidas en mango (Filho et al., 2012).

Inicialmente, se pesan 10 g de muestra, previamente triturada y homogeneizada, en
un tubo de centrifuga de 50 mL. A continuacién, se afiaden 10 mL de acetonitrilo:acido

acético (99:1 v/v) y se agita manualmente el tubo durante 1 minuto. Después, se afiade
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1 gde CHsCOOH Yy 4 g de Na2SOs. El siguiente paso consiste en centrifugar los tubos
a 4000 rpm durante 5 minutos, habiéndolos agitado previamente en el Vortex. Una
vez separadas las fases, se toman 3 mL de sobrenadante y se transfieren a un tubo
de centrifuga de 15 mL, al cual se adicionan 450 mg de Na2SO4 y 150 mg de PSA.
Nuevamente, se centrifuga durante 5 minutos a 4000 rpm. Para continuar, se toman
2 mL del sobrenadante y se lleva a un tubo de ensayo, que se introduce en el
evaporador. Se evapora el disolvente a una temperatura de 30-40°C durante 40
minutos. Seguidamente, se reconstituye hasta 2 mL usando MeOH:H20 (20:80 v/v)
como disolvente. Como paso previo a la inyeccién en el cromatégrafo, el extracto se
filtra con un filtro de nylon 0.22 ym de poro y se transfiere al vial de cromatografia.
Todo el procedimiento queda recogido en la figura 4.1. En caso de que el extracto no

se analice ipso facto, se conserva congelado a -18°C.

50

450 mg Na,SO,
104 4 g Na,SO, 150 mg PSA
1 g CH;COONa
mango Iy
Agitar 2mL
1 min sobrenadante -
el
Centrifugar Y Centrifugar
10 mL 5 min Agitar 5 min
AcN:CH;COOH 4000rpm 4000rpm
(99:1 viv)
Filtrar
Reconstituir  (nylon
- ;
> mL Evap.orar en 2 mL 0.22 um)
brenadante ) — bajo MeOH:H,0
sobrenadante i corriente (20:80 VIv)
— de N,

Figura 4.1. Tratamiento de muestra mediante QUEChERS-AOAC (Adaptado de Filho et al., 2012).

4.3. Instrumentacion

El equipo usado para la separacion e identificacion, tanto de los analitos como de la
disolucién multipatrén fue un cromatégrafo de liquidos UHPLC (Agilent 1260, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.), equipado con un desgasificador a vacio, un
muestreador automatico y una bomba binaria. Se ha empleado una columna de fase
reversa Cis Kinetex de 50 mm x 2.1 mm de diametro interno, 1.8 ym de tamafio de

particula (Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.). La fase movil empleada consistio en
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una mezcla de agua (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B), ambas con un 0.1%
de &cido formico. El gradiente usado para lograr la eluciéon de los analitos mantuvo
constante la composicion inicial de la fase movil (5% B) durante 2 minutos, para
continuar con un gradiente lineal hasta alcanzar 100% B en 8 minutos, composicion
gue se mantuvo durante otros 2 minutos. Durante todo el gradiente, la velocidad de
flujo fue 0.5 mL-mint. En consecuencia, se trata de un andlisis de 12 minutos, aunque
se requieren 5 minutos tras cada muestra para acondicionar nuevamente la columna

para el siguiente analisis. En cada analisis se inyecté un volumen de 20 uL de extracto.

El sistema de UHPLC se acopl6 a un espectrometro de masas con un analizador de
tiempo de vuelo, Agilent Q-TOF 6530 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU,
equipado con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI), operando en modo de
ionizacién positiva. El espectrémetro operd con los parametros que se detallan en la
tabla 4.1.

Tabla 4.1. Parametros empleados en el espectrémetro de masas.

Parametro Valor
Voltaje del capilar 4000 V
Voltaje de fragmentacion 90V

Temperatura del gas de secado 325°C

Flujo del gas de secado 9 L-min~t

Presién del gas del nebulizador 40 psig

Rango de masas 50-1000 m/z

Se llevaron a cabo dos experimentos distintos simultaneamente: adquisicion en full
scan y all-ion mode MS/MS. La energia de colision usada fue de OV (full scan) y 20V
(all-ion mode) usando 400 ms para cada experimento (1.25 espectro/puntos de
adquisicion por segundo). La medida de las masas exactas de cada pico se ha
obtenido mediante un sistema de calibrado automatico que emplea un nebulizador con
fuente dual, que combina el flujo del cromatégrafo con el pequefio flujo de una
disolucion de calibrado (disolucion de calibrado A, Agilent Technologies), que contiene
purina (CsHaNa4, m/z:121.050873) y HP-0921 (C1sH180sN3P3F24, m/z: 922.009798).
Todos los datos fueron recogidos con el software Agilent MassHunter Data Acquisition
(version B.04.00). El procesamiento de los mismos se llevé a cabo con el software

Agilent MassHunter Qualitative Analysis (version B.04.00).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Suspect screening de plaguicidas en mango

Tal y como se ha descrito en el apartado 3, se preparé un extracto de cada una de
las muestras de mango siguiendo el método QUEChERS-AOAC y se analiz
mediante UHPLC-Q-TOFMS. Una vez obtenidos los cromatogramas, se procedio
al procesado de los datos mediante un analisis no dirigido de compuestos

sospechosos o0 suspect screening, siguiendo el procedimiento esquematizado en la

Elaboracion Find Cribado manual
base de Compounds >
datos (.csv) by formula

Agilent MassHunter
Qualitative Analysis '

Extract
chromatograms

figura 5.1.

Figura 5.1.Esquema del procesado de datos usando Agilent MassHunter Qualitative Analysis.

El primer paso fue elaborar una base de datos en formato .csv, compatible con el
software de tratamiento de datos (Agilent MassHunter Qualitative Analysis, versiéon
B.04.00), en la que se incluyeron el nombre, la férmula y la masa molecular de 416
plaguicidas (Pérez-Ortega et al.,, 2016), cuyos tiempos de retencion eran
desconocidos en las condiciones cromatograficas empleadas. A continuacion, se
compar6 el cromatograma de cada una de las muestras con la base de datos,
utilizando la herramienta “Find Compounds by formula”. Se acotaron los parametros
de comparacion, teniendo en cuenta que se ha trabajado con ionizacién en modo
positivo, y estableciendo un error maximo de 5 ppm en la masa exacta. Como
resultado, el software proporciond un numero elevado de posibles positivos de

plaguicidas (entre 23 y 48) en cada una de las muestras.

Para continuar, se hizo un cribado de esos plaguicidas manualmente, considerando
la intensidad, el patron isotépico, las masas de los posibles fragmentos, y que los
picos cromatograficos estén bien definidos y que no formen parte del ruido
instrumental (es decir, que estén por encima del limite de deteccién). De dicho

modo, se redujo notablemente el numero de posibles positivos de plaguicidas de
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cada muestra (entre 5y 11).

El siguiente paso consiste en extraer los cromatogramas correspondientes a la
masa exacta (EIC — extracted ion chromatogram) de cada uno de los plaguicidas
en cada muestra, para lo cual se empleoé la herramienta “Extract chromatograms”.
Se introdujeron los valores de m/z tanto de las masas exactas de los iones
precursores como de los fragmentos mas comunes en cada caso (Pérez-Ortega,
2015). De esta manera, en el segundo nivel de cribado manual solo se consideraron
positivos aquellos picos cromatograficos por encima del limite de deteccion para los
que se observase su fragmentacion caracteristica, coincidiendo el tiempo de
retencién del ion precursor y de sus fragmentos. En consecuencia, el nUmero de
plaguicidas en cada muestra disminuy0 significativamente (entre 1 y 6). La figura
5.2 muestra esta etapa del proceso, aplicada a una de las muestras. En ella se
observa la identificacion de azoxystrobin, para el que se obtienen la molécula
protonada ([M+H]*), el aducto de sodio ([M+Na]*) y un fragmento caracteristico
(C12H15N304, m/z 372.0977), todos con un error de masa <5 ppm y a un tiempo de

retencion coincidente.
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|
. O/I\/I\O 7.32
2 CN o 2 _-OCH3
5 »
8 OCH;
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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x10 404.1238 ®)
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Figura 5.2. Extraccién de cromatogramas para la identificacion de azoxystrobin en la muestra 11. (a)
Superposicidn de picos cromatograficos; (b) Espectro de masas con los iones precursores (full

scan); (c) Espectro de masas con los fragmentos (all-ion).

En total, se encontraron 11 posibles residuos de plaguicidas diferentes en las

muestras. Para confirmar o descartar que los picos sospechosos se corresponden
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con residuos de plaguicidas, se preparé una disolucion multipatron con estandares
analiticos comerciales de esos 11 plaguicidas. Se analizé dicha disolucién
multipatréon para conocer inequivocamente los tiempos de retencion de los
plaguicidas en las condiciones cromatograficas del andlisis, los cuales quedan

recogidos en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Tiempos de retencién de los plaguicidas patron.

Plaguicida Tiempo de
retencién (min)

azoxystrobin 7.31
carbendazim 1.35
cycloheximid 5.66
deet 6.41
fenpropimorph 6.49
isoprocarb 6.56
metolcarb 1.34
oxfendazole 5.56
pirimicarb 4.52
pyraclostrobin 8.07
tebuconazole 7.39

Los cromatogramas extraidos de los patrones se utilizan para confirmar la presencia
de los plaguicidas en las muestras mediante una doble comparacion. Por un lado,
se compararon uno a uno los picos cromatograficos de los plaguicidas con los
patrones correspondientes, lo cual se ejemplifica en la figura 5.3. Como se puede
observar, el tiempo de retencion del plaguicida azoxystrobin, coincide con el tiempo
de retencion del pico cromatogréafico detectado en la muestra. En consecuencia,

ambos picos se superponen en un tiempo de elucién de 7.32 minutos.
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Figura 5.3. Comparacion del pico cromatografico de azoxystrobin en la muestra 11 (negro) y en un
patron de 50 mg-L1 (rojo).

Por otro lado, se compara la coincidencia de los espectros de masas de los
sospechosos con los de los patrones. En la Figura 5.4 se muestra como ejemplo la
comparacion del espectro de masas del tebuconazole. Como se puede observar,
en ambos casos se detecta la molécula protonada [M+H]+ y el patrén isotopico del

patron y de la molécula sospechosa coinciden.
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Figura 5.4. Comparacion del espectro de masas full-scan de tebuconazole en la muestra 8 (arriba)

y el patrén de 50 mg-L (abajo).

Tras esta comparacion de los patrones con las muestras, se confirmo la presencia
de 6 residuos de plaguicidas distintos en las muestras analizadas, concretamente

azoxystrobin, carbendazim, fenpropimorph, isoprocarb, pyraclostrobin, vy

tebuconazole. La presencia de cada uno de estos residuos en las diferentes

muestras se discute en detalle en el siguiente apartado.
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5.1.1. Resultados del andlisis de las muestras de mango

Se han analizado un total de 12 muestras de mango, adquiridos cada uno de ellos
en un establecimiento distinto de la ciudad de Jaén. Las muestras codificadas como
M3, M8 y M11 se adquirieron en fruterias locales, mientras que el resto se
compraron en supermercados. Ninguna de las muestras era de origen ecologico,
por lo que cabria esperar que se hayan utilizado productos fitosanitarios para el
control de plagas, dentro de los limites establecidos.

Entre ellos, el mango con mas plaguicidas identificados en la primera etapa del
procesamiento de datos fue M12 (48 plaguicidas) y el menos contaminado resulto
ser M1 (23 plaguicidas). Tras el primer cribado, M12 continu6 siendo la que mas
plaguicidas contenia (11 plaguicidas), mientras que M5 y M9 destacaron por su bajo
contenido (5 plaguicidas en ambos casos). En el siguiente paso, tras extraer los
cromatogramas y los espectros, M2 destacé como la menos contaminada, pudiendo
identificar en ella Azoxystrobin Unicamente, mientras que habia muestras en las que
se identificaban hasta 6 plaguicidas. Finalmente, al comparar con los patrones, no
se identificd ningun plaguicida en M4, mientras que M11 result6 ser la muestra mas
contaminada con hasta 4 plaguicidas (azoxystrobin, carbendazim, pyraclostrobin y
tebuconazole). Dichos resultados se pueden observar en la tabla 5.2, donde se
recoge la variacion en el nimero de plaguicidas identificados tras cada etapa del
procesamiento de datos para las distintas muestras.
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Tabla 5.2. Nimero de plaguicidas identificados tras cada etapa del tratamiento de datos.

Etapas del tratamiento de datos

Find by Cribado Extraccién Comparacién .
Muestra Plaguicidas
Formula manual cromatogramas con patrones
azoxystrobin,
M1 23 7 4 2 ]
carbendazim
M2 42 5 1 1 azoxystrobin
M3 45 6 3 1 azoxystrobin
M4 39 8 6 0 -
M5 46 5 4 1 azoxystrobin
azoxystrobin,
M6 40 8 6 3 carbendazim,
isoprocarb
azoxystrobin,
M7 33 7 6 2

isoprocarb

azoxystrobin,
M8 35 6 6 3 pyraclostrobin,

tebuconazole

azoxystrobin,

M9 30 5 4 2 .
isoprocarb
azoxystrobin,
M10 38 6 5 2 )
fenpropimorph
azoxystrobin,
carbendazim,
M11 34 6 3 4

pyraclostrobin,

tebuconazole

azoxystrobin,
M12 48 11 6 3 pyraclostrobin,

tebuconazole

Como se aprecia en la figura 5.5, entre los plaguicidas identificados, el mas
frecuente es el azoxystrobin, presente en mas del 90% de las muestras. El
isoprocarb es el segundo plaguicida con un mayor porcentaje de deteccién (25%).
También se identifican pyraclostrobin y tebuconazole, ambos contenidos en las dos

mismas muestras (M8 y M12). Ademas, el carbendazim esta contenido en otras dos
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muestras (M1 y M11). Resulta de especial interés destacar la identificaciéon de
fenpropiomorph en un unico mango (M10). Todos los plaguicidas identificados se

consideran fungicidas, a excepcion del isoprocarb, que actia como insecticida.

100
90
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60
50
40
30
20
10

% deteccion

Plaguicida

Figura 5.5. Representacion grafica del porcentaje de deteccion de cada plaguicida.

5.2. Analisis cuantitativo de los residuos de plaguicidas

Con el objetivo de obtener la concentracion aproximada de los residuos de
plaguicidas encontrados en las muestras de mango, se construyd una recta de
calibrado externa en disolvente (H20:MeOH 80:20 v/v) a partir de un multipatrén de
plaguicidas preparado como se indica en el apartado 3.1. Concretamente, se
analizaron las concentraciones: 10 pg-L*, 50 pg-Lt, 100 pg-Lty 500 pg-L*. El
patrén de 500 pg-L? estaba saturado y, en consecuencia, no se utilizé para la
cuantificacion de los plaguicidas. Se construy6 una recta de calibrado para cada
uno de los 6 plaguicidas confirmados en las muestras de mango mediante la
representacion del area del pico cromatografico frente a la concentraciéon. Usando
las ecuaciones de las rectas obtenidas, se interpolaron los valores de area de los
picos cromatogréficos de las muestras y se tuvo en cuenta que no habia dilucion
en las muestras para el calculo final de la concentracién en mg de plaguicida por kg

de muestra.
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Los plaguicidas que presentaron picos cuyas areas fueron inferiores al valor
correspondiente para los patrones de 10 pg-L?, no pudieron ser cuantificados.
Asimismo, los compuestos que presentaron areas de pico cromatografico que eran
superiores al dltimo punto de la recta de calibrado tampoco pudieron ser
cuantificados. En consecuencia, se concluyé que las concentraciones de
isoprocarb, tebuconazole y pyraclostrobin eran inferiores a 0.01 mg-kg?* en todos
los casos en los que se habian identificado. Ademas, la concentracion de
fenpropimorph en la Unica muestra en la que estaba presente, asi como las
concentraciones de azoxystrobin y carbendazim en diversas muestras, son
superiores a 0.1 mg-kg™. La cuantificacion fue posible para el azoxystrobin y el
carbendazim en algunas de las muestras. Los resultados de la cuantificacion de los
extractos se recopilan en la tabla 5.3. En ella, también se compara el contenido en
las muestras en las que ha sido posible la cuantificacion con los LMRs establecidos
(Comision Europea, 2023). EI LMR por defecto para aquellos plaguicidas que no
estan especificamente regulados es 0.01 mg-kg? (Comisiéon Europea, 2023). Este

es el caso del isoprocarb y del metolcarb, entre los plaguicidas cuantificados.

Como se aprecia en la tabla 5.3, los resultados preliminares de la cuantificacion del
carbendazim, isoprocarb, metolcarb y tebuconazole, cumplen con los LMRs
establecidos. El azoxystrobin cumple el LMR en 6 de las muestras analizadas. Sin
embargo, para las 6 restantes no es posible afirmarlo. Seria necesario desarrollar
un método especifico para su cuantificacion. Esto se debe a que su concentracion
es superior a 0.1 mg-kg*, pero no es posible saber si supera o no los 4 mg-kg*
establecidos. En cuanto al fenpropimorph cuantificado en la muestra 11, este
excede el LMR establecido por defecto, ya que su concentracion es superior a 0.1
mg-kg™t. En consecuencia, seria de interés desarrollar un método especifico para

poder contrastar dicho resultado.
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Como puede observarse, los resultados de esta cuantificacion son preliminares, y
se necesitaria realizar un analisis cuantitativo mas exhaustivo con rectas de
calibrado preparadas en matriz (por ejemplo, utilizando extracto de la muestra 4,
gue estaba libre de residuos de plaguicidas), y en un rango de concentraciones mas
amplio. Ademas, seria necesario diluir algunos extractos para poder calcular la
concentracion de azoxystrobin, cuya concentracion era superior a 0.1 mg-kg* en 6
de las muestras, lo cual se aprecia en la figura 5.6. En la misma, también queda
reflejado que no fue detectado en el 8% de las muestras, y que el contenido se pudo
cuantificar para el 17% de ellas. La concentracion de dicho plaguicida fue inferior a

0.01 mg-kg? para el 25% de las muestras.

AZOXYSTROBIN

Figura 5.6. Distribucion de azoxystrobin en las muestras de mango.

6. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha desarrollado un método para la identificacion de plaguicidas
en mango, a través de un suspect screening. Para ello, se ha propuesto un analisis
basado en el empleo del método QUEChERS-AOC como etapa de tratamiento de
muestra. La deteccion se ha llevado a cabo mediante UHPLC-QTOFMS en modo

de ionizacion positivo. Haciendo uso de una base de datos de elaboracion propia
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con 416 analitos, se ha logrado confirmar la presencia de 6 plaguicidas, tras aplicar

el método a 12 muestras de mango.

El analisis de una disolucién multipatron a distintas concentraciones ha permitido la
cuantificacion de algunos plaguicidas. No obstante, el siguiente paso seria el
desarrollo especifico de un método de andlisis para los 6 plaguicidas identificados.
Cabe destacar la importancia de uno de ellos, el fenpropimorph, ya que parece
exceder el LMR en la Unica muestra en la que se identificd. Por lo tanto, seria
interesante comprobar especificamente si esto es asi. También, habria que prestar

atencién al azoxystrobin, ya que es el mas empleado.
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