UNIVERSIDAD DE JAEN

FACULTAD DE CIENCIAS
EXPERIMENTALES
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
FISICA Y ANALITICA

TESIS DOCTORAL

DESARROLLO DE UNA NUEVA
METODOLOGIA RAPIDA PARA LA
DETERMINACION DE LA CONTAMINACION
SUPERFICIAL POR RESIDUOS DE
PESTICIDAS EN ACEITUNAS

, PRESENTADA POR:
MARIA DEL CARMEN GOMEZ ALMENAR

, DIRIGIDA POR:
DR. D. JOSE ANTONIO GARCIA MESA

JAEN, 29 DE ENERO DE 2016

ISBN 978-84-9159-024-8






DESARROLLO DE UNA NUEVA METODOLOGIA
RAPIDA PARA LA DETERMINACION DE LA
CONTAMINACION SUPERFICIAL POR RESIDUOS DE
PESTICIDAS EN ACEITUNAS.

El director,

Fdo. Dr. JOSE ANTONIO GARCIA MESA

Memoria de Investigacion presentada para aspirar al grado
de doctor por la Unversidad de Jaén

Fdo. MARIA DEL CARMEN GOMEZ ALMENAR
JAEN, 2015






V° B9 DEL DEPARTAMENTO






Este trabajo ha sido posible gracias al proyecto Proyecto RTA 2006-00097-
00-00 financiado por el Instituto Nacional de Investigacidon Agraria y
Alimentaria (INIA): Desarrollo de métodos rdpidos y automadticos para la

deteccion de residuos en aceituna y aceite de oliva.






Agradecimientos:

- Dra. Antonia Fernandez Hernandez, por su colaboracion en |la
determinacién de los componentes triterpénicos presentes en los
extractos;

- Unidad de Espectrometria de Masas del SCAI (Servicio Central de Apoyo a
la Investigacidn) de la Universidad de Cérdoba, por su colaboracién en los
analisis realizados mediante GC-MS;

- Laboratorio de Produccion y Sanidad Vegetal de Jaén, por su colaboracion
y, particularmente, por el suministro de las muestras de aceituna;

- Laboratorio Unaproliva de Jaén, por su colaboracién en la determinacion

del contenido en ceras presentes en los extractos.






RESUMEN







RESUMEN.

Los pesticidas y los productos de protecciéon de las cosechas son
esenciales en la agricultura moderna. Desgraciadamente, su empleo
supone un riesgo potencial en el ambito de la Seguridad Alimentaria, ya
gue un mal empleo de los mismos puede poner en riesgo la salud de los

consumidores asi como la proteccion del medio ambiente.

En el dmbito de la produccién de Aceites de Oliva, despierta gran
interés la posibilidad de detectar dichos compuestos en las aceitunas de
una forma rdpida y sencilla, de forma que se evite su transferencia al aceite

de oliva.

El analisis multiresiduo de los pesticidas es hoy en dia un reto debido
alos bajos niveles que presentan éstos en las muestras. Los estrictos limites
de deteccidn que son exigidos para su cuantificacion en muestras de
alimentos y medioambientales requieren el uso de tecnologias muy
sensibles, selectivas, robustas y precisas, y lo que es mas importante, que

originen resultados de la forma mas rapida y exacta posible.

En la presente Memoria se ha desarrollado un nuevo método
multiresiduo de extraccion de pesticidas, basado en el analisis superficial
de las aceitunas por extraccion liquida o ASEL. Dicho método, representa
una alternativa al resto de procedimientos de extraccién, siendo mas
rapido al incorporar menor numero de etapas analiticas, con menor
consumo de disolventes y sobretodo, con menor contenido en matriz, no

siendo necesario por lo tanto, la incorporacién de etapas de limpieza de los
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extractos, disminuyendo la posibilidad de incorporar interferencias

procedentes de la matriz.

Los pesticidas objeto de estudio fueron tres insecticidas, Fosmet,
Dimetoato, y Clorpirifos y seis herbicidas, Amitrol, Diuron, Diflufenican,
Terbutilazina y Oxifluorfen, ya que en los ultimos anos han sido los mas

detectados en los programas de control de residuos.

La cuantificacién de dichos pesticidas fue llevada a cabo por UPLC-
MS/MS que ofrece multiples ventajas frente a otros métodos tradicionales
de deteccion, sobretodo en lo que se refiere a velocidad en la

determinacion.

El método ASEL fue optimizado estudiando numerosas variables como
el tipo de disolvente y la temperatura idénea para la extraccién, la mejor
relacion peso de aceitunas en relacién al volumen de disolvente, tiempos y
velocidades de agitacién o el niumero de extracciones necesarias para

maximizar las recuperaciones de los pesticidas presentes.

También fue objeto de estudio en la presente Memoria el estudio del
Efecto Matriz que incoporaria el extracto ASEL a la determinacién de los
pesticidas, estudiando la relacion de pendientes obtenidas a partir de
patrones de pesticidas en disolvente en matriz. Asimismo, fueron
cuantificados los componentes que dicho extracto contenia procedente de
la superficie de las aceitunas y que podrian interferir en la correcta

determinacion de los pesticidas.
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En este sentido, también fue objeto de estudio la posibilidad de
incorporar una etapa de purificacion o clean up al método, evaluandose
diversos procedimientos de limpieza de los extractos que son usados
habitualmente en los laboratorios de andlisis de residuos y comprobandose
gue tales procedimientos no eran necesarios para mejorar la cuantificacion

de los pesticidas extraidos por el nuevo procedimiento propuesto.

Ademads, también ha sido llevado a cabo un estudio de la posible
influencia del estado de maduracién de las aceitunas sobre la correcta
determinacion de los pesticidas. Para ello, ademds de los extractos
procedentes del método ASEL fueron evaluados los extractos procedentes
de otro método de extraccion utilizado en la determinacién de pesticidas
en aceitunas llamado QUEChERS que fue usado como método de referencia

durante la presente Memoria.

Asimismo, también fue objeto de estudio la posible influencia de la
incorporacion de una etapa de lavado previo del fruto a la extraccion por el
método ASEL. Para ello, fue aplicado el método ASEL a muestras de
aceitunas previamente lavadas con agua. Los resultados mostraron que
una etapa previa de lavado de las aceitunas no eliminaria los pesticidas

adheridos a la superficie de las aceitunas.

El método ASEL fue validado en base a las recomendaciones de la guia
SANCO/12571/2013 (Guidance document on analytical quality control and

validation procedures for pesticide residues analysis in food and feed),
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evaluando las regresiones lineales de los pesticidas objeto de estudio en
disolvente y en matriz y determinando los limites de deteccidn,
cuantificacién, errores relativos, factores de respuesta, rango lineal y de
trabajo, linealidad, y repetibilidad y la reproducibilidad, asi como los
porcentajes de recuperacion a partir de muestras previamente fortificadas

a concentracion conocida.

Una vez validado el método ASEL, fue comparado con otros dos
métodos de determinacidn de pesticidas en aceitunas actualmente en uso,
con el objeto de conocer sus ventajas o inconvenientes, como son el
método QUEChERS y un procedimiento de extraccion a partir de la pasta de
aceituna molida empleando un homogeneizador. Entre las caracteristicas a
comparar, ademas de la eficacia en la determinacién de los analitos, se
encontraria la cantidad de matriz co-extraida, el consumo de tiempo,
disolventes y reactivos, la posibilidad de adaptacidn a diferentes sistemas
de deteccidn, asi como la necesidad de incluir etapas de purificacién de los

extractos.

Finalmente, el método ASEL fue aplicado a la determinaciéon de
pesticidas en muestras de aceitunas de suelo y vuelo procedentes de
diferentes zonas de la geografia jiennese, encontrando algunas trazas de
pesticidas en muestras, aunque siempre por debajo de los LMR

establecidos por la Legislacidn vigente.
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1.1. Aspectos Generales de los Plaguicidas.

I.1. ASPECTOS GENERALES DE LOS PLAGUICIDAS: EVOLUCION,
CLASIFICACION, APLICACIONES, LEGISLACION Y METODOS DE ANALISIS.

1.1.1. ASPECTOS GENERALES DE LOS PLAGUICIDAS.
1.1.1.1. Breve Evolucion Histérica de los Plaguicidas.

Los plaguicidas o pesticidas son sustancias quimicas que se emplean
para combatir los agentes causantes de plagas y enfermedades de los
cultivos con el objetivo de conseguir una produccién éptima en cantidad y

calidad.

El origen del empleo de los pesticidas es impreciso aunque se cree que
el primer uso registrado de un insecticida fue hace unos 4.500 afios por los
sumerios, quienes utilizaban compuestos de azufre para controlar insectos
y acaros . Ademas, han sido encontrados algunos escritos del afio 1000
a.C. donde Homero mencionaba el uso de azufre como fumigante para
evitar enfermedades o del afio 300 a.C. donde Teofrasto describia algunas
enfermedades actuales de las plantas. Mucho mas tarde, Plinio (79 d.C.)
defendid el uso de arsénico como insecticida que seria de comun aplicacién

para los chinos en el afio 900 d.C.

Entre los siglos XVII-XVIII se desarrollaron pesticidas como el cloruro de
mercurio o el sulfato de cobre para inhibir la aparicién de esporas y ademas

fue utilizado lo que hoy se conoce como el primer insecticida de origen
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natural, la nicotina. Sin embargo, no fue hasta mediados del siglo XIX
cuando empezaron a aplicarse sistematicos métodos cientificos al
problema del control de plagas agricolas. Asi, fueron desarrollados dos
insecticidas naturales importantes como la rotenona o el piretro, que
actualmente se siguen utilizando para combatir plagas de insectos 2. Casi a
final de este siglo, Millardet descubrié accidentalmente un tratamiento
guimico valioso para el control de hongos patdgenos que consistia en una
mezcla de sulfato de cobre, cal y agua que demostré ser eficaz contra el
Mildiu de la vid. Hasta la década de 1930, los pesticidas a base de arsénico
eran dominantes, sin embargo se observd que eran muy téxicos y pronto

comenzaron a buscarse otras alternativas 3.

Sustancias como cenizas, azufre, compuestos arsenicales, tabaco
molido, cianuro de hidrégeno, compuestos de mercurio, zinc y plomo, etc.
forman lo que se conoce como el grupo de los llamados pesticidas de la 19
generacion. Son productos en general muy toxicos, poco efectivos en la
lucha contra la plaga y muy persistentes en el ambiente (hasta 50 afios).
Hoy dia se usan muy poco y bastantes de ellos estan incluso prohibidos por

su excesiva toxicidad.

La década de 1930 realmente representa el comienzo de la era
moderna de los pesticidas sintéticos organicos, importantes ejemplos
incluyen la introduccidon de insecticidas como tiocianato de alquilo,

fungicidas orgénicos e insecticidas.
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Los avances de la ciencia y de la industria quimica hicieron posible la
aparicioén de los pesticidas de la 22 generacidn. Son un variado conjunto de
moléculas que se clasifican en grupos segun su estructura quimica. Las
familias mas importantes son los organoclorados, los organofosforados, los

carbamatos y los piretroides.

En 1939 Miiller descubrié las poderosas propiedades insecticidas del
diclorodifeniltricloroetano o DDT. En 1943, el DDT fue fabricado por
primera vez y pronto se convirtié en el insecticida mas utilizado en todo el
mundo. Décadas después (1962) se puso de manifiesto su alta toxicidad
para el medio ambiente y los seres humanos, encontrandose residuos de
DDT en todos los eslabones de la cadena alimentaria. En la actualidad, el
uso agricola del DDT estd prohibido en virtud del Convenio de Estocolmo
sobre contaminantes orgdnicos persistentes #, aunque todavia se utiliza en
algunos paises en desarrollo para prevenir la malaria y otras enfermedades
tropicales mediante pulverizacién en las paredes interiores para matar o

repeler los mosquitos °.

En 1950 el malatién fue creado como el primer ejemplo de insecticida
organofosforado de amplio espectro de accién a la vez que de baja
toxicidad para los mamiferos, y casi al mismo tiempo, el acido fenoxiacético
fue desarrollado como herbicida para el control de malas hierbas en
cultivos de cereales. Estos compuestos tienen una toxicidad relativamente

baja para los mamiferos y son por lo tanto, seguros de usar.
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No fue hasta la década de los 60 cuando aparecieron en el mercado los
fungicidas sistémicos que incluyen antibidticos, morfinas, compuestos
organofosforados, y mas recientemente, los inhibidores de la biosintesis de

esteroles, como las triazinas.

En los ultimos afios, los grandes avances en manipulaciéon genética
ofrecen la posibilidad de crear cultivos con capacidad genética para
eliminar o inhibir las plagas que causan enfermedades °. Asi han sido
desarrollados los llamados pesticidas de 39, 49 y hasta 59 generacion,
aunque los mas utilizados en la actualidad siguen siendo los de la 22
generacioén (Tabla1.1.1.).

Tabla I.1.1. Clasificacion de los principales grupos de pesticidas atendiendo a su aparicion
cronoldgica.

Orden Cronolégico Familia Ejemplos
Inorgénicos Arsénico
12 Generacion Organicos Vegetales Nicotina, Rotenona
Organicos Minerales  Aceites Minerales
.. Organoclorados DDT, Heptacloro
22 Generacion » L,
L. Organofosforados Malation, Paratidn
(Organicos .
o Carbamatos Carbaril, Carbofuram
Sintéticos) ) ) ) ) .
Piretroides Deltametrina, Cipermetrina
32 Generacion Microbianos Feromonas
42 Generacion Hormonas Juveniles Diflubenzuron, Metroprene
» . Vegetal (Precocenos)
52 Generacion Antihormonas

Microorganismos (Avermectin)
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1.1.1.2. Los plaguicidas y su clasificacion.

El diccionario de la Real Academia de la Lengua Espafiola 7 designa el
término pesticida como un adjetivo (usado también como sustantivo) cuyo

significado es "que se destina a combatir plagas".

El término Pesticida es un anglicismo procedente del latin donde
“pest” se corresponde con el término espanol plaga, mientras que la raiz
“coedere” (matar) sefala la intencién de luchar contra agentes de origen
bioldgico (plagas), de ahi que se acufie el término espafiol, plaguicida,
donde plaga hace referencia a la aparicién masiva y repentina de seres
vivos de la misma especie que causan graves dafios a poblaciones animales
o vegetales, y —cida, matador o exterminador. Otros términos que suelen
ser sindnimos son productos fitosanitarios, parasiticidas, productos

agroquimicos o productos fitofarmaceuticos.

Segln la FAO (Food and Agriculture Organization, 2004) & se define
pesticida como cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de
enfermedades humanas o animales, las especies no deseadas de plantas o
animales que causan perjuicio o que de otra manera interfieren con la
produccién, transformacion, almacenamiento, transporte o
comercializacién de alimentos, productos agricolas, madera y productos de
madera o alimentos para animales, o sustancias que puedan administrarse

a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas. El término
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incluye también a las sustancias destinadas para su uso como reguladores
de crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para el
adelgazamiento del fruto o la prevencién de la caida prematura de la fruta.
Ademas, también se utiliza como sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha para proteger el producto contra el deterioro

durante el almacenamiento y el transporte.

Los plaguicidas constituyen un grupo de compuestos muy amplio y
heterogéneo, por lo que existen diversas posibilidades de clasificacién,
entre ellas el tipo de organismo a controlar, criterios fisico-quimicos, en
funcién de la toxicidad, aplicaciones, tratamientos, etc. No obstante,
debido a la gran variedad de plaguicidas que existen, ninguna clasificacién

resulta completa.

En la actualidad existe en el mercado un gran niumero de plaguicidas
especificos para cada grupo de agente nocivo. Asi, podemos clasificar a los

plaguicidas en:

v' Insecticidas, controlan insectos

Fungicidas, actlan contra hongos
Herbicidas, para combatir las malas hierbas
Acaricidas, para combatir los acaros
Nematicidas, para el control de nematodos

Antibidticos o bactericidas, contra las bacterias

DN NI N N AN

Helicidas, para el control de babosas y caracoles
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v" Rodenticidas, contra roedores en general
v’ Fitorreguladores y productos afines

v Protectores de maderas, fibras y derivados

Recientemente la Organizacién Mundial de la Salud u OMS ha realizado
una clasificaciéon de los plaguicidas por orden de peligrosidad tomando
como referencia la dosis letal (LD) promedio oral o cutanea. Esta medicion
llamada LDsg se calcula midiendo el nimero de miligramos de componente
activo por kilogramo del peso del cuerpo, necesario para matar el 50% de
un muestreo de animales (generalmente ratas). Aunque también se debe
tener en cuenta que un producto con una baja dosis letal media (LDso)

puede causar efectos crénicos por exposicidon prolongada.

Teniendo esto en cuenta, cada plaguicida puede ser clasificado dentro
de cuatro categorias 1 IA o extremadamente peligroso, IB o altamente
peligroso, Il o moderadamente peligroso y categoria Ill o ligeramente
peligroso. Un resumen de todos los peligros con sus correspondientes

categorias se puede ver reflejado en la Tabla I.1.2.

Ademads de estas categorias existen otros tres grupos de plaguicidas
como el Grupo V, que incluye a aquellos productos que no implican un
riesgo agudo cuando se usan normalmente (LDsporal = 2000 mg/Kg y 3000
mg/Kg para sdlidos vy liquidos, respectivamente. El Grupo VI designaria a
aquellos productos a los que no se les situa en ninguna categoria y el Grupo

VIl englobaria fumigantes gaseosos o volatiles.
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Debido a que los agricultores en los paises en desarrollo a menudo no
disponen de la capacitacidn o los equipos para hacer un manejo seguro de
los plaguicidas, la FAO recomienda que los plaguicidas de las categorias IA,
IB y, preferentemente Il, no sean utilizados en los paises en desarrollo. Sin
embargo, se continda distribuyendo y vendiendo plaguicidas
extremadamente peligrosos en los paises en desarrollo, lo cual constituye
un potencial peligro para el medio ambiente asi como para la salud animal
y humana. (En el Tabla I.1.3. puede verse una clasificacidn de los herbicidas

mas ampliamente difundidos segun la FAO).
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Tabla 1.1.2. Clasificacion de los plaguicidas en funcidn de la peligrosidad. Resumen de contenidos. (Fuente OMS, 2009).

CATEGORIA DE
PELIGRO

I. EXPLOSIVOS

Il. GASES
INFLAMABLES

Ill. AEROSOLES
INFLAMABLES

IV. GASES OXIDANTES

V. GASES A PRESION

TIPOS Y DECLARACION DE RIESGO

I.A. INESTABLES
I.B. ESTABLES

II.A. Gases extremadamente
inflamables

11.B. Gases inflamables

I1I.A. Aerosoles extremadamente
inflamables

IIl.B. Aerosoles inflamables

IV.1. Oxidante

V.A. Gas Comprimido

V.B. Gas Licuado Alta
Presion
Baja
Presion

V.C. Gas Licuado Refrigerado

CARACTERISTICAS

I.A.1. PELIGRO

I.B.1. Masa de peligro de explosidn

I.B.2. Peligro de explosion

I.B.3. Peligro de incendio, explosion o proyeccién
I.B.4. Peligro de incendio o proyeccion

I.B.5. Puede explotar en el fuego

IlLA. Gases o mezclas de gases que a 20 °C y presion de 101.3 kPa son inflamables en
una mezcla al 13% o menos por volumen de aire

II.B. Gases o mezclas de gases distintos a los de la Categoria 1.1. que bajo las mismas
condiciones tienen un rango de inflamabilidad al mezclarse con el aire

Diferenciados en base a sus componentes, calor quimico de combustién y, en su caso, a
los resultados de la prueba de espuma (para los aerosoles de espuma) y a una de las
pruebas de inflamacidn a distancia y en espacio cerrado (para los aerosoles
vaporizados)

Cualquier gas que liberando oxigeno pueda provocar o facilitar la combustién de otras
sustancias en mayor medida que el aire

Gas que envasado a presion es totalmente gaseoso a -50 °C y puede explotar si se
calienta

Gas que envasado a alta presidn es parcialmente liquido a T entre -50 y +65 °Cy puede
explotar si se calienta

Gas que envasado a baja presion es parcialmente liquido a T > +65 °C y puede explotar
si se calienta

Gas que envasado se encuentra parcialmente liquido a causa de su baja temperatura.
Contiene gas refrigerado que puede provocar quemaduras o lesiones criogénicas
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VI. LiQUIDOS
INFLAMABLES

VII. SOLIDOS
INFLAMABLES

VIIl. SUSTANCIAS
AUTOREACTIVAS Y
MEZCLAS

IX. COMPUESTOS
PIROFORICOS

X. SUSTANCIAS
AUTOCALENTABLES Y
MEZCLAS

XI. SUSTANCIAS O
MEZCLAS QUE EN
CONTACTO CON EL
AGUA EMITEN GASES
INFLAMABLES

V.D. Gas Disuelto

VI.1. Liquido y vapor
extremadamente inflamable

VI.2. Liquido y vapor altamente
inflamable

VI.3. Liquido y vapor inflamable
VI.4. Liquido combustible

VII.1. Sélido inflamable peligroso
VII.2. Sélido inflamable

PELIGRO TIPO A.
PELIGRO TIPO B.
PELIGRO TIPO C - D.
PRECAUCION TIPOE - F.
1. LiQUIDOS

2. SOLIDOS

1. PELIGROSO

2. PRECAUCION
CATEGORIA 1. PELIGROSO
CATEGORIA 2. PELIGROSO

CATEGORIA 3. PRECAUCION

Gas que envasado a presion se encuentra parcialmente en estado liquido y se disuelve
en un disolvente en fase liquida. Puede explotar si se calienta

Punto de inflamacidn < 23°C y punto de ebulliciéon < 35°C
Punto de inflamacion < 23°C y punto de ebullicién > 35°C

Punto de inflamacién > 23°C y punto de ebullicién < 60°C
Punto de inflamacion >60°C y punto de ebulliciéon < 93°C

Sustancias y mezclas distintas de polvos metélicos con tiempos de combustion <45 s o
polvos metalicos con tiempo de combustion es < 5minutos

Sustancias y mezclas distintas de polvos metdlicos con tiempos de combustion <45 s o
polvos metélicos con tiempo de combustion > 5 y < 10 minutos

Calentando podria producir una explosion

Calentando podria producir una explosion o un fuego

Calentando podria producir un fuego

Calentando podria producir un fuego

Sélidos o liquidos que se inflaman espontaneamente en contacto con el aireen 5
minutos

Cuando da un resultado positivo tras un ensayo efectuado con una muestra de 25 mm a
140°C

Cuando da un resultado positivo tras un ensayo efectuado con una muestra de 100 mm
a 140°C y negativo con una muestra de 25 mm a 140°C

En contacto con el agua desprende gases inflamables que pueden inflamarse
espontaneamente

En contacto con el agua desprende gases inflamables con un régimen de emanacién >
20 I/kg/h

En contacto con el agua desprende gases inflamables con un régimen de emanacién > 1
I/kg/h
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XIl. LiQUIDOS
OXIDANTES

XlIl. SOLIDOS
OXIDANTES

XIV. PEROXIDOS
ORGANICOS

XV. CORROSIVOS DE
METALES

XVI. TOXICIDAD
AGUDA

CATEGORIA 1. FUERTE OXIDANTE

CATEGORIA 2. PELIGROSO
OXIDANTE

CATEGORIA 3. PRECAUCION
CATEGORIA 1. FUERTE OXIDANTE

CATEGORIA 2. PELIGROSO
OXIDANTE

CATEGORIA 3. PRECAUCION
PELIGRO TIPO A.

PELIGRO TIPO B.

PELIGRO TIPO C - D.
PRECAUCION TIPO E - F.
CATEGORIA 1: PRECAUCION

CATEGORIA 1: PELIGRO

CATEGORIA 2: PELIGRO

CATEGORIA 3: PELIGRO

CATEGORIA 4: PRECAUCION

CATEGORIA 5: PRECAUCION

Puede producir fuego o explosion
Puede intensificar un fuego

Puede intensificar un fuego
Puede producir fuego o explosion

Puede intensificar un fuego

Puede intensificar un fuego

Calentando podria producir una explosion
Calentando podria producir una explosién o un fuego
Calentando podria producir un fuego

Calentando podria producir un fuego

Velocidad de corrosion en superficies de acero o aluminio > 6.25 mm/afio a
temperatura de 55°C

Mortal por via oral (LDse<5 mg/kg peso), cutdnea (LDso<50 mg/kg peso) o inhalacion
bien en forma de gas (LDs0<100 ppm), vapor (LDso<0.5 ppm), polvo o niebla (LDs0<0.05
ppm).

Mortal por via oral (LDsp5-50mg/kg peso), cutanea (LDso50-200 mg/kg peso) o
inhalacion bien en forma de gas (LDsp100-500ppm), vapor (LDsq0.5-2.0ppm), polvo o
niebla (LDsg0.05-0.5 ppm).

Toxico por via oral (LDsp50-300mg/kg peso), cutanea (LDsp200-1000mg/kg peso) o
inhalacién bien en forma de gas (LDso500-2500ppm), vapor (LDsg2-10ppm), polvo o
niebla (LDsg0.5-1.0ppm)

Perjudicial por via oral (LDso0.3-2.0g/kg peso), cutanea (LDso1.0-2.0g/kg peso) o
inhalacion bien en forma de gas (LDsp2500-20000ppm), vapor (LDsq10-20ppm), polvo o
niebla (LDso1-5ppm)

Podria ser perjudicial por via oral y cutanea (LDs00.2-5.0g/kg peso) o por inhalacién bien
en forma de gas, vapor, polvo o niebla.
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XVII. CORROSIVOS E
IRRITANTES DE LA
PIEL

XVIIl. CAUSANTES DE
PROBLEMAS
OCULARES

XIX. SENSIBLES A LA
RESPIRACION

XX. SENSIBILIZADOR
DE LA PIEL

XXI. MUTAGENESIS
EN CELULAS
GERMINALES

XXII.
CARCINOGENICOS

XXII. TOXICOS PARA
LA REPRODUCCION

CATEGORIA 1: SUSTANCIAS PELIGRO
CORROSIVAS

CATEGORIA 2: SUSTANCIAS PRECAUCION
IRRITANTES

CATEGORIA 3: IRRITANTES MEDIOS ~ PRECAUCION
CATEGORIA 1: EFECTO PELIGRO

IRREVERSIBLES
CATEGORIA 2: EFECTO REVERSIBLE CAT. 2.A. IRRITANTES

CAT 2.B. IRRITANTES
MEDIOS

ALTA FRECUENCIA DE
APARICION EN
HUMANOS

BAJA O MODERADA
FRECUENCIA DE
APARICION EN
HUMANOS

TIPO 1A. ALTA FRECUENCIA DE APARICION EN HUMANOS

TIPO 1B. BAJA O MODERADA FRECUENCIA DE APARICION EN
HUMANOS

CATEGORIA 1: PELIGRO
CATEGORIA 2: PRECAUCION

TIPO 1A.

TIPO 1B.

CATEGORIA 1: PELIGRO
CATEGORIA 2: PRECAUCION
CATEGORIA 1A: PELIGRO
CATEGORIA 1B: PRECAUCION

Causa quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves

Causa irritacion de la piel

Causa irritacién media de la piel

Causa lesiones oculares graves

Causa serias irritaciones oculares
Causa irritacion ocular

PELIGRO: si es inhalado puede provocar dificultad para
respirar, reacciones asmaticas e incluso pueden ser los
causantes de alergias respiratorias.

PRECAUCION: pueden ser los causantes de reacciones
alérgicas de la piel.

Causantes de defectos genéticos

Sospechosos de ser los causantes de defectos genéticos.

Causantes por exposicion de cancer
Sospechosos de ser los causantes de cancer.
Pueden ser causantes de dafios en la fertilidad o en los fetos.

Sospechosos de ser los causantes de dafios en la fertilidad o en los fetos.
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XXIV. TOXICIDAD DE
ORGANOS TRAS UNA
SOLA EXPOSICION

XXV. TOXICIDAD DE
ORGANOS TRAS
EXPOSICION
REPETIDA

XXVI. PELIGRO DE
ASPIRACION

XXVII. TOXICIDAD
AGUA PARA EL
MEDIO ACUATICO

XXVIII. PELIGROS A
LARGO PLAZO PARA
EL MEDIO ACUATICO

XXIV. PELIGROSO
PARA LA CAPA DE
OZONO

CATEGORIA 2: EFECTO SOBRE O A

TRAVES DE LA LACTANCIA

CATEGORIA 1:
CATEGORIA 2:
CATEGORIA 3:

CATEGORIA 1:
CATEGORIA 2:

CATEGORIA 1:
CATEGORIA 2:
CATEGORIA 1:
CATEGORIA 2:
CATEGORIA 3:
CATEGORIA 1:
CATEGORIA 2:
CATEGORIA 3:
CATEGORIA 4:
CATEGORIA 1:

PELIGRO
PRECAUCION
PRECAUCION

PELIGRO
PRECAUCION

PELIGRO

PRECAUCION
PRECAUCION
PRECAUCION
PRECAUCION
PRECAUCION
PRECAUCION
PRECAUCION
PRECAUCION
PRECAUCION

Puede perjudicar a los lactantes

Causan dafio a érganos especificos
Pueden causar dafios a determinados drganos

Puede causar irritacion de las vias respiratorias o efectos narcéticos con somnolencia o
mareos

Causan daios a determinados a través de exposicion repetida o prolongada
Pueden causar dafios a determinados a través de exposicidn repetida o prolongada

Puede ser mortal si se traga y entra en las vias respiratorias

Puede ser nocivo si se traga y entra en las vias respiratorias

Muy toxico para la vida acudtica

Toxico para la vida acuatica

Nocivo para la vida acudtica

Muy toxico para la vida acudtica, con efectos nocivos duraderos
Toxico para la vida acudtica, con efectos nocivos duraderos

Nocivo para la vida acuatica, con efectos nocivos duraderos

Puede producir efectos perjudiciales a largo plazo para la vida acuatica

Dafios a la salud publica y el medio ambiente al destruir el ozono en la atmdsfera
superior
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Tabla I.1.3. Resumen de las principales familias de herbicidas empleados en la actualidad. Depdsito de documentos de la FAO.
Departamento de Agricultura.

Herbicidas que
interfieren en la
fotosintesis

Inhibidores de
la biosintesis de
pigmentos

Inhibicién de
la sintesis de lipidos

Inhibicién de la
division celular

Herbicidas que imitan
al 4cido indolacético

Inhibidores de
la biosintesis de
aminoacidos

FS1, desviadores
del fotosistema |
FS2, inhibidores
del fotosistema Il

Inhibidores de la biosintesis

de clorofila

Inhibidores de la biosintesis

de carotenoides

Acidos grasos y acidos grasos de
cadena larga son necesarios en la
formacion de los componentes
lipidicos de las membranas y ceras
cuticulares

Interaccionan con los microttbulos
durante la mitosis

Desorganizan el crecimiento,
actuando como si fuesen auxinas

Aminoacidos aromaticos

Glutamina

Aminoacidos de cadena ramificada

Compuestos bipiridilicos
Triazinas

Ureas y Uracilos
Miscelaneos de accion foliar
Difenil-éteres

Varias familias

Derivados clorados de acidos
alcanoicos

Oximas

Esteres de 4cidos ariloxi-
fenoxialcanoicos
Tiolcarbamatos

Cloroacetamidas

Dinitroanilinas

Carbamatos

Acidos ariloxi-alcanoicos
Acidos aril-carboxilicos
Acidos Quinolino carboxilicos
Glicinas

Inhibidores de la glutamina sintetasa

Sulfonilureas
Imidazolinonas

Diquat
Paraquat
Atrazina; Simazina

Diuron; Linuron
Bentazon; Bromoxynil
Oxifluorfen
Acifluorfen
Amitrol
Diflufenican
Dalapon

TCA
Tralkoxydim
Conocidos como
“FOPS”

EPTC

Butylate
Alachlor
Metolachlor
Trifluralin
Asulam

MCPA; MCPB
Terbutilazina
Quinmerac
Glifosato

Amoniaco
Glufosinato
Bialafos
Trisulfuron
Imazapyr

Elevada toxicidad
Prohibido su uso en diversos paises
Dafios a cultivos subsiguientes

Contaminacidn de aguas subterraneas
Elevada toxicidad para mamiferos

Poca solubilidad en agua

Requieren luz para su actividad

Causan decoloracidn de las partes aéreas
nuevas del tallo emergente

Facil lixiviacion

Resistencia cruzada
Resistencia cruzada

Menor vida media al ser descompuestos
por microorganismos del suelo.

Sus residuos permanecen por lo que no
se suele usar como compostes

Vulnerable al lavado por la lluvia

Cultivos resistentes

Biotipos resistentes
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1.1.2. EVALUACION DEL CONSUMO DE PLAGUICIDAS.
1.1.2.1. Consumo de fitosanitarios a nivel mundial y europeo.

El consumo de productos fitosanitarios se ha mantenido relativamente
estable en los ultimos afios, tanto a nivel nacional y europeo, como a nivel

mundial.

El mercado europeo de ventas de fitosanitarios aumentd
progresivamente entre los afios 2000-2008, aunque experimentd un ligero
descenso en la facturacion en los ultimos afios debido a una importante
reduccion en las materias activas, es decir con disminucidon del consumo,
reduccion que se estd compensando con productos de mayor valor
anadido. No obstante, los datos reflejan que a partir del afio 2011 se ha
producido un nuevo aumento en el consumo lo cual se ha manifestado en

un aumento de las ventas.

Por su parte, en el mercado mundial tanto las exportaciones como las
importaciones de fitosanitarios se han disparado en los ultimos afos,
aumentando el nUmero de ventas hasta alcanzar cerca de 50.000 millones
de euros en los dos ultimos anos reportados, lo que supone un aumento

del 53%, tal y como refleja la Figura I.1.1.

51



1.1. Aspectos Generales de los Plaguicidas.

[ Europa (millones de €) B Mundo (millones de €)
80000

60000

40000

20000

0o
2008 2009

2010 2011 2012 2013

Figura I.1.1. Venta de fitosanitarios (exportaciones) en los mercados europeo y mundial
durante los afios 2008-2013 1213,

1.1.2.2. Evolucion del consumo de fitosanitarios a nivel nacional.

Espafa es uno de los principales paises consumidores de plaguicidas
de la Unién Europea, y representa el 2% del total del comercio de
fitosanitarios a nivel mundial con unas ventas totales en los ultimos 5 afios
gue oscilaron entre los 600-750 millones de euros, frente a una inversién
en consumo que en el Ultimo afio rozé también los 600 millones de euros,

mostrando asi claramente la importancia de su agricultura.

Segln datos de la Asociacion Empresarial para la proteccion de las
plantas (AEPLA) 3 y la documentacion facilitada a través del Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente 4, la tendencia de los dltimos
afios en el descenso en el consumo de fitosanitarios se habria visto
interrumpida durante el ejercicio del 2011 con un aumento de

aproximadamente el 50%, lo cual puede ser debido a las desfavorables
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condiciones climatolégicas advertidas en dicho periodo, mientras que el
mercado se habria mantenido invariable hasta dicho periodo 213, tal y

como viene reflejado en la Figura 1.1.2.
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Figura 1.1.2. Mercado de fitosanitarios a nivel nacional durante el periodo 2000-2013.

En cuanto a familias de productos, segun la “Estadistica sobre
Comercializacion de Productos Fitosanitarios” publicada por el Ministerio
de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente (MAGRAMA) > donde se
recogen las cantidades de sustancias activas, por categoria de productos y
clasificacién quimica, contenidas en los productos fitosanitarios
comercializados en nuestro pais de un total de 600 millones de euros
totales facturados en fitosanitarios durante el ano 2012, correspondientes
a un total de 62.769 Tm, cerca del 40% conciernen a fungicidas y

bactericidas, como puede verse reflejado en la Figura I.1.3. Le seguirian en
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importancia los molusquicidas y reguladores del crecimiento, con un 24%

13,16,17

M Fungicidas/ Bactericidas
M Herbicidas
M Insecticidas/ Acaricidas

M Molusquicidas, Reguladores del
Crecimiento y Otros

Figura 1.1.3. Porcentajes de fitosanitarios por familias de productos comercializados en
Espafia en 2012. La clasificacion ha sido realizada teniendo en cuenta los principales
grupos segln Anexo del Reglamento (CE) 1185/2009 del Parlamento Europeo y del
Consejo de 25 de Noviembre de 2009 relativo a las estadisticas de plaguicidas.

Las ventas por Comunidades Auténomas a nivel espafiol son bastantes
diversas, en funcién del porcentaje de superficies dedicadas a la
agricultura. Segun la Encuesta sobre Superficies y Rendimientos de Cultivos
18 realizada en colaboracidon con los Servicios Estadisticos de las
Comunidades Autonomas publicada en el Anuario de Estadistica del
Ministerio correspondiente al ejercicio del 2012 6, las comunidades
auténomas que desarrollaron una agricultura mas tecnificada y de mayor
intensidad presentaron mayores consumos, siendo las de mayor empleo de
productos fitosanitarios por hectarea Canarias, con 69,9 kg/ha, seguida de
la Regién de Murcia (23,5 kg/ha) y la Comunidad Valenciana (21,6 kg/ha),

mientras que las comunidades que menor consumo registraron fueron
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Castilla-La Mancha (1,9 kg/ha), Castilla y Ledn (2,3 kg/ha) y Aragdn (3,2
kg/ha).

La relacién a nivel espaiiol entre comunidades auténomas vy el
consumo de plaguicidas en funcién de los kg por hectarea puede verse en
la Figura I.1.4. mientras que el porcentaje del consumo total de pesticidas

por Comunidad Auténoma queda reflejado en la Figura 1.1.5.
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Figura 1.1.4. Consumo de productos fitosanitarios (kg/ha) por Comunidades Auténomas
segun el Perfil Ambiental de Espafia 2013 seccién 2.9 editado por MAGRAMA (Ministerio
de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente) referente al ejercicio del 2012 *°.
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Andalucia i 1 32,7%
C. Valenciana - 1 12,9%

C. Murcia i ] 9,5%

Catalufia i ] 9,2%

C.leén [ 7,2%
Extremadura :I 6,2%
castila [ 6,8%
Aragén | 44%
Canarias -:I 3,0%
Galicia [T 2,3%
laRioja [== 2,1%
Baleares : 0,7%
Navarra -: 1,3%
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Figura 1.1.5. Porcentaje del Consumo de Productos Fitosanitarios por Comunidades
Auténomas segln la Encuesta sobre Superficies y Rendimientos Cultivos (ESYRCE) 8y Ia
Asociacidon Empresarial para la Proteccién de las Plantas (AEPLA) 2.

1.1.3. PROBLEMATICA AMBIENTAL Y LEGISLACION.

1.1.3.1. Distribucién de los pesticidas y su movilidad en el medio

ambiente.

Uno de los principales problemas del uso de pesticidas es que no
siempre permanecen en el lugar en el que se han utilizado originalmente.
Por cuanto tiempo el pesticida permanece en el suelo depende de multiples
factores como la fuerza con la que queda vinculado por los componentes
del suelo y la facilidad con que se degrada. También depende de las
condiciones ambientales en el momento de la aplicacién, por ejemplo, el

contenido de agua del suelo %9,
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El uso de plaguicidas debe garantizar la seguridad publica y la
protecciéon del medio ambiente en lo que respecta tanto a la propia
molécula como a sus metabolitos potencialmente dafiinos, ya que a veces

se trasladan a grandes distancias a través del agua, del suelo o del aire.

La contaminacion puede ocurrir por medio de una serie de complejos
procesos de transporte, volatilizacién, precipitacion  pluvial,
escurrimientos, infiltraciones y lixiviaciones que vienen influidos por
multiples factores como las propiedades fisico-quimicas de la molécula, el
mecanismo de transporte ambiental del plaguicida, las caracteristicas
medioambientales, fisicas y condiciones climaticas del sitio de aplicacién:
topografia, tipo de suelo, ubicacidn, tipo de cubierta, precipitacién anual,

temperatura, etc 2.

El comportamiento de los pesticidas en el suelo viene influenciado por

una gran variedad de complejos y dindmicos procesos quimicos, fisicos y
biolégicos entre los que destacan adsorcidn-desorcién, volatilizacién,
degracién fisico-quimica, absorcidon por las plantas o los procesos de
escorrentia y lixiviacion. Todos estos procesos controlan el transporte del
pesticida desde el suelo y su transferencia al agua, aire o a determinados
alimentos. Asi, parte del pesticida puede absorberse en la superficie de la
planta, mientras que el resto se disuelve o se arrastra por el agua de lluvia
hasta incorporarse al suelo y de éste, pasar a las aguas subterraneas. La
facilidad con que se produzca este desplazamiento depende de las

propiedades fisico-quimicas del pesticida en cuestion de modo que
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aquéllos que sean poco solubles en agua, poco volatiles y quimicamente
estables, permanecen largos periodos de tiempo en el suelo. La cantidad
de pesticida que se elimina por lixiviacién depende de la retencién del
pesticida en el suelo, de su posible transformacién quimica o bioldgica y de

su volatilizacion.

La retencidn del pesticida en el suelo viene gobernada por el complejo
proceso de adsorcidn, el cual aumenta con su contenido en materia
organica. El movimiento de los pesticidas en el suelo puede ser a través de
Difusion, Lixiviacién (por efecto de la lluvia o el agua de riego), erosion (por
medio del viento o del agua), Volatilizacidn, asimilaciéon por animales y
microorganismos del suelo %272°, Los principales factores que influyen en la

persistencia de los pesticidas en el suelo son resumidos en la Tabla 1.1.4.

En cuanto a la persistencia o acumulacidon de los pesticidas en el agua,

el principal motivo son las malas practicas agricolas que han originado una
merma en la calidad de las aguas tanto superficiales como subterraneas 2/~
29 Los pesticidas pueden presentarse en las aguas superficiales disueltos,
en suspensidon o en emulsiones que suelen formarse en presencia de
tensoactivos. La movilizacién de los pesticidas en aguas superficiales como
los rios, lagos o arroyos permite el desplazamiento de estos compuestos
hasta distancias considerables. Los procesos de acumulacién pueden tener
lugar cuando el contaminante transportado entra en los lagos, donde la

corriente es menor, o presenta sedimentacién de sélidos en suspension .
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Tabla I.1.4. Principales factores que influyen en la persistencia de los pesticidas al suelo.

Pesticida Suelo/Lugar Clima

Naturaleza Quimica Lugar Viento

Volatilidad _ Localizacion Temperatura, radiacion
Solubilidad geogréafica/pendiente solar

Formula Precipitaciones, humedad

- Cubierta vegetal

Concentracion relativa o evaporacion.

Aplicacién - Fauna

- Método - Poblaciones microbianas

- Fecha . - Uso de fertilizantes

- Frecuencia Uso de ot L.

) Cantidad so de otros agroquimicos
- Cultivo/labranza
- Presencia de contaminantes
- Quema de rastrojos

Suelo

- Contenido en arcillas y
minerales

- Estructura y compactacion
- Contenido en hummus

- Humedad

- Ph

El destino de los pesticidas en la atmdsfera es el mas difundido, puesto

gue pueden desplazarse junto con las masas de aire, transformarse por
medio de reacciones quimicas, disolverse en el medio acuoso de las nubes,
precipitar y retornar otra vez a la superficie terrestre 3. Ademads, en la
atmoésfera tienen lugar fendmenos meteoroldgicos y quimicos que hacen
incierto el comportamiento de los residuos vertidos. De este modo y gracias
a la gran movilidad de los residuos en la atmdsfera a través de fendmenos
como la deriva, la pulverizacidn, la volatilizacion y el transporte por el
viento, pueden llegar a depositarse a centenares o incluso miles de

kildmetros de distancia del lugar de su aplicacion 32.
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En resumen, la mayor parte de los plaguicidas, una vez aplicados,
sufren procesos de degradacidn y transformacién, total o parcial, que
conducen a la formacidn de nuevos productos que, en ocasiones, pueden

ser mas moviles, persistentes y peligrosos que los compuestos de partida.
1.1.3.2. Efecto de los pesticidas en el hombre.

A pesar de que el empleo de los plaguicidas en los cultivos reporta
significativas ventajas tanto en la produccién como en la calidad, su uso
abusivo por los agricultores ha llevado a que tanto en el suelo como en las
aguas subterrdneas queden depositados los plaguicidas o sus residuos,
siendo este un problema de contaminacién ambiental que también puede
afectar a la salud humana. Por ello, antes de aplicar un determinado
plaguicida contra una determinada plaga, hay que estudiar el entorno y

elegir en consecuencia.

Como ya se ha indicado anteriormente, el consumo de pesticidas se
estd reduciendo en los ultimos afios en los paises desarrollados, aunque se
siguen aplicando de forma intensiva en los paises tropicales. Se ha
establecido que soélo un 0.1% de la cantidad de plaguicidas que son
aplicados llega a la plaga, mientras que el restante circula por el medio
ambiente, incorporandose a los cultivos y contaminando posiblemente el
suelo, agua y la biota 333% Por ser sustancias con capacidad para
acumularse en la cadena alimentaria, especialmente en pescado, carne y

productos lacteos, evaluar su verdadero impacto es prioritario.
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Un andlisis de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA,
European Food Safety Authority) determinaba, en 2007, que de la
evaluacién de un total de 236 sustancias, 144 podian tener un riesgo

potencial en la salud .

Diversos estudios en el ambito internacional revelan problemas
ambientales pero ademas la contaminaciéon de determinadas zonas ha
terminado por suponer un problema para la salud humana. En 1995, un
estudio de mujeres embarazadas en Tailandia revelé que el 75% de ellas
estaban contaminadas con pesticidas organoclorados y que a consecuencia
de ello, los neonatos tenian niveles considerables DDT, Lindano, HCH y
Heptacloro 3%. De la misma manera, un estudio realizado en México
demostré que en jévenes menores de 20 afios de edad los niveles de

contaminacién con DDT eran altisimos, encontrandose entre 9y 20 ppm ¥’.

Teniendo en cuenta la ingente cantidad de ingredientes activos que
anualmente son usados, su toxicidad aguda, subaguda y a largo plazo, la
forma como se producen, transportan, almacenan y aplican, estas
sustancias se han convertido en un problema de salud publica 38. Cabe
destacar que los niveles de mortalidad por intoxicaciones que se pueden
presentar en una comunidad no son sélo el reflejo de una relacién simple
entre el agente y la persona expuesta, sino que reflejan ademas el efectoy
la interaccidon de numerosos factores, tales como el tiempo de exposicién,

susceptibilidad de los individuos, estado nutricional de la poblacién
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afectada, condiciones de la exposicidn y factores educacionales, culturales,

sociales y econédmicos 3°.

Entre los efectos que pueden causar toxicidad en humanos por
exposicion a plaguicidas, las mds importantes son las afecciones debidas a
compuestos organoclorados, que suponen un serio problema para la salud
por acumulacién ya que se absorben por la piel y los aparatos digestivo y
respiratorio. Ademas, se ha comprobado que algunos insecticidas
organoclorados inhiben la comunicacion intercelular y actian como

promotores de tumores o incluso diabetes 4043,

Otras afecciones importantes son debidas a compuestos
organofosforados, o ésteres del acido fosférico que son muy téxicos pero
gue se desarrollaron porque se descomponen con mayor facilidad que los
clorados y a diferencia de ellos, no se acumulan en el organismo. En los
ultimos estudios se ha demostrado que inhiben la enzima
acetilcolinesterasa en las terminaciones nerviosas y que pueden
desencadenar una mayor frecuencia de desdérdenes neuronales y también

leucemia linfocitica crénica en sujetos expuestos 4446,

Otros pesticidas conocidos como piretroides sintéticos son utilizados
ampliamente debido a su alta selectividad y potencia contra determinadas
plagas asi como por su rapida degradacion por parte de los vertebrados,
aunque si bien es cierto tras largas exposiciones a estos compuestos

pueden ocasionar efectos neurotdxicos y alteraciones inmunoldgicas como
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dermatitis y rinitis alérgica e incluso, convulsiones y edemas pulmonares a

altas concentraciones 477%°.

En conjunto las afecciones mds importantes que pueden desencadenar
los plaguicidas por exposicidon prolongada pueden estar relacionadas con
problemas para la reproduccidn, la fertilidad, el desarrollo embrionario y
fetal, perturbaciones endocrinas, padecimientos neurolégicos y problemas
de comportamiento psiquico, enfermedades neurodegenerativas, cdncer e

incluso, cdncer en neonatos o antes del nacimiento >%°1,

Debido a todo esto, actualmente la UE valora la propuesta de reducir
el niumero de pesticidas comercializados asi como fomentar la agricultura
con baja utilizacién de pesticidas, incluida la agricultura ecoldgica, mayor
apoyo financiero comunitario a la investigacién para fomentar el uso
sostenible de pesticidas y el desarrollo de métodos y procedimientos

integrados para la gestion de plagas °2.
1.1.3.3. Legislacidn actual sobre plaguicidas.

La Comisién del Codex Alimentarius >3 es la estructura internacional,
creada en 1963 desde la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y Agricultura
(FAO), que controla y regula entre otras cuestiones la relacionada con la
politica internacional de la seguridad de los alimentos para proteger la

salud de los consumidores.
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Desde el afio 2003, todos los estados miembros de la Unién Europea
(UE) estan adheridos a la Comisién del Codex Alimentarius, colaborando en
el establecimiento de las normas de seguridad alimentaria que sirven de
referencia al comercio de alimentos a nivel internacional. Si nos centramos
en el uso de plaguicidas, el Codex Alimentarius como entidad reguladora
fija unos criterios normativos relativos a los residuos de plaguicidas a nivel
internacional. Se han definido una serie de conceptos, como el Limite
Madaximo de Residuos (LMR) y la Ingesta Diaria Admisible (IDA), con el
objetivo de homogeneizar y asi poder establecer criterios de control

globales.

El Limite Maximo de Residuos (LMR) es la cantidad maxima de residuo
de un producto fitosanitario especifico (expresado en mg-kg™* de producto)
que, por ley, se permite permanecer en los alimentos y en el forraje para
animales. En la actualidad estdn fijados los LMR de casi la totalidad de los
pesticidas para un gran niumero de alimentos, lo que sirve de referencia a
los distintos paises en sus legislaciones. De acuerdo con esto, se establecen
las bases para eliminar los posibles riesgos en la salud humana derivados

del exceso de pesticidas en los alimentos.

La Ingesta Diaria Admisible (IDA) es la cantidad maxima diaria de
producto quimico que se puede ingerir durante la vida de una persona sin
gue suponga un riesgo apreciable para su salud. En base a ello, la Comisién

Europea propuso armonizar en todos los estados miembros de la UE los
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LMRs de productos fitosanitarios permitidos en alimentos de origen animal

y vegetal.

En los ultimos afios, ha sido la Directiva 91/414/CEE sobre
comercializacidn, utilizacién y control de los productos fitosanitarios en la
UE la normativa mas significativa, pues ha establecido los requisitos y
procedimientos para la aprobacién de sustancias activas, y las normas y
criterios de autorizacién en cada estado miembro de los productos que las
contienen. Como resultado, desde principio de los 90 se han eliminado
muchas “sustancias antiguas”, se han incluido otras nuevas y tanto antiguas
como nuevas se encuentran actualmente pendientes de revision. El
aspecto positivo de este proceso, es la realizacién de una exhaustiva

evaluacién de las sustancias y por tanto la constatacion de su seguridad.

La aparicién del Reglamento (CE) n2 396/2005, relativo a los limites
maximos de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos de origen
vegetal y animal, por lo que se refiere a las competencias de ejecucién
atribuidas a la Comisién y que modifica la Directiva 91/414/CEE del
Consejo, es la legislacion que regula las bases por las cuales se fijan los
limites maximos de residuos de pesticidas. La entrada en vigor finalmente
el 1 de septiembre de 2008 de su Anexo lll, en el que se fijan los LMRs
temporales, ha permitido la armonizacion total de la legislaciéon sobre
residuos de plaguicidas en los 28 Paises Miembros de la Unién Europea.

Este Anexo Il viene a incluir los LMRs nacionales vigentes hasta esa fecha
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gue no estaban armonizados a nivel comunitario y que tienen el caracter

de "temporales".

Pero sin duda la gran novedad en materia regulatoria para el sector en
los ultimos afios ha sido la aprobacién del nuevo marco legislativo
comunitario en materia fitosanitaria aprobado en septiembre de 2009
[Reglamento (CE) n2 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, de
21 de octubre de 2009, relativo a la comercializacion de productos
fitosanitarios y por el que se derogan las Directivas 79/117/CEE vy
91/414/CEE del Consejo y cuya entrada en vigor tuvo lugar a principios del
2010, y que esta compuesto por el Reglamento de comercializacidon que
sustituye a la Directiva 91/414 y la Directiva de Uso Sostenible cuyos
objetivos pasan por garantizar un elevado nivel de proteccion de la salud
humana, animal y medioambiental, salvaguardar la competitividad de la
agricultura comunitaria, proteger a los grupos vulnerables y armonizar las
normas de libre circulacion de productos. El sistema actual evalua los
productos considerando todos los posibles riesgos, es decir sdlo se

autorizan aquellos cuyo riesgo es aceptable.

El principal objetivo de la Directiva de Uso Sostenible es que los
estados miembros desarrollen Planes Nacionales de Accién que, de
acuerdo a sus especiales condiciones econdmicas, climatoldgicas y sociales,
estableceran objetivos, medidas y plazos que fomenten un uso mas
sostenible de estos productos. En concreto, abarcaran aspectos como la

formacion de usuarios e informacion al publico, la venta y almacenamiento,
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la prohibicién de pulverizaciones aéreas, la restriccion de uso en zonas
especificas, el mantenimiento de equipos de aplicacion, la proteccién del
medio acuatico y el fomento de la Gestién Integrada de Plagas, cuyas

técnicas de produccidn son de obligado cumplimiento desde 2014.

En el caso concreto de Espafia, mediante el Reglamento (CE) n?
1107/2009, se derogan las Directivas 79/117/CEE y 91/414/CEE del
Consejo, que anteriormente regulaban la comercializacion de los productos
fitosanitarios. En consecuencia también quedan derogadas las
disposiciones nacionales adoptadas para la trasposicion de los preceptos
de dichas directivas y esto hace necesario que el presente real decreto
incluya disposiciones relativas al cumplimiento de requisitos establecidos
por dicho reglamento, en su articulo 67, que afectan a los comerciantes y

usuarios de productos fitosanitarios.

1.1.4. METODOS DE DETERMINACION DE PLAGUICIDAS EN ALIMENTOS.

El andlisis multiresiduo de los pesticidas es hoy en dia un reto debido a
los bajos niveles que presentan éstos en las muestras, asi como a la amplia
variedad y diferente familia quimica a la que pertenecen. Actualmente, se
emplean mas de 1000 pesticidas distintos, por lo que los laboratorios estan
bajo la presidon constante de ensanchar la gama de pesticidas determinados

en un mismo tiempo de andlisis.

La determinacién de los pesticidas en cantidades traza en matrices

complejas como los alimentos frecuentemente requiere una extensiva
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extraccion de la muestra y preparaciones laboriosas en funciéon de la

metodologia que se emplee en su determinacion.

En general, la determinacion de residuos de plaguicidas en alimentos se

solicita por dos motivos:

v’ para supervisar las buenas practicas agricolas (BPA), mediante la
verificacion del cumplimiento con las normas internacionales
(Codex) o la legislacion nacional, lo que garantiza que los LMR no se
superen, y/o que los pesticidas no aprobados no sean utilizados,

v’ para proporcionar los datos de residuos que pueden ser utilizados
para estimar ingestas dietéticas de los consumidores y para llevar a

cabo, posteriormente, evaluaciones de riesgo.

El Codex Alimentarius >* clasifica a los productos alimenticios en grupos
y proporciona informacién sobre cdmo preparar la muestra de laboratorio

para el analisis. Dicho proceso analitico requiere las siguientes etapas:

especificar la estabilidad del analito, es decir, que durante el

procesado no se pierda parte de la carga de pesticidas en estudio

- homogenizacién de la muestra, para eliminar su posible
heterogeneidad,

- extraccidn de los pesticidas de la matriz que los contiene,

- limpieza de los extractos de posibles interferentes co-extraidos con

la matriz,
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- determinacion y cuantificacion de los plaguicidas, por técnicas

cromatograficas principalmente.
1.1.4.1. Métodos de extraccion.

Los métodos tradicionales de extraccién de pesticidas en matrices
alimentarias emplean disolventes organicos, mezclas de ellos o bien
mezclas con agua, en funcidn de la naturaleza de la matriz y de los analitos
a determinar. Segln S. L. Reynolds >> es importante que para la correcta
extraccion de los analitos, éstos estén perfectamente homogenizados con
la matriz, y para ello, se pueden utilizar maceradores, trituradores vy
mezcladores del tipo Ultraturrax, sonicadores, etc., de manera que el

analito quede en equilibrio con el disolvente y la matriz insoluble.

Existen muchas técnicas que han sido usadas tradicionalmente para
aislar a los pesticidas de muestras de alimentos como la extracciéon con
disolventes por agitacién, la extraccidon por Soxhlet o la extraccién con
ultrasonidos °°=°, Desafortunadamente, estas técnicas exigen el empleo de
largos tiempos de extraccion y grandes volumenes de disolventes
organicos, que pueden llegar a generar extractos que requieren una

extensa limpieza antes del analisis.

Otras técnicas han intentado disminuir los tiempos de extraccion y
reducir el consumo de disolvente trabajando a elevadas temperaturas por
encima del punto de ebullicién del disolvente, de este modo el proceso de

extraccion se facilita debido a la desorcién del analito de la matriz sélida.
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Algunas de estas técnicas son la extraccién asistida por microondas

(MAE, microwave assisted extraction), extraccion acelerada con disolvente
o extraccion por liquidos presurizados ! (ASE, también conocida como PFE
0 PLE) o la extraccién con fluidos supercriticos % (SFE, supercritical fluid

extraction).

Aunque las posibilidades y métodos de extraccién publicados han sido
muchos en los ultimos anos, las técnicas mas utilizadas han sido las
extracciones  soélido-liquido usando disolventes orgdnicos que
posteriormente requieren un procedimiento de purificacion de los
extractos. Las mas conocidas son el Método QUEChERS, el método MSPD o

la extraccion en fase sélida (SPE, solid phase extraction).
1.1.4.1.1. Eleccion del Disolvente de extraccion.

La eficiencia de la extraccién depende de la polaridad de los analitos a
extraer, de modo que cuando se pretende extraer pesticidas de naturaleza
no polar (por ejemplo los pesticidas organoclorados), se suelen utilizar
disolventes apolares como hexano, diclorometano, ciclohexano o acetato
de etilo, entre otros, mientras que para pesticidas de naturaleza polar baja
o media como los organofosforados se utilizan como disolventes de
extraccidn polares como el acetonitrilo, el metanol, o mezclas de ellos con
agua. La polaridad de un disolvente es reflejada en su constante dieléctrica,

de modo que con valores altos, mas polar serd el disolvente 3. Un resumen
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de las caracteristicas de los disolventes de extraccidn mas comUnmente

usados en la determinacion de pesticidas se puede ver en la Tabla I.1.5.

Existen dos factores que afectan a la eficiencia de la extraccién que son
el pH y el uso de sales para eliminar el contenido acuoso de los extractos.
El pH del disolvente de extraccién puede ser extremadamente importante
para un amplio nimero de pesticidas, ya que puede afectar a su disociacién
y solvatacién, y en algunos casos, también a su estabilidad. Muchos
pesticidas, en particular los ésteres, que se encuentran cominmente como
residuos en frutas y verduras, son sensibles al pH y se hidrolizan
rapidamente a pH extremos, pudiendo generar otros compuestos a partir
del compuesto principal, de modo que puede ser no detectado habiendo
estado presente en la muestra 4.

Tabla 1.1.5. Propiedades fisicas y toxicas de los mas importantes disolventes de extraccion.
(") 25°C.

Limite de Exposicion

Constante  Puntode  Presion de Punto de a largo plazo®.

Disolvente N2 CE2 CASP Dieléctrica®  Ebullicion®  Vapore (kPa  Inflamacién® VLA-ED®.

(20°C) (°C) at 25°C) (°c)

ppm  mg/m?

Acetona 200-662-2 67-64-1 20.7° 56 30.8 -20 500 1210
Acetonitrilo  200-835-2 75-05-8 37.5 82 11.8 6 40 68
Ciclohexano  203-806-2 110-82-7 2.0 81 13.0 -20 200 700
Diclorometano  200-828-9 75-09-2 9.1 40 58.2 50 177
Ac. de Etilo 205-500-4 141-78-6 6.0" 77 12.6 -4 400 1460
Hexano 203-777-6  110-54-3 1.9 69 20.2 -22 20 72
Metanol 200-659-6  67-56-1 32.6" 65 16.9 11 200 266
Pentano 203-692-4  109-66-0 1.8 36 68.3 -40 1000 3000
Eter Petréleo  265-151-9 64742'49(; 30-60 -22a-40
Agua 78.5 100

CE: El numero CE es el nimero oficial de la sustancia en la Unién Europea.

CAS: Chemical Abstract Service (Servicio de Resimenes Quimicos).

[EH40/2002 Occupational Exposure Limits, HSE books, Sudbury, Suffolk, UK, ISBN 0-7176-2083-2, 2002].

Limites de exposicidn profesional para Agentes Quimicos en Espafia, 2013. VLA-ED® (valor limite ambiental por exposicién
diaria) segun Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el trabajo. Gobierno de Espafia.

anTo
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La eliminacién de trazas de agua de los extractos también puede ser
muy importante antes de la etapa de purificacion y/o el andlisis de
cromatografico. Las sales anhidras se utilizan como desecantes para
eliminar el agua de los disolventes organicos mediante la formacién de
hidratos. Existen tres tipos de sales habitualmente utilizadas en Ia
separacion liquido-liquido: NaCl, Na;S04 o MgS0a. Sélo las dos ultimas son
eficaces, ya que ambas tienen capacidad para formar hidratos. Segun
Lehotay et al ® en un estudio comparando los tres tipos de sales en
extractos de acetonitrilo, llegaron a la conclusién que el MgSO4 era mas
eficaz que Na;S04 para eliminar las trazas de agua que pudieran contener

los extractos.

En la determinacién de pesticidas en matrices alimentarias los
disolventes de extraccion mas utilizados son la acetona, el acetonitrilo y el
acetato de etilo. Acetona y acetonitrilo son completamente miscibles con
el agua, mientras que el acetato de etilo presenta baja miscibilidad con el
agua. Los extractos de acetonitrilo o acetona procedentes de frutas y
verduras frescas extraen al mismo tiempo agua de la muestra. Schneck y
Lehotay ¢ observaron que por lo general, es necesario eliminar esta agua
antes de realizar cualquier determinacién por cromatografia de gases, y
esto se puede lograr mediante la particion de los pesticidas a partir del

extracto acuoso/organico en un disolvente inmiscible en agua.

El acetonitrilo en los ultimos afios ha sido el mas utilizado de los tres,

ya gue aungue es mas caro y téxico que la acetona o el acetato de etilo, su
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elevada polaridad hace que se extraigan menor nimero de compuestos
lipofilicos como aceites, clorofilas, ceras, etc. Por su parte, la acetona fue
muy utilizada en los afos 70 por ser menos téxica y mds barata que los
otros, sin embargo, su elevada volatilidad hizo que se planteara su uso para

otro tipo de extracciones.

El acetato de etilo presenta la ventaja que con poca cantidad de agua
gue esté presente en la muestra puede ser facilmente eliminada afadiendo
sales anhidras sin necesidad de que para ello tenga lugar una extracciéon
liguido-liquido adicional. Sin embargo, dada su baja polaridad y su
inmiscibilidad en agua, su uso en matrices con alto contenido graso, como
aceites, aguacates o productos animales es limitado, ya que coextrae otros
materiales lipofilicos presentes en las muestras que pueden interferir en la

correcta determinacion de los analitos.
1.1.4.1.2. Tipos de extraccion.
1.1.4.1.2.1. Extraccion liquida a alta presion o PLE.

La Extraccion liquida a alta presidn o PLE (Pressurized liquid extraction)
es una técnica de extraccién que usa el calor para aumentar la temperatura
del disolvente de extraccién de modo que se acelere la cinética de
extraccidén de los analitos empleando un menor volumen de disolvente.
Para ello, se debe aplicar una mayor presién y esto generalmente se realiza
acoplando una bomba, de modo que se garantice que el disolvente no

entra en fase de vapor. Los pardmetros mas importantes a tener en cuenta
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por lo tanto, seran el tipo de muestra, el tipo de disolvente (propiedades
como la miscibilidad o la polaridad), la temperatura (el aumento de la
temperatura genera una mayor solubilidad de los analitos lo que mejora su
mas facil desorcion de la matriz aunque también pueden degradar a otros
analitos presentes en la muestra), el tiempo de extraccidn, el nimero de
ciclos de extraccion (el nimero de ciclos variara en funcion de la
temperatura) y la presion (varia en funcion del tipo de disolvente y la

presion escogida serd la que lo mantenga en estado liquido).

Aunque se trata de una técnica que se ha empleado en la
determinacién de residuos de pesticidas en piensos ¢/, pescados 8 y frutas
69,70 dando buenos resultados en términos de recuperacion y bajos RSDs,
existen diversos factores que han impedido esta técnica se establezca
como los altos costes de inversion o el uso de elevadas temperaturas en los

instrumentos de analisis.
1.1.4.1.2.2. Extraccidn por Fluidos Supercriticos o SFE.

La Extraccion por Fluidos Supercriticos o SFE (Supercritical Fluid
Extraction) es una alternativa a los procedimientos tradicionales de
extraccién de pesticidas que emplea como disolvente de extraccién un
fluido en estado supercritico. EI CO; ha sido el que mejores resultados ha
dado hasta la fecha por sus caracteristicas supercriticas a 31°Cy 73 bar, ya
gue no es toxico, es bastante inerte, facil de evaporar a temperatura

ambiente y es relativamente econdémico.
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Este método comparado con otras técnicas de extraccidon es mas facil
de automatizar, requiere menor consumo de disolventes peligrosos,
genera menos residuos y ademds necesita menor preparacion de la
muestra. El CO; al ser un gas puede eliminarse facilmente tras la extracciéon
dejando los analitos atrapados en un material adsorbente o disueltos en un
pequefio volumen de un disolvente orgdnico. Para que un sustancia sea
considerada supercritica, debe ser calentada y presurizada por encima de
sus valores de presidn y temperatura criticos, lo que genera un estado
entre gas-liquido que le confiere unas propiedades hidrodinamicas que
permiten una mejor difusién de los analitos que empleando disolvente
liguidos. Todo ello hace que sea una técnica mas sensible y rapida en la

extraccion de los analitos.

No obstante, dadas las propiedades particulares a las que se utiliza el
extractante hace que este método no sea sencillo, debido a los
innumerables factores a controlar durante el proceso, entre ellos destaca
el control de la presion, la temperatura, la densidad, la adicion de
modificadores, el control del agua y el “salting-out”, el tiempo, etc. Sin
embargo, ha sido empleada en numerosas determinaciones de pesticidas
en todo tipo de matrices 7*~73, sobretodo en frutas y verduras 74, cereales

75,76 @ incluso aceite de oliva 77.

A pesar de las grandes ventajas que ofrece esta técnica como la

selectividad o la posibilidad de automatizacién, su interés ha disminuido en
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los Ultimos afios, debido principalmente al alto coste de la instrumentacion,

el consumo de tiempo y la complejidad en su aplicacion rutinaria.
1.1.4.1.2.3. Extraccion asistida por Microondas o MAE.

La Extraccion asistida por Microondas o MAE (Microwave-assisted
extraction) es un tipo de extraccidon que utiliza el calor generado por la
energia microondas para acelerar las extracciones. Este procedimiento
consiste en el calentamiento del extractante (en general un disolvente
organico) en contacto con la muestra, haciendo uso de la energia de
microondas donde el reparto del analito de interés desde la muestra hasta
el extractante va a depender de la temperatura y de la naturaleza del

extractante.

Cabe notar que, al contrario de lo que sucede en un calentamiento
convencional, las microondas calientan la muestra sin necesidad de
calentar el vaso reactor, por lo que es posible alcanzar con rapidez el punto

de ebullicién, disminuyendo el tiempo de extraccién.

Las principales ventajas de la MAE radican en que los tiempos de
extraccidn son cortos, en torno a los 30 min, y que ademas utiliza pequefios

volumenes de disolventes orgdnicos.

Para la optimizacion de las condiciones de extraccién, los pardmetros

mas comunmente estudiados son la composicion y volumen del disolvente,
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la temperatura, la presion (en vasos cerrados), la potencia de microondas,

el tiempo de extraccién y las caracteristicas de la matriz.

Las aplicaciones de MAE se centran fundamentalmente en la
extraccion de compuestos orgdnicos de matrices sélidas. Sin embargo,
aunque las primeras aplicaciones estuvieron relacionadas con la
determinacién de HAPs y PCBs en suelos y sedimentos, otros compuestos
tales como pesticidas han sido extraidos con eficacia en diferentes matrices
como en frutas y verduras ’87°, o incluso en matrices grasas como el

aguacate o el aceite de oliva 808!,

Por otra parte, aunque los resultados evidencian que la MAE puede
competir favorablemente con otras técnicas como la extraccion con fluidos
supercriticos, la selectividad alcanzada es menor, y generalmente requiere
de un proceso adicional de purificacién antes del andlisis cromatografico.
Ademads, su empleo en sistemas abiertos genera pérdidas de analitos
volatiles y termolabiles lo que ha generado que este procedimiento no haya
sido el mas atractivo para la determinaciéon de pesticidas en matrices

alimentarias.
1.1.4.1.2.4. Extraccidn asistida por sonicacion o USE.

La extraccién asistida por ultrasonidos o USE (Ultrasonication/
Sonication-assisted extraction) o utiliza los ultrasonidos para la transmision
de las ondas de sonido a través de un medio funcionando como ondas de

presién, lo que conlleva un aumento de la movilidad de las moléculas
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implicadas en dicho medio y por lo tanto, su desprendimiento de la matriz

gue los contiene.

Los ultrasonidos ejercen su efecto a través de lo que se conoce como
burbujas de cavitacién. Estas se forman en el ciclo de depresién de la onda,
cuando la estructura del liquido literalmente se abre, por la presion
negativa, para formar burbujas microscdpicas. En el siguiente ciclo de
compresion, las burbujas se ven obligadas a contraerse y, en consecuencia,
se rompen. Esta ruptura de las burbujas de cavitacion puede generar
presiones de cientos de atmdsferas y temperaturas de miles de grados
centigrados en micropuntos del medio, dando lugar a ondas de choque que

se dispersan por el medio de reaccién.

En los ultimos afios se han descrito muchas aplicaciones de este
procedimiento en diferentes matrices alimentarias para la extraccion de
pesticidas obteniendo excelentes resultados. Entre ellas, podemos
destacar la determinacién de pesticidas en miel &, leche 8, frutas, cereales

y verduras 848>,

1.1.4.1.2.5. Otros procedimientos de extraccion basados en técnicas de

adsorcion.

Las técnicas de adsorcidn se basan en la separacidn de los analitos de
interés de entre una fase sdlida o gas y la superficie de un adsorbente. Los
adsorbentes generalmente son materiales porosos con una gran superficie

de area que contiene grupos activos con los que los analitos interaccionan.
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La adsorcién del analito en la superficie del adsorbente viene seguida de
una desorcién generalmente usando una pequefia cantidad de un
disolvente. Eligiendo el material adsorbente, las condiciones de anclaje de
los analitos en el adsorbente asi como las condiciones y tipo de elucién, se

puede condicionar los rendimientos vy la selectividad del proceso.

Existen varios tipos de adsorbentes con diferente estabilidad térmicay

guimica:

adsorbentes inorgdnicos basados en el carbono, como el carbén

grafitizado con elevada afinidad por los compuestos orgdnicos y que

no se altera hasta los 450°C,

- adsorbentes basados en dxidos metdlicos, como silica o alumina que
tienen afinidad hacia la retencién de compuestos polares y que son
térmicamente estables a 400-600°C,

- geles de silice modificados (enlazados), generalmente usados para

desorcion liquida,

- adsorbentes poliméricos, etc.

Las técnicas de separacion por adsorcion a menudo han sido
empleadas en la preparacidon de muestras con varios propdsitos analiticos,
tales como la eliminacidén selectiva de los componentes interfentes de la
matriz (clean-up), la fortificacién de analitos, el intercambio de disolventes
(de acuoso a organico) y el almacenamiento y transporte de los extractos

de las muestras.
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De entre las diferentes técnicas de extraccidon por adsorcion, la mas
conocida es la Extraccién en Fase Sélida o SPE (solid-phase extraction). Este
procedimiento incluye un adsorbente sdélido y una fase liquida. Esta técnica
ha sido utilizada para extraer, concentrar y purificar analitos en muestras
liguidas. Generalmente, los adsorbentes van empaquetados en columnas o
cartuchos. Asi, la SPE constituye una especie de sistema cromatografico en
el que al inicio la muestra liquida o el extracto de la muestra es filtrada a
través del lecho del adsorbente que esta en el interior de la columna. Este
proceso continua con una eluciéon fraccional de varios componentes

usando pequefios volimenes de disolvente.

Existe una amplia variedad de adsorbentes con varios tipos de sitios
activos en superficie en los que los analitos y los componentes de la matriz
pueden interaccionar mas o menos fuerte o selectivamente. Ademas, se
debe conocer la afinidad de los analitos tanto con la fase mévil como con

la fase estacionaria.

En general, la SPE ha sido mas facilmente aceptada por los analistas
gue trabajan en los campos biomédico y farmacéutico, donde los analitos
son predominantemente de naturaleza polar y por lo tanto analizados por
HPLC. Ademas, esta técnica ha sido rapidamente adoptada en el andlisis de
aguas debido a sus numerosas ventajas como el ahorro de disolvente, la

automatizacion y las posibilidades de toma de muestras in situ.
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El procedimiento tipico de la SPE puede verse resumido en una serie

de etapas que pueden verse graficamente en la Figura 1.1.6.

. ) Adicion de Elucion de los Elucion de
Acondicionamiento |z muestra interferentes los analitos

Matriz =
mm Analitos

|

v

Figura 1.1.6. Secuencia de pasos general para un procedimiento SPE o de extraccién en
fase sélida.

Las principales etapas son:

- Acondicionamiento de la columna y equilibrado,

- Carga de la muestra (retencién) en la columna donde los componentes
de la matriz junto con los analitos de interés son retenidos entre el
material adsorbente.

- Elucion de los interferentes, disolventes adecuados son pasados a
través de la columna para eluir los componentes de la matriz mientras

dejan los analitos retenidos en el material adsorbente,
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- Secado, en determinadas aplicaciones donde el analito o los
disolventes empleados son inmiscibles en el disolvente de elucidn,
- Elucion de los analitos de interés mediante el paso de un disolvente

apropiado.

Las ventajas de esta técnica tanto para extraer analitos de una matriz
como para purificar los extractos hacen que sea de prdctica habitual en
muchisimos laboratorios y en gran cantidad de diferentes procedimientos
para aislar todo tipo de analitos. Sin embargo, como toda técnica tiene
algunos inconvenientes como la posibilidad de introducir interferentes,
factores asociados a la reproducibilidad en las etapas de secado y elucién o
la influencia de la matriz en la extraccidon debido a posibles fendmenos de

competencia.

Por ultimo, cabe destacar que la SPE ha sido acoplada a otro tipo de
materiales de adsorcién como los anticuerpos para crear lo que se conoce
como SPE-ISs % (SPE with immunosorbents 1Ss) en donde la interaccién
inmunoquimica antigeno-anticuerpo ha sido la clave en el procedimiento o
bien también ha sido acopladas junto a polimeros sintéticos MISPE & (SPE
with molecular-imprinted polymers) que poseen sitios de reconocimiento
molecular que son complementarios a los sitios tridimensionales y se

posicionan en los lugar de anclaje de los grupos funcionales de los analitos.

Este tipo de técnicas todavia hoy se estan investigando para el andlisis

de pesticidas en muestras de alimentos, aunque teniendo en cuenta la
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tendencia actual en el andlisis multiresiduo sera dificil su inclusiéon en los
laboratorios de rutina debido al elevado coste de generaciéon de
anticuerpos o de polimeros sintéticos especificos para un determinado

analito.
1.1.4.1.2.6. Microextraccion en Fase Solida o SPME.

La Microextraccion en Fase Sdlida o SPME (Solid-phase
MicroExtraction) es una técnica de extraccion relativamente reciente,
desarrollada por Pawliszyn et al. 8 representa un valioso avance en uno de
los pasos fundamentales del proceso analitico, como es la preparacion de
muestras. Se basa en el equilibrio de reparto de los analitos, entre una fase
polimérica estacionaria que recubre una fibra de silice fundida y la matriz

de la muestra.

La puesta en practica de la SPME comprende dos pasos. En primer
lugar, los analitos son extraidos desde la matriz que los contiene por
contacto de la muestra con una fibra recubierta de una fase activa y a
continuacion, la fibra se separa de la muestra y los analitos retenidos en la
misma son entonces desorbidos (habitualmente por desorcion térmica) en
un instrumento analitico, generalmente un sistema cromatografico GC, en
el que se someten a procesos de separacion y determinacién cualitativa y/o
cuantitativa. También puede realizarse en un sistema de HPLC,

introduciendo la fibra en una interfase SPME-HPLC.
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Con el uso de la microextraccion en fase sélida se pueden realizar tres

tipos diferentes de muestreo &°:

e Extraccion Directa, que se caracteriza por la inmersion de la fibra
directamente en la muestra liquida o gaseosa. Suele aplicarse al
analisis de muestras relativamente limpias,

e Extraccion en Espacio en Cabeza o Head Space (HS-SPME), en la que la
fibra se suspende en el espacio gaseoso en contacto con la muestra. Es
una técnica adecuada para muestras liquidas sucias e, incluso, para
muestras sélidas.

e Extraccion con fibras protegidas con membranas, que es una variante
de la extraccion directa en la que la fibra, o mejor, el recubrimiento de
la fibra, se protege frente a posibles dafios. Es especialmente adecuada

para la extraccion de analitos en muestras muy contaminadas.

La SPME presenta importantes ventajas con respecto a las técnicas
convencionales, entre ellas podemos destacar que no requiere disolventes
organicos (generalmente caros y con frecuencia peligrosos), la técnica es
muy simple, rapida, de facil automatizacidn, portatil y econdmica, que sélo
se requiere un pequefio volumen de muestra y que ademds, puede
acoplarse facilmente a la Cromatografia de Gases (GC) °>°%, con algunas
modificaciones a la Cromatografia Liquida de Alta Resolucidon (HPLC) %2, y

recientemente a la Electroforesis Capilar (CE) %3.
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La aplicacion de esta técnica en diferentes matrices alimentarias para
el andlisis de pesticidas ha sido ampliamente documentada. Entre las
investigaciones mas frecuentes se encuentran la determinacion de

pesticidas en frutas y verduras °%°4°>, miel %, leche °/*8, vino *° y aceite de

oliva 100-102,

Las principales desventajas de la SPME incluyen la pobre
reproducibilidad, precisién y robustez en las determinaciones. Ademas, la
técnica se limita a compuestos relativamente volatiles, y se produce efecto

matriz en matrices complejas.
1.1.4.2. Métodos de purificacion.

Tras la etapa de extraccidon no sélo quedan aislados los analitos, sino
qgue hay diferentes tipos de compuestos de interferencia en matrices
alimentarias que son co-extraidos como las grasas, los hidratos de carbono,
el agua, clorofilas y otros. Asi, para realizar una buena determinacion y
cuantificacién de los pesticidas presentes en una muestra alimentaria, es

imprescindible que los extractos estén libres de interferentes.

La purificacion, limpieza o clean-up, es el proceso mediante el cual los
extractos procedentes de una determinada matriz son desprovistos de los
posibles compuestos distintos de los analitos en estudio que son co-
extraidos y que dificultan la correcta determinacién de los primeros,
evitando la introducciéon de interferencias y minimizando el riesgo de

deterioro de los extractos y los instrumentos de analisis.
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Los métodos de purificacion de los extractos procedentes de una matriz
alimentaria que contiene residuos de pesticidas varian en la forma en la
gue se extraen los pesticidas de la matriz y en el tipo y la naturaleza del

ingrediente activo que se ha utilizado.

Existen muchos métodos diferentes de purificacién, pero en materia

agroalimentaria los mas utilizados son:

v’ extraccidn liquido-liquido (LLE), la separacion liquido-liquido entre
hexano y acetonitrilo es uno de los métodos mds antiguos para la
separacion de pesticidas de grasas bioldgicas y ceras. Usando una
adecuada proporcién de estos disolventes, los pesticidas se distribuyen
en el acetonitrilo mientras que los lipidos quedan en la fase hexanica
103,104 'E| problema que presenta esta técnica es que no se obtienen los
niveles de purificacidon necesarios para los actuales métodos de analisis
gue requieren cuantificacion a niveles traza;

v’ extracciéon en fase sélida (SPE), es el método de purificacién mas
comunmente utilizado. Es una potente y simple técnica de limpieza de
muestras y preconcentracién que, al mismo tiempo, es rapida vy
econdmica (ver apartado /.1.4.1.2.5.). Consiste en la aplicacion de la
cromatografia de adsorcion usando diferentes tipos de adsorbentes
como alumina, gel de silice y Florisil, solos o en combinacidn, pero no
siempre puede garantizar que los extractos queden libres de
interferentes. La adicién de un eluyente permite eliminar los

componentes de la matriz que interfieren. Con fases hidrofébicas
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(generalmente Cis) se usa un solvente polar, como el metanol. Con
fases estacionarias polares (por ejemplo, silice) se usa un solvente no
polar, como el cloruro de metileno. Después se eluyen los analitos de
interés. Este método ha sido aplicado con éxito para el analisis de
contaminantes en diferentes matrices alimentarias, como la
determinacién de PCBs en aceite de pescado 1°°, determinacion de
pesticidas organoclorados en semillas de sésamo 1% o herbicidas en
patatas 197,

cromatografia de permeacién en gel (GPC), también conocida como
cromatografia de exclusion por tamafo, se basa en la separacion de
moléculas de acuerdo a su tamafio, segln su capacidad para atravesar
el entramado de geles que constituyen la fase estacionaria (largos
polimeros entrecruzados que forman una red tridimensional porosa),
manteniendo por tanto, un orden de elucién (Figura 1.1.7.). Muchos
pesticidas tienen pequenos pesos moleculares en comparacién con los
compuestos que son co-extraidos tales como clorofilas, carotenoides,
ceras, triglicéridos, etc, y por tanto, la separacién puede lograrse

facilmente.
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. Moléculas pequeias

Moléculas grandes

Particula polimérica (gel)
con poros

Pared de columna
cromatogrifica

Disolvente

Figura 1.1.7. Esquema representativo de una seccién de una columna de GPC
mostrando como tendria lugar la elucién en funcién del tamafio.

Las particulas de gran tamafio solo pueden recorrer el espacio
intersticial entre las particulas de la fase estacionaria y penetran en los
poros del gel con menor eficacia que las moléculas mas pequefias y por
lo tanto viajan mas rapidamente a través de la columna. Las de tamafio
intermedio pueden penetrar en los poros de mayor didmetro de los
granulos de relleno, y los mas pequefios pueden viajar a lo largo de la
columna por el volumen intersticial y por los canales, grandes o
pequeiios, del interior de las particulas de fase estacionaria. Los
compuestos son eluidos de mayor a menor peso molecular. Estas
primeras fracciones de eluato son descartadas, mientras que mas
tarde son recogidas las fracciones que contienen los pesticidas.

Generalmente, la fraccién de elucidn ultima contiene moléculas muy
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pequefias y también se descarta. Por lo tanto, la GPC se recomienda en
la purificacion de los extractos obtenidos a partir de muestras
biolégicas, y ademds puede ser utilizada para la separacién de

moléculas de gran tamafo (por ejemplo, lipidos).

A diferencia de las técnicas de limpieza basadas en SPE, las
diferencias en la polaridad entre los pesticidas, tienen poco o ningun
efecto en sus tiempos de retencién en la columna de GPC, por lo que
una amplia gama de analitos puede ser recogida en una Unica fraccién,
sin la necesidad de ajustar la polaridad de la columna. Esta técnica
actualmente estd automatizada mediante la conexién de una bombay

un auto-inyector a la columna y la adicion de un colector de fracciones.

Este método puede ser empleado para la purificaciéon de extractos
de muchos pesticidas y PCBs, dando lugar a extractos listos para su
posterior andlisis mediante cromatografia de gases o liquidos con un
detector adecuado. Debido a sus propiedades, esta metodologia es
altamente efectiva en lo que se refiere a la eliminaciéon de grasas y
aceites, como en los extractos de aceite de oliva y aceitunas 198110 de

111

aguacate ! o0 en aves de corral, carne de cerdo y carne de cordero 12,

1.1.4.3. Métodos cromatograficos de determinacion de pesticidas en

alimentos.

Generalmente, la separacion, identificacion y cuantificacién de los

pesticidas han sido llevadas a cabo por cromatografia de gases (GC)
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acoplada a diferentes detectores, dado el caracter volatil de estos, aunque
recientemente, la aplicacidon de nuevos pesticidas de naturaleza polar hace
gue se estén analizando por cromatografia liquida en fase reversa. Ambos
tipos de cromatografia han sido acoplados a distintos tipos de detectores
para el andlisis de residuos de plaguicidas en diferentes matrices
alimentarias respondiendo asi a la creciente demanda de métodos
multiresiduo capaces de dar cuantificaciones fiables a niveles traza. Entre

ellos podemos citar:

v’ FID, detector de ionizacién a la llama 133,

v" NPD, detector de nitrégeno-fésforo 79102,

v' ECD, detector electroquimico 14,

v' MS, deteccién por espectrometria de masas !>, con analizador de
tiempo de vuelo-masas o TOF 116117 con trampa de iones 18 o con el
QTrap que es un hibrido entre triple cuadrupolo y trampa de iones que
incorpora un sistema de aceleracidn de iones a través del cuadrupolo
llamado LINAC, cuya ventaja es disminuir el “dwell time” sin perder

sensibilidad en la determinaciéon 1°.
1.1.4.3.1. Determinacion de plaguicidas en alimentos por GC-MS.

En las Ultimas décadas, los procedimientos de analisis para mas de 400
pesticidas termoestables en muestras de alimentos han sido basados en
determinaciones por cromatografia de gases. Los resultados obtenidos con

los populares detectores selectivos tales como ECD, NPD, FPD ofrecen
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elevada selectividad pero no ofrecen informacion completa de la

identificacién, y por ello, hoy en dia se requiere la confirmacion por GC-MS.

Esta técnica se ha beneficiado de la evolucion de las columnas capilares
de silice fundida y el desarrollo de los espectrometros de masas
relativamente pequenos y de bajo costo que en la actualidad se estdn
comercializando para su acoplamiento directo con el cromatégrafo de

gases.

Gracias a la elevada sensibilidad y selectividad de los nuevos
instrumentos de GC-MS se han llegado a conseguir bajos niveles de
deteccion de pesticidas, pudiendo alcanzar el nivel de nanogramos, con la

aplicacion de una etapa de purificacién de los extractos.

Los analistas de residuos de plaguicidas han intentado durante mucho
tiempo crear nuevos métodos de identificacidn mas selectivos y especificos
en los que se redujese el tiempo vy las laboriosas etapas de limpieza de los
extractos. Yost & Enke '*° en 1978 publicaron el acoplamiento del tdndem
GC-MS/MS, en el que se utilizaban dos analizadores de masas de
cuadrupolo en linea en combinacidn con un cromatdgrafo de gases

proporcionando una nueva perspectiva para el logro de este objetivo.

Las primeras aplicaciones de la GC-MS/MS en el andlisis de alimentos
demostraron las enormes posibilidades de ésta técnica pero fueron mas

académicas que practicas, ya que en el trabajo de rutina la sensibilidad de
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la deteccion y el rendimiento disminuian rapidamente con el aumento de

los depdsitos de matriz en la fuente de iones.

La introduccién de la muestra directa requiere de una técnica de
deteccion muy selectiva para determinar los analitos de interés entre los
muchos componentes de la matriz. Asi, la GC-MS/MS se utiliza con
frecuencia para las muestras de alimentos cuyos cromatogramas muestran
una superposicién de ciertos pesticidas con compuestos de matriz tales
como acidos grasos libres que permanecen en los extractos auln tras una
etapa de limpieza. Es por ello, que la determinacién de estos pesticidas
requiere de una mayor selectividad aplicando técnicas acopladas como GC-
MS/MS con los analizadores de trampa de iones (lon Trap o IT) 18120 o GC-
TOF-MS con el analizador por tiempo de vuelo (time of flight o TOF) junto

con el de cuadrupolo TOF-MS 124122,

1.1.4.3.2. Determinacion de plaguicidas en alimentos por LC-MS.

Muchos pesticidas volatiles y polares pueden ser determinados
eficientemente por métodos de GC usando diferentes sistemas de
deteccion como FID, ECD y MS en modo impacto electrénico o por
ionizacion quimica. Sin embargo, los pesticidas polares, térmicamente
labiles y con baja volatilidad como carbamatos y triazinas, sus metabolitos
y productos de degradacién no pueden ser analizados correctamente a
través de GC, y en estos casos, la derivatizacidn quimica no ayuda mucho a

la determinacidn, asi que en general, se suelen analizar por HPLC sin
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necesidad de una derivatizacién. Sin embargo, los tradicionales detectores
gue utilizan los cromatégrafos de liquidos como el ultravioleta o el DAD
(diode array detector), no son suficientemente sensibles y selectivos para

analizar los pesticidas presentes en matrices alimentarias complejas 123,

Otros detectores algo mds selectivos como el de fluorescencia o
electroquimico solo pueden aplicarse cuando el pesticida o sus derivados
cumplen determinados requisitos 124#12>, Este es el caso de procedimientos
que utilizan la derivatizacion y consiguen alcanzar bajos limites de

deteccidn 126:127,

Los estrictos limites de deteccion que son requeridos para la
cuantificacién de residuos de pesticidas en muestras de alimentos y
medioambientales, requieren el uso de tecnologias muy sensibles,
selectivas, robustas y precisas. La aplicacion de LC-MS es la mejor

alternativa 1?7

para aquellos compuestos muy polares o térmicamente
inestables como por ejemplo el amitrol, mientras que los térmicamente

estables o bien relativamente volatiles, se suelen analizar por GC-MS 1%,

El acoplamiento de la LC con la espectrometria de masas se ha
convertido en una técnica cada vez mas empleada en la determinacién de
pesticidas en alimentos de forma rutinaria. Ofrece algunas ventajas frente
a otros detectores, entre ellas que ofrece informacién mdas especifica,
mayor sensibilidad para compuestos no volatiles o semivolatiles y porque

ademas puede utilizarse con fines cuantitativos.
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Varios tipos de columnas han sido utilizadas para la separacién de los
pesticidas en el analisis de alimentos, aunque generalmente ha sido
utilizadas columnas en fase reversa con relleno de Cis, si bien es cierto,
algunos trabajos en el pasado utilizaron columnas de Cg para determinacion
de carbamatos en carnes 1213 o incluso mas recientemente en cereales y

grano 131,

El acoplamiento entre la LC y la MS fue muy lento en comparacién al
desarrollo del GC-MS, debido a los problemas técnicos que se derivan de la
introduccion de liquidos en un espectrémetro de masas que trabaja a alto
vacio. Para que el acoplamiento LC-MS pudiera ser efectivo, fueron ideadas
varios tipos de interfases aunque en la actualidad la mas desarrollada ha
sido la de ionizacién a presidn atmosférica (APIl), con dos tipos principales
de fuentes de ionizacién, por electrospray (ESI) y por ionizacién quimica a
presion atmosférica (APClI) que han mejorado la viabilidad de Ia
identificacién de los plaguicidas de diferentes estructuras quimicas en los
alimentos y hortalizas, a concentraciones comparables a los obtenidas por

GC-MS 132,

La LC se ha acoplado a diferentes tipos de detectores de masas con el
fin de determinar los niveles de residuos de plaguicidas o para dilucidar sus
estructuras en muestras ambientales, alimentos de origen vegetal o
alimentos para bebés!33'34, Sin embargo, algunos compuestos todavia son
dificiles de analizar por LC-MS y requieren una derivatizacién, como es el

caso de glifosato 13136,
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En los ultimos afios, la espectrometria de masas con analizador por tiempo
de vuelo (TOF) se ha acoplado con la cromatografia liquida (LC) para la
deteccion de residuos de plaguicidas como una excelente herramienta para
la identificacion y elucidacion estructural de metabolitos y productos de
transformacion de los plaguicidas en los productos alimenticios 7. Sin
embargo, el estrecho rango dinamico de estos instrumentos limita y
restringe la cuantificacién exacta para la identificacion y analisis de

confirmacion.

Tabla I.1.6. Resumen de los principales métodos de determinacién de pesticidas.

. . Pesticidas Determinacion .
Tipo de Matriz . . Referencia
Determinados (Analizador)
Estandares Carbamatos MS (lon Trap) 120
Fenilureas
Frutas y Verduras Multiresiduo (12) GC-MS (lon Trap) 118
Multiresiduo (55) GC-MS (Time of Flight) 121
Tabaco Organofosforados GC-MS (Time of Flight) 122
Organoclorados
Medioambientales Atrazina HPLC-FI 125
Simazina
Higado de Vacuno y Aves Carbamatos LC-uv 129
Higado Animal Carbamatos HPLC-UV 130
Trigo, Lentejas, Soja, Carbamatos HPLC-UV 131
Manzana
Plantas Glifosato HPLC-FI 126
AMPA
Cadenas Tréficas Triazinas HPLC-DAD 123
(Suelo-Veg-Carne)
Comidas para bebé Multiresiduo (16) UPLC-MS/MS 134
HPLC-MS/MS
Aguay Suelo Glifosato LC-MS/MS 135,136
Glufosinato
AMPA
Agua y Alimentos Multiresiduo LC-TOF-MS 137
Estandares Multiresiduo (500) LC-MS 127
GC-MS
Aceite de Oliva Herbicidas HPLC-MS 128
GC-MS
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1.1.4.3.3. Cromatografia multidimensional para la determinacion de

pesticidas.

El analisis unidimensional (con el uso de una Unica columna) de la
cromatografia se ha utilizado durante muchos afios como una herramienta
de separacion estdndar para analizar compuestos en alimentos. Sin
embargo, no siempre proporciona la resolucion y la capacidad de
separacion necesaria para obtener los mejores resultados en términos de
identificacidn de analitos, a pesar de utilizar potentes detectores de masas.
Es por ello que la cromatografia multidimensional se ha convertido en una

alternativa interesante para analizar muestras complejas.

La cromatografia multidimensional permite la combinacién de dos o
mas etapas de separaciéon independientes o casi independientes,
aumentando significativamente el poder de separacién de las
correspondientes técnicas unidimensionales y, por lo tanto, la separacion

fisica de los analitos en muestras complejas 138,

Las técnicas cromatograficas multidimensionales son principalmente
tres, la cromatografia de gases multidimensional (multidimensional gas
chromatography o MDGC) con el acoplamiento en dos dimensiones GC x
GC %, la cromatografia de liquidos multidimensional (multidimensional
liqguid chromatography o MDLC) con el acoplamiento en dos dimensiones

LC x LC 4%y el acoplamiento LC-MS multidimensional 4.
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La mayoria de trabajos para determinacion de pesticidas a partir de
matrices alimentarias han empleado el sistema LC-GC multidimensional
basdndose en la interfase conocida como TOTAD (Through Oven Transfer
Adsorption Desorption). Se trata de una interfase que ha conseguido
acoplar la cromatografia de liquidos a la de gases, de modo que no se
requiere pretratamiento de la muestra y puede inyectarse directamente al
HPLC, separar sus analitos y posteriormente, al atravesar un horno de

adsorcidon-desorcion, introducirse directamente en el GC.

Los principales problemas son el acoplamiento de las dos técnicas de
separacion que operan en diferentes estados fisicos y la introduccién de
una gran cantidad de disolvente en la columna de GC, por este motivo se
requieren interfases especiales para eliminar el exceso de disolvente de la

muestra.

El papel de la LC depende de sus diferentes aplicaciones. Una simple
separacion de analitos a partir de compuestos de la matriz podria ser
suficiente, pero a menudo la eficacia de separacién y la selectividad de la
columna de LC obligan a realizar una limpieza selectiva, concentracién y/o
fraccionamiento de la muestra. La cromatografia liquida en fase normal
(NPLC) es compatible con el sistema de GC mientras que la cromatografia
en fase reversa (RPLC) es mucho menos utilizada ya que genera problemas

especificos dificiles de resolver.
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Diferentes interfaces LC-GC han sido desarrolladas a lo largo de los
anos, sin embargo las primeras versiones han sido abandonadas. La
eleccién de la interfaz dependerd de la dimension de la fraccidn a transferir
(nivel deseado de sensibilidad) y en el rango de volatilidad de los

compuestos de interés.

En la actualidad cada vez vienen publicados mas trabajos que emplean
este sistema en la determinacién de pesticidas en distintas matrices como
en aceitunas y aceite de oliva 1427145, determinacién en aguas 4%’ o en

frutas y verduras como los tomates 14814°,
1.1.5. DETERMINACION DE PESTICIDAS POR UPLC-MS/MS.

Los avances en separacion cromatografica asi como en las tecnologias
de deteccion han permitido a los analistas incrementar el niumero de

analitos determinados en un simple analisis.

Actualmente, el sistema UPLC-ESI-MS/MS permite la cuantificacién de
trazas de pesticidas en diversas matrices, tanto biolégicas como

medioambientales 10,

La tecnologia UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography)
acoplada a la espectrometria de masas con analizador de triple cuadrupolo
ha sido utilizada ampliamente en el andlisis de pesticidas a partir de aguas
naturales, bebidas o alimentos 132, E| desarrollo de las interfaces API

(APCI, ESI) junto con el tdndem en triple cuadrupolo ha permitido que cada
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vez los métodos de deteccidn de pesticidas sean mas selectivos y sensibles.
Los limites de deteccidn en el rango de ng-L! son hoy en dia usuales para

las determinaciones de estos compuestos 3,
1.1.5.1. Introduccion al sistema UPLC.

La cromatografia liquida es una técnica utilizada para separar una
muestra en sus partes individuales. Esta separacion se produce en funcién
de la interaccion o afinidad de la muestra con las fases moviles y

estacionarias.

Hay muchas combinaciones de fases estacionarias y madviles que se
pueden emplear cuando se separan los componentes de una mezcla. Asi, si
los componentes son de diferentes polaridades y se emplea una fase movil
de una polaridad distinta a través de la columna, los componentes migraran
a través de la columna mas rapido unos que otros en funcién de su afinidad

por dicha fase.

El modo de separacién fundamental queda determinado
principalmente por el tipo de columna de eleccidn y ésta a su vez vendra
determinada por la naturaleza del analito o analitos a separar. Todo ello

puede verse resumido en la Tabla I.1.7.
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Tabla 1.1.7. Tipos de cromatografia liquida en funcidn de la columna utilizada®>*.

Modo
Cromatografico

Nombre completo

Fundamento de la separacion

RPLC

NPLC

NARP-LC

HILIC

IEC

IPC

SEC

Reversed-phase
liquid
chromatography

Normal-phase liquid
chromatography

Non aqueous
reversed-phase
liquid
chromatography

Hydrophilic
Interaction
Chromatography

lon exchange
chromatography

lon-pair
chromatography

Size exclusion
chromatography

La columna es no polar (por ejemplo de C18) y la fase
movil estard compuesta de una mezcla polar de agua
junto con disolventes organicos (como acetonitrilo,
metanol, etc.). Es la técnica mas utilizada para la
determinacion de compuestos solubles en agua.

La columna es polar (por ejemplo de silica o alimina)
y la fase movil estarda compuesta de mezclas de
disolventes de baja polaridad (como el hexano). Esta
técnica se usa principalmente en compuestos
inmiscibles con el agua o en la determinacién de
isbmeros.

La columna es no polar (por ejemplo de C18) y la fase
movil estard compuesta de una mezcla de disolventes
organicos. Es la técnica mas utilizada para la
determinacion de compuestos insolubles en agua o
muy hidrofdbicos.

La columna es polar (por ejemplo de silica o alimina)
y la fase movil estard compuesta de mezclas de agua
con disolventes organicos. Esta técnica se usa
principalmente en compuestos muy polares que son
pobremente retenidos en RPLC.

La columna contiene grupos cargados que se pueden
unir iones de la muestra de carga opuesta, y la fase
movil es generalmente una solucién acuosa de una sal
mas tampon. Se usa para separar muestras ionizables
tales como 4acidos o bases, y especialmente en la
separacion de biomoléculas (proteinas o 4cidos
nucleicos).

Utiliza las condiciones de la RPLC pero afiadiendo un
reactivo de par idnico a la fase movil para la
interaccidn con iones de la muestra de carga opuesta.
Se usa en la determinacion de acidos y bases que son
débilmente retenidos por RPLC.

Utiliza una columna inerte ya sea con una fase movil
acuosa u organica; SEC proporciona una separacion
que se basa en el peso molecular y se utiliza
principalmente para la separacion de grandes
biomoléculas o polimeros sintéticos.
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En la dltima década los rellenos de las columnas se han hecho mas
uniformes y de menor tamafo. Al disminuir el tamafio de las particulas
aumenta la eficacia pero también la presidn en el sistema cromatografico
por lo que ha sido necesario desarrollar las denominadas “columnas de alta
resolucién”. El tamafio de particula de dichas columnas es inferior a 2um,
con lo que se mejora la resolucién de los picos cromatograficos pero genera
sobrepresiones en los sistemas, ya que la sobrepresién es inversamente
proporcional al cuadrado del didmetro de particula, y a consecuencia de
ello se generan sobrepresiones en el intervalo de 7.000 a 10.000 psi y por
eso los equipos de cromatografia deben contar con una instrumentacion
adecuada que sea capaz de soportar presiones de hasta 15000 psi (1000

bar).

En el afo 2004, el sistema de Acquity Ultra performance liquid
chromatography o UPLC fue el primer LC disefiado para aprovechar
plenamente las ventajas de rendimiento de columnas rellenas con un

tamafio inferior a 2um en la fase estacionaria®®.

Los principios subyacentes de esta evolucién de HPLC a UPLC se rigen
por la ecuacion de van Deemter, cuya férmula empirica describe la relacién
entre la velocidad lineal media de caudal de la fase mévil (v) y la altura
equivalente de plato tedrico (HETP o eficiencia de la columna). Dado que el
tamafiio de particula es una de las variables, la curva van Deemter se puede

utilizar para investigar el rendimiento cromatografico:
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HETP=A+§+Cv

donde A, By C son constantes caracteristicas de cada columna.

En la ecuacién de van Deeemter se pueden apreciar tres términos: B/v
gue representa la difusién longitudinal de los solutos en la columna (a
menor caudal mayor serda el ensanchamiento por difusion), Cv hace
referencia a la transferencia de masa entre las fases movil y estacionaria (el
soluto requiere un cierto tiempo entre ambas fases hasta alcanzar un
equilibrio, si el caudal es demasiado elevado no se alcanzard). Finalmente,
A hace referencia a la difusién turbulenta del soluto a través de la fase
estacionaria, este término es independiente de la velocidad de la fase moévil
y depende de las particuas que forman el relleno de la fase estacionaria. De
este modo, cuanto menor es el tamaino de particula de relleno, menores
caminos preferentes pueden encontrar los solutos, ya que el
empaquetamiento serd mayor, mejorando la eficacia de la separacién, ya
qgue el soluto recorrera menores distancias para alcanar el equilibrio. El
problema es que cuanto menores son las particulas de relleno mayor
resistencia se opone al flujo de fase mévil por lo que hay que trabajar a alta

presion.

Por lo tanto y atendiendo a la ecuacién, se comprueba que mediante
el uso de las particulas mas pequenias, la velocidad y la capacidad méaxima
(numero de picos resueltos por unidad de tiempo en las separaciones de

gradiente) pueden extenderse a nuevos limites, llegando a la denominada
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Ultra Performance Liquid Chromatography, o UPLC. La tecnologia
aprovecha al maximo los principios cromatograficos, utilizando columnas
de relleno con particulas mas pequenas y/o caudales mas altos para una
mayor velocidad, con resolucidon y sensibilidad superior, y pudiendo

trabajar a una elevada presion.

De esta forma, el sistema UPLC presenta una serie de ventajas frente a

los ya convencionales HPLC y son esencialmente cuatro:

v mayor eficacia de la columna, gracias a las particulas de menos de 2um
la eficacia es 3 veces superior a la de las particulas de 5um (HPLC),

v mayor velocidad, las separaciones pueden realizarse con un caudal tres
veces superior,

v mayor resolucién que con las particulas de 5um, concretamente un
70% mas de resolucidn,

v mayor sensibilidad, el rendimiento aumenta 9 veces sin que disminuya

la resolucion.

El sistema Acquity UPLC esta formado por los siguientes mddulos:

- Binary solvent manager (BSM) o Sistema Binario de Bombeo de
Disolventes utiliza dos bombas binarias de flujo individuales en serie
para ofrecer un gradiente paralelo. EL BSM wusa motores
independientes en los pistones para conseguir un gradiente binario a
alta presién que permite mover el disolvente a través del sistema

proporcionando un flujo de disolvente con un caudal constante
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pudiendo alcanzar velocidades de flujo entre 1-2 mL-min! a presiones
inferiores a 15000 psi.

- Sample manager o sistema de gestién de muestras, se trata de un
mecanismo de localizacién que utiliza una sonda para acceder a los
sitios de muestreo y extraer la muestra de ellos y la introduce en la
corriente de flujo cromatografico. La baja dispersidon de la muestra se
mantiene usando un proceso de inyeccién que la introduce por
presion, lo que da lugar a que el ciclo de lavado sea mds rdpido. El
sistema de gestion de muestras contiene un horno de columna,

pudiendo alcanzar temperaturas de hasta 65°C.

1.1.5.2. Introduccion a la Espectrometria de Masas.

El espectrometro de masas es un instrumento que mide las masas de
las moléculas individuales que han sido convertidas en iones previamente.
Para ello, las moléculas se convierten en iones que deben entrar en el
sistema en fase gaseosa y seran separados segun su relacién masa/carga
(m/z). Un espectro de masas es una grafica de las corrientes relativas de

iones frente a la relacién (m/z).

El espectrometro de masas sirve para realizar aplicaciones tanto
cualitativas como cuantitativas, de modo que puede determinar el peso
molecular, identificar compuestos por su fragmentacion, productos de

reaccion o metabolitos, caracterizar y analizar polimeros, estudiar
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abundancia isotépica y determinar especies moleculares o elementos en

muestras orgdnicas, bioldgicas e inorganicas.

La instrumentacién en un sistema de masas consta de las siguientes

partes que pueden verse esquematicamente en la Figura 1.8.:

1. Sistema de entrada de muestras,

2. La cdmara de ionizacién donde tiene lugar la ionizacién de la muestra,

3. Acelerador, donde se produce la aceleracion de los iones por un campo
eléctrico,

4. Analizador, donde tiene lugar la dispersion de los iones segln su m/z,

5. Detector, donde se genera la deteccién de los iones y se produce la

sefial eléctrica.

@ Sistema de

vercio

F 3

SISTEMA » Fuente de Analizadar
DE fones — tle masas —®™ DETECTOR
ENTRADA

!

Procesada <he la schis

Diispacrsiline cle heelg

Figura I.1.8. Esquema general del funcionamiento de un Espectrometro de Masas.
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El proceso en MS se inicia en el sistema de entrada de muestras 1°°

donde una minima cantidad de ésta es convertida al estado gaseoso por
calentamiento a unos 400°C y se introduce lentamente en la cdmara de
ionizacion. La finalidad del sistema de entrada es permitir la introduccién
de una muestra representativa en la fuente de iones con la minima perdida
de vacio. A continuacidn, tiene lugar la ionizacidn que es el proceso de

cargar positiva o negativamente a una molécula.

La ionizacién se consigue por medio de un bombardeo mediante

electrones segun el siguiente proceso:
M+e=M*" +2¢

Las fuentes de iones de los espectrémetros de masas tienen unas
caracteristicas comunes, pese a la variabilidad de tipos existentes y es que
todas transforman los componentes de una muestra en iones. En muchos
casos el sistema de entrada y la fuente de iones estdan combinados en un
Unico componente. En todos los casos, se obtiene un haz de iones positivos
0 negativos que posteriormente se acelera hacia el interior del analizador

de masas o sistema separador a través del acelerador.

Durante el proceso, los dtomos formados en la primera etapa pasan
por un sistema de desorcién para transformarse directamente en iones
gaseosos, y una vez formados, pasan al analizador. Los analizadores
separan los iones con diferentes relaciones m/z, distinguiendo entre

diferencias muy pequeiias de masas y son convertidos en un flujo de iones
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generalmente positivos y de carga Unica. La velocidad que adquieren viene

regida por la férmula

v = [2eV/m]*

Donde V es el potencial aplicado, “e” la carga del electrén y “m” la
masa. Cuando las particulas aceleradas se someten a la accidon de un campo
magnético (H) describen una trayectoria circular de radio r alrededor de
este campo, desarrollando una fuerza centrifuga mv2/r, la cual es igual a la
fuerza de atraccién del campo Hev. De esto deducimos que el radio es igual
a: r=(2Vm/H2e)”. Basandonos en la ecuacion anterior podemos calcular la
relacion m/e que es: m/e = H2.r2/2V. Dado que la mayoria de los iones
formados en la segunda etapa tienen una sola carga y que el resto de
parametros se mantienen constantes, la relacién m/e suele ser la masa del

ion 7.

La utilidad analitica de un espectrémetro de masas depende de la
resoluciéon del instrumento, o capacidad del mismo para separar dos

particulas de diferente masa.

Finalmente, la deteccién de los iones y produccion de la
correspondiente sefial eléctrica se produce a través de un ordenador que
estd conectado al aparato y que recoge las distintas sefiales y las reproduce

en forma de espectrograma.
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El aspecto de los espectros de masas para distintas especies
moleculares depende en gran medida del método utilizado para la
formaciéon de los iones. Estos métodos los podemos dividir en dos

categorias 1

- Fuentes de fase gaseosa: primero se volatiliza la muestra y luego se
ioniza. Estan generalmente restringidas a compuestos térmicamente
estables que tengan puntos de ebullicidn menores de unos 500°C.

- Fuentes de desorcion: las muestras en estado sélido o liquido se
transforman directamente en iones gaseosos. Son aplicables a
muestras no volatiles y térmicamente inestables y a compuestos que

tienen pesos moleculares superiores de 100.000 Daltons.

Existe una amplia variedad de técnicas de ionizacion en la
espectrometria de masas. Las técnicas de ionizacién se pueden clasificar
como duras o blandas, en funcién del grado de fragmentacién que ocurre
durante el proceso de ionizacidn. Las fuentes duras, comunican suficiente
energia a las moléculas para que estén en un estado de energia altamente
excitado y en la relajacién posterior, tiene lugar la rotura de las uniones
produciendo iones fragmentados, generando un espectro con muchos
picos que da informacién acerca de la naturaleza de los grupos funcionales
e informacion estructural de los analitos. Las fuentes blandas, dan lugar a
poca fragmentacion y el resultado es un espectro con muy pocos picos
dandonos informacion atil ya que nos permite la determinacién exacta del

peso molecular de la molécula o moléculas.
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Las fuentes de ionizacion mas comunmente utilizadas son la El o
ionizacion electrdnica (dura) usada en los acoplamientos de GC-MS y entre
las blandas destacan la ionizacion quimica o Cl, la ionizacién por
electronebulizacion o ESI que es la mds utilizada en los acoplamientos
actuales de LC-MS, y otras mds especificas como la ionizacién por
Desorcion/Adsorcién asistida por una matriz o MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization) o el bombardeo por dtomos rapidos o FAB

(Fast Atom Bombardment).

También existen diversos tipos de analizadores, actualmente los mas
utilizados son los cuadrupolos, los TOF (Time of Flight o analizador de

tiempo de vuelo) y los IT (lon Trap o trampa de iones).

El instrumento Q-TOF-MS/MS tiene la ventaja de que es mas sensible
y genera la masa exacta de los iones fragmentados a partir del ion
precursor, de modo que para cada fragmento se puede dar una férmula
empirica. Es un instrumento de investigacidn de gran alcance, adecuado
para la identificacién de incégnitas cuando los patrones no son facilmente
disponibles y para la identificacién de compuestos nuevos. Sin embargo, no

es capaz de trabajar en MRM o Neutral Loss.

El triple cuadrupolo o TQD tiene la capacidad Unica de poder trabajar
en neutral loss. Esta caracteristica se puede usar para identificar
compuestos desconocidos que estan relacionados entre si, una

caracteristica que es util para encontrar compuestos relacionados, o
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metabolitos de los compuestos originales. EIl TQD también es excelente
para la cuantificacion de compuestos, especialmente en matrices dificiles,
utilizando la funcién de MRM vy por ello, es el instrumento mas
comunmente elegido para el acoplamiento LC/MS/MS en el analisis de
plaguicidas en muestras ambientales y alimentarias. Tiene la desventaja
gue no obtiene espectros en full-scan con la misma sensibilidad que la IT o

los instrumentos QTOF.

El sistema de trampa de iones o IT, es Unico en su capacidad para
obtener MS3y superior. Da espectros sensibles en modo full scan y ademas,
es un instrumento robusto y de bajo costo. Sin embargo, no son posibles
los modos en MRM y Neutral Loss, lo que plantea la validez de sus limites
de deteccidn en comparacion con el triple cuadrupolo, especialmente en
matrices dificiles. Todas estas caracteristicas comparativas pueden verse

resumidas en la Tabla I.1.8.

De todos los analizadores citados anteriormente nos centraremos
en el que luego ha sido utilizado en el desarrollo experimental de la tesis

que se presenta.
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Tabla I.1.8. Comparacién de las capacidades de los diferentes analizadores de masas.

Sensibilidad Selectividad/ Rango Caracteristicas /
. . .o R Contras
en Full-Scan  Precision Dinamico Ventajas
Triole Neutral Loss/
P . Alta/ Sensible para No masa
cuadrupolo Baja . Alto e g
(MS/MS) Baja cuantificacion con exacta
MRM
n
Trampa de MS / . MRM.
. Sensible, mecanismo No es
iones Alta/ . ) .
Alta . Medio de fragmentacion se posible
(lon Trap- Baja deduce facilmente Neutral
MS/MS)
Loss
Masa Exactay
Sensibilidad
LC-TOF-MS  Alta Media/ Medio ~\0Sdemayor Mayor
Alta sensibilidad en coste
MS/MS. Siempre datos
full-scan ionP.
M E |
LC-QTOF-MS  Media Alta/Alta Medio 2sa Bxacta de fos

fragmentos

1.1.5.2.1. Analizador de cuadrupolo y espectrometria de masas en

tandem.

Actualmente, este disefio de espectrémetro de masas es el mas
extendido y usado. La razén reside en el hecho que los cuadrupolos ofrecen
un buen compromiso en el rango de masas (de 40 a 4000 amu),
reproducibilidad y precisién para la cuantificacién, ademds de una alta

sensibilidad.

Un cuadrupolo consiste en cuatro barras dispuestas en paralelo con
una alta precisiéon donde los polos se encuentran espaciados alrededor de

unos ejes centrales. Las barras situadas en posicién opuesta se les aplican
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una corriente continua (DC) y un voltaje de radiofrecuencia (RF). Los iones
son introducidos en el campo cuadrupolar mediante la aplicacion de un
potencial, con lo que empiezan a oscilar en un plano perpendicular a las
cuatro barras. De esta manera los iones describen una trayectoria que

depende directamente de su relacion m/z.

La separacién de los iones de diferente relacién m/z se produce por la
vibracidn estable de los iones en un campo eléctrico de alta frecuencia
generado entre los polos del cuadrupolo. De forma especifica, los
cuadrupolos son capaces de ajustar una radiofrecuencia para estabilizar
una relacién m/z concreta que es dirigida hacia el detector, descartando
aquellas relaciones m/z mayores o menores a la seleccionada. De esta
manera, el cuadrupolo actia como un filtro de masas donde de todos los
iones provenientes de la fuente sélo se van transfiriendo al detector los
seleccionados, perdiéndose el resto por el camino. En ese sentido, para
obtener un barrido total de masas debe ir acoplando una a una las m/z
mediante la creacion de campos eléctricos selectivos de cada una de ellas.

En general la velocidad de escaneo suele ser de 4000-5000 amu/s.

La posibilidad de poder acoplar dos analizadores de espectrometria de
masas aumenta considerablemente el potencial y las posibilidades que
ofrece la técnica de LC-MS. Las fuentes de ionizacién APl permiten el
acoplamiento entre LC y MS, producen una suave fragmentacion de las
moléculas ionizadas, generando muy poca informacién estructural, siendo

muy interesante el uso de MS/MS acoplado a LC.
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La adquisicion en tandem (MS/MS) ofrece una gran selectividad, ya
qgque permite la posibilidad de aislar un i6n en la celda de colisién,
eliminando otros iones o fragmentos que puedan interferir. La
fragmentacion en este caso se produce por la colisidon del ién seleccionado
con moléculas de un gas inerte, recibiendo el nombre de disociacién
inducida por colision (Collision Induced Dissociation, CID). La CID se suele
dividir en dos etapas: en la primera, la energia translacional del i6n se
convierte en energia interna tras colisionar con la molécula de gas inerte;
en la segunda, esta energia interna se transforma en energia de
fragmentacion, dividiéndose el i6n en distintos fragmentos. Estas
reacciones estan ligadas directamente con la composicion quimica y la

estructura de la molécula.

Tradicionalmente, la MS/MS se ha desarrollado en analizadores de tipo
cuadrupolo (Figura 1.1.9.), donde se han acoplado dos cuadrupolos (Q)
mediante uno intermedio que hacia de celda de colisién (q). En el primer
cuadrupolo (Qi) se selecciona la relacion m/z de interés, que se suele
denominar como ién precursor, éste pasa a través de la celda de colisién
(q) dénde se fragmenta. Los iones producto son separados por el segundo
cuadrupolo (Qy). Este tipo de instrumentos se han denominado triple
cuadrupolo (QqQ). Aunque se denomine triple cuadrupolo la celda de
colisidn suele ser un hexapolo u octapolo, ya que su disefio va dirigido a

potenciar la eficiencia de la transmisiéon de los iones desde la celda de
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colision hasta el Q, ademads de presentarse como un espacio adecuado

para la fragmentacién.

Fuente de
lonizacioén: ESI, APCI
Cuadrupolo Celda de Colisién Cuadrupolo
I | Multiplicador
Mot -—--|
I|| _ Y
Seleccién deli6n  Fragmentacién Seleccién de
precursor fragmentos

Figura 1.1.9. Esquema general del funcionamiento de un analizador MS/MS o triple
cuadrupolo.

1.1.5.3. Acoplamiento UPLC-MS.

El acoplamiento del sistema UPLC con la espectrometria de masas
proporciona una serie de ventajas, ademas de las ya descritas
anteriormente hay que sumar la capacidad de identificar casi
inequivocamente cualquier tipo de sustancia, desde atomos hasta
moléculas complejas de peso molecular elevado. Pero ademads, destaca por
ser una técnica rapida, de alta sensibilidad, universal y especifica, que
permite el analisis cualitativo y cuantitativo de todo tipo de compuestos y
la identificacion de una sustancia en presencia de otras similares, ya que
proporciona informacidn isotdpica y estructural, energias de enlace,

cinética o fisicoquimica.
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El sistema UPLC-MS actualmente resuelve gran cantidad de problemas
analiticos, pero como el primero utiliza elevadas presiones para generar
una separacion eficiente de los analitos de un liquido, y el segundo mide la
relacion m/z de los analitos y opera a alto vacio, presentan ciertas

incompatibilidades. Los problemas a resolver son esencialmente dos 1°°:

e transformar las moléculas en solucién de la fase mdvil en iones en
fase gaseosa, sin que se produzca degradacion térmicay,
e eliminar la gran cantidad de gas y vapor procedente de la fase movil

antes de entrar en la region de alto vacio del MS.

Estos problemas han sido solucionados gracias al desarrollo de una
interfase denominada APl o ionizacidn a presion atmosférica y consta de

cuatro componentes bésicos 1°°:

e Dispositivo de introduccidn de muestra

e Camara de ionizacion, en donde se generan los iones mediante
ionizacion por electrospray, APCl u otro mecanismo (interfase).

e Cono de muestreo (orificio de entrada de los iones).

e Sistema de transferencia de iones, en el que éstos son transportados

hacia la regidn de alto vacio del MS.

El disefio tecnolégico del sistema de transferencia de iones posee una
importancia crucial para conseguir buenos niveles de sensibilidad y por ello
ha sido desarrollo un sistema de transferencia de iones en forma de Z,

denominado Zspray.
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En este sistema los iones son extraidos, mediante un recorrido
ortogonal, desde la fuente APl hacia una cdmara de vacio y de ésta a la
region de alto vacio para su andlisis de masas. Esta disposicion fisica de la
interfase proporciona una mayor sensibilidad, posibilita la eliminacién de
parte de los aductos formados en la cdmara de ionizacién, y permite el uso
de fosfatos en la elaboracion de la fase movil. Ademas facilita la eliminacidn
de las moléculas neutras que hayan podido pasar desde el spray, para que

no pasen al interior del MS, disminuyendo asi el ruido de fondo.

La ionizacidon a presidn atmosférica puede utilizar dos modos de
ionizacion, la ionizaciéon por electrospray (ESI) o bien por lonizacién

Quimica a Presion Atmosférica (APCI).

La interfase ESI o ionizacidn por electrospray consta de tres etapas
(Figura 1.1.10.). En la primera etapa se produce la formaciéon de gotas
cargadas, para mas tarde, evaporar el disolvente y fisionar las gotas que

posteriormente formardan los iones en fase gaseosa.

La interfaz ESI consiste en una fuente Z-spray en la que se acopla una
sonda ESI. El efluente de LC entra en la interfase a través de la sonda.
Aplicando alto voltaje (2-4kV) y un flujo coaxial de nitréogeno (gas de
nebulizacién) el efluente se convierte en un aerosol cargado. Un flujo de
nitréogeno calentado (gas de desolvatacién) ayuda a la evaporacién del

disolvente a través de la fuente.
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A continuacién, una pequefa cantidad del spray es arrastrada a través
del orificio del cono de muestra; el resto del spray va a desecho (escape de
gases). Diferencias de presidén y de voltaje dirigen los iones a través del cono

de muestra, del cono de extraccidn y las lentes hasta el analizador.

Lentes que actuan
como electrodos

Capilar p I Analizador MS
de Electrospray P

Solucién -

. =

G, € = —

de lamuestra - =
N~
3 Alto Vacio
Presion atmosférica
Alto
Voltaje

Gradiente de presion

—
Gradiente de potencial

Figura 1.1.10. Etapas de la interfase ESI o ionizacidn por electrospray.

Por su parte, en la interfaz APCI el efluyente del LC entra en la interfaz
a través de una sonda. Aplicando un flujo de nitrégeno coaxial (gas de
nebulizacién) y calentando (300-600°C) el efluente se convierte en vapor.
Este vapor sale por la punta de la sonda y pasa entre el cono de muestray
el electrodo de descarga de corona, en el que se aplica potencial de 2-5kV.
La mayor parte del vapor va a desecho y sélo una pequefia parte pasa a

través del cono de muestra.

Los iones generados pasan entonces, bien provengan de una interfaz
ESI o APCl al analizador, cuyo objetivo es permitir la separacién de los iones

en funcién de su relacién m/z en el tiempo o en el espacio. La dispersién
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idnica se consigue mediante la aplicacion de campos magnéticos o
eléctricos que desvian los iones de su trayectoria en funcion de su masa, de

su relacion m/z o de su energia.

Entre los analizadores mas utilizados en LC-MS destacan tres tipos, el
triple cuadrupolo (TQD) donde se realiza la separacion de los iones en el
espacio %, la trampa de iones (/T), donde la separacidn de los iones es en
el tiempo 9y el analizador por tiempo de vuelo (TOF), con la separacién
de los iones en funcion del tiempo de vuelo ', La eleccidén de uno u otro
depende del tipo de matriz sobre la que estemos trabajando y el interés en

la determinacion.
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1.2. PESTICIDAS EMPLEADOS EN EL CULTIVO DEL OLIVO: METODOS DE
EXTRACCION Y DETERMINACION.

1.2.1. PESTICIDAS EMPLEADOS EN EL CULTIVO DEL OLIVO.

El olivo, Olea europaea L., pertenece a la familia botdnica Oleaceae,
gue comprende especies de plantas distribuidas por las regiones tropicales
y templadas del mundo. Las plantas de esta familia son mayormente
arboles y arbustos, a veces trepadores. Muchas de ellas producen aceites
esenciales en sus flores o frutos, algunos de los cuales son utilizados por el

hombre.

Olea europaea L., el olivo, es la Unica especia de la familia Oleaceae
con fruto comestible. Es una de las plantas mas antiguamente cultivadas,
cuyos origenes como cultivo datan de unos 4000-3000 afios a. C. en la zona
de Palestina. Actualmente, el 95% del drea mundial cultivada se encuentra

en el drea mediterranea 162,

A pesar de que el olivar puede sobrevivir en tierras poco fértiles y en
condiciones semidridas, como otros muchos cultivos estd expuesto a
diferentes plagas y enfermedades. Uno de los principales métodos para
combatirlas las plagas de insectos es mediante el empleo de plaguicidas.
Las principales plagas que afectan al olivo asi como el dafio que causan y el

tratamiento quimico a aplicar pueden verse resumidas en la Tabla 1.2.1.
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Tabla 1.2.1. Principales plagas de insectos que afectan al cultivo del olivo 162,

TIPO DE NOMBRE NOMBRE DANOS CAUSADOS AL  APLICACION DE
PLAGA CIENTIFICO COMUN oLIVO PLAGUICIDAS
Bactrocera Mosca del Directos: { peso fruto  Organofosforados/
(Dacus oleae)  olivo Indirectos: { calidad piretroides (Spinosad).
aceites
Pléga.S Prays oleae Polilla del Produce caida del Piretroides.
Principales (Bern) olivo fruto.
Saissetia Cochinilla de Disminuye la brotacién Carbaril, Fosmet,
oleae (Bern) la Tizne y la produccion. Piriproxifen.
Phloeotribus Barenillo del J tamanio del olivo, Dimetoato, Formotion,
scarabaeoides olivo puede llegar a ser Metidation.
improductivo.
Plagas Margaronia Polilla del J productividad a Deltametrin,
Secundarias  unionalis Jamin o alimentarse de las Dimetoato, Fosmet.
Glifodes hojas.
Euzophera Abichado o Defoliacién, pueden Clorpirifos, Fenitrotion.
pingliis Euzofera secarse ramasy arbol.

Otro de los problemas en el cultivo del olivo es el control de las malas

hierbas. Las malas hierbas, sobre todo las perennes, tienen casi el mismo
modelo de crecimiento que los olivos, compiten con ellos por el sustrato y
la humedad adaptandose a las mismas condiciones, llegando a crecer mas
rapido que el mismo olivo debido a su mayor adaptabilidad y eficacia. Por

esta razén hay que realizar un control de las mismas.

Normalmente, las malas hierbas se controlan por medios quimicos o
mecanicos, aunque a menudo, se combinan varias técnicas para
controlarlas. El modo de accion, comportamiento y forma de empleo de los
herbicidas empleados en el olivar es distinto, tal y como refleja la Tabla

1.2.2.
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Tabla 1.2.2. Modo de accién, comportamiento en el suelo y forma de empleo de los
herbicidas mas empleados en el olivar.

Herbicida Modo de Accién Comportamiento Forma de Movimiento

en el suele empleo en la planta

Residual  Contacto  Traslocacién Adsorcién  Persistencia més
{via floema) frecuente

TBA o = 0 +++ #i# Pre/post. Xilema
Diuron o = 0 H+ #i Pre/post. Xilema
Diguat 0 wEE 0 +Ht o Postemerg. 0
Paraquat 0 R 0 HH o Postemerg. 0
MCPA = 0 R + # Postemerg.  Floema
Fluroxipir = = R + # Postemerg.  Floema
Amitrol = 0 R ++ ## Postemerg.  Xil/Floema
Glifosato 0 R R HH o Postemerg.  Floema
Sulfosato 0 R EEE 4 1] Postemerg.  Floema
Glufosinato 0 wEE = +++ o Postemerg. 0
Oxifluorfen > b 0 +++ #H# Pre/post. 0
Norfluorazona  *** 0 0 +++ #i Preemerg. Xilema
Diflufenican > b 0 +++ ## Post-tempr O
Flazasulfurén = - R ++ # Postemerg.  Xil/Floema

Modo de accion: (0) nula; (*) débil; (**) importante; (***) muy importante.

Adsorcidn: (+) débil; (**) moderada; (+++) importante; (++++) muy importante.

Persistencia en el suelo: (0) nula; (#) semanas; (##) mediana; (###) pocos meses; (####) mds de 4 meses.

Movimiento en la planta: Xilema= ascendente (adsorcion por raiz); Floema= descendente (absorcion por partes verdes).

1.2.1.1. Consecuencia de la aplicacion de plaguicidas en el cultivo del

olivo.

El aceite de oliva es el aceite vegetal comestible mas importante en los
paises mediterraneos. Esta popularidad no es Unicamente por sus
caracteristicas sensoriales sino también, por sus aspectos nutricionales 163,
Actualmente, el aceite de oliva es sinédnimo de salud o de alimento que por
su consumo aporta beneficios a la salud humana. Numerosas
investigaciones demuestran su papel en la disminucién de enfermedades
cardiovasculares, en la prevencién de la arteriosclerosis, en la mejora del

sistema nervioso y del desarrollo éseo, en su capacidad antioxidante y en
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sus propiedades anti-envejecimiento, e incluso en la prevencién de

tumores 164-167,

Dadas las propiedades saludables del aceite de oliva, es de interés
conocer la problematica que existe actualmente con respecto a la posible
presencia de residuos de plaguicidas en las aceitunas, ya que entonces
estariamos ante la paradoja de un alimento saludable que podria llegar a

ser perjudicial.

Si se respetasen estrictamente las normas de uso correcto de los
plaguicidas, éstos no deberian estar presentes en la aceituna en el
momento de su entrada y recepcidn en la Almazara. Estas normas indican
la necesidad de utilizar s6lo materias activas autorizadas y en las dosis
recomendadas. No obstante, existen determinadas practicas inadecuadas
gue pueden originar la aparicion de residuos de plaguicidas en las aceitunas

de almazara, como pueden ser:

v’ no respetar los plazos de seguridad entre la aplicacidn y la recogida del
fruto,

v’ utilizar dosis superiores a las indicadas,

v’ aplicar los herbicidas de forma que se mojen las ramas del arbol,

v’ aplicar el tratamiento cuando existe fruto caido en el suelo (excepto
en los casos autorizados),

v' emplear técnicas de recoleccidon de la aceituna que provoquen el
contacto del fruto con el suelo previamente tratado (derribo del fruto

al suelo y posterior barrido o soplado).
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Teniendo en cuenta que en muchas ocasiones para abaratar los costes
de recoleccion se derriba el fruto al suelo, posiblemente la principal causa
de contaminacion potencial del fruto radica en esta ultima practica, el
método de cosecha escogido, bien sea a partir de la cosecha de aceitunas

del suelo o directamente del arbol.

El método de cosecha seguido es clave a la hora de encontrar residuos
en las aceitunas, especialmente si se han utilizado pesticidas aplicados al
suelo '8, ya que al derribar el fruto al suelo y mezclarlo con éste se propicia
la posible contaminacidn por contacto durante el transporte a la almazara.
No obstante, la aplicacion de posteriores tareas de lavado del fruto propicia
gue la posible carga contaminante que contenga la tierra que acompafia al
fruto quede disuelta en el agua de las lavadoras y por lo tanto, la carga final

de plaguicidas sea disminuida 697172,

Sin embargo, esta maquinaria trabaja en circuito cerrado de agua, que
se renueva periddicamente segun el criterio de la almazara y por lo tanto,
esta etapa del proceso de recepcion del fruto se puede convertir en una
causa de contaminacién de partidas de aceituna limpia, ya que al ser
“lavadas” con el agua con la que se ha tratado previamente otra partida de
aceituna presumiblemente con tierra contaminada favoreceria este hecho.
De este modo, el proceso de lavado y seleccidn de las aceitunas junto con
el método escogido de recoleccion de las aceitunas se convierte en un paso

critico y fundamental.
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En los Ultimos afos han sido publicadas investigaciones concernientes
al estudio de la presencia de pesticidas en las aceitunas. Asimismo, se ha
comprobado que las aceitunas que provienen del arbol tienen menores
residuos de herbicidas que las que han estado en contacto con el suelo 72,
Igualmente, en muestras de aceitunas procedentes de Turquia han sido
encontrados residuos de organofosforados como azinfos-etil, clorpirifos,
clorpirifos-metil, y carbofenotionel, destacando la presencia de Clorpirifos

en algunos casos por encima del LMR en 17 de las muestras analizadas /3.

También, han sido encontrados residuos de Simazina, Terbutilazinaa y
Diuron en el agua de lavado de las aceitunas mostrando en algunos casos
valores muy por encima del LMR establecido por la legislacion 19170,
Ademads, ha sido probado que el proceso de lavado de las aceitunas

disminuiria significativamente el contenido en residuos de las mismas 7%,

Otras investigaciones han demostrado la presencia de residuos de
pesticidas en el aceite de oliva, que si bien no lo hacen por encima del valor
LMR que establece la Legislacidn actual para su seguridad, si se muestran
algunas partidas positivas. Elpiniki G. Amvrazi et al. 1’* realizaron un estudio
en 2009 donde fueron evaluadas 100 muestras de aceite de oliva donde
casi el 90% mostraba presencia de insecticidas, y aunque casi todas las
muestras fueron positivas, ninguna superd el LMR. No obstante, en este
trabajo destaca la presencia de pesticidas en diferentes muestras de aceite
de oliva virgen de distintos origenes, incluso en aquéllos que provenian de

cultivos ecoldgicos, asi como la presencia de algunos insecticidas no

124



1.2. Pesticidas empleados en el olivar.

permitidos en el cultivo del olivo. También han sido encontrados pesticidas
organofosforados en muestras de aceite de oliva procedente de Chile,
donde el 79% de las muestras que fueron ensayadas mostraron al menos
un pesticida organofosforado, siendo el Clorpirifos el pesticida mas

frecuentemente encontrado con valores medios cercanos al LMR 17>,

En la literatura también se pueden encontrar estudios acerca de la
eficiencia del refinado de los aceites con presencia de pesticidas. En un
trabajo publicado en el 2009 por A. Garcia-Sdnchez et al. 17® se hacia
hincapié en el hecho que la mayoria de muestras de aceite de oliva que
fueron analizadas portaban residuos de pesticidas, mientras que en aceites
refinados la cantidad de residuos encontrada fue minima. No obstante, alin
tras la aplicacion del refinado del aceite se pudieron observar residuos de

algunos pesticidas como endosulfan sulfato.

Por lo tanto, los posibles residuos de pesticidas que puede transportar
el aceite de oliva pueden dar lugar a un potencial problema para la salud
publica, lo que podria llevar a la prohibicién de su comercializacién por
parte de las autoridades sanitarias. En base a ello, algunos estudios como
los publicados en 2009 por Martinez Nieto et al. 7178 intentan conseguir
la degradacion fotoquimica de residuos de plaguicidas presentes en el
aceite. El método presenta una alternativa para la foto-degradacién
completa o reduccién de estos productos quimicos, utilizando luz
ultravioleta sin perjudicar los pardmetros de calidad del aceite de oliva

virgen.
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Mientras tanto, el Unico modo para controlar que la presencia de
fitosanitarios en el aceite de oliva no genere un problema en la salud de los
consumidores, es determinar su concentracién y comprobar en qué
relacion se encuentra conforme al LMR establecido por la Legislacién

Vigente en cada caso.
1.2.1.2. LMR de los plaguicidas mas empleados en el olivar.

Segln L. M. Plaza ' una definicién simple de LMR podria ser "la
cantidad maxima de un residuo de plaguicida que se ha encontrado o se
podria esperar en un producto alimenticio, cuando las GAP o buenas
practicas agricolas (Good Agricultural Practices for Pesticides Uses) han sido
legalmente seguidas para el cultivo”. Se expresa en mg de residuo por kg

de producto alimenticio o ppm.

Si bien en esta definicidn no se hace referencia explicitamente a la
implicacion en la salud, es sabido entre las comunidades cientificas y
administrativas que los LMR de plaguicidas no corresponden con los
maximos niveles toxicolégicos, pero deben ser toxicolégicamente
aceptables para el consumo. Asi que, cuando los LMR se fijan, se tiene
cuidado para asegurar que los niveles maximos no dan lugar a
preocupaciones toxicoldgicas. Sin embargo, se basan en datos de GAPs, es
decir, la tasa de aplicacion de la sustancia activa por hectarea, el nimero
de aplicaciones, el método de aplicacién, y el intervalo en dias después de

la aplicacién y antes de la cosecha.
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La legislacion en Espaia en cuanto a LMR para plaguicidas en aceitunas
para elaboracién de aceite es reciente, ya que antiguamente, los LMRs
estaban fijados Unicamente para las aceitunas, sin especificar si eran para
fabricacion de aceite o aceitunas de mesa, mientras que los niveles para el

aceite no han sido publicados todavia.

Los niveles de contaminacién mdaximos aceptables para los plaguicidas
mas comunmente usados en el cultivo del olivo serian los que a

continuacion se detallan en la Tabla 1.2.3. 180,

Tabla 1.2.3. LMR expresados como mg-kg* de los principales plaguicidas usados en el
cultivo del olivo. Fuente: EU-MRLs Regulation (EC) No 396/2005 (MRLs updated on
07/07/2015).

PESTICIDAS ~ Aceitunas  Aceitunas  Aceite  © 0 Notas
de Mesa aceite de oliva

DIMETOATO 2,00 2,00 10,00 Reg. (EC) No 1097/2009  Dimetoato+ometoato.

CLORPIRIFOS 0,05 0,05 0,25 Reg. (EC) No 839/2008 Soluble en grasas.

FOSMET 3,00 3,00 15,00 Reg. (EU) No 737/2014 Fosmet+fosmet oxon.

DELTAMETRIN 1,00 1,00 5,00 Reg. (EU) No 441/2012  Soluble en grasas.

SPINOSAD 0,02" 0,02" 0,10 Reg. (EU) No 737/2014  Soluble en grasas.
Suma Spinosin Ay D.

PIRIPROXIFEN 0,05 0,05 0,25 Reg. (EU) No 737/2014  Soluble en grasas.

DIFLUFENICAN 0,05" 0,20 1,00 Reg. (EU) No 897/2012

DIURON 0,01 0,02 1,00 Reg. (EC) No 777/2013

TBA 0,05 0,05 0,25 Reg. (EC) No 149/2008

AMITROL 0,05 0,05 0,25 Reg. (EU) No 1127/2014

OXIFLUORFEN 1,00 1,00 5,00 Reg. (EC) No 149/2008

GLUFOSINATO 0,50 0,50 2,50 Reg. (EU) No 491/2014 Suma de glufosinato,
sus sales, MPP y NAG.

FLAZASULFURON  0,01" 0,01" 0,05 Reg. (EU) No 289/2014

GLIFOSATO 1,00 1,00 5,00 Reg. (EU) No 293/2013

*Indica el valor mds bajo para su determinacion analitica.
“"Por regla general, los limites aceptados para el aceite de oliva son cinco veces el LMR en aceitunas.
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1.2.2. METODOS ACTUALES PARA LA DETERMINACION DE PESTICIDAS EN
ACEITE DE OLIVAY ACEITUNAS.

1.2.2.1. Métodos de Extraccion y Purificacion empleados en el analisis

de pesticidas en aceitunas y aceite de oliva.

El estudio de los residuos de pesticidas en el aceite de oliva o en las
aceitunas es hoy dia un reto debido a la complejidad inherente de la matriz,
compuesta principalmente de triglicéridos. La solubilidad en grasas de
algunos pesticidas aplicados a las aceitunas destinadas a la produccién de
aceite es por lo tanto, un parametro importante que debe ser considerado
ya que ha sido demostrado que los plaguicidas liposolubles tienden a
concentrarse en el aceite de oliva durante su produccion. Por esta razén,
mayores niveles de concentracion de pesticidas liposolubles son
encontrados en el aceite y no en las aceitunas. Por el contrario, los
pesticidas polares aplicados a las aceitunas no tienden a pre-concentrarse
durante produccién de aceite de oliva, por lo que sus niveles seran mas

altos en muestras de aceitunas 182,

Todo esto conlleva la necesidad de extraer o aislar los pesticidas de la
matriz lipidica. Sin embargo, es muy complicado evitar la co-extraccion del
material lipidico, ya que muchos pesticidas son solubles en grasas o
compuestos no polares y por lo tanto, es necesario obtener un extracto
libre de grasa, no sdélo para evitar dafos en partes de los instrumentos que

incluso con muy pequenas cantidades de lipidos pueden danar columnas y
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detectores y suprimir la sefial cromatogréfica, sino que ademas, eviten la

presencia de posibles interferencias.

A grandes rasgos, podemos decir que la mayor parte de los métodos
de extraccion de pesticidas presentes en aceitunas o aceites se basan en
dos pasos fundamentales, primero una etapa de extraccion de los
pesticidas de la matriz que los contiene mediante el uso de disolventes
organicos, seguido de una etapa de purificacién, a fin de obtener un

extracto limpio de grasas y apto para el andlisis.

Muchas técnicas de extraccién empleando diferentes sistemas de clean
up han sido utilizadas hasta la fecha para la determinacién de pesticidas en
aceitunas y aceite de oliva, destacando tres métodos esencialmente: GPC,

QUEChERS y MSPD.

1.2.2.1.1. Métodos de Extraccion en aceitunas y aceite de oliva.

La técnica de extraccion mdas empleada en los laboratorios de rutina
para el analisis de pesticidas en el caso del aceite de oliva es la extraccién
liquido-liquido (L-L) utilizando disolventes organicos como el ACN, MetOH
o la saturacién de ACN en n-hexano, seguida de una etapa de purificacion
a través de una extraccidn en fase sélida o SPE o bien por Cromatografia
por Permeacién en Gel (Gel Permeation Chromatography, GPC)
generalmente mediante el uso de la GC acoplada a diferentes detectores
(ECD, NPD y MS) 176:182,183 Ecta técnica ha sido descrita ampliamente en la

literatura 104172,184
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En el caso concreto de la determinacion de pesticidas en aceitunas,
podemos encontrar distintos procedimientos de extraccién/separacion
donde se requiere que la muestra esté totalmente homogénea. Los mas
extendidos son los basados en la extraccidon sdélido-liquido (S-L) seguida de
metodologias de limpieza de los extractos a través de SPE o GPC, como en

el caso de los extractos del aceite de olival’2.

La extraccidon sodlido-liquido en muestras de aceitunas se basa en
triturar primero las aceitunas, mezclar la pasta junto con un adsorbente
para eliminar la posible presencia de agua como sulfato de sodio o
magnesio anhidro, y a continuacidn, se suelen realizar dos extracciones con
ACN, MetOH, éter de petrdleo u otro tipo de disolvente o mezcla de ellos,

con la ayuda de un mezclador de alta velocidad.

1.2.2.1.2. Métodos Purificacion de pesticidas en aceitunas y aceite de

oliva.

Las técnicas de purificacidn mas empleadas en los laboratorios de
rutina para el andlisis de pesticidas se basan en una SPE de los extractos
procedentes de la etapa de extraccidén bien sea S-L o L-L. No obstante, en
los ultimos afios la purificacion de los extractos a través de GPC
generalmente mediante el uso de la GC acoplada a diferentes detectores

(ECD, NPD y MS) 176:182.183 ost3 siendo mas utilizada.

Los sistemas de GPC constan principalmente de columnas hechas de

microesferas de un polimero poroso que permite la separacién de los
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compuestos de acuerdo a sus pesos moleculares, de modo que cuando una
alicuota de extracto de aceite es introducida en el sistema los compuestos
se eluyen de mayor a menor peso molecular, de modo que las fracciones
de mayor peso molecular (triglicéridos, pigmentos, etc) se separan de las

de menor peso como los pesticidas.

Los sistemas de GPC normalmente van acoplados a un loop donde las
particulas de elevado peso molecular son descartadas a través de una
valvula, mientras que la fraccion de pesticidas es introducida en el sistema
cromatografico directamente o bien a través de un colector de fracciones

tal y como puede verse esquematicamente en la Figura I.2.1.

0.0 ..6©
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Figura I.2.1. Montaje experimental requerido para un método de GPC.

Este método proporciona buenas tasas de recuperacion y puede ser
automatizado facilmente, usando el software apropiado, lo que supone
una ventaja frente a otros de tipo manual como la SPE. Por el contrario,

esta metodologia presenta importantes desventajas ya que es dificil
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establecer las condiciones éptimas para discriminar completamente entre
la fraccidn de pesticida y el resto de los componentes de la matriz, ya que
ambas fracciones se superponen parcialmente. Ademas, son muchos los
costes de adquisiciéon, mantenimiento y disolventes téxicos consumidos

por este tipo de analisis.

La SPE es una alternativa al GPC e implica el uso de varias etapas de
extracciéon y limpieza. Este procedimiento comprende generalmente una
etapa preliminar con separacion L-L seguido de una o mas etapas de
extraccion y limpieza, utilizando diferentes tipos de adsorbentes como
Florisil, alimina, aminopropil, silice o carbén grafitizado (GCB) 10185186 | os
resultados que se obtienen con este método dan unos elevados
rendimientos de recuperacion y generan unos extractos limpios con menor
consumo de disolventes orgdnicos. Por el contrario, estos métodos

consumen mucho tiempo y son bastante laboriosos.

1.2.2.1.3. Otros Métodos de Extraccion/Purificacion de pesticidas en

aceitunas y aceite de oliva.

En los dltimos afos han sido desarrolladas dos metodologias
alternativas para la determinacion de pesticidas que engloban las dos
etapas de extraccién y limpieza. Por una parte, la llamada QuEChERS
(correspondiente a las siglas del inglés Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe), aplicable a un amplio numero de matrices y que desde
su introduccidon ha sido aceptado por muchos analistas de residuos de

pesticidas, aunque ha tenido que sufrir algunas modificaciones con
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respecto al original a fin de asegurar la extraccién eficiente de compuestos
dependientes de pH, reducir al minimo la degradacién de compuestos

termoldbiles y ampliar el rango de matrices aplicables &7,

La otra metodologia de extraccion de pesticidas es la llamada MSPD
(matrix solid-phase dispersion). Se trata de un método basado en una SPE
donde parte de la masa de aceituna es mezclada con un fino material
adsorbente como aminpropil, silice, alimina o Cigs en un mortero y a
continuacion, se introduce en una mini columna o cartucho que contiene
previamente un material como Florisil que actua de purificante de la
muestra. Finalmente, los analitos de la muestra son eluidos tras la

introduccidn de un disolvente de extraccién 186-188,
1.2.2.2. Método de extraccion “QUEChERS”.
1.2.2.2.1. Generalidades sobre el método QUEChERS.

El método conocido como “QuEChERS” fue introducido en el afio 2003
por Anastassiades & Lehotay # para determinar residuos de pesticidas en
matrices alimentarias, dando buenos resultados en cuanto a calidad,
rapidez y facilidad, siendo ademds, mas econdmico. Posteriores estudios
han llegado mas lejos, llegando a validar el método para centenares de
pesticidas y mejorando los resultados para aquellos analitos que resultaban

problematicos.

Actualmente, el método QUEChERS se ha convertido en un método de

extracciéon muy utilizado en la determinacién de plaguicidas en matrices
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alimentarias. No obstante, para corregir el factor de la diferente naturaleza
de las matrices alimentarias en los ultimos tiempos ha sufrido algunas

modificaciones como por ejemplo, en funcion del contenido de grasa de Ia

matriz 117,118,190

Este método se basa en una primera etapa de extraccién L-L con ACN,
seguido de una etapa de limpieza de tipo SPE utilizando diferentes tipos de
absorbentes, lo que ha generado diversas versiones desde el original: la
versidon tampodn acetato se ha convertido en el método oficial de la AOAC
como método AOAC Oficial 2007.1 *°1*°2 ¢ en la version con tampdn citrato
como método estandar EN 15662 del Comité Europeo de Normalizacion

(CEN) 193,194.

La popularidad de este método frente a otros métodos de extraccion
de residuos de pesticidas radica no sélo en la sencillez, rapidez o robustez
gue mencionamos anteriormente, sino en que ademas, genera elevados
porcentajes de recuperacidn para un amplio rango de pesticidas polares y
volatiles asi como una elevada precision, rendimiento, menor gasto de
disolventes, utilizacion de poco material de laboratorio y sobretodo, que se

trata de un método relativamente econdmico 1°°.

El procedimiento original consiste en homogeneizar la muestra y a
continuacion extraer ya sea manualmente o bien mediante un vortex los
pesticidas, incluyendo la misma cantidad de ACN que de muestra para
obtener un extracto final suficientemente concentrado, que no requiere el

paso de evaporacién del disolvente. Una de las ventajas es la de realizar la
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extraccién con ACN, ya que este disolvente se separa mas facilmente del
agua con la adicion de sales, tales como el sulfato magnésico en
combinacién con el cloruro sddico, lo cual genera una separacion de fases
sin dilucién con disolventes organicos apolares y una mejora en los
porcentajes de recuperacidon de los pesticidas, incluyendo los menos

polares %,

El procedimiento analitico inicial se basaba en la siguiente secuencia

de pasos:

1. 10g de muestra (previamente homogenizada) son introducidos en
un tubo de Tefldn, y se afiaden 10mL de ACN,

Se agita el tubo vigorosamente durante 1min.

Se afaden 4g de MgSQ04 y 1g de NaCl,

Se agita la mezcla vigorosamente durante 1min.

Tras centrifugar se toma una alicuota y se anaden MgSQO4 + PSA.

Se agita durante 30s y se centrifuga.

Se recoge una alicuota y se afiade 0.1% de acido férmico.

©® N o u ~ W DN

La determinacion del pesticida generalmente se realiza por GC-MS

o LC-MS.

Todos los pasos descritos en la secuencia anterior, varian en funcion
de la naturaleza del pesticida que queremos determinar (por ejemplo,

polaridad o acidez) y también de la naturaleza de la matriz que los contiene.
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Para evitar el uso de co-disolventes durante la fase de extraccion que
a menudo son toéxicos y caros, una serie de experimentos fueron llevados a
cabo durante el desarrollo de la metodologia QUEChERS con la adicién de
diversas sales, destinadas a provocar la separacién de las fases. Entre la
gran diversidad de sales probadas, fue el sulfato magnésico anhidro
(MgS0a4) el que produjo la reduccion efectiva de la fase acuosa que facilita
la compartimentacién de los analitos polares en la fase orgdnica y la mayor
recuperacién de los plaguicidas, en especial los muy polares. Al variar la
cantidad de NaCl afadido a la muestra durante la transferencia de fases
con MgSQs es posible controlar el rango de polaridad del método y por lo

tanto la cantidad de interferentes en el extracto.

Los experimentos demostraron que una mezcla de 4 g de MgSQO4 con
1g de NaCl evitaba la co-extraccion de interferentes y por lo tanto, fue la
elegida ®. De este modo el MgS04 es un agente que retiene el agua y su
hidratacion es altamente exotérmica (alrededor de 40°C) pero no lo
suficiente como para volatilizar o degradar los pesticidas, mejorando asi la
extraccion y ayudando a verificar que la eliminacién del agua ha sido

efectiva.

Los autores del método QUEChERS expresaron la opinidén de que la
agitacion se debia utilizar siempre en lugar de mezclar, ya que la agitaciéon

ofrecia las siguientes ventajas sobre la mezcla:
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v durante la agitacién, la muestra no entra en contacto con las
superficies de metal activo del “blender” o licuadora y no genera
calor debido a la friccion,

V' se evita la limpieza del vaso de la licuadora entre las extracciones de
muestras consecutivas,

V" la agitacion se lleva a cabo en un recipiente cerrado, lo que es mas
seguro, porque no se emiten vapores de disolventes;

v" los gastos de adquisicidn y mantenimiento de un mezclador vértex

es menor que el de una licuadora.

Tras la centrifugacion y separacion en dos fases de la disolucion, se

o ” H . .
procede al llamado “clean up” que consiste en un procedimiento de SPE en
el cual se utiliza una mezcla de MgSO4 con una amina primaria y secundaria
(PSA) junto con el extracto procedente de la centrifugacion. El agente PSA
es un adsorbente intercambiador de aniones débil que tiene la habilidad de
eliminar los acidos grasos, azlcares y algunos otros co-extractantes de la

matriz que tienen capacidad de formar puentes de hidrégeno.

En el caso de muestras con elevado contenido en grasa, el método
también muestra diferencias. La solubilidad de las grasas en la capa de ACN
es muy limitada, ya que la excesiva presencia de grasas en la muestra
formaria una capa adicional dentro de la cual los analitos podrian quedarse
y por lo tanto perderse. Esto depende de la cantidad de lipidos que
contenga la muestra, asi como de la polaridad de los analitos, ya que los

analitos apolares presentarian las mayores pérdidas. Por ello, en los casos
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donde la cantidad de grasa es mayor 0,3 g de grasa/10mL ACN se

recomienda emplear el patrén interno al final del procedimiento 7.

Otras modificaciones a tener en cuenta al aplicar esta metodologia

son:

e sila matriz tiene un contenido en agua < 80% se deben afiadir 10mL de
agua antes de la extraccién inicial,

e si el contenido en agua es < 25% (como por ejemplo en muestras de
cereales) el tamafio de la muestra se debe disminuir hasta llegar entre
1-5g en lugar de los 10g iniciales,

e la adicidn de agua debe producirse a bajas temperaturas, del orden de
4°C para compensar el calor que se desarrolla como consecuencia de

las sales o adsorbentes que se utilizan.

En la actualidad el método QUEChERS mas usado en el analisis de
pesticidas en matrices alimentarias es empleando tampdn acetato o
citrato, aunque presenta algunas diferencias en la fase de purificacidn en
funcién del tipo de matriz sobre la que se determinen los pesticidas. Los
absorbentes generalmente utilizados son el MgSO, anhidro para eliminar
el exceso de agua, PSA para eliminar el contenido en acidos grasos,
azucares o acidos organicos, Cig para eliminar los lipidos y esteroles y GCB

para eliminacion de pigmentos y esteroles.

Los resultados de este método han sido muy buenos para la mayoria

de las determinaciones de plaguicidas en frutas y hortalizas, exceptuando
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determinados plaguicidas que presentaron problemas de estabilidad con el

pH 191.

En la Tabla 1.2.4. se puede observar un resumen con diferentes
matrices de origen vegetal sobretodo frutas y verduras, asi como
numerosas adaptaciones del método QUEChERS original tanto en la etapa

de extraccion como en la de purificacién.
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Tabla 1.2.4. Resumen de las principales modificaciones del método QUEChERS para la determinacidn de residuos de pesticidas en matrices

alimentarias en funcién del tipo de matriz.

Matriz Vegetal Deteccion % Rec (RSDs) Pesticidas  Modificacion del QUEChERS Tipo de Clean Up Ref.
Rabano y Repollo GC-MS 80-115% (<15%) 107 El extracto se refrigera 30 min hasta alcanzar 4°C. 50 mg PSA + 300 mg MgSO4 197
T .
ngate' narania e ms 70-120% (<20%) 160 15g muestra + 15mL ACN + 2,5g NaCl + 6g MgSOs, 250mg PSA + 750mg MgS0, 198
Iirr']io' pepinoy LC-MS 70-120% (<20%) 90 QUEChERS usando tampén acetato ', No 199
Frutas y verduras LC-MS/MS  —---ememmmeeeee 150 QUEChERS usando tampdn acetato % 250mg PSA + 750mg Mgs0, 200
Zumos de fruta UPLC-MS 70-108% (<20%) 90 QUEChERS usando tampdn acetato %%, No 151
Platanos GC-NPD 67-118% (<16) 11 QUEChERS usando tampdn citrato + bafio de ultrasonidos 125mg PSA + 750 mg MgS0, 72
U.vas, Mostos y LP-GC/MS  52-121% (<20%) 27 QuI?IChERS usando ba?Jas presiones para aumentar la PSA + MgS04 + Cis 201
vinos rapidez en la determinacién por GC.
LC-MS/MS  73-124% (<19%) 55 QUEChERS con 0.1% acético en la extraccién . 50 mg PSA + 150 mg MgS0, 202
Patatas y naranjas . 191 At
LC-MS/MS  66-124% (<19%) 52 QuEChI?Il?S usando t?mpon acetato * + acéticoen la 50 mg PSA + 150 mg Mgs0s 203
extraccion (0,1% acético).
Albaricoque
. A 150 mg PSA
cereza, ciruelay GC-MS 70-120% (<17%) 14 QUEChERS usando tampdn citrato. me * 190
. 900 mg MgSO4
nectarinas.
o e
GC-MS 62-119% (<21%) 234 Muestra + 10rT1L de agua' +10mL de ACN (0,5/:; acético). La 50 mg PSA + 300 mg MgS0O4 204
Hoias de té mezcla se refrigera 30min hasta alcanzar los 4°C. +30mg GCB
) UPLC- 70-120% (<20%) 65 Muestra + 10mL de agua + 10ml de ACN (1% acético) + SPE: GCB + silicagel 205
MS/MS ? ? acetato sddico. La mezcla se refrigera hasta alcanzar 4°C. aminopropil silanizado
Zumo de cafia de 62.9-107.5% . 200 mg PSA + 206
azticar GC-ECD (<18%) 7 QUEChERS: 10g muestra + 10ml ACN + 1g NaCl + 4g MgS0O4 600 mg MgSOs
QUEChERS con tampdn citrato y modificacion: 15g muestra 125 mg PSA + 207
- -116% (<209 121
Frutasy verduras GC-MS 80-116% (<20%) +10mL ACN + 1,5g NaCl + 6g MgSO4 750 mg MgS04
EChERS: 1 10mL 1.
Manzana y Uvas LC-MS/MS  97-101% (<5%) 18 &ugs%h RS: 10g muestra +10mL ACN + 1.5g NaCl + 6g 400mg PSA + 1,2 g MgSOs 208
4
70-122.7% 5g muestra + 10mL agua + 10mL ACN + bafio 4°C 30 min. La
Arroz GC-MS/MS (<201y)‘ ? 124 mezcla se une a 4g MgSO4 + 1g NaCl + centrifuga 20min 375 mg PSA +750 mg MgSO. 208
(]

4000 rpm a -10°C.
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1.2.2.2.2. Modificaciones del Método QUEChERS.

Desde el afio 2003 numerosas modificaciones del método QUEChERS
han sido empleadas, no obstante dos han sido las mads significativas y las
gue mejores resultados han ofrecido a la hora de determinar los pesticidas.
Por un lado, destaca el método QUEChERS con tampdn acetato °+210 en el
gue se sustituye el NaCl del método original por acetato de sodio como
tampon (Figura 1.2.2.), y por otra, destaca el método QUEChERS con
tampon citrato o Método Europeo EN15662 (Figura 1.2.3.) similar al
anterior excepto en el uso de NaCl, donde ademas de esta sal se utiliza
citrato sédico dihidrato y citrato de sodio sesquihidrato en lugar del acetato

de sodio 193194211

I METODO QUECHERS TAMPON ACETATO I

- 5g muestra
homogenizada 3\

l + 6.0g MgS04 anhidro

+15ml ACN + 2.5g Na-acetato-3-hidrato
(1% Acético)

+200uL TPP
en ACN (25ppm)

FASE DE
EXTRACCION

-

+ 750mg MgS04
+ 250mg PSA

Agitar 20seg s Centrifugar
Smin (3700rpm)
2 > SPE
o "clean-up”

Finalmente, los extractos
evaporados con aire y
reconstituidos en 1ml de 20%
ACN en agua para su posterior
inyeccién en el LC-MS

1ml
extracto

J

Figura 1.2.2. Esquema del método QUEChERS empleando tampdn acetato durante la etapa
de extraccion en sustitucion del NaCl. Procedimiento empleado en la extraccidon de
pesticidas en verduras publicado en el afio 2011 por Béla Kmelldr et al. 2%,
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| METODO QUECHERS TAMPON CITRATO

+ 4g MgS04 )
. + 1g Na3citrato dihidratado
10g muestra + 1g NaCl
homogenizada + 0.5g Na2citrato sesquihidartado
l-f- 10ml ACN l
FASE DE
F A min(EZ00re EXTRAGGION
T Tt |
'
[Caseorimn] zeprenacents

+ 0.9g MgS04
+ 0.15g PSA
Agitar 30seg > Centrifugar
Smin (5000RCF)
} SPE
=, "clean-up”

100ul Ac, formico f am
(5% en ACN) > extracto

«

Figura I.2.3. Esquema del método QUEChERS empleando tampdn citrato durante la etapa
de extraccidn. Procedimiento empleado en la extraccidn de pesticidas organoclorados en
frutas publicado en el afio 2011 por Ewa Cieslik et al. ?**.

En lo que respecta al método QUEChERS con tampdn acetato, existen
en la literatura algunos trabajos en los que se ha visto que la adicién de
acetato amadnico en lugar del acetato sddico daba mejores resultados en
cuanto a sensibilidad y porcentajes de recuperacion. Ademas, también se
ha comprobado su efectividad sin necesidad de utilizar la fase de clean up

en matrices con bajo contenido graso %12

y sin necesidad de incorporar un
gran numero de adsorbentes en matrices grasas como las aceitunas,

Unicamente empleando cartuchos de Florisil 213,
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Aunque existen en la literatura otras variantes o modificaciones del
QUEChERS, hay que tener en cuenta que cada uno da mejores resultados
en una u otra matriz. En este sentido, en el afio 2011 fue publicado una
comparacion de ambos métodos QUEChERS, bien tamponado con citrato o
bien con acetato y con o sin clean up frente al original para el analisis de 42
plaguicidas incluyendo insecticidas, herbicidas y fungicidas utilizados en el

cultivo del arroz 214, Asi fueron empleados cuatro métodos:

v" método QUEChERS original 18,
v' método QUEChERS tampdn citrato con clean up 3,
v' método QUEChERS tampdn citrato sin clean up con PSA,

v" método QUEChERS tampdn acetato ! sin clean up.

Entre los cuatro, el método QUEChERS con tampdn acetato dio mejores
resultados que los otros tres métodos ensayados y ademads, demostré ser
la metodologia mas sencilla y rapida para desarrollar en un laboratorio de
rutina de analisis de pesticidas sin necesidad de pasos de limpieza. Por otra
parte, dicho método proporcioné cromatogramas mas limpios que en el
resto de procedimientos del QUEChERS, y por consiguiente un menor

efecto matriz.
1.2.2.2.3. Método QUEChERS en aceitunas y aceite de oliva.

En el caso de las aceitunas y el aceite de oliva, dado que son matrices
con elevado contenido graso, el método QUEChERS ha sido ligeramente

modificado a partir del original para intentar eliminar lo mas eficazmente
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posible el contenido graso de los extractos. Uno de los primeros trabajos
gue aplicé este método fue publicado por S. Cunha & S. Lehotay en el aio
2007 2%, En éste trabajo, los autores estudiaron el uso de cuatro diferentes
adsorbentes en la etapa de purificacion (PSA, GCB, C-18 y MgSQ0.),
concluyendo que una mezcla de estos absorbentes en proporcion 1:1:1:4
respectivamente, era la mejor opcién para obtener porcentajes de
recuperacion satisfactorios para un gran numero de pesticidas (alcanzando
valores de recuperacién entre el 88-130% con RSDs < 10%). El esquema
general seguido tanto para aceitunas como para aceite de oliva, puede

verse en la Figuras 1.2.4. y 1.2.5., respectivamente.

10g aceituna 3
homogenizada + 4g MgSO,
+ 1g NacCl
10ml ACN
FASE DE
Centrifugar EXTRACCION
ot ] —————— v
J
+ 150mg MgSO4 . N
+ 50mgPSA ’ .
+ 50mgC18 ¥ .‘
+ 50mg GCB e
¢— 400puL Centrifugar 9 SEE 5.
v 1min (5550r, cleanzup
| =]
J

Figura 1.2.4. Esquema del método QUEChERS original empleando varios adsorbentes
durante la etapa de purificacion. Procedimiento empleado en la extraccion de pesticidas
en aceitunas publicado en el afio 2007 por S. Cunha et al. >
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3g aceite
+ 49 MgS04 anh.
+ 7gAgua + 1g NaCl
+ 10ml ACN

FASE DE
EXTRACCION

Centrifugar
4min (37001pIn

AgTar- Tinan =] (S

+ 750mg MgS04 /
+ 250mg PSA 2
+ 250mg C18

Centrif
+ 250mg GCB Agitar 30seg o m'_:“(3'7$‘gr;’rn)

Reconstituir a - . > SPE
0.3mL (10% metosy[ | VPO " extra “clean-up”
Filtrar por S00uL

e S00uL Fase Movil
0,45um PTFE . (2090 MetOH

T 8

Figura 1.2.5. Esquema del método QUEChERS original empleando varios adsorbentes
durante la etapa de purificacion. Procedimiento empleado en la extraccion de pesticidas
en aceite de oliva publicado en el afio 2007 por S. Cunha et al. 2*°.

Otros autores también han aplicado este procedimiento incorporando
algunas modificaciones. Asi, en el afio 2008, A. Garrido Frenich et al.
realizaron un trabajo para determinar 53 pesticidas en aceitunas aplicando
el método QUEChERS en su versidn tampén acetato 233 obteniendo
recuperaciones entre 75-115% y RSDs < 19%. En este trabajo ademas, se
introdujo una modificacion de la etapa de purificacién en la que
Unicamente se emplea florisil para limpiar los extractos encontrandose

resultados igualmente satisfactorios que usando los propios del método.
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Por su parte, B. Gilbert-Lopez et al. 2° realizd un trabajo también para
determinar pesticidas en aceitunas basandose en el método QUEChERS
descrito por S. Cunha & S. Lehotay en el afio 2007 2*° con la Unica diferencia
de que el contenido final en agua del extracto analizado por LC-MS fuera
del 75%, encontrandose porcentajes de recuperacién entre 70-120% vy
RSDs < 20%. También se realizé este ensayo en aceite de oliva !’ logrando

nuevamente resultados satisfactorios.

Mas adelante, en el afio 2011 los mismos autores publicaron dos
trabajos para determinar insecticidas utilizando el procedimiento
QUEChERS en aceite de oliva 2 y aceitunas 2%°, obteniéndose
recuperaciones entre 87-116% y RSDs < 8% para el primero, y con 80-119%

con RSDs < 20% para el segundo, sin necesidad de una etapa de clean up.

Posteriormente, fue publicado un trabajo por M.I. Cervera et al. ?* en
el que se aplicaba el método QUEChERS en su versién tampon acetato (pH
de 4.8) y en el que se obtuvieron notables porcentajes de recuperacion
para un total de 55 pesticidas en diferentes matrices vegetales (70-120%
con RSDs < 20%) pero en el que se especifica que aunque el procedimiento
fue aplicado a la determinacién de estos pesticidas en aceitunas,
desgraciadamente no fue posible conseguir resultados favorables, si bien
es cierto, el método de limpieza de los extractos carecia de GCB, por lo que
el efecto matriz producido por la presencia de pigmentos en los extractos

pudo influir en el resultado.
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Finalmente, también fue publicado un estudio por A. Ruiz-Medina et
al. 229 para determinar carbaryl en muestras de aceite comestible donde se
obtuvieron porcentajes de recuperacion entre el 85-115% con RSDs < 6%
en el que se pone de manifiesto la versatilidad de este procedimiento con
diferentes técnicas de determinacion de analitos como en este caso a

través de un sistema automatizado FIA.
1.2.2.3. Método de extraccion “MSPD”.

La metodologia MSPD, dispersion de la matriz en fase solida o en inglés
Matrix Solid-Phase dispersion, fue introducida en 1989 para la extracciéon
de analitos organicos a partir de matrices sélidas. En un primer momento
estd técnica se desarrolld para extraer los residuos veterinarios de matrices

bioldgicas complejas tales como el higado, el musculo y la carne 221,

Sin embargo, en la actualidad ha demostrado ser una técnica eficiente
para el aislamiento de una amplia gama de medicamentos, pesticidas,
constituyentes de origen natural, y otros compuestos de una amplia
variedad de plantas complejas y muestras de animales. Asi, se ha
demostrado su aplicabilidad para extraer analitos organicos como los
pesticidas a partir de matrices tales como vegetales 2227224, frutas 22>2%¢ y

232

zumos de frutas 2277222, té 220, tabaco 23!, pescado 232y también en aceitunas

y aceite de oliva 186,188,216,217,233,234
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1.2.2.3.1. MSPD para la determinacion de pesticidas en aceitunas.

En el caso concreto de las aceitunas, la MSPD es una técnica de
extraccidn a microescala, que utiliza menos de 1 g de muestra y ademas
consume poco volumen de disolvente. Se trata de una estrategia basada en
la SPE, donde son mezcladas una dispersién fina de la matriz con un

material absorbente como el aminopropil en un mortero.

A continuacion, la mezcla es introducida en una minicolumna donde
los analitos son eluidos con un volumen relativamente pequefio de un
disolvente adecuado de elucidn. Este paso puede llevarse a cabo junto con
una limpieza de los extractos incorporando Florisil o silice en la parte
inferior de la misma columna, de modo que la muestra se va limpiando a
medida que eluyen los analitos. Un esquema de este procedimiento puede

verse resumida en la Figura 1.2.6.

| EFTEITT
PASTA DE ACEITUNAS DISOLVENTE [i”\""‘? J‘H

X

-

' e
e [ ¢
o

N

~ EMPAQUETAMIENTO
ADSORBENTE

(AMINOPROPIL)

e

v
iy =

» FLORISIL
MORTERO (CLEAN UP)

MEZCLADOR

COLUMNA
CON FLORISIL COLECTOR

DE EXTRACTO

Figura 1.2.6. Esquema de un procedimiento MSPD para el analisis de pesticidas en
aceitunas.

148



1.2. Pesticidas empleados en el olivar.

1.2.2.3.2. Determinacion de pesticidas en aceite de oliva por MSPD.

En el caso del uso de esta técnica en aceite de oliva, la etapa MSPD
viene precedida de una etapa de separacidn L-L para eliminar parte de la
carga de triglicéridos del aceite y para ello se suele utilizar ACN saturado

con éter petrodleo, tal y como se muestra en la Figura 1.2.7.

5 g Aceite de Oliva

‘ +15ml EPSA

¥ —
h 4 - -
|| || ||
w t) e @t -
i | O | O
- Agitar 3 min a Agitar 3 min n
vigorosamente @ vigorosamente '
Fase ACN Fase ACN

Extracto 1 Extracto 2

Evaporar hasta 2ml e
incorporar a la fase de
MSPD

Figura 1.2.7. Esquema de un procedimiento MSPD para el andlisis de pesticidas en aceite
de oliva. EPSA o Eter petrdleo saturado con ACN y ASEP o Acetonitrilo saturado con Eter
Petréleo.

La MSPD ofrece grandes ventajas frente a las técnicas clasicas de
determinacion de pesticidas, como la sencillez en las etapas de extraccién

y limpieza, no necesita aparatos costosos o sofisticados, la reduccién en el
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uso de disolventes toxicos, bajo consumo de reactivos y ademas, genera

pocos residuos.

También, el hecho de necesitar poca cantidad de muestra puede
resultar ventajoso cuando la cantidad de muestra disponible no es
excesiva, pero en muchos casos es una desventaja ya que limita la

representatividad de la muestra.

Por otra parte, diversos estudios han confirmado los buenos
porcentajes de recuperacion obtenidos por este método en matrices grasas
como el aceite de oliva 8234, Sin embargo, la principal dificultad es la falta

de automatizacién y el tiempo total de andlisis.
1.2.2.4. Comparacion de metodologias de extraccion y purificacion.

Aunque en la literatura han sido publicadas innumerables técnicas de
extraccién y purificacidn de pesticidas en aceite de oliva y aceitunas, las que
mejores resultados han generado hasta la fecha han sido GPC, QUEChERS y
MSPD.

La técnica de GPC aunque ofrece buenos resultados en términos de
elevados porcentajes de recuperacion y bajos RSDs, presenta el
inconveniente de la gran cantidad de reactivos y disolventes que son
consumidos durante la ejecucién de la técnica asi como el largo tiempo de
analisis, incluyendo varios etapas analiticas que enlentecen Ia

determinacion de los analitos. Por todo ello, cada vez mas los laboratorios
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de analisis de residuos estdn poniendo a punto los procedimientos de
MSPD y QUEChERS, ya que conllevan menor consumo de disolventes,
etapas analiticas y reactivos, al mismo tiempo que ofrecen buenos

porcentajes de recuperacion.

Sin embargo, la eleccion de un método u otro dependera de los
pesticidas que se deseen determinar y el tipo de muestra. De este modo,
en el caso de aceitunas y aceite de oliva han sido publicados algunos

trabajos donde ambas técnicas de extraccidon han sido comparadas.

En el afio 2008, A. Kruve et al. **' comparaban el efecto matriz que
producen estas dos técnicas junto con el método Luke 23> (método de
extraccion L-L que utiliza grandes volumenes de acetona, diclorometano y
éter petrdéleo) para la determinacién de 14 pesticidas en diferentes
matrices de frutas y vegetales. Los resultados mostraron que el método
Luke generaba menor efecto matriz que los otros dos métodos, aunque si
bien es cierto, no existieron muchas diferencias con respecto al método
QUEChERS, el cual ademas fue mas econdmico en términos de tiempo,
numero de etapas analiticas, y menor consumo de disolventes. Por otra
parte, el método QUEChERS tiene la ventaja de lograr mayores
rendimientos que los otros dos métodos de extraccion. Segun este trabajo,
los bajos porcentajes de recuperacidon que fueron obtenidos a través de la
extraccién por MSPD fueron inaceptables para ser comparados con las
otras dos técnicas. El motivo puede ser la adsorcidn irreversible de los

pesticidas basicos en los grupos libres silanol del adsorbente.
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Mas tarde, en el aifio 2010, B. Gilbert-Lépez et al. también compararon
ambas metodologias para el andlisis de mds de 100 pesticidas presentes en
muestras de aceitunas 21° y aceite de oliva ?'’. En el caso de las aceitunas,
los resultados mostraron que el método QUEChERS era mas apropiado para
la extraccién de gran cantidad de pesticidas en comparacion con el MSPD,
ya que los porcentajes de recuperacion obtenidos eran sensiblemente
superiores sobre muestras fortificadas a dos niveles de concentracién
obteniéndose valores entre 70-120% de recuperacion global frente a los
50-70% obtenidos por MSPD. Ademds, en el método QUEChERS mostré
unos valores de RSDs menores que en la aplicaciéon MSPD. No obstante, el
efecto matriz cuantificado por ambos métodos fue sensiblemente superior
por el método QUEChERS y en la mayoria de los casos siempre con un efecto
supresor, lo que evidencia la necesidad de utilizar este método siempre con

patrones calibrados en matriz.

En el caso de la aplicacidén de estas dos metodologias en el aceite de

oliva 2v7

, los resultados son opuestos a los encontrados en el caso de la
comparacion de ambos métodos en aceitunas, ya que dan lugar a efectos
de la matriz de menor impacto pero en casi todos los casos con efecto de
“enhancement” en lugar de supresion. Por otra parte, en general los

porcentajes de recuperacién son mayores por el método QUEChERS,

aunque los RSDs son menores en el MSPD.

Aunque todo parece indicar que el método QUEChERS es mas eficaz

para extraer la mayor parte de los pesticidas presentes en la muestra, no
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hay que olvidar que el método de eleccidon siempre ha de ser elegido en
funcién de la disponibilidad para realizar un método u otro en el laboratorio
asi como de los pesticidas que se desean determinar y la matriz que los
contiene. Cabe destacar, por lo tanto, que existen pesticidas tan
importantes como el Dimetoato, el Diuron o la TBA en los que no se
pudieron encontrar porcentajes de recuperacidon satisfactorios,
obteniéndose recuperaciones del orden de 143%, 54% o 123%
respectivamente, aplicando el método QUEChERS. Un resumen de estos
resultados puede verse en la Tabla 1.2.5. obtenida a partir de los trabajos
publicados por B. Gilber-Lopez et al. en 2010.

Tabla 1.2.5. Comparativa de los resultados obtenidos con dos procedimientos de analisis
de pesticidas (QUEChERS y MSPD) para la determinacidon de los pesticidas Dimetoato,

Diurony TBA (articulos publicados por Bienvenida Gilber-Lépez et al. en el afio 2010 26217),
MATRIZ DE ACEITUNAS MATRIZ ACEITE DE OLIVA
PESTICIDAS 2’)';13\'22'3; Efecto % Recuperacion Efecto % Recuperacion
Matriz 10ppb 100ppb  Matriz 10ppb 100ppb
(RSDs) (RSDs) (RSDs) (RSDs)
QUEChERS 55%  92(10) 92(4) 9% <loD 143 (6)
DIMETOATO
MSPD 40% 66 (12) 55(3) 5% <L0Q 146 (6)
DIURON QUEChERS 75% <lOD  105(4) 13%  54(10) 41 (5)
MSPD 67% 73 (8) 58(7) 14%  124(5)  121(4)
QUEChERS -54% 93 (2) 87(3) 14%  123(5)  107(2)
TBA
MSPD 7% 73(14) 54(8) 8% 91 (8) 96 (8)

1.2.2.5. Métodos alternativos de determinacion de pesticidas.

En los ultimos afios los métodos de analisis de pesticidas mas

generalizados han estado basados en la determinacion por técnicas
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cromatograéficas (GCy LC) asociada a varios tipos de detectores como MS,
IT o TOF o los cada vez menos utilizados FID, NPD o ECD. Sin embargo, estos
métodos emplean mucho tiempo en el trabajo preparativo previo de las
muestras asi como en la extraccidon con disolventes o la limpieza de los
extractos. Debido a ello, muchos autores han desarrollado nuevos
procedimientos para determinar pesticidas de forma rapida y sencilla en
diferentes matrices alimentarias. Entre ellas, destacan las técnicas
immunoquimicas del tipo ELISA, las cudles han sido recientemente
aplicadas al anélisis de pesticidas en aceitunas y en el aceite de oliva 2367239,
Dichas técnicas han comenzado a dar buenos resultados para
determinadas familias de pesticidas de modo que estan ganando

aceptaciéon como simples y rentables métodos de barrido o “screening”.

Para ello, realizan una extraccion previa empleando metanol (1:1 v/v
en el aceite de oliva) y a continuacién, realizan un procedimiento de clean
up por medio de congelacidn de los extractos a -80°C durante una hora. La
fase metandlica resultante es diluida (1:25) previamente a su ensayo EL/SA.
Los resultados encontrados son equiparables a los encontrados con otros
métodos de determinacidn de pesticidas basados en técnicas
cromatogréficas, logrando buenas determinaciones para residuos de
Atrazina 3% o Clorpirifos 238 y alcanzando recuperaciones entre 71-115%
para determinacién multiresiduo de pesticidas organofosforados en aceite

de oliva 2’ y triazinas en aceitunas 2%.
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1.3. Pesticidas objeto de estudio.

I.3. PESTICIDAS OBJETO DE ESTUDIO: AMITROL, CLORPIRIFOS,
DIFLUFENICAN, DIMETOATO, DIURON, FOSMET, OXYFLUORFEN Y
TERBUTILAZINA.

1.3.1. PESTICIDAS OBJETO DE ESTUDIO.

En la actualidad el nimero de pesticidas autorizados en el cultivo del
olivar es muy amplio, por lo que también lo es el numero de los que,
potencialmente, pueden aparecer en aceitunas y aceites. Entre ellos, han
sido objeto de estudio en esta tesis doctoral la determinacién de cinco
herbicidas como son el Amitrol, el Diuron, la Terbutilazina, el Oxyfluorfeny
el Diflufenican, asi como de tres insecticidas que son el Fosmet, Dimetoato
y Clorpirifos, debido a que su uso es habitual en el cultivo del olivo y
ademas, por la necesidad en la actualidad de una determinacién conjunta
de dichos plaguicidas. Una tabla resumen de las caracteristicas fisico-
guimicas mas relevantes de estos pesticidas puede verse resumida en la

Tabla 1.3.1.
1.3.1.1. AMITROL: AMINOTRIAZOL o (3-AMINO-1, 2, 4-TRIAZOLE).

N El Amitrol, también conocido como
“ﬁ aminotriazol, es un herbicida no selectivo, el
HoN—\ | . |
N~ NH  cual es ampliamente utilizado como sustituto
de otros herbicidas peligrosos como por
ejemplo, el Diuron. Un triazol es un compuesto quimico isomérico que

consta de un anillo aromdatico de 5 miembros que contiene 3 dtomos de
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nitrégeno en las posiciones 1, 2, 3 o bien en las posiciones 1, 2, 4 y dos
atomos de carbono, siendo su féormula molecular C2HsNs. Por lo tanto, el

Amitrol es un triazol cuya férmula es C2HaNa.

Este herbicida, aunque es potencialmente carcinogénico, tiene baja
toxicidad en mamiferos. Debido a su gran solubilidad en agua, puede
ocurrir que pase por lixiviacion al suelo, generando una contaminacién de

las aguas subterraneas.

Debido a su gran polaridad, y en muchos casos a su caracter idnico, la
cromatografia idnica es generalmente el método elegido para
determinarlo. La cromatografia de gases se usa generalmente para el
analisis de pesticidas volatiles, debido a su elevada resolucién y eficiente
identificacidon. No obstante, el Amitrol es térmicamente degradable por lo
gue no puede ser directamente analizado por GC-MS. Ademas, debido a su
gran caracter polar la separacién cromatografica por GC o LC es solo posible

tras derivatizacion.

Como este herbicida es muy soluble en muestras acuosas para su
determinacion se han desarrollado varios métodos HPLC en fase reversa
con derivatizacién pre-columna y detector UV o de fluorescencia, aunque
también han sido descritos métodos en fase normal o incluso

electroforesis capilar 128:240-247,

En el 1997 Garcia Sdnchez et al. ?*” propusieron un método répido de

determinacion del Amitrol (menos de 15 min), obteniendo porcentajes de
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recuperacion entre 90-118% y un LOD de 0,75ug-kg? a través de una
derivatizacién del herbicida con fluorescamina y empleando un sistema

HPLC con detector de fluorescencia.

Mas tarde, en el afio 2001 Bobeldijk et al. ?** con el fin de poder
alcanzar menores limites de deteccion (LOD), desarrollaron un nuevo
método de derivatizacion de los grupos amino del Amitrol en muestras de

agua obteniendo LOD de 0.025ug-kg™.

El método consistia en una extraccion en fase sélida on-line (SPE) y una
separacion RP-HPLC seguida de deteccién por fluorescencia o MS. El
mecanismo propuesto consiste en derivatizar el Amitrol con FMOC-C/ para
dar un derivado cuya masa molecular era de 306 g/mol. El método descrito
obtuvo recuperaciones para el agua potable del 95% (RSDs <9%) y del 75%
en aguas superficiales (RSDs <12%) en muestras fortificadas a 0.1 ug-kg™ de
Amitrol. Un resumen de las principales técnicas de extraccién y métodos

de determinacién del Amitrol pueden verse en la Tabla 1.3.2.

AMITROL FMoC-cl DERIVADO (Mw: 306)
{Mw: 85)
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Tabla 1.3.2. Principales métodos de determinacion del Amitrol descritos en la literatura.

MATRIZ EXTRACCION DERIVATIZACION ANALISIS LOD (ppb) ‘(’/:?';ch.) REF.

AGUA SPE (Extracciéon en fase  FMOC-CI rHPLC- 0,025 95 (<9) 241
sélida) MS/MS

AGUA Evaporacion e NO ECZ-UV 4,0 110 (<6) 242
inyeccion directa

AGUA Concentracion on-line NO EC-MS 1300 - 243
con adicién de férmico

AGUA NO NO nHPLC- 1,4-40 - 244

MS/MS

AGUA DE Las muestras fueron Pre-Columna HPLC 160,0 94-99.0 (<6) 245

GRIFO filtradas 0.45pm previa  con CNBF °

AGUA DE derivatizacion para 92-

ESTANQUE eliminar posibles 100,2(<4)

AGUA DERIO particulas en 98-
suspension. 103,0(<6)

AGUA DISCOS SDB-RPS © NO HPLC-EC© 30,0 99,4 (<12) 246

SUPERFICIAL

ACEITE DE Extraccion con hexano  NO rHPLC- 60,0 82-95 (<5) 128

OLIVA y mezcla ACN:agua al MS/MS

1% férmico

a CNBF: 4-cloro-3,5-dinitrobenzotrifluoruro; ? SDB-RPS: discos de membrana sulfonada en fase reversa de
poliestireno divinilbenceno; ¢HPLC-EC: HPLC con detector electroquimico (amperométrico).
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Tabla I.3.1. Resumen de las principales caracteristicas fisico-quimicas de los pesticidas objeto de estudio.

AMITROL DIFLUFENICAN DIURON TERBUTILAZINA

Férmula CoHsNa C19H11FsN20; CoH10C12N20 CoH16CINs
Peso Molecular 84.08 394.07 233.10 229.70
Presion de vapor (mm Hg) 225.01 (a 0°C) 32.00 2.90°10° 1.12'10%(a 25°C)
Solubilidad (g/L) 280 1175 0.0364 0.0085
Cte. Reparto (log Ko/w) -0.97 49 2.7 2.8
Vida Media en Agua (dias) 30 dias 45 mesaerscgﬁgs(l)c;s) Persiste):lttea(r::;:)e) 30-90 (suelo)
REFERENCIAS 64 248 248 249
OXYFLUORFEN DIMETOATO FOSMET CLORPIRIFOS

Férmula Ci15H11CIF3NO4 CH3NHCOCH,SPS(OCH3); C11H12NO4PS; CoH11CIsNO3PS
Peso Molecular 361.70 229.00 317.32 350.60

Presion de vapor (mm Hg)
Solubilidad (g/L)

Cte. Reparto (log Ko/w)
Vida Media en Agua (dias)
REFERENCIAS

2.48'107 (a 25°C)
0.000116
47

30-40 (suelo)
248,250

8.25°10°6 (a 25°C)
25
0.5-0.78

2-120 (suelo) u 8 (agua)
248,250,251

4.90°107 (a 25°C)
0.0244
2.78

4-20 (suelo)
248,250

2.03°10°5 (a 25°C)
0.0014
4.96

4 (agua) o 48 (suelos arenosos)
250,252
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1.3.1.2. CLORPIRIFOS U O, O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il

fosforotioato.

El Clorpirifos, O, O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il fosforotioato

(IUPAC) u O,0-dietil 0-(3,5,6-
Cl S
tricloro-2-piridinil) fosforotioato N \F'/
VAN
(CAS) es un insecticida ©l \ / 0 0—CH,—CH,

O_CHQ_CHg

organofosforado soélido blanco de o
apariencia cristalina y de aroma
fuerte. No es muy soluble en agua, de manera que generalmente se mezcla

con liquidos aceitosos antes de aplicarse a cosechas o a animales.

El Clorpirifos se ha usado ampliamente en viviendas y en agricultura
para controlar cucarachas, pulgas, y termitas, asi como en ciertos collares

de animales domésticos para controlar pulgas y garrapatas.

Su inhalacién o ingestidon puede producir gran variedad de efectos
sobre el sistema nervioso, incluyendo dolores de cabeza, visidon borrosa,
lagrimeo, excesiva salivacidn, secrecion nasal, mareo, confusion, debilidad
o temblores musculares, nauseas, diarrea y cambios bruscos en el latido del

corazon.

El efecto depende de la cantidad de Clorpirifos en el aire y de la
duracion de la exposicion, produciendo a altos niveles pérdida del

conocimiento (coma) o incluso, la muerte.
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No se sabe si el Clorpirifos produce cancer en seres humanos ya que
los estudios en animales no lo han demostrado y por ello la EPA lo ha

clasificado como posiblemente carcinogénico en seres humanos 2°3.

La Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) ha establecido limites
de tolerancia para el Clorpirifos en productos agricolas de 0.05 a 15ppm en

alimentos. Los principales trabajos de determinacion de este insecticida

pueden verse resumidos en la Tabla Ill.3.

Tabla 1.3.3. Principales técnicas de determinacién del Clorpirifos en diferentes matrices.

MATRIZ EXTRACCION/PURIFICACION  ANALISIS ~ LOD Z‘;?;C”PERACDN REF
(ppb) ¥

Aceitunas Eter petrdleo + Ultraturraxy ~ GC-TSD 0.50 96 (14) 108

GPC.
Aceite Oliva Extraccidon con hexanoy ACN  GC- 0.30 84-103 (4) 109
Virgen/Refinado + GPC. MS/MS
Bananas QUEChERS tampon citrato. GC-NPD 24.0 103-116 (<12) 79
Agua de Lavado  SPE (Extraccién en fase GC-TSD 0.001 84 (<7) 169
aceitunas sélida) Cigy diclorometano.
Aceite de Oliva Extraccidon con hexanoy ACN  GC- 0.30 89-101 (<4) 254

+ GPC. MS/MS
Aceite de Oliva Extracciéon con ACN saturado  GC-TSD 2.0 97 (<14) 182

en n-hexano + GPC.

GC- 0.2 105 (<11)
MS/MS

Zumo de MSPD (mezcla GC- 7.0 103 (<7) 229
manzana hexano:diclorometano) MS/MS
Rabano/ QUEChERS (método GC- 0.003 Rabano: 82-90 197
Repollo modificado con refrigeracion ~ MS/MS (<8)

de extractos)

Repollo: 82-92
(<6)
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Vino

Cerealesy
Piensos

Frutasy
Verduras

Frutasy
Verduras

Aceite Oliva

Arroz

Miel /
Zumos
Papillas de
frutas

Te Chino

Zumo manzaha

Carne de
Ternera

Agua

3 Procedimientos evaluados:

QUEChERS con o sin tampodn
citrato y sin clean up.

QUEChERS tampon citrato
optimizado.

QUEChERS tampon acetato y
sin tamponar.

QUEChERS y clean up sin Cys.

LLE con n-hexano y ACN + 2
clean up (ENVI Carb + Diol
SPE)

QUEChERS (clean up sin Czs)
y control de la T2 durante la
preparacion de la muestra.
SPME fiber a través del
mecanismo sol-gel

1. QUEChERS (tampdn
acetato)

2. Extraccion con EtOAC +
GPC.

LLE con ACN-EtOAc-hexano
+ GPCy SPE como clean up.
DLLME (dispersive liquid-
liguid microextraction).
ASE (accelerated solvent
extraction) con ACN + GPC.

SPE (columnas Oasis HLB).

GC-
MS/MS

GC-
MS/MS

LP-GC-
TOF-MS
(low P)

GC-MS

GC-NPD

GC-MS

GC-FPD
PTV-LP-
GC-HR-
TOF-MS
GC-MS

mGC-MS

GC-MS

LC-MS/MS

n.d.

n.d.

10.0

n.d.

2.40

0.003

0.005
0.004
2.5

<62

1.44

3.2

0.039

Tinto: 81 (4)
Blanco: 88 (2)
Rosado: 91 (7)
94 (<10)

92 (<9)

89-95 (<6)

84-107 (<13)

96-101 (<9)

105 (<7)
96 (<6)
1.84 (13)
2.104 (6)
64-83 (<14)

66-99 (<6)

75-83 (<15)

45-48 (<4)

255

256

257

258

250

259

260

261

262

263

264

265
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1.3.1.3. DIFLUFENICAN o N-(2,4-difluorofenil)-2-[3-(trifluorometil)fenoxi]

piridina-3-carboxiamida.

El Diflufenican es un herbicida pre-emergente que se utiliza en el
control de las malas hierbas. Su féormula quimica es CigH11FsN202 y su

nombre IUPAC es 2°,4 -difluoro-2-(a,a,a-trifluoro-m-toliloxy)nicotinanilida.

Este herbicida actia inhibiendo la sintesis de los F
carotenoides en las plantas causando decoloracién de F
las partes aéreas nuevas del tallo emergente. Tiene una
elevada persistencia en el suelo tras su aplicacién, ya M= C//O
gue es débilmente volatil y persiste en los 10 primeros
centimetros del suelo, por lo que pueden quedar sus
residuos en los alimentos cultivados. Aunque es posible
gue genere irritaciéon de las mucosas de ojos y nariz (no
de la piel), estudios en animales demostraron que el Diflufenican no es
mutagénico, carcinogénico o teratogénico y no presenta efectos en la

reproduccién, aunque es muy toéxico para los organismos acuaticos 266,

El LMR para el Diflufenican fue actualizado por el REGLAMENTO
(UE) N2 897/2012 DE LA COMISION de 1 de octubre de 2012 por el que se
modifican los anexos Il y Il del Reglamento (CE) n o 396/2005 & del
Parlamento Europeo y del Consejo, con respecto a los limites maximos de
residuos de Acibenzolar-S-metilo, Amisulbrom, Ciazofamida, Diflufenican,

Dimoxistrobina, Metoxifenocida y nicotina en determinados productos,
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entre ellos las aceitunas para elaboracién de aceite de oliva, donde ha sido

establecido un LMR de 0.2 mg-Kg'.

La técnica habitual de determinacidon del Diflufenican es la GC
utilizando diferentes detectores como el espectrémetro de masas con
analizador de triple cuadrupolo 109207255 o TOF 267, aunque este herbicida

presenta baja volatilidad.

En los ultimos afios, se han propuesto métodos para la determinacion
de Diflufenican basados en LC-MS 26826° dando mejores resultados que con
GC. No obstante, este herbicida no es compatible con el GCB en los
tratamientos de purificacién 2°°. Un resumen de las diferentes alternativas

para la determinacién de este herbicida puede verse en la Tabla 1.3.4.

164


file:///C:/F:/IFAPA/Tesis%20Maika/Revisión%20de%20Tesis/Downloads/pesticidas%20objeto%20de%20estudio.doc%23tabla2

1.3. Pesticidas objeto de estudio.

Tabla 1.3.4. Principales técnicas de determinacion del Diflufenican en diferentes matrices.

A A A 0,
MUESTRA EXTRACCION/PURIFICACION  ANALISIS LOD %REC. (RSDs) REF.
(ppb)
Aceite de Extraccidon con hexanoy ACN  GC- 0.100 84-109 (<5) 109
Oliva Virgeny  + GPC MS/MS
Refinado
Aceite de Extraccion con hexanoy ACN  GC- 0.100 94-108 (<4) 254
Oliva + GPC. MS/MS
Aceite de Extraccion con hexanoy ACN GC- - 90 (10) 184
Oliva + Florisil. MS/MS
Tomate QUEChERS (método citrato) GC- No 98-103 (<15) 207
MS/MS
Agua SPE (Extraccién en fase GC-TOF- 0.020  --—--—---- 267
solida) MS
Agua SPE (Extraccion en fase UPLC- 0.005 74 (<5.3) 268
solida) MS/MS
Frutasy QUEChERS (sin PSA en el UPLC- —m e 269
Verduras clean-up) TOF-MS
Vino 3 Procedimientos evaluados:  GC- No Tinto: 89 (4) 255
QUEChERS con o sintampon ~ MS/MS i 1903
citrato y sin clean up. anco: 90 (3)
Rosado: 97(3)
Matrices Agua: SPE LC- No Agua: 60 (4) 270
acuaticas - - MS/MS -
Sedimento y Musculo de Sedimento: 35
pescado: extraccion sélido- (25)
liquido con Ultraturrax y -
Musculo de
MgSO04
Pescado: 36 (21)
Leche Extraccion con ACN y Na,SO,  LC- 0.300 80-86 (<9) 271
+ ultrasonidos. Clean up con ~ MS/MS
SPE Cyg
Cerealesy QUEChERS tampon citrato GC- No 103 (10) 256
Piensos optimizado. MS/MS
Frutasy Extraccién con acetato de GC- No No 272
verduras etilo y dope con PSA y/o Cig MS/MS (Procedimiento

y GCB.

Semicuantitativo)
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1.3. Pesticidas objeto de estudio.

1.3.1.4. DIMETOATO o 2-dimetoxifosfinotioiltio-N-metilacetamida.

El Dimetoato, 2-dimetoxifosfinotioiltio-N-metilacetamida (IUPAC) o

0,0-dimetil S-[2-(metilamino)-2-oxoetil]

s\ O—CH,
fosforoditioato (CAS) es un insecticida 0 F‘/

Y 7N\
organofosforado sistémico y de contacto XC——CHz—S 0—CH,
ampliamente usado para matar acaros e CH:*_N\

H

insectos. Fue patentado y presentado en
1950 por American Cyanamid e al igual que otros organofosforados actua
desactivando la colinesterasa, una enzima esencial para la funcién del

sistema nervioso central.

El Dimetoato se utiliza contra una amplia gama de insectos, como los
saltamontes y moscas blancas en plantas ornamentales, alfalfa, manzanas,
maiz, algodon, uvas, limones, melones, naranjas, peras, nueces, girasol,
sorgo, soya, mandarinas, tabaco, tomate, sandia, trigo y otros vegetales.
Ademas, ha sido administrado también en animales para el control de los

moscardones.

En cuanto a su toxicidad, el Dimetoato es moderadamente tdxico por
ingestion, inhalacién y absorcion dérmica, ya que como todos los
organofosforados es facilmente absorbido por la piel. En general, los
organofosfatos se absorben facilmente a través de los pulmones por lo que
las personas con enfermedades respiratorias o personas con mal

funcionamiento del higado pueden estar en mayor riesgo de exposicion.
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Las altas temperaturas o la exposiciéon a la luz visible o ultravioleta pueden

aumentar su toxicidad.

La determinacidon del Dimetoato en diferentes matrices alimentarias
estd muy extendida, sobretodo empleando métodos de extraccién como el

QUEChERS y MSPD, y deteccion por GC-MS. (Tabla 1.3.5.).

Tabla 1.3.5. Principales técnicas de determinacién del Dimetoato en diferentes matrices.

MATRIZ EXTRACCION/PURIFICACION  ANALISIS LOD %REC. (RSDs) REF
(ppb)
Aceitunas Extraccion usando éter GC-TSD 1.25 114 (<11) 108
petréleo + Ultraturrax y GPC
como clean up.
Aceite de Extraccion con hexanoy ACN  GC- 0.3 93-100 (4) 109
Oliva Virgen + GPC MS/MS
y Refinado
Agua de SPE con Cigy diclorometano.  GC-TSD 0.001 74 (<4) 169
Lavado
aceitunas
Aceite de Extracciéon con ACN saturado  GC- 0.3 101-109 (<5) 254
Oliva en n-hexano + GPC. MS/MS
Aceite de Extracciéon con ACN saturado  GC-TSD 5.0 97 (11) 182
Oliva en n-hexano + GPC. GC- 10.0 102 (11)
MS/MS
Aceitunas y MSPD con aminopropil LC- 4.0 Aceitunas: 88- 186
Aceite de (extraccion L-L preliminar) y MS/MS 3.0 95(<8)
Oliva clean up con Florisil. Aceite: 83-
91(<9)
Zumo de MSPD (mezcla GC- 4.0 101.0(5.9) 229
manzana hexano:diclorometano) MS/MS
Fruta UA-MSPD (Ultrasonic GC-MS 20.5 70-90 (<12) 85

assisted matrix solid phase
dispersion) con Cg y AcEt.
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Rabano/ QUEChERS (método GC- 0.01 Rdbano: 80-93 197
Repollo modificado con refrigeracion ~ MS/MS (<8)
de extractos)
Repollo:  102-
110 (<6)
Te QUEChERS (tampon acetato UPLC- <5.0 62-88 (<15) 244
con refrigeracion de MS/MS
extractos)
Vino 3 Procedimientos evaluados:  GC- No Tinto: 73 (11) 255

QUEChERS con o sin tampon MS/MS

citrato y sin clean up. Blanco: 90 (14)

Rosado: 88 (17)

Cerealesy QUEChERS tampon citrato GC- No 105 (13) 256
Piensos optimizado. MS/MS
Aceite de Extraccion L-L con LC-TOF- 3.5 78-105 (<14) 273
Palma precipitacidn a baja MS
temperatura y MSPD.
Frutasy QUEChERS (clean up sin Cys). GC-MS n.d. 77-93 (<29) 258
Verduras
Aceite Oliva LLE con n-hexano y ACN +2 GC-NPD 1.5 92.2-101.0 250
clean up (ENVI Carb + Diol (<11)
SPE)
Arroz QUEChERS (clean up sin C1g)y  GC-MS 0.01 91-113 (<8) 259

control de la T2 durante la

preparacion de la muestra.
Miel/ SPME fiber a través del GC-FPD 0.7 74.4 (15) 260
Zumos mecanismo sol-gel 0.2 80.1(9.2)

1.3.1.5. DIURON o 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea.

La molécula de Diuron (CoH10C12N>0) "'30\ o c
- . N—A(
pertenece al grupo de herbicidas derivados /
) ) HiC HN cl
de la urea conocidos como fenilureas. Las
fenilureas se emplean mayormente en los cultivos de raices profundas,

perennes, en los que resultan muy fitotdxicas para otras plantas jévenes
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qgue se deben desarrollar a partir de semillas, que germinan en la zona

donde se realiza el tratamiento con el herbicida 274.

Tras su aplicacién, el Diuron se adsorbe en el suelo donde puede
perdurar hasta incluso once meses. Se lo considera tdxico para el ser
humano, ya que provoca irritacién en piel y mucosas al contacto directo. Es
un carcinégeno comprobado y tiene efectos contaminantes en el medio

ambiente.

El Diuron se emplea como herbicida pre-emergente en cultivos tales

como esparragos, citricos, algodon, y también en vinedos y olivos.

En la literatura se han descrito diversos métodos cromatograficos para
su determinacidon empleando diferentes sistemas de deteccidn. Asi, se han
propuesto métodos basados en cromatografia liquida con deteccidon UV 27>,

MS/MS 268,276,277' APC|/|V|S 278,279 y ES|/M5280_282.

También se han descrito métodos que emplean la cromatografia de
gases con detectores selectivos como el ECD 108169182 g o] de MS'®°, El
método de extraccion mas habitual en los ultimos afos ha sido el método

QUEChERS 144198,199,205,216,217,220 (yer resumen en Tabla 1.3.6.).
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Tabla 1.3.6. Diferentes métodos de determinacion del Diuron en diferentes matrices.

MATRIZ EXTRACCION/PURIFICACION  ANALISIS LOD %REC. (RSDs) REF.
(ppb)
Aceitunas  Extraccidn usando éter GC-ECD 2.5 117 (14) 108

petréleo + Ultraturrax y GPC
como clean up.

Aceite de Extraccién con hexanoy ACN  GC- 0.3 94-104 (4) 109
Oliva + GPC MS/MS
Virgeny
Refinado
Zumos QuEChERS tampdn acetato. UPLC- 1.5 79-91 (<19) 151
Frutas MS/MS
Agua de SPE (Extraccién en fase GC-ECD 0.002 102 (13) 169
Lavado sélida) Cygy diclorometano.
aceitunas
Aceite de Extraccién con hexanoy ACN  GC- 0.2 97-108(<4) 176
Oliva + GPC. MS/MS
Aceite de Extraccidon con ACN saturado  GC-ECD 10 116 (6) 182
Oliva en n-hexano + GPC. GC- 0.5 98 (7)
MS/MS
Aceite de Extraccién con hexanoy ACN  GC- No 102 (<8) 184
Oliva + Florisil. MS/MS
Agua SPE (Extraccién en fase UPLC- 0.007 93.7 (4) 268
sélida) MS/MS
Frutasy QUEChERS (sin PSA en el UPLC- —mm - 269
Verduras clean-up) TOF-MS
Leche Extraccién con ACN y Na,SO,  LC- 2.9 73-80 (<13) 271
+ ultrasonidos. Clean up con MS/MS
SPE Cys.
Vegetales  MSPD (Matrix Solid-Phase MSPD- 15 Vegetal: 78-81 275
de hoja Dispersion) y Electroforesis CE-ECD” (<8)
verdey Capilar. Arroz : 81-85
Arroz (<7)
Agua SPE (Extraccién en fase UPLC- 0.016  70.9-89.8 (<11) 276
sélida) columnas OASISHLB ~ MS/MS
(200mg).
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Limony Extraccién con MetOH:agua UPLC- No Limoén: 72-73 277
Pasas de 80:20 (v/v) + 0.1% férmico. MS/MS (<8)
Corinto
Agua SPE (Extraccién en fase LC-ESI- No PS2:124(2) 278
sélida) con tres tipos de MS o Cis: 131 (11)
columnas. ‘S OASIS: 115
°
PS2: 125 (2)
Cis: 133 (3)
Q2 OASIS: 107
= ()
Frutasy Extraccién Sélido-Liquido LC- 0.380  87-91 (<14) 279,280
Verduras con Acetato de Etilo + MS/MS
Polytron.
Zumo Extraccién por el sistema HF-  LC- 30 Cartén: 85-121 281
Naranja MMLLE (simultaneous MS/MS (11.3)
application of L-L 8 Carton Light: 79-
microextraction and 121
microporous membrane 29 Fresco: 75-120
SPE)

*Electrocheminumilescence detection.

1.3.1.6. FOSMET U O,0-dimetil S-ftalimidometil fosforoditioato

El Fosmet, O,0-dimetil S-ftalimidometil fosforoditioato (IUPAC) o N-
(dimetoxifosfinotioiltiometil)ftalimida es un insecticida organofosforado

derivado de ftalimida, no sistémico, 0—CH,

S
N
usado en plantas y animales. Se utiliza N—CH,—5~ 0—CH,
principalmente en los manzanos

0
aunque también se utiliza en una amplia gama de cultivos de frutas, plantas
ornamentales y vides para el control de afidos, chupadores, acaros y

moscas de la fruta.
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El Fosmet es un compuesto moderadamente téxico por ingestion y
altamente téxico por otras vias de exposiciéon. Tiene una toxicidad

moderadamente alta a través de la piel y una alta toxicidad por inhalacién.

Al igual que otros organofosforados es un inhibidor de la enzima
colinesterasa. Los sintomas de intoxicacién aguda por Fosmet incluyen
nauseas, vomitos, calambres abdominales y diarrea. La exposicidn aguda a
altas concentraciones puede resultar en espasmos musculares, pérdida de
coordinacidn muscular, confusién mental y somnolencia. El insecticida
también puede repercutir negativamente en la respiracion y la salivacion.
Los signos de intoxicacion aguda son rapidos, por lo general ocurren dentro
de los 30min después de la exposicidon. El compuesto parece ser mas toxico
en animales domésticos como vacas, ovejas y cabras que a los roedores.

Los valores de la DLsp para estos animales van desde 25 a 50 mg/kg.

Como ocurre en el caso del Dimetoato, la determinacién del Fosmet en
diferentes matrices alimentarias estd muy extendida, y podemos encontrar
innumerables trabajos de determinacidn de este plaguicida en la literatura,
aunque si bien es cierto, la mayoria de ellos en los ultimos afios se han
basado en extraccion con el método QUEChERS o por MSPD, y deteccidn

por GC-MS. (Tabla 1.3.7.).
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Tabla 1.3.7. Principales métodos de determinacion del Fosmet en diferentes matrices.

MATRIZ EXTRACCION/PURIFICACION  ANALISIS LOD %REC. (RSDs) REF
(ppb)
Aceite de Extraccidon con hexanoy ACN  GC-MS/MS  0.10 90-104 (<5) 109
Oliva + GPC
Virgeny
Refinado
Bananas QUEChERS tampon citrato. GC-NPD 62.0 70-85 (<12) 79
Aceite de Extraccidon con hexanoy ACN  GC-MS/MS  0.10 96-107 (4) 176
Oliva + GPC.
Aceitunas MSPD y clean up con Cigy GC-MS 60.0 73-85 (<9) 234
ACN.
Rabano/ QUEChERS (método GC-MS/MS  0.015 Rdbano: 88-90 197
Repollo modificado con refrigeracion (<11)
de extractos)
Repollo: 86-112
(<10)
Vino 3 Procedimientos evaluados:  GC-MS/MS  No Tinto: 86 (5) 255
QUEChERS con o sin tampon
citrato y sin clean up. Blanco: 89 (4)
Rosado: 90 (3)
Cerealesy  QUEChERS tampdn citrato GC-MS/MS  n.d. 95 (10) 256
Piensos optimizado.
Frutasy QUEChERS tampon acetatoy  LP-GC- 10-25 99 (<24) 257
Verduras sin tamponar TOF-MS
(low P)
Aceite LLE con n-hexano y ACN + 2 GC-NPD 13.1 94.2-96.0 (<11) 250
Oliva clean up (ENVI Carb + Diol
SPE)
Arroz QUEChERS (clean up sin Cis) GC-MS 0.015 84-112 (<7) 259
y control de la T2 durante la
preparacion de la muestra.
Papillasde 1. QUEChERS (tampdn PTV-LP-GC- 2.5 1.76 (17) 261
frutas acetato) HR-TOF- 2.94 (8)
2. Extraccion con EtOAC + MS
GPC.
Te Chino LLE con ACN-EtOAc-hexano GC-MS <57 90-122 (<14) 283

+ GPCy SPE como clean up.
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Zumo DLLME (dispersive L-L mGC-MS 1.34 63-101 (<6) 262
manzana microextraction).

Frutasy ELISA y extraccion a partirde  HPLC-UV 0.6 80-102 (<14) 263
Zumos de metanol.

frutas

Carne de ASE (accelerated solvent GC-MS 0.5 78-84 (<7) 264
Ternera extraction) con ACN + GPC.

Agua SPE (columnas Oasis HLB). LC-MS/MS  0.019 88-98 (<12) 265
Agua D-xSPE (con ionic liquid- UPLC-DAD  0.295 86-90 (<5) 284
Corriente modified silica). (A=223 nm)

1.3.1.7. OXYFLUORFEN o 2-chloro-a,a, a-trifluoro-p-tolyl 3-ethoxy-4-

nitrophenyl ether

El Oxifluorfen, 2-cloro-a, a, a -trifluoro-p-tolil 3-etoxi-4-nitrofenil eter

(IUPAC) o  2-cloro-1-(3-etoxi-4-nitrofenoxi)-4-(trifluorometil)benzeno

(CAS), es un herbicida selectivo de pre y post 0—CHCHy
emergencia temprana de aspecto sodlido EC \O,
cristalino que va de color blanco a anaranjado

al

o café rojizo.

Es moderadamente persistente en los sistemas terrestres, con un vida
media representativa de 30-40 dias. Se adsorbe en la mayoria de los suelos,
sobre todo en aquellos con altos contenidos de materia organica y arcilla.
En las plantas tratadas practicamente no se moviliza, no es metabolizado,
ni absorbido a través de las raices. Su toxicidad aguda no es significativa,

pero sus efectos crdnicos y subcrénicos pueden ser importantes para
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especies terrestres de pdjaros y mamiferos, al generar dafos en la

reproduccion y desarrollo (malformaciones).

Su mecanismo de accidén se basa en la inhibicién de la enzima
fotoporfirindgeno oxidasa que estd involucrada en la sintesis de la clorofila
en las plantas. Esta enzima también estd presente en los animales, donde
participa en la sintesis del grupo hemo, componente principal de la
hemoglobina. Por ello, el Oxifluorfen puede producir anemia y hemdlisis en
animales expuestos e incluso algunos estudios con animales de laboratorio

muestran que puede producir cdncer en el higado 8.

La determinaciéon del Oxyfluorfen en matrices alimentarias (Tabla
1.3.8.) se realiza habitualmente por GC acoplada a detectores de masas,
bien a partir de analizadores de cuadrupolo o bien por tiempo de vuelo. La
determinacion del Oxyfluorfen por LC-MS es menos frecuente debido a que
LODs alcanzados por este procedimiento son muy elevados en

comparacion con los obtenidos por otras técnicas como GC-MS.

Tabla 1.3.8. Principales técnicas de determinacién del Oxifluorfen en diferentes matrices.

MATRIZ EXTRACCION/ ANALISIS LoD %REC. (RSDs) REF.
PURIFICACION

Aceite de Extraccion con hexanoy  GC-MS/MS 0.7 96-99 (<4) 109

Oliva Virgen  ACN + GPC

y Refinado

Aceite de Extraccidon con hexanoy  GC-MS/MS 0.7 95-101 (<4) 176

Oliva ACN + GPC.

Aceite de Extraccion con hexanoy  GC-MS/MS n.d. 98 (<11) 184

Oliva ACN + Florisil.
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Zumo de
manzana

Rabano/
Repollo

Tomate

Frutasy
Verduras

Bebidas a
base de
frutas

Agua Rio

Frutasy
Verduras

Cebollas

Aceite Oliva

Pimienta/
Tomate

Arroz

Bananas

MSPD (mezcla
hexano:diclorometano)

QUEChERS (método
modificado con
refrigeracion de
extractos)

QUEChERS (método
citrato)

QUEChERS tampon
acetato y sin tamponar

HS-SPME (Headspace
Solid-Phase
MicroExtraction).

SPE con Carbograph-1y
diclorometano:metanol
(80:20) + férmico,

QUEChERS + clean up
sin Clg.

Pretratamiento para
inactivar la enzima
allinasa por microondas
+ Extraccion con ACN.
LLE con n-hexano y ACN
+ 2 clean up (ENVI Carb
+ Diol SPE)

Extraccidn con Acetona
y homogenizacion

QUEChERS (clean up sin
Cis) y control de la T2
durante la preparacion
de la muestra.

DLLME (dispersive
liquid-liquid
microextraction)
usando un liquido
idnico a T2 ambiente.

GC-MS/MS

GC-MS/MS

GC-MS/MS

LP-GC-TOF-
MS (low
pressure)

GC-MS

RP-HPLC-
DAD
LC-MS/MS

GC-MS

GC-MS/MS

GC-ECD

GC-NPD
(GC-MS
confirmation)

GC-MS

HPLC-DAD

5.0

<0.1

No

<10

0.001

0.032
0.017

n.d.

3.0

14

2.1-2.8

2.3
0.010

1.35

95.2 (7.7)

85-104 (<7)

93-106 (<6)

100-104 (<7)

101 (<13)

89 (<15)

96 (<5.5)
90 (< 10.5)

86.5 (<11)

89.8-96.7 (<6)

99.9-101.0
(<8.3)

75.8-88.1 (<5)

76.5 (<5)
84-98 (<6)

82-85 (<7)

229

197

207

257

286

287

258

288

250

289

259

290
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1.3.1.8. TERBUTILAZINA o 6-cloro-N-(1, 1-dimetiletil)-N’-etil-1, 3, 5-

triazina-2,4-diamina.

La Terbutilazina (TBA) es un herbicida T

Cla N |\|J—t|:—CH3
perteneciente a la familia de las cloro-triazinas, Y \H/ (|:H
MNa M 3
con férmula molecular de CoHi6CINs. Este \|/
.. , L , . T
herbicida actia como inhibidor de la fotosintesis H CH,—CH;

de las plantas, y debido a su modo de accidn puede ser utilizado en el
control de las malas hierbas como pre y post emergencia. Se trata de un
herbicida selectivo para diferentes cultivos tales como el olivo, el maiz,
sorgo, patatas, vifiedos, citricos o café y es particularmente efectivo contra

dicotileddneas anuales 22

Este herbicida puede dar lugar a irritacion de la piel y mucosas a bajas
dosis y obstruccidon del tracto respiratorio en altas, siendo por ello
importante su determinacién en los alimentos, a fin de prevenir riesgos

para la salud humana.

Actualmente existen muchos métodos para la determinacién de la TBA
en matrices alimentarias, asi como en aguas superficiales y subterraneas.
Como en los casos anteriores, los métodos de extraccion en los ultimos
anos han sido basados en el procedimiento QUEChERS con deteccién
cromatogréfica, aunque existen otras metodologias. En la Tabla IIl.9. se
puede ver un resumen de los procedimientos mds empleados en la

determinacion de la TBA en matrices alimentarias.
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Tabla 1.3.9. Resumen de las principales técnicas de determinacion de la TBA en diferentes matrices.

MATRIZ EXTRACCION/PURIFICACION ANALISIS LoD % REC. (RSDs) REF.
Frutas UA-MSPD (Ultrasonic assisted matrix solid phase dispersion) con GC-MS 38 75-126 (<7) 85
Csg y ACEL.
i i 109
Aceite de Oliva Extraccion con hexano y ACN + GPC GC-MS/MS 0.2 96-109 (5)
Virgen y Refinado
Zumos Frutas QUEChERS tampén acetato. UPLC-MS/MS 1.7 82-87 (<12) 151
169
Agu.a de Lavado SPE (Extraccion en fase sélida) Cig y diclorometano. GC-TSD 0.001 97 (<7)
aceitunas
Aceit! : 86-108
Aceitunas y Aceite  MISPD con aminopropil (extraccién L-L preliminar) y clean up con LC-MS/MS 0.4 (:f('))unas 186
de Oliva Florisil. 02 Aceite: 96-103 (<6)
Trigo. Pepino. Vi Trigo: LOD < 4.5; 77 (<15)
Tlr:]gtz €PINO, VINO - 1 ECERS tampdn acetato. UHPLC-MS/MS  Pepino:  LOD<4.2; 104 (<8) 199
’ Vino Tinto: LOD < 5; 93 (<4)
. " 268
Agua SPE (Extraccion en fase sélida) UPLC-MS/MS 0.006 99 (<3)
. . L. 176
Aceite de Oliva Extraccién con hexano y ACN + GPC. GC-MS/MS 0.2 97-106 (4)
L 0 276
Agua SPE (Extraccion en fase sélida) columnas OASIS HLB (200mg). UPLC-MS/MS 0.007 84 (<11)
. . . . 108
Aceitunas Extraccidn con éter petréleo + Ultraturrax y GPC como clean up. GC-TSD 0.5 96 (<10)
Aceite de Oli Extraccié ACN saturad h +GPC GC-TSD 20 97(9) 182
ceite de Oliva xtraccion con saturado en n-hexano .
GC-MS/MS 0.5 101 (5)
. . L . 184
Aceite de Oliva Extraccidon con hexano y ACN + Florisil. GC-MS/MS No 95 (<10)



Arroz

Leche
Paprika
Frutas y Verduras

Aceite de Palma

Bebidas a base de
frutas

Extraccion con ACN y clean up con SPE (Florisil).

Extraccidn por didlisis difasica con diclorometano y sin
purificacion.

QUEChAERS con separacion en hielo seco.
QUEChERS tampon acetato y sin tamponar
Extraccidn L-L con precipitacién a baja T2 y MSPD.

HS-SPME (Headspace Solid-Phase MicroExtraction).

HPLC-ESI hybrid
linear lonTrap
Orbitrap MS

GC-NPD

LC-MS/MS

LP-GC-TOF-MS
(low pressure)

LC-TOF-MS

GC-MS

6

10

20

<25

1.5

0.015

89-99 (<10)

88.7 (<1)
111-120
96 (9)
76-96 (<12)

113 (<12)

291

292

293

257

273

286
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Capitulo Il. Hipotesis, Objetivos, Metodologia y Plan de Trabajo.

Il.1. Hipotesis de Trabajo .

El mal empleo de los pesticidas puede dar lugar a un problema de
Seguridad tanto Ambiental como Alimentaria por lo que se hace necesario
un rapido reconocimiento del alcance de la contaminacion en las aceitunas
con el fin de evitar la transferencia de los pesticidas al producto final o

aceite de oliva.

El analisis de alimentos para la determinacion de contaminantes
organicos generalmente es un procedimiento complicado en el que estan

involucradas muchas etapas.

La exactitud y la precisiéon de los datos generados no dependen
solamente de los sistemas cromatograficos usados sino que ademas, estan
basadas en la concatenacidn de una serie de etapas previas que incluyen la
estrategia de muestreo, almacenamiento y pretratamiento de la muestra,
técnicas de extraccidn utilizadas, y a veces la limpieza (clean up) de los

extractos y/o preconcentracién de la muestra.

Con esta premisa fue elaborada nuestra hipdtesis de partida
fundamentada en que la posible contaminacion de las aceitunas es
principalmente de tipo superficial debido a un mal uso de los pesticidas o
al contacto del fruto con el suelo que previamente haya sido tratado con
los mismos. En base a esta hipdtesis, se plantea el objetivo de desarrollar
un método rapido de cribado o screening para determinar la presencia de

restos de pesticidas en aceitunas.
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11.2. Objetivos.

La investigacion que se recoge en la presente Tesis Doctoral ha tenido
como objetivo el desarrollo y validacidon de un nuevo método analitico
basado en la extraccidén y determinacién de pesticidas por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) para el
analisis cualitativo y cuantitativo de los pesticidas presentes en muestras

de aceitunas.

Dicho método se ha desarrollado a partir de un lavado superficial de
las aceitunas empleando diferentes tipos de disolventes organicos.
Gradualmente todas las variables que podrian influir en el proceso de
extraccion y determinacion fueron optimizadas, entre las que se pueden
citar: el estudio del tipo y volumen de disolvente orgdanico a utilizar, la
cantidad de disolvente necesario para extraer la mayor cantidad de
pesticidas en funcion de la cantidad de muestra utilizada, optimizacion de
los tiempos y velocidades de agitacidon que se precisan para la eficiente
extraccién de los pesticidas de la superficie, efecto de la purificacion de los
extractos antes y después de la fortificacion de las aceitunas, etc.

Asi pues, los objetivos mas relevantes a desarrollar del presente

trabajo son los siguientes:

+» Como objetivo principal el desarrollo una nueva metodologia analitica
rapida y sencilla para la determinacidon multiresiduo de los pesticidas

presentes en la superficie del fruto de la aceituna en su recepcién en
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la Almazara, basado en un Analisis Superficial por Extraccidn Liquida o

ASEL.

Otros objetivos especificos del trabajo fueron:

Y
L %4

7
L} 4

Comprobar la validez de otros procedimientos de determinacién para
el conjunto de pesticidas objeto de estudio, que son utilizados
habitualmente en los laboratorios de analisis de residuos como son el
método QUEChERS y el método utilizado por el Servicio Central de
Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de Cordoba que

emplea una adaptacion del método desarrollado por Aramendia et al

184

La validez del nuevo procedimiento de extraccion (ASEL) sera
comparada con las otras dos metodologias estudiadas a partir del

analisis completo del fruto, es decir, con previa molienda del mismo.

Evaluacion del efecto matriz en la determinacidon de los pesticidas en
los extractos y para ello, serdn analizados diferentes tipos de
procedimientos de purificacion o clean up, en los distintos
procedimientos de extraccién evaluados. Ademas, el analisis de la
composicién de los extractos que causa dicho efecto matriz, también
serd valorado. Asimismo, han sido especificadas alternativas para su
disminucién, evitando en lo posible un elevado coste de tiempo o

tratamiento de muestra.
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X/
L <4

Y
L %4

Y
L %4

La influencia del estado o nivel de maduracion de las aceitunas sobre
la determinacion de los pesticidas serd evaluada en dos de los

procedimientos de extraccion: QUEChERS y ASEL.

Ademas, se estudiara el efecto del lavado de las aceitunas en la

disminucion de la carga de pesticidas objeto de estudio.

La validacion del nuevo procedimiento sera evaluada a partir del
estudio comparativo de los rendimientos obtenidos en muestras
fortificadas por dicho procedimiento con los otros métodos de
extraccion, a partir de dos métodos de determinacién
cromatograficos: GC-MS y UPLC-MS/MS. La validacién de toda la
metodologia analitica desarrollada en la presente Tesis Doctoral se
fundamentard en la evaluacion de los parametros analiticos en base a
las recomendaciones publicadas por la UE establecidos por las guias

oficiales a través de la guia SANCO /12571/2013 %4

Finalmente, la metodologia desarrollada sera validada tras el analisis

de muestras reales obtenidas en almazaras de la provincia de Jaén.

I1.3. Metodologia y Plan de Trabajo.

La Metodologia y el Plan de Trabajo seguidos en la presente Tesis Doctoral

se detallan a continuacion:

1.

Seleccion de los pesticidas objeto de estudio. La seleccidn de pesticidas
objeto de este estudio ha sido realizada examinando las materias

activas mas frecuentemente empleadas como herbicida en el cultivo
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del olivo y los insecticidas que eventualmente se detectan en este tipo
de muestras, segln la informacién recibida del Laboratorio de
Produccidn y Sanidad Vegetal de Jaén y recogida en las Memorias del
Programa Nacional de Vigilancia de Residuos de productos
Fitosanitarios en Origen (Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural
y Marino). Dicha seleccidon estuvo formada por cinco herbicidas:
Amitrol, Diflufenican, Diuron, Terbutilazina y Oxyfluorfen, y tres
insecticidas, Dimetoato, Fosmet y Clorpirifos.

Revisiéon bibliografica de las metodologias existentes para la
determinacion de los compuestos a estudiar, prestando especial
atencién a aquéllas basadas en LC-MS/MS.

Optimizacion de las condiciones de MS perfundiendo patrones de
referencia de los pesticidas con el fin de establecer el ion precursor de
cada compuesto y sus correspondientes iones producto para asi poder
determinar las transiciones mas convenientes.

Optimizacion de la separacion cromatografica (UPLC) mediante
inyeccion de patrones. Eleccion de la fase movil y del gradiente
cromatografico que proporcionen adecuada retencién, resolucién y
forma de pico.

Estudio de las condiciones dptimas para la extraccion de los analitos de
las muestras de aceituna mediante Andlisis Superficial por Extraccion

Liquida o ASEL.
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10.

11.

12.

13.

Estudio del posible efecto matriz mediante el andlisis de patrones en
disolvente y extractos de muestras fortificadas al mismo nivel de
concentracion. Estudio de la composicion del extracto.

Estudio de la necesidad de una etapa de purificacion en los extractos
del nuevo método propuesto para paliar los efectos producidos por el
efecto matriz.

Estudio del efecto del lavado previo del fruto en la extraccion vy
determinacion de los pesticidas.

Estudio del efecto del estado de maduracion de las aceitunas en la
extraccion y determinacion de los pesticidas

Validacion de la metodologia desarrollada estudiando los parametros
indicados en las guias europeas SANCO: linealidad, especificidad,
exactitud y precision.

Aplicacién de la metodologia LC-MS/MS desarrollada al anélisis de
muestras reales.

Comparacién de la metodologia propuesta con otras técnicas de
extraccion y determinacidn de pesticidas usadas en la actualidad de
forma rutinaria.

Establecimiento de las principales conclusiones derivadas de las

investigaciones realizadas en esta tesis.
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CAPITULO Ili

INSTRUMENTOS, APARATOS,
MATERIALES Y REACTIVOS.
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lll.1. Reactivos y Materiales.
[11.1.1. Muestras de Aceitunas.

Los estudios llevados a cabo en la Presente Tesis Doctoral fueron
realizados a partir de muestras de aceitunas recogidas a lo largo de varias
campaiias, cuya procedencia varié en funcién del tipo de ensayo al que iban

a ser sometidas.

Asi, los ensayos de optimizacion y validacién del método propuesto
fueron realizados a partir de muestras de aceitunas obtenidas en la
Estacion de Olivicultura y Elaiotecnia IFAPA-Centro Venta del Llano
(Mengibar, Jaén, Espaia) a partir de aceitunas libres de pesticidas que

fueron recogidas directamente del arbol.

Por su parte, las aceitunas utilizadas para los ensayos de validez del
método a partir de muestras reales fueron suministradas por el Laboratorio
de Produccion y Sanidad Vegetal de Jaén, procedentes de sus actividades

habituales de control de residuos.
I11.1.2. Disolvente y Reactivos.

= Los disolventes utilizados durante la presente Tesis Doctoral tales
como Acetonitrilo (99.8%), Metanol (99.8%), y dcido férmico (pureza
~98%) fueron empleados en grado LC-MS. El Acetato de Etilo (99.8%)
fue de grado HPLC mientras que Ciclohexano (99.5%) lo fue en grado

GC. Todos ellos fueron adquiridos a Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).
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Por su parte, los disolventes n-Hexano y la Acetona fueron adquiridos

a Panreac (Barcelona, Espafia) en grado HPLC.

=D El agua “ultrapura” fue producida a través de un sistema de
purificacion Milli-Q Reference® (Millipore, Bedford, MA, USA). El
Purificador Milli-Q dispensa el agua a través de un filtro de membrana
de 0,22 um y es capaz de suministrar agua con una calidad y pureza
suficientes para la deteccion mediante Espectrometria de Masas sin

necesidad de una filtracion posterior.

= Los reactivos y materiales utilizados se detallan en la Tabla Ill.1.1. que

se muestra a continuacion:

Tabla lll.1.1. Materiales y Reactivos empleados en las etapas de purificacidn.

MegaBe-Fl 2g/12mL.

Florisil VARIAN Bondesil-FI-200pm.

Nacl Panreac Chimica SA 99.5% pureza.

MgSO, anh. Panreac Chimica SA AppliChem (98% pureza).

PSA SUPELCO SupelClean™ PSA Bonded Silica.
C-18 J.T.Baker Bakerbond Octadecyl C15_40um.
GCB SUPELCO SupelClean™ ENVI-Carb 120/400.

I11.1.3. Sustancias Patron.

Todos los patrones de pesticidas utilizados durante la presente Tesis
Doctoral fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) con una

pureza > 99%.
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Las disoluciones “stock” de cada uno de los patrones individuales
fueron preparadas pesando exactamente la cantidad de 25 mg de cada uno
de los compuestos y diluida con 50 mL de ACN. Posteriormente, estas
disoluciones fueron almacenadas en condiciones de oscuridad en el

congelador a -18°C.

Las disoluciones de trabajo multicomponente (1 mg-L') fueron
preparadas semanalmente con apropiadas diluciones a partir de las
disoluciones “stock” de los patrones individuales con ACN y almacenadas a
4°C. Estas disoluciones fueron utilizadas para preparar las
correspondientes curvas de calibraciéon. Al finalizar cada semana de trabajo

fueron desechadas y preparadas de nuevo.

Las disoluciones de fortificacion multicomponente de las aceitunas
fueron preparadas mezclando cantidades apropiadas de las disoluciones
“stock” con una mezcla ACN:Acetona (45:55) para obtener tres niveles de

concentracion de 2, 10y 25 mg-L2.
l11.1.4. Gases Empleados.

El gas nitrégeno utilizado para la desolvatacion de los iones por
espectrometria de masas fue obtenido a través de un generador Nitrogen

Zefiro 35 LC-MS que fue mantenido durante los analisis entre 6.9-7.2 bar.

El gas argén (UN 1006) utilizado para la rotura de las moléculas por LC-

MS y el gas Helio (UN 1046) usado como gas portador en el sistema de GC-
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MS, fueron adquiridos a través de la empresa de “Productos y Suministros

AbelloLinde, Gases Industriales Espafia”.

I11.2. Instrumentos y Aparatos.

[11.2.1. Equipo de Extraccién Vibromatic®.

Para extraer los pesticidas de las muestras de aceituna se utilizé un
agitador-vibrador automatico de movimiento oscilante Vibromatic, Selecta
(Barcelona, Espafia). Este aparato presenta una velocidad de oscilacién

variable entre 100 y 990 oscilaciones por minuto (opm).

111.2.2. “Kit” de Filtracion a Vacio.

Las muestras reales una vez sometidas al proceso de analisis superficial
por extraccion liquida (ASEL) fueron filtradas a través de un sistema de
filtracion a vacio empleando filtros de 47mm de diametro (Whatman
GF/A/180-047) a fin de eliminar los restos de sdlidos procedentes de la

superficie de las aceitunas.

[11.2.3. Equipo de molturacién de aceituna.

Para la molienda del fruto se empled un molino de martillos de
laboratorio con criba de 5 mm modelo MM-100 (MC2 Ingenieria y Sistemas

SL, Sevilla, Espafia).
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[11.2.4. Aparatos de homogenizacion.

e Para la extraccion y homogenizacidén de las muestras de aceitunas
reales previamente molturadas con el ACN se utilizé un agitador-
homogeneizador dispersador UltraTurrax® T-50 (lka, Staufen,
Alemania).

e Un mezclador Vortex de alta velocidad Heidolph Reax Top
(Nuremberg, Alemania) se utilizé6 para mezclar-homogenizar los

viales antes del analisis cromatografico.

[11.2.5. Equipo de centrifugacién.

Una centrifuga Selecta Medifriger BL-S (Barcelona, Espafia) con
temperatura regulable de 0-30 °C fue utilizada tanto en la etapa de
extraccion como en la de purificacién de los extractos en el método
QUEChERS. La velocidad empleada fue de 4600rpm durante no menos

de 2 min.

l11.3. Sistema Cromatografico UPLC-MS.

=) Cromatografia de liquidos.

La separacién cromatografica de los pesticidas se realizé en un sistema
Waters ACQUITY UPLC (Waters, Manchester, Reino Unido) compuesto de
tres médulos, Binary Solvent Manager (compuesto de cuatro bombas que
permite las mezclas binarias de los disolventes), Sample Manager (un

compartimento de alojamiento y acondicionamiento de la muestra) y
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Acquity UPLC Column heater (compartimento donde se aloja la columna

dotado con un sistema de calentamiento de la misma).
= Espectrometria de masas.

La deteccidn se realizé usando un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo en tandem Acquity TQD (Waters, Manchester, Reino Unido),
equipado con interfaz de ionizacion por electrospray (ESI) y operando en
modo de iones positivos. La fuente de iones se mantuvo a 150 °C con un
voltaje capilar de 1,0 kV. El nitrégeno fue empleado tanto para la
desolvatacion de los iones como para el gas de cono a 650 °C y 50 L-h?,
respectivamente. El modo de adquisicién de datos fue de monitorizacion
de reaccion multiple (MRM) empleando como gas de colisién el argén a una

presién de 3,5 x 10 mbar.

Las condiciones de MRM se optimizaron para cada pesticida
perfundiendo cada uno de los patrones individuales de pesticidas a una
concentracion comprendida entre 2-10 mg-L. Finalmente, la adquisicién y
el procesamiento de datos se realizaron con el programa MassLynx 4.1 y

Quanlynx (Waters, Manchester, Reino Unido).
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. >

Figura lll.1. Sistema cromatografico UPLC-MS/MS (Waters Acquity, Reino Unido).

111.4. Sistema Cromatografico GC-MS.

El equipo utilizado para la determinacién de los pesticidas a través de
GC-MS fue un VARIAN SATURNO 2000, el cual estaba equipado con un
inyector PTV para columnas capilares y acoplado a un espectrometro de
masas con Trampa de lones. Dicho cromatégrafo trabajaba con columna
capilar TRB-5MS de 30 m, 0,32 mm de diametro interno y 0,25 um de
espesor (Teknokroma, Barcelona, Espafia) empleando He como gas

portador.
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Figura II1.2. Sistema cromatografico de GC-MS (Varian 2000).
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CAPITULO IV

DETERMINACION DE PESTICIDAS MEDIANTE
UPLC-MS/MS: Optimizacion de las condiciones
para la separacion y determinacion
cromatografica de los pesticidas, identificacion y

cuantificacion.
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IV.1. ESTUDIO DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA LA
SEPARACION DE LOS ANALITOS.

La separacion cromatografica se realizd usando una columna de
separacion de analitos Waters Acquity UPLC BEH C18 (2,1 mm x 100 mm)
formada por particulas de 1,7 um (Milford, MA, EE.UU.), la cual puede
soportar presiones de hasta 15000 psi. Esta columna ademds, cuenta con
dos pares de filtros y un prefiltro, para evitar la colmatacién de la misma
por la inyeccion repetida de muestras. Durante la separacion
cromatogréfica la columna fue mantenida a 40 °C, con una velocidad de
flujo de la fase mévil de 0,25 mL-minl. Ambas condiciones fueron

optimizadas previamente siendo éstas las que mejor separacién ofrecian.

La fase movil utilizada para la correcta separacion estaba formada por
agua (A) y metanol (B), ambos con 0,1% de acido féormico. El gradiente de
elucion empleado comenzé con un 10% de B que fue linealmente
aumentado hasta alcanzar un 90% en 2 min. La composicion de la mezcla
se mantuvo con 90% de B durante 2 min antes de volver a las condiciones
iniciales de 10% de B, seguido por re-equilibrado durante 1 min, generando
un ciclo total de 5 min. El volumen de inyeccién para cada muestra fue de
10 pL en modo "full loop" y la temperatura de la muestra se mantuvo a

10°C.

Dos mezclas disolventes de lavado fueron empleadas entre muestras
para el lavado de la aguja y del circuito entre muestras. Los lavados

consistieron primero en un primer lavado introduciendo una mezcla de
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agua/ACN (50:50) seguido de un lavado suave con una mezcla agua: MetOH
con proporciones 90:10 (para que la composicién fuera idéntica a la de la
fase movil inicial) empleando en cada uno de ellos 300 y 600 uL,
respectivamente. La composicion de la fase mévil empleada durante la

separacion cromatografica puede verse resumida en la Tabla IV.1.1.

Tabla IV.1.1. Condiciones finales de la fase movil.

TIEMPO (min) FLUJO (mL/min) %A %B
0,00 0,25 90 10
1,00 0,25 90 10
3,00 0,25 10 90
4,00 0,25 10 90
4,01 0,25 90 10
5,00 0,25 90 10

IV.2. ESTUDIO DE LAS CONDICIONES PARA LA DETECCION DE LOS
ANALITOS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Con el fin de establecer las mejores condiciones de identificacion de
los pesticidas se realizaron una serie de experimentos preliminares para

obtener una buena identificacion de todos ellos a nivel de trazas.

La deteccion de los pesticidas fue realizada empleando el citado
espectrometro de masas Acquity TQD-MS (Waters, Manchester, Reino
Unido), equipado con una interfase de ionizaciéon por electrospray (Z-spray)
y de funcionamiento en modo de iones positivos (ESI+). La fuente de iones

se mantuvo a 150°C con un voltaje capilar de 1,0 kV. El gas nitrégeno fue
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empleado para la desolvatacion de los iones, empleando un caudal de 50

L-h"* y una temperatura de 650 °C.

El gas argén fue empleado para la rotura de las moléculas a una presion
de 3,5 x 103 mbar y el modo de adquisicion empleado fue de
monitorizacion de reaccién multiple (MRM). Las condiciones de MRM
fueron optimizadas para cada pesticida a través de la perfusidon de las

disoluciones patréon de cada uno de los pesticidas en ACN por separado.

La optimizacién de las condiciones del MS para la determinacién de los
pesticidas seleccionados se llevd a cabo mediante el estudio de los
espectros en “full scan” y MS/MS obtenidos para cada compuesto. En
primer lugar, se realizaron ensayos perfundiendo directamente entre 7-10
uL de las disoluciones patrén de cada uno de los pesticidas en ACN a una
concentracion de 4 pg-mL* en el MS sin aplicar ninguna energia de colision,
con el fin de optimizar el voltaje de cono necesario para maximizar la sefial
de cada analito. Para ello, diferentes voltajes de cono fueron estudiados en

el rango entre 5,0-60,0 V.

Tras la optimizacion del voltaje de cono, se llené la célula de colisidon
con argoén, y se procedid a optimizar la energia de colisién de forma que se

obtuviera la maxima sefal correspondiente a los fragmentos generados.

Finalmente, la optimizacién del “Dwell Time” fue llevada a cabo para

cada uno de los pesticidas en estudio en el rango de 5 hasta 200 ms.
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Con el propdsito de aumentar la selectividad de los métodos
desarrollados se utilizaron dos transiciones por cada analito. La transiciéon
mas sensible fue utilizada como transicion de cuantificacidn, mientras que

la menos sensible se utilizd con fines confirmatorios.

De esta manera, una muestra sdlo fue considerada positiva si los
cromatogramas para las dos transiciones de un mismo compuesto
presentaban un pico correspondiente al mismo tiempo de retencién para
una concentracion dada y evidenciando ademas que la relacién entre los
iones (lon Ratio) fuera constante tanto para los patrones como mas
adelante, para las muestras. Este hecho minimizé la aparicién de falsos

positivos aumentando la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Para la determinacién en muestras reales fue aplicado un MRM
(multiple reaction monitoring), ya que es el modo mas sensible de
deteccion con triples cuadrupolos y en los que cada compuesto tendra una
transicién a seguir, entendiendo como transicién la combinacion de ién
padre (idn precursor o de cuantificacion, Q) e ién hijo (idn de confirmacion,
g). Las condiciones seguidas por el MS en este estudio quedan reflejadas

en la Tabla IV.2.1.

204



Tabla IV.2.1. Condiciones establecidas en el MS para cada una de las dos transiciones necesarias para la identificacidon inequivoca de cada
pesticida.

12 Transicion (Cuantificacidn) 22 Transicidn (Confirmacion)

Masa Voltaje p - lon Dwell
PLAGUICIDAS de Cono lon lon Energia de lon lon Energiade  p.tio Time R lonizacion

Molar V) Precursor  Producto Colision  Precursor  Producto Colisién (Q/q) (ms) (min)

(m/z) (m/z) (eV) (m/z) (m/z) (eV)

DIFLUFENICAN 394,07 48 395,22 266,20 44,00 395,22 246,20 44,00 1,29 20 3,65 ESI +
CLORPIRIFOS 348,93 33 350,03 198,25 23,00 350,03 107,00 56,00 0,62 20 3,94 ESI +
FOSMET 317,00 25 318,04 160,10 16,00 318,04 133,20 52,00 25,00 20 3,36 ESI +
DIURON 232,02 40 233,05 72,20 31,00 233,05 160,00 33,00 28,00 15 3,36 ESI +

TERBUTILAZINA 229,11 35 230,22 174,10 20,00 230,22 96,20 33,00 6,01 20 3,43 ESI +
DIMETOATO 229,00 25 230,00 199,00 25,00 230,00 125,10 24,00 1,41 50 3,01 ESI +
AMITROL 84,04 45 85,06 43,30 16,00 85,06 57,30 14,00 0,51 50 0,99 ESI +
OXIFLUORFEN 361,70 33 362,00 316,00 10,00 362,00 237,50 20,00 15,85 20 3,78 ESI +
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IV.3. OPTIMIZACION DEL DWELL TIME.

El “dwell time” para cada uno de los pesticidas en estudio fue
optimizado de forma independiente. Este parametro representa el tiempo
gue el analizador va a estar adquiriendo un determinado ion, lo que influye
en la sensibilidad de la determinacién y depende del nimero de iones que

el equipo monitorice de manera simultdnea.

La influencia del dwell time en la sefial de pico de cada compuesto fue
evaluada entre 5 s y 200 ms, encontrandose que para cada pesticidas existia
un valor de éste que maximizaba la sensibilidad y mejoraba la forma de pico

en cada uno de los compuestos.

Para realizar este estudio se emplearon disoluciones patron de
pesticidas en ACN a tres concentraciones diferentes de 10, 50 y 100 pg-L*
qgue fueron inyectados en el sistema LC-MS manteniendo constantes las
condiciones cromatograficas dptimas establecidas pero variando el valor del
Dwell Time. Finalmente, para cada uno de los pesticidas en estudio fue
seleccionado un valor que maximizara la sensibilidad y mejorase la forma del
pico. Asi, se estimé como valor éptimo de Dwell Time 50 ms para Dimetoato
y Amitrol, 15 ms para Diuron y 20 ms para el resto de pesticidas. Los

resultados pueden verse graficamente en la Figura IV.1.1.
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Figura IV.1.1. Optimizacion del Dwell Time a partir de tres concentraciones diferentes de
pesticidas en ACN. Los resultados corresponden a la media de 5 repeticiones por
concentracion y tiempo.
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CAPITULO V

Determinacion de pesticidas en aceitunas
mediante analisis superficial por extraccion

liquida (ASEL).
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Capitulo V.1. Fortificacion de las aceitunas.

V. DETERMINACION DE PESTICIDAS EN ACEITUNAS MEDIANTE ASEL.

Todos los pesticidas cuantificados en los ensayos realizados en el presente
capitulo fueron interpolados en sus respectivas rectas de calibrado en
matriz e inyectados en el UPLC-MS/MS con un volumen de inyeccion de 10

UL y bajo las condicions especificadas en las Tabla IV.1. y IV.2.
V.1. METODOS DE FORTIFICACION.

Dos métodos de fortificacién de las aceitunas fueron desarrollados, el

método en monocapa y en multicapa.

V.1.1. Método de fortificacion monocapa.

V.1.1.1. Parte Experimental.

Para la realizacion de este tipo de fortificacidon fueron seleccionadas
aceitunas recogidas directamente del arbol y posteriormente, fueron
divididas en tres grupos de fortificacidon hasta alcanzar tres concentraciones

finales de 500, 200 y 100 pg-kg™®.

El procedimiento para la fortificacion de las aceitunas consistié en
pulverizar sobre una “monocapa” de aceitunas la mezcla de los plaguicidas
correspondiente al nivel de concentracion deseado. Asi, sobre una
monocapa de 1 kg de aceitunas fueron dispuestas superficialmente sobre
una lamina donde se asperjaron 50 mL de una disolucion de pesticidas

disueltos en ACN a 2, 4 y 10 mg-L}, para obtener tres muestras finales de
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1kg de aceitunas a concentracién de 100, 200 y 500 pg-kg?,

respectivamente.

Una vez fortificadas las aceitunas se expusieron al aire durante un total
de 12h para evaporar los posibles restos de disolvente y posteriormente,

fueron congeladas a -18°C hasta su analisis.
V.1.1.2. Resultados y Discusion.

A fin de comprobar si tras la aplicaciéon del método en monocapa la
fortificacidn de las aceitunas habia sido la deseada, se tomaron muestras
de los tres niveles de concentracién aplicados y se evalué su contenido en
la Unidad de Espectrometria de Masas de Servicio Central de Apoyo a la
Investigacion (SCAl) de la Universidad de Coérdoba. Los resultados
encontrados mostraron que los niveles alcanzados por este tipo de
fortificaciéon no eran satisfactorios y los resultados fueron del orden del
50% menos de la cantidad introducida. Ademas, los resultados no fueron
reproducibles, de modo que para los analisis de validacién se realizé otro

tipo de fortificacion, en este caso en multicapa.
V.1.2. Método de fortificacion multicapa.
V.1.2.1. Parte Experimental.

Para realizar la fortificacion multicapa, fueron incluidas en un
recipiente de pequefio tamafio (25 cm de diametro) 0,5 kg de aceitunas,

con el fin de que las aceitunas fueran divididas en al menos dos o tres capas.
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A continuacién, 0,5 mL de solucion de fortificacion con la mezcla de
pesticidas fue pulverizada sobre la primera capa hasta que practicamente

fue evaporado el disolvente.

Las aceitunas se mezclaron con el fin de alcanzar una distribucién
aleatoria y, a continuacion, fueron pulverizadas de nuevo. Este proceso se
repitid hasta que todas las aceitunas estuvieran perfectamente rociadas
con la disolucidn de pesticidas usando un volumen total final de 5,0 mL por
lo que, aproximadamente por nivel de concentracién tuvieron lugar 10

pulverizaciones por recipiente.

Este proceso de fortificaciéon se llevd a cabo a los niveles de
concentracion 20, 100 y 250 ug-kg?l, y para ello se parti6 de tres
disoluciones patron de mezcla de pesticidas a 2, 10 y 25 mg-lL?,

respectivamente.

Inicialmente, la acetona fue usada como disolvente debido a su alta
volatilidad. Sin embargo, en la practica se observé que dicha volatilidad era
excesiva, dificultando el mojado de la superficie a fortificar. Por esta razén,
la solucidn de adicidn se preparé mezclando ACN: acetona (45:55, v/v) para
garantizar una correcta adherencia al mismo tiempo que se consigue una

rapida evaporacién del disolvente.

Una vez fortificadas las aceitunas se expusieron al aire durante un total
de 12h para evaporar los posibles restos de disolvente y posteriormente,

fueron congeladas a -18°C hasta su analisis.
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V.1.2.2. Resultados.

Para comprobar la validez del método de fortificacion se tomaron
muestras de los tres niveles de concentracidén aplicados y se evalué
nuevamente su contenido en pesticidas en el SCAI de la Universidad de
Cérdoba. Los resultados obtenidos mostraron que el procedimiento en
multicapa  ofrecia  resultados de recuperacion  satisfactorios,
encontrandose valores de RSDs < 20% en todos los pesticidas estudiados.
Los valores de recuperacion obtenidos para cada pesticida pueden verse en
la Tabla V.1.

Tabla V.1. Recuperaciones medias (n=5) obtenidas a través del analisis de muestras de

aceitunas fortificadas en multicapa a tres niveles de concentracién de 20, 100 y 250 pg-kg’
! por GC-MS.

(ug-kg') DIURON DIFLUFENICAN OXYFLUORFEN DIMETOATO FOSMET TBA

20 80 (12) 100 (15) 100 (17) 110 (14) 102 (18)  80(10)
100 90 (10) 85 (10) 105 (14) 105 (12) 105 (15)  80(9)
250 95 (9) 83 (14) 95 (10) 85 (18) 118 (12)  80(5)

A la vista de los resultados encontrados se aceptd como valido este
método de fortificacidon superficial de las aceitunas. Los pesticidas Amitrol
y Clorpirifos no se incluyeron en este andlisis, puesto que fueron

introducidos en etapas posteriores del procedimiento.

Una vez comprobada la validez del método en multicapa se adoptd
este sistema de fortificacion para realizar el resto de ensayos y estudios

llevados a cabo en la presente Memoria.
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V.2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION.

Los ensayos de optimizacion fueron realizados de forma univariante,
es decir, para cada variable en estudio se ensayaron diferentes valores pero

manteniendo constantes el resto de variables de optimizacidn.

Todas las variables fueron estudiadas a partir de muestras de aceitunas

que fueron previamente fortificadas en multicapa a nivel de 100 pg-kg™.
V.2.1. Seleccién del disolvente de extraccidn.

La primera de las variables a optimizar fue el disolvente organico de
extraccion, es decir, la eleccion del disolvente que pudiera extraer la mayor
cantidad de los pesticidas presentes en la superficie de las aceitunas. Dado
gue uno de los objetivos del nuevo método de extraccidn es la disminucion
en el nUmero de etapas analiticas, a fin de evitar el uso de disolventes muy
apolares que debieran evaporarse antes de incorporarse al equipo de
UPLC-MS/MS, se seleccionaron como disolventes de extraccidn disolventes
organicos de polaridad intermedia. Asi, fueron objeto de estudio 4
disolventes o mezclas de disolventes de extracciéon: MetOH, ACN, mezcla

ACN:MetOH (20:80) y mezcla Agua:MetOH (1:3).

El acetonitrilo (ACN) fue seleccionado por ser el disolvente de
extraccion mas comunmente utilizado en la extraccidon de residuos de
pesticidas en todo tipo de matrices y en diferentes métodos como el

método QUEChERS 16,
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El metanol (MetOH) fue elegido por ser el disolvente de la fase moévil
con el fin de mejorar la calidad de la determinaciéon cromatograéfica, y
ademds, porque al ser de polaridad similar al ACN podria tener

caracteristicas similares de extraccion.

Las mezclas agua:metanol y ACN:MetOH fueron seleccionadas con el
fin de variar la polaridad del extractante, sin llegar a limites en los que
también se extrajesen grasas o ceras, dado que existen diferencias de
polaridades entre los pesticidas seleccionados y por lo tanto, se pretendia

escoger el extractante que mayores rendimientos generase.
V.2.1.1. Parte Experimental.

Las pruebas iniciales fueron realizadas empleando 30 g de aceitunas
previamente dopadas en multicapa que fueron tratadas con 30 mL de cada
uno de los extractantes en estudio, es decir, se mantuvo inicialmente una

relacion 1:1 (p/v).

La extraccién se realizd con una agitacion manual durante de 5 min.
Ademas, cabe mencionar que los extractos no sufrieron etapas posteriores

de purificacién.

Para la determinacion de la cantidad de matriz extraida se tomé una
alicuota del extracto y se llevd a sequedad en un evaporador rotatorio a
vacio. Por diferencia de peso se calculo la cantidad absoluta de extracto

contenida en la citada alicuota.
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V.2.1.2. Resultados.

Como primer aspecto a considerar, con el fin de seleccionar el mejor
disolvente que proporcionase al mismo tiempo una buena extraccion y
unos extractos mas limpios a fin de reducir o eliminar etapas posteriores
de purificacidn, se estudié la cantidad de matriz extraida por cada uno de
los extractantes. La cantidad absoluta de extracto obtenido por cada
disolvente fue medida en peso, encontrandose valores muy diferentes para

los cuatro extractantes. Los resultados se muestran en la Tabla V.2.1.

Tabla V.2.1. Cantidad de matriz absoluta extraida empleando diferentes disolventes de
extraccion, expresada en mg-g* de aceituna procesada.

CANTIDAD DE MATRIZ ( mg-g™*)

EXTRACTANTE
MEDIA (n=6) +SD RSDs
100% Acetonitrilo (ACN) 2,47 0,19 8%
100% Metanol (MetOH) 13,20 3,96 30%
20% MetOH + 80% ACN 4,55 1,63 36%
Agua:MetOH (1:3) 4,59 0,53 12%

Los resultados mostraron que el MetOH extraia mayor cantidad de
matriz (13,20 mg) en comparacion con los aproximadamente 4,6 mg que
extrajeron las mezclas de disolventes por cada 1 g de aceitunas o los 2,5 mg

obtenidos por el ACN.

El segundo aspecto a considerar fue el porcentaje de recuperacion
obtenido con cada extractante. Como se ha indicado anteriormente, las

muestras empleadas en este ensayo estaban fortificadas a un nivel de 100

217



Capitulo V.2. Seleccion del Disolvente de Extraccion.

ng-kg?. Los resultados medios de cuatro de los pesticidas en estudio

correspondientes se muestran en la Tabla V.2.2.

Las recuperaciones medias obtenidas mostraron que el mejor
extractante variaba en funcion de la naturaleza quimica del pesticida. No
obstante, la mayoria de los pesticidas fueron mejor extraidos con el ACN.
Sin embargo, bajos idénticas condiciones los extractantes con MetOH
dieron en algunos casos valores de recuperacién muy por encima del valor
de fortificacion. Ademas, la dispersidon de resultados que mostraron los
extractos obtenidos con MetOH fue superior al 20%. Finalmente, en el caso
de la mezcla agua:MetOH (1:3) las recuperaciones no alcanzaron mas del
30%.

Tabla V.2.2. Recuperaciones medias para muestras dopadas a 100 pg-kg? (n=5) usando
diferentes disolventes de extracciéon empleando 5 min de agitacion manual.

100% ACN 100% MetOH Agua:MetOH 1:3  MetOH:ACN 20:80

Pesticidas Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Diflufenican 84 17 156 27 29 5 161 34
Fosmet 76 19 81 21 19 11 136 25
Diuron 62 14 58 24 25 3 67 27
TBA 71 9 147 19 27 8 129 22
Dimetoato 41 8 41 8 21 11 33 28
Amitrol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

*. El Amitrol no fue detectado en el presente ensayo.

En base a lo anteriormente expuesto se selecciondé el ACN como
disolvente de extraccidn, ya que bajo las condiciones ensayadas extrajo de
forma mas eficiente la mayor parte de los pesticidas, con un extracto

mucho mas limpio que el resto de extractantes ensayados, por lo que a
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priori sus resultados estarian menos afectados de posibles interferencias
de la matriz, con el objeto de poder evitar posteriores etapas de

purificacidn en el proceso analitico.
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V.2.2. Optimizacidon de la Relacion Peso de muestra/ Volumen Extractante
V.2.2.1. Parte Experimental.

Una vez seleccionado como disolvente de extraccion el ACN se evalud
la relaciéon entre la cantidad de muestra y el volumen de extractante que
maximizase las recuperaciones de los pesticidas en estudio. Para ello, se
estudiaron tres posibles relaciones volumen de extractante/peso de
aceituna utilizados. Las relaciones ensayadas fueron 1:1, 1:3 y 1.5, para las
cudles se mantuvo un peso constante de 30g de aceituna y se varié el
volumen de ACN hasta alcanzar la relacién adecuada. Las extracciones

fueron realizadas durante 5 min con agitacion manual.
V.2.2.2. Resultados.

Los resultados mostraron que en el caso de algunos analitos como el
Diflufenican o Fosmet no existe una influencia significativa del volumen de
extractante en las recuperaciones, mientras que en otros casos éstas

disminuyen al aumentar aquél.

En el caso del Amitrol las recuperaciones medias fueron muy bajas en
los tres tratamientos. No obstante, puede observarse que se extrae mayor
cantidad a medida que se incorpora mas disolvente. Este hecho puede
sugerir que existe un acentuado efecto matriz en la determinacion del
Amitrol, por lo que cuanto mas concentrado esta el extracto, es decir con

mayor cantidad de aceitunas con respecto al volumen de disolvente, mayor

220



Capitulo V.2. Relacién Peso Muestra/Vol.Extractante.

es la concentracidn de matriz serd extraida y por lo tanto, mayor sera la
interferencia sobre su determinacion. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura V.2.1.

A la vista de estos resultados, fue seleccinado como mejor tratamiento
para seguir con la optimizacion del proceso la relacidn 1:1, ya que generaba
las mejores recuperaciones y ademads, utiliza una menor cantidad de

disolvente en relacion a la cantidad de aceituna.

125

M Relacion 1:1 M Relacion 1:3 Relacion 1:5
100

75 T I

50

Diflufenican Fosmet Diuron TBA Dimetoato Amitrol

Figura V.2.1. Recuperaciones medias (n=5) a partir de muestras fortificadas a 100 pg-kg?,
empleando tres tipos distintos de relacion volumen extractante/peso de muestra a partir
de ensayos ASEL durante 5 min de agitacion manual.
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V.2.3. Tiempo y velocidad de agitacion durante la extraccién.

Indudablemente, tanto el tiempo de extraccion como lo enérgica que
fuera la agitacion durante dicha extraccidn eran también variables a
optimizar durante la puesta a punto del método. Para esta parte del estudio
se empled tanto una agitacién manual, tratando de que dicha agitacién
fuera lo mas reproducible posible, como una agitacion mecanica,

empleando el agitador Vibromatic anteriormente descrito.
V.2.3.1. Parte Experimental.

Para la realizacién de estos ensayos se emplearon lotes de 30 g de
aceitunas dopadas a un nivel de 100 pg-kg* que se extrajeron con 30 mL de

ACN en un recipiente con tapén roscado.

En el caso de agitacion manual sdélo se estudid el efecto del tiempo
empleado de extraccion. Para ello se llevaron a cabo diferentes

extraccionesde 1, 2, 5y 10 min.

En el caso de agitacion mecdnica se estudié tanto el efecto de la
velocidad de agitacion como del tiempo de extraccidn. Para la comparacién
de las diferentes velocidades de agitacion se empled un tiempo de
extraccidén de 5 min, seleccionando velocidades de agitacidon de 100, 250,
500, 750 y 990 oscilaciones por minuto (opm). Para el estudio del efecto
del tiempo se selecciond una velocidad de 750 opm, que se aplicéd durante

tiempos crecientes de extraccion de 1, 2, 5, 10 y 15 min.
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V.2.3.2. Resultados con agitacion manual.

La extraccién manual presenta, a priori, el problema de ser una tarea
tediosa para el analista y poco reproducible. Ademas la productividad es
muy limitada, pues solo se puede procesar una muestra. Los resultados
encontrados se muestran en la Tabla V.2.3.

Tabla V.2.3. Recuperaciones obtenidas a partir de aceitunas dopadas a 100 pg-kg? (n=5)
a diferentes tiempos de extraccion manual.

1min 2min 5min 10min
Rec(%) RSD(%) Rec(%) RSD (%) Rec(%) RSD (%) Rec(%) RSD (%)
Diflufenican 72 13 70 18 72 21 72 16
Fosmet 50 9 62 14 70 20 71 25
Diuron 37 14 44 17 43 11 47 18
TBA 50 12 55 12 64 15 64 17
Dimetoato 30 12 35 15 42 16 43 18
Amitrol 10 25 12 23 12 18 11 38

A la vista de los resultados obtenidos empleando agitacion manual
para la extraccion de los analitos podemos concluir que a medida que se
aumenta el tiempo de agitacidn, la cantidad de pesticidas extraida es
mayor, llegando a un maximo que no ofrece diferencias significativas entre

5y 10 min.

Las recuperaciones fueron en general bajas, observandose en el caso
de Diuron y TBA un aumento de las recuperaciones al aumentar el tiempo
de extraccion. Sin embargo, esto no fue asi para el Amitrol o el Diflufenican,
dando lugar en los cuatro tratamientos a valores similares de recuperacién.

Este hecho podria explicarse porque la cinética de extraccion fuera mas
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rapida que para el resto de plaguicidas estudiados, por lo que en poco
tiempo de contacto con el disolvente se alcanzaria el equilibrio de

extraccion.

Finalmente, aunque se concluyé que el mejor tiempo de extraccion
para los pesticidas ensayados era de 5 min ya que no existian diferencias
significativas con respecto a los 10 min de extraccién manual, los resultados
no fueron satisfactorios debido a los bajos porcentajes de recuperacién
obtenidos. Este hecho, sumado a otros inconvenientes de la agitacién
manual como la baja repetibilidad, laboriosidad, baja productividad, etc,
llevé a considerar la posibilidad de aplicar una agitacion mecanica, cuyas

condiciones pudieran ser optimizadas a la vez que reproducibles.
V.2.3.3. Resultados con agitacién mecanica.

Las recuperaciones encontradas en el caso de la aplicacion del método
con agitacion mecdnica fueron creciendo al aumentar la velocidad de
oscilaciéon hasta alcanzar un maximo a 750 opm, a partir del cual
disminuyeron drésticamente, tal y como se puede apreciar en la Figura

Vv.2.2.
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Figura V.2.2. Recuperaciones medias (n=5) en funcion de la velocidad de agitacién a un
mismo tiempo de extraccién (5 min).

Una vez seleccionada como velocidad dptima 750 opm se procedid
a evaluar diferentes tiempos de agitacién. Para este propdsito, se
ensayaron 1, 2, 5, 10 y 15 min de agitacion y se evaluaron los porcentajes

de recuperacién obtenidos por cada uno de ellos.

Asi, se comprobd que al incrementar el tiempo se aumentaba la
cantidad de analito recuperado, alcanzdndose el maximo a los 10 min de
agitacién. Todos estos resultados se muestran de forma grafica en la Figura

Vv.2.3.
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Figura V.2.3. Recuperaciones medias (n=5) en funcién del tiempo a una misma velocidad
de agitacion mecdnica de 750 opm.

Finalmente, se concluyé que el método de agitacion mecanica
generaba mejores resultados que el manual, siendo la combinaciéon de
variables experimentales éptimas el ACN como disolvente de extraccién,
una velocidad de 750 opm durante 10 min de agitacién y una relacién

volumen extractante/peso muestra de 1:1.
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V.2.4. Evaluacion del numero de extracciones.
V.2.4.1. Parte Experimental.

Otra de las variables por optimizar del método ASEL fue el nimero de
extracciones que son necesarias para extraer la mayor cantidad de
pesticidas, ya que a la vista de los resultados encontrados para
determinados pesticidas como el Diuron o el Dimetoato, no se alcanzaban
mas del 89% o 71% de recuperacién, respectivamente, por lo que se hizo
necesario evaluar la capacidad extractante del ACN en una o en dos

extracciones.

Para el ensayo se seleccionaron 30 g de aceitunas previamente
dopadas a 100 pg-kg?' fueron sometidas al tratamiento ASEL bajo las
condiciones anteriormente optimizadas. A continuacién, una vez separado
el extracto, las aceitunas fueron de nuevo sometidas a una segunda

extraccién con las mismas condiciones ensayadas en el primer caso.
V.2.4.2. Resultados.

Los resultados encontrados tanto para la primera como para la

segunda extracciéon se muestran en la Tabla V.2.4.

A la vista de los resultados, podemos observar que se obtuvieron
porcentajes de recuperacion satisfactorios para 6 de los 8 pesticidas con
una unica extraccion, alcanzandose recuperaciones superiores al 70%

dentro de la primera extraccion.
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Tabla V.2.4. Recuperaciones medias (RSDs) obtenidas a partir del ensayo de extraccién
ASEL sobre muestras fortificadas con una y dos extracciones (n=>5).

12 EXTRACCION 22 EXTRACCION TOTAL
PESTICIDA
Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%) Rec (%)
DIFLUFENICAN 94 18 3 14 97%
CLORPIRIFOS 79 16 3 10 82%
FOSMET 93 20 2 20 95%
DIURON 83 17 2 20 85%
TBA 96 13 3 15 99%
DIMETOATO 70 11 3 16 73%
AMITROL 8 5 2 40 10%

La realizacion de una segunda extraccion en las aceitunas proporcioné
s6lo un 3% adicional a la primera recuperacién. Sin embargo, ya que es un
valor pequefio y constante, se considerd que una Unica extraccién era
suficiente para alcanzar buenas recuperaciones para el conjunto de los
pesticidas, simplificandose asi el procedimiento y minimizandose el tiempo

y coste por andlisis.

Cabe destacar los pobres resultados obtenidos para Amitrol con
recuperaciones muy deficientes. Este hecho coincide con lo publicado
hasta la fecha en la bibliografia, en la que no se encuentran antecedentes

de la determinacién de esta materia por LC/MS.
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V.2.5. Efecto de la temperatura del disolvente en la eficacia de la

extraccion.

La influencia de la temperatura del disolvente sobre la eficacia del
proceso de extraccion también fue evaluada. Para ello, tres temperaturas
fueron estudiadas (25, 30 y 35°C) sobre aceitunas fortificadas a 100 pug-kg™*
qgue fueron tratadas bajo las condiciones anteriormente optimizadas. Sin
embargo, no fueron encontradas diferencias significativas, de modo que no
se tuvo en cuenta esta variable a la hora de realizar la extraccién que fue

llevada a cabo a la temperatura del laboratorio.

V.2.6. Condiciones dptimas derivadas del estudio de optimizacidn.

Tras el estudio de optimizacidn de los diferentes variables que influyen
en el método de extraccidn propuesto, se seleccionaron como condiciones
experimentales para la extraccién de los analitos objeto de estudio en la

presente memoria:

- ACN como disolvente de extraccion

- Relacién 1:1 (p/v), usando 30 g de aceitunas y 30 mL de ACN
- Velocidad de agitacion mecdanica de 750 opm

- Tiempo de agitacién mecdanica de 10 min

- La extraccidn se llevo a cabo a temperatura ambiente.
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V.3. ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ EN EL METODO ASEL.

V.3.1. Evaluacion del Efecto Matriz.

Los efectos de la matriz en sistemas LC-MS que trabajan con fuente de
ionizacion por electrospray deben ser estudiados en matrices complejas
como las aceitunas o el aceite de oliva. El Efecto Matriz se produce cuando
otros componentes presentes en la matriz pasan al extracto y pueden llegar
a interferir en la correcta ionizacidén de las moléculas. Tales interferencias
pueden dar lugar a un aumento o una disminucidn de la sefial analitica, lo
qgue haria dificil la correcta determinaciéon y cuantificacion de los

plaguicidas.

Inicialmente, y debido al procedimiento de extraccién propuesto,
cabria pensar que el efecto de la matriz en el método propuesto seria de
naturaleza suave, es decir, la cantidad de componentes presentes en la
superficie de las aceitunas (ceras, triglicéridos, pigmentos, etc.) que
podrian ser co-extraidos durante la agitacién y que se incorporarian en el
extracto final seria mas bien pequefio, de modo que en principio, cabria
pensar que no afectarian demasiado a la determinacién de los pesticidas.
Ademas, en un estudio anterior (Apartado V.2.1.) se comprobd que la
cantidad de matriz que era extraida empleando como extractante el ACN

era inferior a 2,5 mg de matriz en peso seco por cada gramo de aceitunas.

Sin embargo, aunque poca cantidad de matriz era extraida durante el

proceso, no por ello se descartd la posible influencia de algunos de los
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componentes presentes en la matriz sobre la cuantificacion de los
plaguicidas debida a tal efecto. Por esta razén, fue evaluado el efecto
matriz del método ASEL a partir de la relacion de pendientes obtenidas en
las rectas de calibrado tanto en disolvente como en matriz, es decir, se
procedid a calcular la relacién de pendientes como el cociente entre la
pendiente de la recta en matriz/pendiente de la recta en disolvente, para

cada uno de los pesticidas en estudio.

Las rectas de calibrado tanto en matriz como en disolvente fueron
elaboradas a partir del uso de mezcla de patrones de pesticidas preparados

a las concentraciones de 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150 y 300 pg-L"* en ACN.

El posible efecto matriz fue cuantificado comparando las pendientes
de las rectas de calibrado en disolvente (m dgisolvente) 0 €N mMatriz (M matriz), ¥
teniendo en cuenta la proporcién entre ambas, llegando asi a una

clasificacién preliminar del efecto de la matriz, de modo que

Efecto Matriz = 100 X [1-(M matriz/M disolvente)]

En este sentido, y en base a la clasificacion publicada en el afio 2008
por B. Kmelldr et al *°8, el Efecto Matriz fue clasificado en funcién del
porcentaje de aumento o disminucidn de la pendiente. Asi, fue considerado
como efecto matriz suave cuando existe una relacién de pendientes hasta
el 20%, del 20 al 50 % podria ser considerado un efecto matriz medio, y con
mas del 50% podria ser considerado un efecto matriz fuerte que podria

enmascarar la determinacidn correcta de los plaguicidas. Teniendo esto en
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cuenta, se procedié a evaluar el Efecto Matriz a partir de aceitunas libres
de pesticidas que fueron sometidas al procedimiento ASEL (tal y como
guedd descrito en el apartado V.2.) siendo el extracto mas tarde dopado
con patrones de pesticidas a diferentes concentraciones dentro del rango
lineal de 0-300 pg-L . Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla

V.3.1.

Todos los pesticidas estudiados mostraron supresion de la seiial
cromatogréfica. El efecto matriz para algunos de los pesticidas como
Diflufenican, TBA o Diuron podria ser considerado como un efecto matriz
suave (Figura V.3.1.) de modo que los componentes de la matriz que han
sido co-extraidos presentarian un menor impacto en la determinacion de

estos pesticidas.

Sin embargo, otros pesticidas como Clorpirifos, Dimetoato y Fosmet
siempre deberian cuantificarse a través de calibrado en matriz (Figura
V.3.2.), ya que su Efecto Matriz fue superior al 30% mientras que otros
como Oxifluorfen y Amitrol fue extremadamente fuerte con mas del 50%

de supresion de la sefial (Figura V.3.3.).

Como se aprecia en esta Figura, en el caso del Amitrol la presencia de
la matriz provoca, ademas de una notable disminucidén en la pendiente, un
apreciable aumento de la ordenada en el origen de la recta de calibrado.
En el caso del Oxifluorfen, la interferencia de la matriz es de tal intensidad

gue practicamente descarta la utilidad del método en el rango estudiado.
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Tabla V.3.1. Pardmetros correspondientes a las recta de calibrado en disolvente y en matriz. El rango lineal fue de 10-300 pg-L* (n=5). El
efecto matriz viene expresado como relacidn entre la pendiente de la recta de calibrado en matriz y la pendiente de la recta en disolvente.

RECTA EN DISOLVENTE RECTA EN MATRIZ RELACION DE PENDIENTES
::?LIS:SAS EN Pendiente Ordenada () Pendiente Ordenada (r¥) Relacién  Efecto T::;::::
DIFLUFENICAN 84,20 (16) 143,57 0,9988 72,04 (12) 257,84 0,9984 0,86 14% SUAVE
CLORPIRIFOS 16,81 (9) -148,70 0,9971 10,28 (17) 36,42 10,9924 0,61 39% FUERTE
FOSMET 333,92 (12) 1220,50 0,9980 217,81 (19) -47,12  0,9995 0,65 35% MEDIO
DIURON 321,87 (9) -475,97 0,9986 256,07 (10) 196,09 0,9986 0,80 20% SUAVE
TERBUTILAZINA 4212,60 (12) 15432,00 0,9985 3949,44 (12) 26604,00 0,9959 0,94 6% SUAVE
DIMETOATO 302,26 (2) 544,51 0,9997 205,89 (12) -396,72  0,9996 0,68 32% MEDIO
AMITROL 30,69 (14) 208,62 0,9954 7,63 (21) 958,19 0,9991 0,45 75% FUERTE
OXIFLUORFEN 14,32 (6) 17,91 0,9980 0,39 (54) 10,25 0,9587 0,03 97% FUERTE
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Figura V.3.1. Relacidon de pendientes en matriz y en disolvente para los pesticidas
Diflufenican, Diuron y Terbutilazina con un Efecto Matriz “suave”, es decir, < 20%. Las
rectas en color verde corresponden a las rectas en disolvente, mientras que las rectas en
color amarillo representan las rectas de calibrado en matriz.

A la vista de estos resultados se comprueba la necesidad de calibrar

en matriz para la correcta cuantificacion del conjunto de materias activas

objeto de la presente Memoria.
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Figura V.3.2. Relacion de pendientes en matriz y en disolvente para los pesticidas Fosmet
Clorpirifos y Dimetoato con un Efecto Matriz “medio”, es decir, 20-50%. Las rectas en color
verde corresponden a las rectas en disolvente, mientras que las rectas en color amarillo

representan las rectas en matriz.
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Figura V.3.3. Relacidn de pendientes en matriz y en disolvente para los pesticidas Amitrol
y Oxifluorfen con un Efecto Matriz “fuerte”, es decir, > 50%. Las rectas en color verde
corresponden a las rectas en disolvente, mientras que las rectas en color amarillo

representan las rectas en matriz.
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V.3.2. Estudio de los componentes presentes en la matriz del extracto.

V.3.2.1. Introduccion.

A pesar de que desde el punto de vista cuantitativo la cantidad de
matriz extraida por el método propuesto es reducida (ver Tabla V.2.1.),
cualitativamente su efecto en la correcta determinacion de los analitos es
muy notable en varios de las materias activas objeto de este estudio, como
se ha puesto de manifiesto en el apartado anterior. Por esta razdn se
procedid a estudiar la composicion de la matriz extraida con el

procedimiento propuesto.

Considerando el tipo de procedimiento de extraccion superficial
empleado, se procedié a estudiar la posible presencia de los siguientes

componentes: grasa, ceras, polifenoles, triterpenos y pigmentos.

Todos los ensayos estudiados en el presente capitulo fueron realizados
usando aceitunas de la variedad Picual con un nivel de maduracion de 4,5
empleando las condiciones optimizadas del método ASEL durante el
capitulo anterior que han sido resumidas en el apartado V.2.6. de la

presente Memoria.

En el caso particular de la determinacién de pigmentos, las aceitunas
utilizadas fueron de diferente nivel de maduracién, tal como se indicara en

su apartado correspondiente.
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V.3.2.2. Estudio del contenido en matriz.

La cantidad total de extracto obtenido por el método ASEL, expresada
como residuo seco, se evalué a partir del extracto obtenido en las

condiciones estandar del método.

Una vez obtenido el extracto se tomé una alicuota de 25 mL del mismo
y se llevd a sequedad en un evaporador rotatorio. Por diferencia de peso
se calculd el residuo seco total. El resultado medio obtendio (n=5) fue de

2,5 mg-g! de aceituna.
V.3.2.3. Determinacion de pigmentos totales.

La determinacion del contenido total en pigmentos fue evaluada en
base al método propuesto por Minguez-Mosquera et al. (1.990, 1.991)

295,2% nara la determinacidn de pigmentos totales en aceites de oliva.

Este método consiste, bdsicamente, en la realizacién de sendas
medidas de absorbancia a una longitud de onda de 472 y 670 nm de una
alicuota de aceite disuelto en ciclohexano. La medida a A472 nm permite
evaluar el contenido global en carotenos. La medida a As70 nm permite

conocer el contenido global de clorofilas y feofitinas.

Dado que el contenido de matriz total del extracto es claramente
inferior a los 3 g de aceite que suelen pesarse para proceder al analisis de
pigmentos segun el método indicado, se procedid a concentrar el extracto

de forma que se aumentase la sensibilidad. Para ello, se partié de un
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extracto procedente de 300 g de aceitunas con dos niveles de maduracion,

por un lado entre 3,5 y por otro, 6,5 utilizando 300 mL de ACN.

A continuacidn, se tomd una alicuota de 50 mL del extracto obtenido y
se llevd a sequedad en rotavapor, redisolviendo mas tarde el residuo en 5
mL de ciclohexano. Para facilitar la redisolucién, los balones fueron

sonicados durante 2 min.

Antes de proceder a la lectura en el espectrofotdmetro, los extractos
concentrados fueron filtrados a través de filtros de 0,2 um. Las
determinaciones se hicieron por triplicado en cada uno de los niveles de
maduracion estudiados. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacion en la Tabla V.3.2.

Tabla V.3.2. Contenido medio (n=3) de pigmentos en los extractos de aceitunas.

MUESTRAS  MADURACION  CLOROFILAS (mg/L) CAROTENOS (mg/L) TOTAL (mg/L)

1 293,72 333,16 626,89

2 35 286,94 333,62 620,56

3 277,96 332,45 610,41
VALOR MEDIO (%RSDs) 286,21 (3) 333,08 (0,2) 619,29 (1,3)

1 217,55 338,47 556,02

2 6.5 204,64 338,47 543,11

3 215,87 337,65 553,52
VALOR MEDIO (%RSDs) 212,69 (3) 338,20 (0,1) 550,88 (1,2)

El contenido total de pigmentos expresado como suma de clorofilas y
carotenos fue de 619 mg-kg* en las muestras de nivel de maduracién mas

temprano, frente a los 550 mg-kg* en aceitunas mas maduras.
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V.3.2.4. Determinacion de polifenoles totales.

La extraccion y cuantificacion de la fraccion polifendlica de los
extractos fue realizada mediante una adaptacién del método descrito por
Véazquez et al. (1973) 2°8. La cuantificacidn se realizd en base a la formacion
de un complejo coloreado con el reactivo de Folin-Ciocalteau. Los
resultados han sido expresados en ppm de acido cafeico (mg acido cafeico

por kg de aceituna).

En el método de referencia se lleva a cabo en primer lugar, una
extraccion de los componentes polifendlicos con una mezcla
hidroalcohdlica. A continuacién, una alicuota del extracto se derivatiza con
el reactivo de Folin-Ciocalteau en medio basico, llevandose a cabo

posteriormente una lectura de absorbancia a 725 nm.

En la adaptacién del método propuesto, se derivatizdé en condiciones
semejantes el extracto obtenido con ACN a partir de las aceitunas en

estudio. El método utilizado siguid los siguientes pasos:

a) Anadir 35 mL de agua en un matraz aforado de 50 mL
b) Afadir 1 mL de extracto, homogenizar

c) Aiadir 2,5 mL de reactivo de Folin, homogenizar

d) Afadir 5,0 mL de NaOH al 6%, homogenizar

e) Enrasar con agua destilada.

f) Esperar 15 miny leer la absorbancia a A=725 nm.
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Pasados los 15 min se observd que los matraces se enturbiaban
notablemente, lo cual imposibilitaba la medida de la sefial analitica. Este
hecho podria ser debido a la diferente naturaleza de la muestra (en ACN)

con respecto al procedimiento normal con mezcla MetOH:Agua.

Para comprobar este hecho, se procedié a realizar dos tipos de pruebas:

- MUESTRA A: 10 mL de extracto que fue evaporado y reconstituido en
10 mL de mezcla MetOH:Agua (60:40).

- MUESTRA B: 10 mL de extracto que fue evaporado y reconstituido en

10 mL de agua milliQ.

A los extractos asi preparados se les aplicd el procedimiento de
derivatizacion antes descrito, observandose de nuevo un enturbiamiento.
A la vista de estos resultados se optd por filtrar el extracto original en ACN,
una vez derivatizado, a través de 0,2 um antes de realizar la lectura. En la
Figura V.3.4. se representa la recta de calibrado del acido cafeico en las

condiciones descritas.
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Figura V.3.4. Curva de calibrado del acido cafeico por lectura espectrofotométrica a 725
nm.

Los resultados obtenidos al aplicar el procedimiento descrito se

recogen en la Tabla V.3.3.

Tabla V.3.3. Contenido en Polifenoles Totales (mg-L) de extractos en ACN (n=>5).

MUESTRA mg/L Media RSD
1 74,93
2 78,95
3 71,42 72,83 6%
4 69,41
5 69,41

A la vista de estos resultados se puede concluir que la cantidad de

polifenoles presentes en el extracto es del orden de 73 mg-L™.
V.3.2.5. Determinacion de ceras.

Las ceras son ésteres de los acidos grasos con alcoholes monovalentes
lineales de cadena larga. Por lo tanto, las ceras son sustancias altamente

insolubles en medios acuosos y a temperatura ambiente se presentan
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solidas. En vegetales las ceras recubren la epidermis de frutos, tallos, que
junto con la cuticula o la suberina, evitan la pérdida de agua por
evaporacion en las plantas. En el caso de la aceituna, su piel esta recubierta

por una capa de ceras que representa mas de la mitad de su peso 2%° ,

Segun el REGLAMENTO (UE) N2 61/2011 DE LA COMISION de 24 de
enero de 2011 por el que se modifica el Reglamento (CEE) n? 2568/91
relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo
de oliva y sobre sus métodos de analisis, el contenido en ceras del aceite
de oliva se determina mediante cromatografia de gases capilar, utilizando
una metodologia en la que la muestra, se fracciona en una columna de
vidrio rellena de gel de silice y la fraccion eluida correspondiente a las ceras

puede ser analizada.

Debido al caracter fuertemente apolar de las ceras, previsiblemente su

concentracion en el extracto obtenido con acetonitrilo sera reducida.

Para el andlisis de las ceras en el extracto procedente del método ASEL
se tomaron 10 mL del extracto en ACN obtenido en las condiciones
habituales y se llevaron a sequedad por evaporacién a vacio y se
reconstituyeron con 10 mL de n-hexano. A continuacién, este extracto
reconstituido se analizd siguiendo el método oficial antes citado. Los
resultados obtenidos al analizar el contenido en ceras del extracto

aplicando el procedimiento indicado se muestran en la Tabla V.3.4.
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Tabla V.3.4. Concentracidn en ceras del extracto en ACN.

Compuesto Concentracién (mg-L?)
C40:2 18,78
Cc42:1 20,87
C44:1 3,62
C46 2,86
Total 46,12

V.3.2.6. Determinacion de compuestos triterpénicos.

La piel (epicarpio) de la aceituna es rica en &cidos triterpénicos,
fundamentalmente 4cido maslinico y oleandlico, y en menor medida en

alcoholes triterpénicos, principalmente eritrodiol y uvaol 2%°.

Para su determinacion se ha empleado el método recientemente
descrito por Ferndndez-Herndndez et al. 3 para el andlisis de éstos
compuestos en orujos basado en el andlisis directo del extracto por UPLC-

MS/MS.

El extracto obtenido en las condiciones habituales fue filtrado a través
de 0,2 um y analizado por UPLC-MS. Los resultados obtenidos se muestran

a continuacion en la Tabla V.3.5.

Tabla V.3.5. Concentracion media (RSDs) de triterpenos del extracto en ACN (n=3).

Triterpeno  Ac. Maslinico  Ac. Oleandlico  Ac. Ursélico Uvaol TOTAL

mg-L1 40,50 (6) 12,86 (25) 21,11 (3) 1,52 (0,4) 75,99
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V.3.2.7. Determinacion de la grasa total.

Para determinar el contenido graso total de los extractos se tomd
como métodos de partida los métodos estdndar de determinacion del
contenido graso en aceitunas y orujos mediante desecacién previa y
extraccion con Soxhlet empleando como disolvente n-hexano (métodos

UNE 55030y 55031).

Para calcular la cantidad de grasa que contiene el extracto, dado que
en este caso la muestra esta disuelta en ACN, se llevd a cabo un paso previo
de adsorcion sobre gel de silice. Para ello, 25 mL de extracto fueron
introducidos en un baldn que previamente contenia 10 g de silicagel. A

continuacion, se mantuvo media hora en agitacidon constante de 250 rpm.

Una vez adsorbido el extracto se procedié a la eliminaciéon del
disolvente en rotavapor a 40 °C. Finalmente, se dejé enfriar la silicagel en
un desecador, y se procedid a introducirla en un equipo Soxhlet para su
extraccidn. Los resultados obtenidos a través de 3 muestras se muestran

en la Tabla V.3.6.

Tabla V.3.6. Cantidad de grasa (mg-L) presente en el extracto de ACN (n=3).

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3
g de grasa 0,026 0,021 0,023
mL de extracto 25,00 25,00 25,00
mg-L? 1020,41 836,73 918,37
Media (RSDs) 925 (10)
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V.3.2.8. Composicion del extracto.

A modo de recopilacion en la Tabla V.3.7. se resume el contenido en
los diferentes grupos de compuestos del extracto estudiados en el presente

capitulo (pigmentos, polifenoles, ceras, triterpenos y grasa total).

Tabla V.3.7. Componentes presentes en la matriz del extracto procedente del método
ASEL.

Pigmentos Polifenoles Ceras Triterpenos Grasa Total
mg/L 619,29 72,83 46,12 75,99 925
% en extracto 25% 3% 2% 3% 37%
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V.4. EFECTO DE LA PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS.

En general, en los procedimientos de extraccidon y determinacién de
residuos de pesticidas en matrices grasas como las aceitunas, es necesario
aplicar procedimientos de limpieza, purificacién o clean up en los extractos
para paliar los problemas de sensibilidad en su determinacién producidos
a consecuencia de un efecto matriz que genera graves interferencias en los

sistemas de deteccién empleados.

En el caso de los pesticidas objeto de estudio, se comprobd en el
apartado anterior que existia efecto matriz en los extractos procedentes
del método ASEL, por lo que se procedid a estudiar si la incorporacién de
una etapa de purificacién de los mismos reduciria dicho efecto matriz a la
vez que se reduciria el ensuciamiento de las columnas y los sistemas de

deteccion por su uso en rutina.

Para ello, fueron seleccionados dos procedimientos de purificacion
gue son empleados habitualmente en la determinacién de residuos de

pesticidas en matrices grasas, concretamente en aceitunas.

Por un lado, fue ensayado el procedimiento de purificacién empleado
en el método QUEChERS publicado por S. Cunha & S. Lehotay en el afio 2007
215 por otro lado, fue ensayado un procedimiento por extraccién en fase
solida empleando columnas de Florisil, basado en los métodos descritos

por C. Ferrer et al. (2005) 18 y Aramendia et al. (2007) 4,
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V.4.1. Purificacion a través de la mezcla de adsorbentes del método

QUEChERS.

Existen muchos tipos distintos de QUEChERS como ya se puso de
manifiesto durante la Introduccion, pero en el caso concreto de la
determinacion de pesticidas en aceitunas se ha descrito el método
QUEChERS publicado por S. Cunha y S. Lehotay en el afio 2007 en la revista

“Journal of Separation Science” 2>,

Atendiendo a lo descrito en dicha publicacién se procedié a purificar
los extractos de modo que 1 mL de extracto fue introducido en un tubo
eppendorf que previamente contenia una mezcla de cuatro adsorbentes,
MgSQO4 anhidro, PSA, GCB y Cis en cantidades de 150, 50, 50 y 50 mg,

respectivamente.

El tubo eppendorf fue agitado vigorosamente durante 20 s y a
continuacion fue centrifugado 1 min a 3450 rcf. El sobrenadante resultante
quedd lo suficientemente limpio como para poder ser inyectado
directamente en el sistema UPLC-MS/MS. Sin embargo, por precaucion, al
extracto obtenido se le hizo pasar a través de un filtro de 0,2 um antes de

su introduccion en el sistema cromatografico.

El ensayo fue realizado a partir de muestras de aceitunas previamente
fortificadas a 250 pg-kg* a las que se les aplico el método ASEL en las

condiciones optimizadas anteriormete. Los pesticidas Clorpirifés y
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Oxifluorfen no fueron evaluados en este estudio. Los resultados para los

extractos con o sin clean up se pueden ver graficamente en la Figura V.4.1.

= ASEL SIN CLEAN UP ASEL + CLEAN UP
120

w ]

80 88
60
40

20 25

19
11

DIFLUFENICAN FOSMET DIURON TBA DIMETOATO AMITROL

Figura V.4.1. Recuperaciones obtenidas (n=5) por extraccion ASEL con y sin etapa de
purificacion de extractos del método QUEChERS a partir de muestras fortificadas a 250

Hg-kg™.

A la vista de los resultados, se puede apreciar que se produjo un
descenso importante en los porcentajes de recuperacién al aplicar el
proceso de purificacion. El descenso mas acusado en la recuperacion por

efecto de la etapa de clean up se dio en el Diflufenican.

También se produjeron importantes pérdidas en el Diuron, Fosmet o
el Dimetoato con respecto al extracto sin purificar, mientras que la
recuperacion de la TBA se vid afectada en menor medida por la aplicacion

de adsorbentes al extracto.

249



Capitulo V.4. Estudio de la Purificacion de los Extractos.

De este modo, se puede concluir que el resultado del proceso de
purificaciéon del método QUEChERS ensayado para limpiar los extractos no
fue satisfactorio, generando pérdidas muy importantes a la hora de
cuantificar los pesticidas, lo cual puede ser debido a que parte de los
pesticidas presentes en los extractos quedan retenidos cuando son

sometidos al contacto con la mezcla de adsorbentes.

V.4.1.1. Inhibicion de la sefal cromatogrdfica por efecto de los

adsorbentes.

V.4.1.1.1. Introduccidn e hipdtesis.

Dado que la introduccidn de una etapa de purificacion de los extractos
por medio del clean up del método QUEChERS dio lugar a una reduccién
importante del porcentaje de recuperacién en muestras fortificadas, se

procedidé a comprobar cual era el motivo de tal disminucion.

Para ello, la hipdtesis se centré en la comprobacion de la diferente
afinidad de los adsorbentes empleados por los pesticidas presentes en una
matriz con mayor contenido graso, como cabria esperar en los extractros
procedentes de la etapa de extraccién del QUEChERS cuando éste es
aplicado en pasta de aceituna molida, frente a los procedentes del método

ASEL con bajo contenido graso.

Los absorbentes empleados en el clean up se utilizan en los extractos
porque tienen afinidad por las materias grasas pero en ausencia de ellas,

como ocurre en los extractos procedentes del método ASEL, adsorberian a
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los pesticidas, afectando a su extraccién y disminuyendo de esta manera a

sus porcentajes de recuperacion.

Tedricamente, al realizar el clean up sobre pasta de aceituna
molturada esto no ocurriria, ya que la afinidad de los absorbentes por la
materia grasa seria mayor que para los pesticidas, de modo que los
absorbentes se adhieren al aceite y no absorberian pesticidas, dando lugar

a mejores resultados de recuperacion.

V.4.1.1.2. Parte Experimental.

Para comprobar si los absorbentes del método QUEChERS retienen o
no a los pesticidas, se simulé un método QUEChERS en disolvente,
realizando una saturacién del ACN con aceite. Para ello, fueron preparadas
por un lado la mezcla A: solucién de aceite en n-hexano al 34%, y por otro

la disolucidén B: disolucién patrén de pesticidas en ACN a 250 pg-kg™.

Diferentes cantidades de A y B fueron mezcladas en un embudo de
decantacién hasta conseguir un extracto de ACN rico en aceite que se
asemejase lo mas posible al extracto procedente del método QUEChERS

original. Asi se establecieron tres tipos de muestra problema:

- Muestra Blanco, 25 mL de ACN y 10 mL de mezcla A,
- Muestras Problema con saturacién en aceite, 25 mLde By 10 mL de A,

- Muestras Problema sin saturacién en aceite, con 25 mL de disolucion B.

Todas las muestras fueron introducidas en embudos de 250 mL que

fueron agitados durante 1 min antes de proceder a la decantacién. Se
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recuperd la fase con ACN y se desechd la fase hexdanica. Sin embargo,
pequefias gotas de hexano quedaron suspendidas en la fase orgdnica, y por
ello se sometidé a los extractos a una etapa de centrifugacion de modo que

se consiguiera separar ambas fases completamente.

De los aproximadamente 24 mL de extracto recuperado, se tomaron
10 mL y se les sometié al clean up del método QUEChERS adaptado al
volumen de extracto. Asi, cada uno de los tubos de centrifuga contenian:
1.5g MgS04 + 0.5g PSA + 0.5g GCB + 0.5g Cis. Tras la centrifugacién a 3450
rcf (5550 rpm) los extractos fueron filtrados por 0,2 um y depositados en

viales de cromatografia.

Finalmente, cada uno de los tipos de muestras fueron analizadas en su
correspondiente recta matriz y se evalué tanto el Efecto Matriz como los

respectivos porcentajes de recuperacion.

V.4.1.1.3. Influencia en el Efecto Matriz.

Para analizar el comportamiento de los pesticidas por interaccidon con
los absorbentes del clean up, para cada uno de los pesticidas fue estudiado
el impacto que tienen en las pendientes de las rectas de calibrado en
funcién de la cantidad de matriz (ACN saturado en aceite al 34%) y en

ausencia de ella.

Los valores de las pendientes de las rectas en disolvente con (recta C)

o sin clean up (Recta A) y las correspondientes a las pendientes de rectas
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con saturacion en aceite con clean up QUEChERS (Recta B) se muestran en

la Tabla V.4.1.

Se puede observar que en ausencia de matriz oleosa el efecto del
proceso de purificaciéon daria lugar a una gran disminucién de la pendiente
(relacién A/C), mostrandose pérdidas del 20-65% de la sefial
cromatografica. Se puede concluir que los adsorbentes empleados en este
procedimiento de clean up retienen los analitos de interés. Es pues
evidente, que parte de los adsorbentes del clean up empleado ejercerian
un efecto contrario al deseado en ausencia de matriz.

Tabla V.4.1. Efecto Matriz y relacidon de pendientes en rectas procedentes de diferentes
tratamientos: A, recta en disolvente sin tratamiento de clean up; B, recta procedente de

extractos con saturacion de ACN en aceite sometida a clean up; C, recta en disolvente
sometida a clean up.

RELACION DE PENDIENTES

PESTICIDAS A.RECTA  B.RECTA  C.RECTA RATIO RATIO RATIO

(DISOLVENTE) (SAT.ACEITE) (A+cleanup)  A/B (%) A/C (%) B/C (%)
DIFLUFENICAN 85,52 82,76 30,44 3% 64% 63%
CLORPIRIFOS 16,24 19,94 12,57 -23% 23% 50%
FOSMET 202,07 217,56 157,36 -8% 22% 28%
DIURON 371,45 288,71 229,63 22% 38% 20%
TBA 4096,30  3972,10  2770,20 3% 32% 30%
DIMETOATO 321,82 322,78 144,22 0% 55% 55%
AMITROL 24,43 24,30 18,42 1% 25% 24%

4.1.1.4. Influencia en las recuperaciones.

Una vez estudiado el efecto de los adsorbentes en las pendientes de

las rectas se analizaron los porcentajes de recuperacién para una disolucién
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patron 250 pg-kg! en ACN. Dicha disolucidon fue sometida a dos tipos de
tratamientos, por un lado se le practicd una saturacién con aceite al 34%
mas clean up y por otro, se sometid a clean up sin previa saturacién en
aceite. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla V.4.2.

Tabla V.4.2. Efecto sobre la recuperacion (n=5) a causa de la presencia o ausencia de grasa
en los extractos sometidos al procedimiento de clean up del método QUEChERS.

EXTRACTO SIN SATURACION EXTRACTO CON SATURACION

PESTICIDAS EN ACEITE EN ACEITE % PERDIDA
Recuperacion RSD Recuperacion RSD
DIFLUFENICAN 1% 18% 87% 9% 86%
CLORPIRIFOS 25% 4% 91% 21% 66%
FOSMET 22% 5% 108% 2% 86%
DIURON 20% 7% 97% 2% 77%
TBA 95% 3% 104% 1% 9%
DIMETOATO 114% 2% 101% 1% -13%
AMITROL 4% 16% 7% 7% 3%

Alavista de los resultados, en pesticidas como Diflufenican, Clorpirifos,
Fosmet o Diuron existe una reduccién en las recuperaciones que oscila
entre el 66-86% debida al efecto de los adsorbentes en ausencia de matriz
oleosa. Sin embargo, dicha reduccién no se produciria en aquellas muestras
que fueron saturadas en aceite, mostrando valores de recuperacién

cercanos al 100%.

Otros pesticidas como TBA o el Dimetoato no se ven tan afectados por
este hecho, y practicamente no alterarian su porcentaje de recuperacién

final por la presencia o no de grasa en el extracto a purificar. En el caso del
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Amitrol, por ambos métodos existe una importante pérdida por interaccion

con los adsorbentes tanto en ausencia como en presencia de grasa.

A la vista de estos resultados, el método de limpieza propuesto por el
método QUEChERS publicado por S. Cunha et al. > (2007) no seria
apropiado para la determinacién del conjunto de pesticidas seleccionados

en la presente Memoria en extractos procedentes del método ASEL.

V.4.2. Purificacion de los extractos a través de Florisil.

Para comprobar la validez del Florisil en la limpieza de los extractos se
tomaron como referencia los procedimientos descritos por Aramendia. 18

y Ferrer. 86,

La etapa de purificacién con Florisil del extracto de pesticidas obtenido
por el método ASEL fue llevado a cabo empleando columnas
empaquetadas de 2g de Florisil (12 mL Bond-Elut-Varian minicolumn,
Varian Inc.) las cudles fueron previamente activadas con un volumen de
MetOH y posteriormente acondicionadas con dos volimenes de ACN. En
dichas columnas fueron introducidos 10 mL del extracto obtenido por el

procedimiento ASEL.

V.4.2.1. Cantidad de Matriz retenida por el Florisil.

De forma preliminar al estudio del efecto de la purificacion de los
extractos a través de columnas de Florisil, se evalué la cantidad de matriz

gue es retenida por el paso a través de este adsorbente.

255



Capitulo V.4. Estudio de la Purificacion de los Extractos.

Para ello, se tomaron 30 g de aceitunas de la var. Picual y se les sometid
al método ASEL con 30 mL de ACN, obteniéndose aproximadamente 30 mL
de extracto que fueron filtrados por 0,2 um. A continuacion, 10 mL fueron
llevados a sequedad con ayuda de un sistema de evaporacion a vacio. La
cantidad de matriz obtenida expresada como residuo seco fue de 2,3 mg

de matriz por cada 1 g de aceituna tratada.

Para evaluar la cantidad de matriz que queda retenida por el Florisil, se
siguié el mismo procedimiento pero previamente los extractos fueron
pasados a través de columnas de Florisil obteniéndose 0,64 mg/q de
extracto. Por lo tanto, la etapa de purificacién del extracto usando
columnas de Florisil dio lugar a una disminucidn del 72% del contenido en

matriz.

V.4.2.2. Efecto sobre las pendientes de las rectas de calibracion.

Para comprobar el efecto del Florisil las rectas de calibracion, fueron
realizadas tres tipos de rectas: una recta en disolvente con ACN, una recta
calibrada en matriz procedente del método ASEL y una recta en matriz

purificada a través de Florisil.

A la vista de la reduccién del contenido en matriz a consecuencia del
paso por florisil, cabria esperar que los valores de las pendientes de las
rectas de calibrado fuesen mas préximos a los valores de pendiente de la

recta en disolvente.
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Los resultados de las rectas evaluadas se muestran en la Figura V.4.2.
donde se puede apreciar una tendencia a la disminucién del valor de la
pendiente por efecto matriz de las rectas ASEL con respecto a las de las
rectas en disolvente, tal y como se evalué en el apartado V.3.1. Evaluacion
del Efecto Matriz. Dicha supresion de la seiial es mas marcada en unos
pesticidas que en otros, siendo inexistente en el caso del Diflufenican, pero

observando una clara influencia en el caso del Amitrol.
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Figura V.4.2. Comparacion de rectas calibradas en disolvente y en matriz ASEL con o sin
paso por Florisil. Las figuras corresponden a las rectas medias (n=5) de los pesticidas
Diflufenican, Fosmet, Diuron, Terbutilazina, Dimetoato y Amitrol.

La tendencia de las rectas ASEL con etapa de purificacion es también

de supresién de la sefial con respecto al disolvente y con unas diferencias

en los valores de pendiente practiamente inapreciables con respecto a las
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rectas procedentes de extractos sin etapa de purificacion. Este hecho pone
de manifiesto que el Florisil aun reteniendo parte de la matriz, no da lugar

a una reduccion sustancial del efecto matriz.

V.4.2.3. Efecto sobre los porcentajes de recuperacion.

A continuacién, fueron evaluados los porcentajes de recuperacion
medios obtenidos a partir de muestras fortificadas en disolucién a 250 pg-L°
1, Para ello, se introdujo en el frasco de extraccién 30 g de aceitunas y 30
mL de una disolucidn de pesticidas en ACN al citado nivel de concentracidn.
Las muestras asi preparadas se sometieron a las condiciones del método

ASEL optimizadas anteriormente.

De cada uno de los extractos de las muestras se tomaron dos alicuotas
de 10 mL, una fue directamente analizada en el UPLC-MS/MS y la otra fue
sometida a purificacién a través de Florisil. Los resultados medios son

mostrados graficamente en la Figura V.4.3.
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Figura V.4.3. Porcentajes de recuperacién medios (n=5) para muestras fortificadas en
disolucién a 250 pg-L™* sometidas a tratamiento ASEL con o sin etapa de purificacién con
Florisil.

A la vista de los resultados se puede observar que en todos los
pesticidas el paso por Florisil disminuyé sensiblemente la cantidad de
pesticida recuperado. En la Figura V.4.3. se puede observar graficamente
este descenso que va desde una pérdida del 11% para el Diflufenican hasta
cerca de un 60% en el caso de Fosmeto del 87% para el Amitrol. Otros
pesticidas no sufrieron tanto este efecto como la TBA con pérdidas de un

10% o el Diuron con un 17%.

V.4.2.4. Efecto del Lavado de las columnas de Florisil.

En el apartado anterior se observd que la incorporacién de una etapa
de purificacién a través de columnas de Florisil producia pérdidas en Ila

cuantificacién de los pesticidas de interés. El origen de ésta pérdida podria
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ser fruto de una mala optimizacién de las variables del proceso, es decir, es
posible que sea consecuencia de una retencién de los analitos por parte del
Florisil y que el descenso de la recuperacién sea resultado de una mala
eleccién del volumen de elucién para el lavado de las columnas. De este
modo, se tratd de optimizar el volumen de ACN para lavar las columnas de

Florisil, variando la cantidad de eluyente.

Para realizar este estudio fueron realizadas seis extracciones a partir
de 6 muestras de 30 g de aceitunas libres de pesticidas con 30 mL de ACN.
A continuacén, los extractos fueron filtrados por 0,2 um y se recuperaron
aproximadamente 161 mL de extracto de un total de 181 g de aceitunas

tratadas.

100 mL del extracto fueron fortificados con disoluciones patrén de
pesticidas en ACN hasta alcanzar una concentracion final de 100 ug-kg™.
Los 61 mL restantes del extracto fueron utilizados para elaborar las

correspondientes recta patrén en matriz con o sin pasar por Florisil.

Para el ensayo fueron utilizadas un total de 15 columnas de Florisil en
las que una vez acondicionadas, se introdujeron 10 mL de extracto
fortificado a 100 pg-kg?, y posteriormente, fueron lavadas con cantidades
crecientes de ACN de 0, 5, 10, 15 y 20 mL de ACN. Cada una de las

purificaciones fue realizada por triplicado.

Todos los extractos una vez purificados, fueron llevados a sequedad a

través del rotavapor. Los extractos secos fueron reconstituidos con 5 mL de
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ACN. Tras la inyeccion en el equipo de UPLC-MS/MS cada uno de los
analitos fue interpolado en su recta patrén en matriz correspondiente. Los

resultados pueden verse resumidos graficamente en la Figura V.4.4.

sNoFl = OmlACN 5ml ACN 10ml ACN 15ml ACN 20ml ACN
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Figura V.4.4. Recuperaciones medias (n=3) en funcion del volumen de lavado en muestras
fortificadas a 100 pg-kg con y sin etapa de purificacién por Florisil. Las columnas fueron
lavadas con diferentes cantidades de ACN. Los pesticidas Clorpirifos, Amitrol y Oxifluorfen
no fueron evaluados en este estudio.

A la vista de los resultados se puede comprobar que el paso de los
extractos a través del Florisil deja retenida cierta cantidad de los pesticidas
en el adsorbente, por lo que se hace necesario pasar un determinado
volumen de ACN para eluir los pesticidas que quedaban retenidos. Los
resultados demostraron que un volumen de 5 mL de ACN seria suficiente

para recuperar la totalidad de los pesticidas presentes en el extracto.
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V.4.2.5. Cantidad de matriz co-eluida tras el lavado de las columnas

La tendencia en los valores de recuperacién para los extractos
fortificados a 100 pg-kg™* pasados a través de columnas de Florisil fue de

aumentar conforme se incrementaba el volumen de lavado.

Para corroborar la efectividad del paso de 5 mL de ACN para recuperar
la totalidad de los pesticidas asi como de retener mas del 70% de matriz, se
llevé a cabo la evaluacidn del contenido en matriz de los extractos pasados
por las columnas de Florisil tras ser eluidos con voliumenes diferentes de
ACN. Para ello, se utilizaron un total de 7 columnas de Florisil y en cada una
de ellas fueron purificados 10 mL de extracto ASEL, cuya matriz fue eluida

con volumenes de ACN entre 0y 20 mL.

Ademas, también fue estimada la cantidad de matriz que tenia el
extracto sin paso por Florisil. La cantidad de matriz se estimé en funcién de
la diferencia de peso antes y después de la evaporacién de los extractos.

Los resultados se muestran en la Figura V.4.5.
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Figura V.4.5. Porcentajes de matriz co-eluida a partir de extractos purificados con Florisil
que fueron posteriormente lavados con diferentes cantidades de ACN.

Finalmente, se puede concluir que la introduccién de una etapa de
purificacién de los extractos con Florisil no mejora las recuperaciones del
método propuesto, sino que las mantiene, pero si elimina gran cantidad de

la matriz que podria interferir en los equipos de medida.
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V.5. INFLUENCIA DEL ESTADO DE MADURACION DE LAS ACEITUNAS
SOBRE LA DETERMINACION DE LOS PESTICIDAS.

V.5.1. Introduccidn.

En la literatura existen muchos estudios sobre la influencia del estado
de maduracién de las aceitunas sobre su composicién y la calidad del aceite
de oliva resultante, sin embargo, para nuestro conocimiento no se ha
evaluado si dicho estado de maduracién podria afectar a la determinacién

de los pesticidas eventualmente presentes en ellas.

Con el fin de conocer la influencia del estado de maduracién de las
aceitunas sobre la determinaciéon de la contaminacion superficial por
residuos de pesticidas se procedio a la evaluacion del Efecto Matriz a partir
de dos tipos de estudios. Por un lado, se estudié el Efecto Matriz a partir de
la cantidad de matriz co-extraida y por otro, a través del estudio de la
influencia en las pendientes de las rectas de calibracion en matriz

procedentes de extractos a diferentes niveles de maduracion.

Ademads, fue objeto de este estudio conocer en qué medida dicha
influencia podria afectar en dos métodos de extraccion, el método
propuesto en la presente Memoria (ASEL) y el método tomado como

referencia (QUEChERS).
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V.5.2. Parte experimental: Muestras y metodologia empleada.

Para realizar este estudio fueron recogidas aceitunas de la variedad
Picual en diferentes estados de maduracién (valores de indice de madurez
de 1 hasta 7). De cada clase, se tomaron dos kilos, uno fue utilizado para
evaluar la influencia del estado de maduracion en la determinacién por el
método ASEL, mientras que el otro kilo fue molturado y empleado con el
mismo objetivo pero empleando el método de referencia QUEChERS.
Ambos tipos de muestra, aceitunas y pasta, fueron congeladas hasta su
posterior analisis (Tabla V.5.1.).

Tabla V.5.1. Muestras seleccionadas para el analisis de la influencia del estado de

maduracion. En la tabla se muestran la fecha de recogida y el estado de maduracién de las
aceitunas seleccionadas para cada uno de los dos métodos de extraccion.

ASEL QUuEChERS
MUESTRA CLASE RECOGIDA ACEITUNA PASTA
M1 1 16/10/2010 S| S|
M2 2 06/11/2010 S| S|
M3 3 17/11/2010 S| S|
M4 5 13/12/2010 S| S|
M5 7 10/02/2011 S| NO
M 6 6 10/02/2011 S| NO
M7 7 10/02/2011 NO S|

V.5.2.1. Influencia de la maduracion en el método ASEL.

Para comprobar si el estado de maduracion de las aceitunas influia en
la determinacion de los pesticidas por el método ASEL se procedid a dos

tipos de estudios. Por un lado, se estudid el efecto supresor de la matriz en
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todos los estadios a través de la evaluacidn las pendientes de las rectas de
calibrado generadas en cada estadio. Por otro parte, también fue estimada
la cantidad de matriz o extracto seco que se extrae a partir de cada estado

de maduracién por el método propuesto.

Para ello, se realizaron un total de 7 tipos de rectas, 6 correspondientes
a cada uno de los estados de maduracién en estudio y 1 recta en disolvente.
El rango de concentraciones empleado fue desde 0 hasta 300 pg-kg*. Cada

una de las rectas fue realizada por triplicado para cada indice de madurez.

V.5.2.2. Influencia de la maduracion en el método QUEChERS.

Para realizar este ensayo fueron empleados 5 estados de maduracién,
correspondientes a los estados 1, 2, 3, 5y 7, respectivamente. La pasta de
aceitunas para los indices de madurez 4 y 6 no fue evaluada ya que no se

dispuso de la cantidad suficiente de muestra para el ensayo.

Con el fin de obtener la cantidad de matriz necesaria para realizar el
estudio de las rectas patron de cada uno de los distintos indices de
maduracién, se molieron 1000 g de aceitunas, y en lugar de tomar 10 g de
pasta de aceitunas con 10 mL de ACN, tal y como describe el procedimiento
original, se utilizaron 20 g de pasta y 20 mL de ACN, que fueron mezclados
con 2 g de NaCl y 8 g de MgS0O4 anhidro. Este proceso fue repetido 3 veces
para cada estado de maduracién hasta conseguir aproximadamente 60 mL

de extracto.
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A continuacion, el extracto fue sometido a purificacién tal y como
describe el método, pero en lugar de utilizar un Eppendorf donde se
introduce 1 mL del extracto, fueron utilizados tubos de centrifuga de 50 mL
gue contenian previamente la cantidad equivalente para 25 mL del método
qgue eran: 3,75 g de MgS0O4 anhidro + 1,25 g PSA + 1,25 g C1s + 1,25g GCB.
En cada uno de los tubos de centrifuga fueron introducidos 25 mL de
extracto, para conseguir un extracto limpio tras la etapa de centrifugacién
de aproximadamente 20 mL. Este proceso se hizo por duplicado,
obteniéndose aproximadamente 40 mL de extracto para cada estado de

maduracion.

Finalmente, fueron realizadas un total de 6 tipos de rectas, 5
correspondientes a cada uno de los estados de maduracion en estudioy 1
recta en disolvente. Cada una de las rectas procedentes del QUEChERS fue

realizada por triplicado.

De igual modo fue estimada la cantidad de matriz o extracto seco que

se extrae a partir de cada estado de maduracidn por el método QUEChERS.

V.5.3. Analisis y discusion de resultados.

V.5.3.1. Resultados para método ASEL.

V.5.3.1.1. Influncia en la pendiente.

Para dilucidar cdmo afecta el estado de maduracion se procedié a

evaluar la tendencia de las pendientes de las rectas calibradas en
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matriz de cada uno de los estados de maduracidén ensayados. En la
Figura V.5.1. se muestran las graficas correspondientes a la Evolucion
de las pendientes medias en cada nivel de maduracion para cada uno
de los pesticidas en estudio, mientras que en la en la Tabla V.5.2. se
muestran los valores de pendiente, ordenada en el origen y R?
correspondientes a cada una de ellas, asi como los correspondientes a

la recta en disolvente.

A la vista de los resultados de la Tabla V.5.2. se puede decir que
efectivamente, tal y como se demostré en el apartado V.3. el efecto
general de la matriz es de supresidn en todos los pesticidas analizados.
El efecto supresor fue calculado en funcidén de la recta en matriz media
(n=>5) de las pendientes de todos los estados de maduracién ensayados

con respecto a la pendiente de la recta en disolvente.
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Figura V.5.1. Evolucién de las pendientes de las rectas de calibrado en matriz procedente del método de ASEL en funcion del estado de

maduracion para cada uno de los pesticidas en estudio.
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Tabla V.5.2. Parametros de regresion lineal para las rectas de calibrado (n=3) para cada uno de los pesticidas en estudio en funcién del
nivel de maduracion ensayado. N.M. Nivel de Maduracion.

Diflufenican Clorpirifos
Pendiente Ordenada R2 sd RSD Pendiente Ordenada R2 sd RSD
Disolvente 82,72 146,96 0,9978 11,99 14% 16,81 -148,70 0,9971 3,59 13%
N.M. | 76,57 -18,93 0,9993 4,46 6% 13,03 -15,24 0,9950 1,25 9%
N.M. 1l 78,71 236,60 0,9990 0,06 0% 11,81 -40,96 0,9994 3,61 26%
N.M. Il 72,82 155,04 0,9990 0,41 1% 10,04 -12,72 0,9986 0,82 8%
N.M. V 73,24 244,52 0,9980 10,19 14% 9,77 -79,74 0,9936 0,84 8%
N.M. VI 73,25 446,52 0,9944 0,34 0% 9,01 -75,08 0,9946 1,26 13%
N.M. VII 74,11 171,43 0,9995 0,66 1% 8,01 -14,08 0,9950 1,44 17%
Media 74,78 Efecto Matriz de 10,28 Efecto Matriz de
sb 2,35 Supresién del 10% 184 Supresién del 39%
RSDs (%) 3,14 17,93
Fosmet Diuron
Pendiente Ordenada R2 sd RSD Pendiente Ordenada R2 sd  RSD
Disolvente 315,92 72832  0,9991 4,81 2% 330,57 156,90  0,9997 10,02 3%
N.M. | 208,33 -232,22 0,9999 1,10 1% 270,59 173,80 0,9996 25,90 10%
N.M. 1l 251,01 2085,50 0,9996 14,21 6% 272,55 613,50 0,9998 14,44 5%
N.M. 1l 255,17 228,37 0,9998 13,78 5% 247,63 64,11 0,9994 2,76 1%
N.M.V 208,53 583,02 0,9987 6,67 3% 249,42 109,60 0,9993 29,10 12%
N.M. VI 204,74 517,28 0,9996 7,25 4% 260,78 144,00 0,9997 8,11 3%
N.M. VII 209,98 261,53 0,9992 12,59 6% 268,75 76,42 0,9997 20,97 8%
Media 222,96 Efecto Matriz de 276,95 Efecto Matriz de
sD 23,44 S ion del 29% 20,25 Supresion del 21%
RSDs (%) 10,51 upresion del £3% 4,17 P °
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Terbutilazina Dimetoato
Pendiente Ordenada R2 sd RSD Pendiente Ordenada R2 sd RSD
Disolvente 4283,60 28678 0,9968 3,87 0% 302,26 544,51 0,9997 7,36 2%
N.M. | 3807,70 25951 0,9974 57,98 2% 207,42 -49,67 0,9999 2,65 1%
N.M. 1l 3914,30 29124 0,9964 11,80 0% 194,62 -387,92 0,9995 9,98 5%
N.M. I 3896,40 31060 0,9964 86,69 2% 193,28 -283,32 0,9991 5,73 3%
N.M.V 3963,50 24466 0,9971 189,57 5% 192,28 -437,77 0,9986 22,90 12%
N.M. VI 4028,80 25673 0,9972 150,97 4% 187,73 -391,52 0,9995 18,17 10%
N.M. VII 3919,00 27877 0,9971 19,52 0% 199,03 -400,55 0,9996 17,61 9%
Media 3921,62 195,73
SD 73,37 Efecto Matriz de 6,79 Efecto Matriz de
RSDs (%) 1,87 Supresion del 8% 3,47 Supresion del 35%
Amitrol
Pendiente Ordenada R2 sd RSD
Disolvente 34,81 -300,76 0,9990 5,26 15%
N.M. | 20,43 2264,00 0,9978 0,26 1%
N.M. 1l 17,47 3088,50 0,9871 1,12 6%
N.M. Il 16,58 2543,00 0,9957 2,99 18%
N.M.V 10,83 1282,60 0,9981 0,89 8%
N.M. VI 7,27 1781,60 0,9942 0,41 6%
N.M. VII 7,44 1793,30 0,9969 3,77 51%
Media 13,34 Erm——
ecto Matriz de
sb >/58 Supresion del 62%
RSDs (%) 41,85
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Por otra parte, observando la tendencia de las pendientes
mostradas en la Figura V.5.1. se puede apreciar que en la mayoria de
los pesticidas estudiados no existe una influencia apreciable por efecto
del nivel de maduracion exceptuando el caso del Clorpirifos y Amitrol,

en el que si se observa una disminucion.

En el caso del Diflufenican se aprecia claramente que todas las
pendientes en matriz no presentan diferencias significativas entre ellas
(RSDs = 3%) por lo que su determinacidn no estaria influenciada por el
estado de maduraciéon. Lo mismo ocurrié al evaluar Fosmet, Diuron,
TBA y Dimetoato, cuyos valores de RSDs fueron menores al 10% en
todos los casos (10%, 4%, 2% y 3%, respectivamente) por lo que se
puede afirmar que la determinacidn de estos pesticidas no esta

influenciada por el estado de maduracion.

En el caso del Clorpirifos y el Amitrol se observa una reduccion del
valor de la pendiente conforme aumenta el estado de maduracién de
las aceitunas, generando valores de RSD > 10% en ambos casos. Se
puede concluir que la determinacion de estos pesticidas esta
influenciada por el estado de maduracidn, particularmente en el caso

del Amitrol.
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V.5.3.1.2. Influencia en la cantidad de matriz extraida.

Para evaluar la cantidad de matriz co-extraida en funcién del estado
de maduracion se procedid a determinar el residuo seco contenido en
cada nivel. En la Figura V.5.2. se muestran los valores medios en peso
seco encontrados en los extractos para cada nivel de maduracion

estudiado.

N.M. 1 N.M. 2 N.M. 3 N.M. 5 N.M. 7

Figura V.5.2. Cantidad de matriz extraida por el método ASEL (expresada como mg de
matriz por cada gramo de aceituna) en cada uno de los estados de maduracion
estudiados (n=3). (N.M: o nivel de maduracidn).

Los resultados muestran que en todos los casos se encontré una
cantidad muy reducida de matriz. Ademas, se observé que no existian
diferencias significativas entre las medias, por lo que en principio se
puede concluir que el método ASEL extrae una cantidad de matriz que

es independiente del estado de maduracién de las aceitunas.
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V.5.3.2. Resultados para el método QUEChERS.

V.5.3.2.1. Influencia en la pendiente.

Para estudiar cdmo afecta el estado de maduracion se evalud la
tendencia de las pendientes de las rectas calibradas en matriz de cada

uno de los estados de maduracidn ensayados.

En la Figura V.5.2. se muestran las graficas correspondientes a la
Evolucidn de las pendientes medias en cada nivel de maduracion para
cada uno de los pesticidas en estudio, mientras que en la en la Tabla
V.5.3. se muestran los valores de pendiente, ordenada en el origen y
R? correspondientes a cada una de ellas, asi como los correspondientes

a la recta en disolvente.

A la vista de los resultados mostrados en la Tabla V.5.3. se puede
observar que el efecto general de la matriz es de supresion en todos
los pesticidas analizados, a excepcidn de la TBA donde dicho efecto no

fue significativo.

El efecto supresor fue calculado en funcion de la recta en matriz
media de todos los estados de maduracién ensayados. Dicho efecto
matriz de supresién fue mucho mas elevado que en el caso del
tratamiento ASEL, poniendo de manifiesto que a pesar de haberse
realizado sin etapa de purificacidn, el método ASEL da lugar a un efecto
matriz notablemente inferior al del método QUEChERS con aplicacién

de dicha etapa.
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Respecto al estudio de la tendencia de las pendientes se puede
concluir que en la mayoria de los pesticidas estudiados no existe
influencia por efecto del nivel de maduracion en su determinacién ya
gue no existen diferencias significativas entre las pendientes de las
rectas calibradas en matriz QUEChERS para cada nivel estudiado (RSDs
< 15%), exceptuando el caso concreto del Clorpirifos que, tal y como
ocurria en el estudio de las pendientes de rectas calibradas en matriz

procedente de extractos ASEL, mostré un RSDs > 20%.
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Figura V.5.3. Evolucion del valor de las pendientes de las rectas de calibrado en matriz procedente del método de QUEChERS en funcién
del nivel de maduracion (N.M.) de las aceitunas para cada uno de los pesticidas en estudio.
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Tabla V.5.3. Relaciéon de pendientes medias (n=3) a partir del tratamiento de extraccién QUEChERS para cada uno de los pesticidas en
estudio en funcidn del nivel de maduracién (N.M.) ensayado.

Diflufenican Clorpirifos

Pendiente Ordenada R? sd RSD Pendiente Ordenada R? sd RSD

Disolvente 91,68 115,19 0,9997 11,94 13% 24,01 -46,92 0,9998 7,38 31%

N.M. | 66,13 589,54 0,9972 0,72 1% 8,51 11,05 0,9951 1,41 17%

N.M. 1l 66,38 1397,00 0,9941 10,17 15% 11,26 -56,83 0,9978 0,78 7%

N.M. Ill 76,27 405,30 0,9997 0,10 0% 10,62 -79,65 0,9812 1,17 11%

N.M.V 88,75 580,94 0,9994 1,50 2% 14,97 -98,17 0,9947 2,01 13%

N.M. VIl 72,01 216,27 0,9985 0,90 1% 16,20 -71,45 0,9956 0,38 2%

Media 73,91 12,31

SD 9,31 Efecto Matriz de 3,19 Efecto Matriz de
RSDs (%) 13% Supresion del 19% 26% Supresion del 49%

Fosmet Diuron

Pendiente Ordenada R2 sd RSD Pendiente Ordenada R? sd RSD

Disolvente 320,51 2813,80 0,9977 19,88 6% 303,15 3236,30 0,9988 76 25%

N.M. | 176,36 1157,80 0,9987 3,8 2% 325,22 3366,30 0,9996 9,99 3%

N.M. Il 200,3 -135,31 0,9995 2,15 1% 366,03 2950,20 0,9997 9,11 2%

N.M. Il 178,51 -83,19 0,9997 1,87 1% 353,95 360,41 0,9999 21,92 6%

N.M.V 155,59 320,49 0,9987 1,97 1% 303,46 263,01 0,9999 13,53 4%

N.M. VII 199,53 -114,12 0,9999 1,82 1% 371,03 -289,92 0,9998 8,39 2%
SMDedla 1?2:22 Efecto Matriz de 522;2? Efecto Matriz de

i 0 .z _129,
RSDs (%) 10% Supresion del 43% 11% Supresién del -13%
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Terbutilazina Dimetoato
Pendiente Ordenada R2 sd RSD Pendiente Ordenada R2 sd RSD
Disolvente 3973,60 31017 0,9974 162,43 4% 312,26 544,51 0,9997 0,23 0%
N.M. | 3826,40 85507 0,9962 130,39 3% 99,62 418,11 0,9999 2,15 2%
N.M. 1l 4256,20 52965 0,9977 25,03 1% 85,28 -231,02 0,9995 1,44 2%
N.M. I 4418,00 31267 0,9989 18,81 0% 99,58 -315,61 0,9995 0,98 1%
N.M.V 3888,20 19358 0,9996 7,57 0% 112,49 -330,22 0,9991 0,65 1%
N.M. VII 3958,50 18996 0,9994 56,64 1% 123,84 -228,31 0,9995 0,27 0%
Media 4069,46 No existe 104,16 Efecto Matriz de
sD 255,24 Efecto Matriz 14,62 Supresion del 67%
RSDs (%) 6% 14%
Amitrol
Pendiente Ordenada R2 sd RSD
Disolvente 28,05 -356,82 0,9909 3,7 13%
N.M. | 21,68 6644,20 0,9785 1,89 9%
N.M. 1l 19,54 5421,50 0,9907 4,11 21%
N.M. 1l 17,05 5314,70 0,9444 0,81 5%
N.M.V 21,09 4713,70 0,9896 1,38 7%
N.M. VII 16,38 4791,40 0,9529 1,00 6%
Media 19,15 .
Efecto Matriz de
sb 2,37 S ion del 32%
RSDs (%) 19% upresion de b
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V.5.3.2.2. Influencia en la cantidad de matriz extraida.

Para evaluar la cantidad de matriz co-extraida en funcién del estado
de maduracion se procedid a determinar el residuo seco contenido en

cada nivel. Los resultados medios se muestran a continuacion en la

Figura V.5.4.
N.M. 1 N.M. 2 N.M. 3 N.M. 5 N.M. 7

Figura V.5.4. Cantidad de matriz media extraida por el método QUEChERS (expresada
como mg de matriz por cada gramo de pasta de aceituna) para cada uno de los niveles
de maduracién (N.M.) estudiados. Los valores mostrados corresponden a la media de un
total de tres extracciones por estado de maduracion.

En base a los resultados medios encontrados se puede concluir que
la cantidad de matriz extraida seria independiente del estado de
maduracién de las aceitunas, ya que no se observa ninguna tendencia
entre las cantidades medias extraidas en cada estado de maduracion.
Asi, la cantidad de matriz en los extractos procedentes del método
QUEChERS es de 6,09 + 0,69 mg de matriz /1 g pasta de aceitunas (RSDs
=11%), lo que significa mas de un 60% de matriz que en los extractos

procedentes del método ASEL.
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V.6. VALIDACION DEL METODO ASEL DE ACUERDO A LAS
RECOMENDACIONES PUBLICADAS POR LA UE A TRAVES DE LA GUIA
SANCO/12571/2013.

V.6.1. Introduccion: definicion, método de ensayo y niveles de

concentracion.

Tras la optimizacion de las condiciones del método ASEL se procedio a
la validacién del método de acuerdo a las recomendaciones publicadas por

la UE a través de la guia SANCO 2°%/12571/2013.

Los métodos utilizados en los laboratorios de analisis quimico han de
ser evaluados y sometidos a diversas pruebas para atestiguar que producen
unos resultados validos y coherentes con el objetivo previsto, es decir, han
de ser validados. Asimismo, todos los métodos nuevos que se introducen
en un laboratorio deben ser contrastados, y ademas, aquéllos

procedimientos validados que son modificados deben ser verificados.

La validacion o verificacion de un método se realiza mediante una serie
de pruebas normalizadas y experimentales de las que se obtienen datos
sobre su exactitud, precisién, etc. Asi, los métodos de validacion se pueden
clasificar en métodos cualitativos y cuantitativos. En los métodos
cualitativos se incluyen los parametros cuyo cumplimiento es necesario
para la validacién: Especificidad/selectividad, Limite de deteccién (LOD) y
de cuantificacion (LOQ), Precisién (en condiciones de repetibilidad y/o

reproducibilidad) y Estabilidad. Para aquéllos en los que sea necesario
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establecer un nivel de concentracién definido para reflejar resultados
(métodos cuantitativos), deben determinarse los pardmetros adicionales
siguientes: Linealidad, Exactitud, Recuperaciéon e Incertidumbre de Ia

medicion y Robustez del método.

El objetivo propuesto en el presente capitulo fue validar el método
ASEL en base a las recomendaciones de la guia SANCO determinando los
pardmetros citados anteriormente y fue aplicable a la determinacién de los
pesticidas Diflufenican, Amitrol, Clorpirifos, Dimetoato, TBA, Fosmet,
Oxifluorfen y Diuron en el rango de concentraciones masicas comprendidas
entre 0-300 mg-kg'. Los diferentes niveles de concentracion de los analitos
de interés fueron preparados usando patrones de grado analitico en cinco
dias diferentes que fueron utilizados para formar las correspondientes

curvas de calibrado.

Una vez obtenidas las curvas de calibrado, se procedié al calculo de los

parametros necesarios para la validacién del método.
V.6.2. Selectividad y especificidad.

La capacidad de un método para determinar un analito sin
interferencias tales como impurezas, productos de degradacién u otras
sustancias presentes en la muestra se relaciona con el término de

selectividad.

La selectividad es la capacidad de un método analitico para medir y/o

identificar simultanea o separadamente los analitos de interés de forma
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inequivoca en presencia de otras sustancias quimicas enddgenas o
exdégenas, que pueden estar presentes en la muestra. La presencia de
interferencias puede dar lugar a distintos efectos en la determinacion tales
como imposibilitar su inequivoca identificacion (aparicion de falsos
positivos) o distorsionar la respuesta del analito, afectando asi a la

pendiente y la ordenada en el origen de la recta de calibrado.

Frecuentemente, el término especificidad se utiliza como sindnimo del
anterior aunque deberia reservarse a aquéllos procedimientos que
empleen instrumentacion especifica donde la respuesta obtenida solo se
pueda referir a una Unica entidad quimica. Dado que la identificacién de los
analitos vendrd dada a través de su deteccidon por espectrometria de
masas, se podran aplicar en la presente validacion los dos términos

indistintamente.

La selectividad del método ASEL fue evaluada a través de la
determinacion de la posible presencia de picos interferentes en muestras
“blanco”, es decir, extractos procedentes de aceitunas libres de pesticidas.
La ausencia de picos interferentes, tanto en los cromatogramas como en
los espectros de masas a los tiempos de retencién especificos para cada
uno de los pesticidas en dichos extractos confirmd la selectividad del
método, y por lo tanto no fueron encontradas sefales correspondientes a
falsos positivos en las muestras, tal y como se puede observar en la Figura

V.6.1.
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Figura V.6.1. Cromatogramas correspondientes al conjunto de pesticidas en estudio a
partir de un extracto ASEL fortificado a 100 pg-kg™ (negro) frente a un blanco de aceitunas

(rojo).

V.6.3. Confirmacidn de la identidad de pico.

Por lo que respecta a la confirmacion de la identidad de pico, ésta fue

determinada con el cdlculo del denominado de dos parametros, el “ion

ratio” o relacion de iones (g/Q) de cada uno de los pesticidas en disolvente

y en matriz y el tiempo de retencion (tr) segun establece la Directiva

2002/657/EC de la Guia SANCO/12571/2013.
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V.6.3.1. Confirmacion de la identidad de pico: Cdlculo del lon Ratio.

El lon Ratio se define como la relacion de iones (g/Q). Dicha relacién se
calcula a partir de la identificaciéon de dos de las transiciones m/z
correspondientes a los dos iones de mayor intensidad de cada uno de los
pesticidas de interés, tras perfundir una disolucion del patrén puro en el
espectrometro de masas. De esta manera, fueron seleccionadas dos
transiciones m/z, por un lado, la de mayor sensibilidad (Q) cuya area sirvié
con fines de cuantificacidn y un segundo ién, de menor intensidad, que fue

seleccionado con fines confirmatorios (q).

Para establecer el lon Ratio de cada uno de los pesticidas, se calculé la
relacidn entre las transiciones g y Q que fueron medidas tras perfundir una

disolucién patrén de pesticidas en disolvente a 2 mg-L.

Una vez establecido el lon Ratio en disolvente, se procedid a
comprobar si dicho pardmetro se mantenia al trabajar con patrones de
pesticidas en matriz. El estudio del lon Ratio en matriz fue realizado a partir
de patrones de pesticidas a tres niveles de 20, 100 y 250 pg-kg™. Los

resultados pueden verse en la Tabla V.6.1.
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Tabla V.6.1. Evaluacion del ion ratio para los pesticidas en disolvente y en matriz a partir
del extracto fortificado a tres niveles de concentracién (ug-kg?). La tolerancia maxima
permitida fue de + 30%.

Tolerancia Nivel |

- . . . o
PESTICIDAS c:g;:l::toe +30% 30% (20ppb) (]I.\I()I‘(;:Iplli) (gl;‘g:pl:)l) Iohrl:;:?itzlo Desvi/;cién
DIFLUFENICAN 0,82 1,06 0,57 0,73 0,78 0,81 0,77 6%
CLORPIRIFOS 1,61 2,09 1,12 1,60 1,66 1,70 1,65 7%
FOSMET 0,05 0,06 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04 12%
DIURON 0,04 0,05 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 16%
TBA 0,17 0,22 0,12 0,17 0,17 0,17 0,17 8%
DIMETOATO 0,70 0,91 0,49 0,71 0,65 0,72 0,69 -16%
AMITROL 1,96 2,55 1,37 1,96 1,94 1,93 1,94 -27%
OXIFLUORFEN 0,06 0,08 0,04 0,06 0,06 0,07 0,06 6%

Segun la guia SANCO/12571/2013 el limite de tolerancia maxima
relativa para el lon Ratio en métodos cromatograficos se establece + 30%,
por lo que la identidad de pico para cada uno de los pesticidas fue solo

confirmada si dicho parametro se mantenia dentro de este intervalo.

A la vista de los resultados mostrados en la citada Tabla se puede
comprobar que la desviacién en el lon Ratio se mantiene dentro de los
margenes admitidos para todos los analitos y en los diferentes niveles de
fortificacion. Cabe mencionar que en el caso del Amitrol el porcentaje de
desviacién de su lon Ratio es elevado, cercano al limite admitido por la

Guia.

Finalmente, dado que no existian diferencias entre los niveles de
concentracion estudiados, se calculd la medida del lon Ratio en matriz,

como la media de los valores calculados en cada nivel y se estimé el valor
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de desviacidn que existe para el lon Ratio en disolvente y en matriz. De este
modo, se establecid dicho valor medio como criterio dentro del método de
masas, con una tolerancia de £30%, como primer pardmetro a tener en

cuenta a la hora de confirmar la identidad de pico.

V.6.3.2. Confirmacion de la identidad de pico: Cdlculo del Tiempo de

Retencion.

El segundo pardmetro para confirmar la identidad de pico fue el
tiempo de retencion o tg. Para ello, se fijaron los tg a partir de patrones de
pesticidas en disolvente y en matriz en diferentes dias y concentraciones y
se calculd para cada uno de ellos, la media, la desviacion tipica y un
intervalo de confianza especifico cuya significancia estadistica se estimé en
un 95%. De este modo, siempre que se inyectase una muestra ademas de
confirmarse el lon Ratio, debia mantenerse el tg especificado durante el
ensayo de validacién. Los resultados pueden verse en la Tabla V.6.2.

Tabla V.6.2. Tiempos de retencion medios e intervalos de confianza para una distribucion
normal al 95% para cada uno de los pesticidas en estudio. Datos expresados en min.

tr Disolvente tr Matriz

PESTICIDAS Media (%RSDs) 1Cos Media (%RSDs) 1Cos

Diflufenican 3,64 (0,4) 3,64 £ 0,006 3,65(0,2) 3,64 £ 0,005
Clorpirifos 3,95(0,1) 3,95+ 0,003 3,94 (0,1) 3,94 £ 0,009
Fosmet 3,36 (0,0) 3,36 £ 0,016 3,36 (0,2) 3,36+ 0,011
Diuron 3,36 (0,0) 3,36 £ 0,006 3,36 (0,4) 3,36 £ 0,011
TBA 3,42 (0,1) 3,42 £ 0,000 3,43 (0,1) 3,43 £ 0,004
Dimetoato 3,02 (0,5) 3,02 £0,012 3,01 (1,0) 3,01 £0,023
Amitrol 1,01 (0,9) 1,01 £ 0,007 0,99 (2,2) 0,99 £ 0,017
Oxifluorfen 3,76 (0,2) 3,76 £ 0,007 3,78 (0,3) 3,78 £ 0,009
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V.6.4. Sensibilidad: limites de deteccidn y cuantificacion.

La Sensibilidad es la cantidad minima de analito que una determinada
técnica es capaz de detectar o a partir de la cual puede generar una sefial,
o bien la capacidad de un método analitico para registrar ligeras variaciones

de concentracion.

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la pendiente de
la curva de calibracién. Algunas veces se expresa informando de la razén
entre el valor de sefial obtenida a una concentracién dada de estandar.
Para expresar la sensibilidad se suelen utilizar dos parametros

principalmente: Limite de Deteccidn y Limite de Cuantificacidn.

El limite de deteccion (LOD, del inglés Limit of Detection) se define
como la cantidad o concentracion minima de analito que puede ser
detectada con fiabilidad por un método analitico determinado. Asi, el LOD
seria la concentracion minima obtenida a partir de la medida de una
muestra (que contiene el analito) que seriamos capaces de discriminar de
la concentracion obtenida a partir de la medida de un blanco, es decir, de

una muestra sin analito presente.

El limite de cuantificacion (LOQ, del inglés Limit of Quantification) se
define como la cantidad o concentracion minima de analito que puede ser

cuantificada con fiabilidad por un método analitico determinado.

El LOQ es por lo tanto un término cuantitativo mientras que el LOD es

solo cualitativo, encontrandose en ambos términos un rango de
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concentraciones en que si bien no se puede cuantificar al analito en estudio
con razonable certeza, si pueda detectarse su presencia sin incurrir en

falsos positivos.
V.6.4.1. Metodologia seguida en la determinacion del LOD y el LOQ.

En métodos cromatograficos existen varios métodos para calcular
estos pardmetros siendo el mas difundido el valor de la media de los
blancos mds tres veces su desviacién tipica en el caso del LOD, mientras

qgue seran 10 veces el valor de la desviacién en el caso del LOQ.

De este modo, inicialmente se realizé un estudio de blancos en
dias/curvas diferentes con el objetivo de determinar la ausencia de sefial al
tr de cada uno de los pesticidas en matriz y cuyas areas de pico fueron

utilizadas para fijar los valores de LOD y LOQ del método analitico.

Con los resultados de areas de pico obtenidos para los blancos, se
determinaron la media y la desviacidn tipica en unidades de concentracién
(mg-L!) interpolando en la curva correspondiente. Con estos datos se

procedio a calcular los LOD y LOQ siguiendo las formulas:

LOD =X + 3 sd (1)
LOQ =X +10sd (2)

siendo X la media de la concentracién del blanco y sd, la desviacion

tipica de un total de “n” medidas en matriz.
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Dado que no existia sefial apreciable al tz de los pesticidas en la matriz,

se procedid a establecer estos valores a partir de otro criterio diferente.

Dicho criterio se basa en calcular el valor de LOD de un analito
evaluando la cantidad minima de éste que es posible detectar con una
intensidad de sefial que sea igual a 3 veces el valor de S/N (Signal to Noise),
mientras que el LOQ sera calculado cuando la intensidad de la seial sea
igual a 10 veces la relacion S/N. Este método se aplica cominmente a los

métodos de andlisis que muestran el ruido de linea de base.

De este modo, para realizar éste calculo se preparararon una serie de
muestras con cantidades decrecientes de cada uno de los pesticidas,
tomando como valor inicial el del LMR del pesticida. La concentracion de
analito se fue disminuyendo al mismo tiempo que lo hacia la intensidad de
sefial hasta llegar a los valores de intensidad de S/N=3 y 10 equivalentes al

LOD y LOQ, respectivamente.

De cada una de las concentraciones que fueron ensayadas se tomaron
6 lecturas y se prosiguid a seguir decreciendo la concentracién,
estableciendose como limite de precisién adicional al criterio S/N que el
RSD de las lecturas fuera < 10%, dicho valores pueden verse reflejados en

la Tabla V.6.3.

Asi, aunque en la mayoria de los casos se alcanzaba un valor de S/N =
3 aunvalor de concentracidn inferior, sélo se seleccioné como LOD, el valor

de concentracion cuyo RSD fuese inferior al 10%. Por ejemplo, en el caso
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del Diflufenican cuyo valor de intensidad de S/N = 3 fue de 0,4 pg-kg™, su
valor de RSD fue muy superior al 10%, por lo que hubo que subir el LOD
hasta 0,8 pg-kg?! en el que la RSD fue inferior al 10%. Esta condicién fue
aplicada a todos los pesticidas, tanto para evaluar el LOD como el LOQ.

Tabla V.6.3. Evaluacion del LOD y LOQ para los pesticidas a partir del extracto fortificado
a diferentes niveles de concentracidn. En la tabla se muestran los valores para las ultimas
4 concentraciones ensayadas para cada uno de los pesticidas. Los valores destacados en

verde corresponden a los valores hallados para el LOD, mientras que en color rojo se
muestran los valores correspondientes al LOQ.

INTENSIDAD INTENSIDAD

-1 -1
PESTICIDAS (ngkg?) oo (n=s) RSPs  PESTICIDAS (g %a) \1eoin (n=s) RSP
1,00 51,58 2% 0,06 110,01 2%
0,80 15,63 3% 0,03 36,67 8%
DIFLUFENICAN TERBUTILAZINA
0,60 8,66 14% 0,01 21,67 19%
0,40 3,66 56% 0,001 23,13 22%
8,00 12,56 1% 0,80 17,75 4%
4,00 5,22 7% 0,60 7,77 7%
CLORPIRIFOS DIMETOATO
3,00 3,8 9% 0,40 5,38 7%
2,00 2,84 16% 0,20 3,13 23%
0,80 24,98 3% 30,00 50,04 10%
0,30 7,57 9% 10,00 14,86 10%
FOSMET AMITROL
0,20 3,60 29% 8,00 5,04 17%
0,10 2,33 20% 6,00 2,47 110%
0,80 13,58 8% 250,00 26,3 8%
0,30 7,62 11% 200,00 18,74 9%
DIURON OXIFLUORFEN
0,20 4,02 10% 100,00 4,98 10%
0,10 2,17 14% 50,00 2,46 36%

Segun el método experimental Eurachem 3% las muestras utilizadas
para el calculo del LOD y LOQ deben ser las correspondientes a las
concentraciones de analito mds cercanas o por debajo del LOD que es

esperado ya que, para técnicas como la cromatografia que se basan en la

291



Capituo V.6. Validacion del método ASEL.

deteccion de un pico por encima del ruido, las muestras con niveles de

concentracion cerca o por encima del LOD son obligatorias.

De este modo, una vez comprobados los LOD y LOQ a través del
método S/N, se procedié a corroborar su calculo a través del método
Eurachem. Para ello, una vez alcanzado el nivel mas bajo de concentracién
cuya intensidad de lugar a un grado aceptable de incertidumbre (LOD
encontrado por el método anterior), se inyectd dicha concentracién “10”
veces en repetibilidad de modo que se establezca el LOD y el LOQ aplicando
las formulas (1) y (2) anteriormente indicadas. En la Tabla V.6.4. se
muestran los valores de los LOD y LOQ encontrados aplicando dicho
método.

Tabla V.6.4. Evaluacion del LOD y LOQ (ug-kg™) para cada uno de los pesticidas siguiendo
el método Eurachem 3%,

PESTICIDAS  Conc. Ensayada Area sd RSD Pendiente LoD LoQ
Diflufenican 0,80 314,38 3,38 6% 72,04 0,14 0,47
Clorpirifos 2,00 56,97 2,07 9% 10,28 0,53 1,76
Fosmet 0,30 68,80 1,69 9% 217,81 0,02 0,08
Diuron 0,20 247,14 4,89 10% 256,07 0,06 0,19
Terbutilazina 0,30 27769,54 38,09 3% 3949,44 0,03 0,10
Dimetoato 0,60 519,41 9,07 8% 205,89 0,13 0,44
Amitrol 40,00 1262,47 51,76 17% 7,63 20,35 67,84
Oxifluorfen 100,00 49,08 7,78 20% 0,39 60,00 200,00

V.6.5. Linealidad, Rango Lineal y Calibracidn.

La Linealidad es |la capacidad del método para proporcionar resultados

gue son directamente proporcionales a la concentracidn del analito en la
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muestra dentro de un rango establecido. Se puede decir que la Linealidad
de un método define su aptitud para obtener resultados proporcionales a
la concentracién de analito, mientras que el Rango lineal corresponde al
rango de concentraciones de analito para las cuales el método brinda

resultados proporcionales a la concentracion.

Para asegurar el rango de linealidad se estudiaron los factores de
respuesta a diferentes niveles de concentracion en tres dias no

consecutivos de validacion.

Por su parte, el Rango de Trabajo es el intervalo de concentracion en
el que puede obtenerse una exactitud y precision adecuadas al objetivo del
método. Este parametro indica el alcance del método, de forma que deben
de comprobarse los criterios de exactitud y precision en al menos tres
puntos: limite inferior, punto medio del rango y limite superior. Asi, el
intervalo de un procedimiento analitico o rango es el intervalo de
concentraciones en que se ha demostrado que el método validado tiene un

adecuado nivel de precision, exactitud y linealidad.

La normativa de la guia SANCO recomienda que para establecer la
linealidad se utilicen normalmente un minimo de cinco concentraciones
para establecer una correcta calibracion, siendo esta calibracidén aceptable
cuando la interpolacion entre dos niveles o la diferencia entre los niveles

no sea mayor de un factor de 4.
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La curva de calibracion (que puede o no ser lineal) no debe ser forzada
a pasar por el origen. El ajuste de la funcidn de calibracién debe ser trazado
y la inspeccidn puede ser visual y/o mediante el célculo de los residuales,

evitando confiar en los coeficientes de correlacion.

Si dichos residuales se desvian mds de + 20% (+ 10% en los casos en
que se aborda el LMR) de la curva de calibracion en la region
correspondiente, una calibracidn alternativa debe ser utilizada. Para ello se

recomienda el uso de la regresidn lineal ponderada (1/X).

V.6.5.1. Determinacion de la Linealidad, Rango Lineal y Calibracion.

Como ya se ha puesto de manifiesto en el Apartado V.3., existe un
apreciable efecto matriz en el conjunto de los analitos objeto de estudio,
por lo que para evaluar la linealidad del nuevo método propuesto se han

estudiado tanto las rectas de calibracion en disolvente como en matriz.

La linealidad del método ASEL fue evaluada a partir de las curvas de
calibracion en matriz con patrones de los pesticidas objeto de estudio. Para
el ensayo, se estudiaron un diferentes curvas de calibrado con un total de
7 niveles de concentracién en el intervalo de 10 a 300 pg-L?, realizadas

tanto en matriz como en disolvente.

La relacioén entre los datos experimentales de area y concentracién se
ajustaron segln regresién lineal por minimos cuadrados incluyendo Ia

ordenada en el origen, es decir:
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y=(a-x)+b

Donde, “y” es el drea del pico cromatografico, “a” es la pendiente de
la recta de regresion, “x” es la concentracién del pesticida correspondiente
expresada en pg-L! y “b” es la ordenada en el origen de la recta de
regresion. El estudio de las curvas de calibrado fue realizado de la siguiente

forma:

- Seelaboraron al menos tres curvas de calibrado independientes por
cada dia del estudio de validacion. Cada uno de los niveles de
concentracion fueron inyectados por triplicado. Los puntos de
calibracion se ensayaron de manera aleatoria, sin orden
establecido, para evitar efecto memoria del equipo.

- Las curvas se ensayaron en 5 dias diferentes (reproducibilidad).

- Serealizaron las regresiones pertinentes en cada caso con los datos
de concentracion y unidades de area de cada curva con el fin de
determinar los limites de confianza de la pendiente.

- Se determinaron los siguientes parametros de cada una de las
curvas de calibrado:

v’ coeficiente de determinacion (r?),

pendiente (a),

ordenada en el origen (b),

error tipico de los residuales (Sy/x),

AN N NN

coeficiente de variacion de los factores de respuesta (FRRrsp).

295



Capituo V.6. Validacion del método ASEL.

Para el estudio del rango y la linealidad se determinaron los factores
de respuesta f (y/x) como el Area dividido por la concentracién y se

calcularon la media, la desviacidn tipica y el porcentaje de variacién.

Con estos datos, se construyd una grafica de factores respuesta frente
a concentracion (Figura V.6.1.) para valorar el rango de concentraciones
donde la respuesta es lineal y es aplicable la ecuacidn de regresién. En una
calibracion lineal ideal los factores de respuestas deben ser semejantes

entre si y cercanos al valor de la pendiente.

# Diflufenican Dsvte Diflufenican Matriz ® Fosmet Dsvte ® Fosmet Matriz

® Diuron Dsvte ® Diuron Matriz ® Dimetoato Dsvte ® Dimetoato Matriz

Factor
Respuesta

350
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200
150
100
50
o
o 50 100 150 200 250 ne/kg
Clorpirifos Dsvte Clorpirifos Matriz ® Amitrol Dsvte
Factor . 3 ) . )
Respuesta ® Amitrol Matriz © Oxifluorfen Dsvte ® Oxifluorfen Matriz
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20

10
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Factor TBA Dsvte TBA Matriz
Respuesta

4000
3000
2000

1000
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Figura V.6.2. Factores Respuesta vs. Concentracidn para cada uno de los pesticidas en
estudio a las distintas concentraciones ensayadas, tanto en rectas de calibrado en
disolvente como en matriz.

Los resultados mostraron que no existian diferencias significativas
entre los factores de respuesta dentro de cada uno de los dias de la
validacién ni tampoco entre ellos, siendo los RSD (%) en todos los casos
inferiores al 10% tanto en rectas en disolvente como en matriz, por lo que
se establecié que el rango estudiado era lineal 10 y 300 pg-L. Dichos

valores pueden verse resumidos en la Tabla V.6.5.
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Tabla V.6.5. Evaluacion de los Factores Respuesta (FR = y/x) para cada uno de los pesticidas
en rectas en disolvente y en matriz. Los valores mostrados corresponden a la media
encontrada en los cinco dias de ensayo de validacion.

Diflufenican Clorpirifos Fosmet Diuron
ug Lt FR FR FR FR FR FR FR FR

disolvente matriz disolvente matriz  disolvente matriz disolvente matriz
10 85,57 65,06 28,76 9,78 326,62 212,56 318,26 240,64
25 78,13 79,78 26,19 11,31 311,27 202,96 365,69 231,29
50 84,93 72,34 26,97 11,57 388,67 264,88 335,70 222,78
75 80,60 71,95 26,29 12,37 349,12 211,40 334,60 266,57
100 81,66 66,70 25,81 9,49 354,76 213,49 318,43 252,33
150 83,00 64,32 28,64 10,46 346,08 212,33 331,96 274,62
300 86,48 67,45 28,58 11,57 334,53 214,45 310,30 211,85
Media 82,91 69,66 27,32 10,94 344,44 218,87 330,71 242,87
sd 2,99 5,45 1,30 1,05 24,51 20,64 18,20 22,96

cv 4% 8% 5% 10% 7% 9% 6% 9%

Terbutilazina Dimetoato Amitrol Oxifluorfen
ugLt FR FR FR FR FR FR FR FR

disolvente matriz disolvente matriz disolvente matriz disolvente matriz

10 4178,22 3916,28 295,24 205,35 35,47 8,44 14,78 0,36

25 4378,43 4038,41 304,68 218,63 29,75 8,61 14,75 0,41

50 4398,53 4361,59 295,30 201,66 33,44 9,95 15,18 0,34

75 4298,63 4203,30 304,22 206,84 27,25 8,37 15,03 0,49

100 4346,72 3918,03 304,70 204,46 27,20 7,34 12,75 0,37

150 4284,58 4066,10 305,73 196,62 31,62 8,14 13,36 0,42

300 4039,07 3943,40 296,46 197,67 28,34 7,60 13,51 0,47

Media 4274,88 4063,87 300,90 204,46 30,44 8,35 14,19 0,41

sd 127,00 166,48 4,94 7,33 3,20 0,84 0,96 0,06

cv 3% 4% 2% 4% 10% 10% 7% 14%

Ademas de los factores respuesta, se tuvieron en cuenta los siguientes

criterios de aceptacion de las curvas de calibrado:

- las rectas deben tener un FRgrsp < al 10%,

- los r? de las curvas de calibracién deben ser > 0,99,

- el lon Ratio se debe mantener dentro de los limites de tolerancia
especificados en la Tabla V.6.1.,

-y que los tg deben estar dentro de los intervalos establecidos en la

Tabla V.6.2.
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Los resultados obtenidos para las curvas de calibracién para cada uno

de los pesticidas en estudio pueden verse resumidos en la Tabla V.6.6.

Tabla V.6.6. Parametros de calibracién para rectas realizadas en matriz y en disolvente.
Los resultados corresponden a la media de cinco réplicas en dias distintos. El Efecto Matriz
fue expresado como la relacion de pendientes correspondiente a la recta de calibrado en
matriz frente a la de disolvente.

Parametros Recta en Disolvente Pardametros Recta Matriz ASEL  Efecto

PESTICIDAS .
Pendiente Ordenada (r?) Pendiente Ordenada (r?) Matriz

DIFLUFENICAN 84,20 (16) 143,57 0,9988 72,04 (12) 257,84 0,9984  14%

CLORPIRIFOS 16,81 (9) -148,70 0,9971 10,28 (17) 36,42 0,9933 39%
FOSMET 333,92 (12) 1220,50 0,9980 217,81(19) -47,12 0,9995 35%
DIURON 321,87 (9) -475,97 0,9986 256,07 (10) 196,09 0,9986  20%
TERBUTILAZINA 4212,60 (12) 15432,00 0,9985 3949,44 (12) 26604,00 0,9959 6%
DIMETOATO 302,26 (2) 544,51 0,9997 205,89 (12) -396,72 0,9996 32%
AMITROL 30,69 (14) 208,62 0,9954 7,63 (21) 958,19 0,9991 55%
OXIFLUORFEN 14,32 (6) 17,91 0,9980 0,3889 (54) 10,249 0,9587 97%

A la vista de los resultados se puede observar que las curvas
presentaron coeficientes de determinacién (r?) mayores a 0.99 y por lo
tanto, mostraron una buena linealidad. Unicamente el Oxifluorfen
presentd una baja linealidad en el rango estudiado, con unos valores de r?
< 0.99 para la recta matriz. Como ya se comenté anteriormente, la
pendiente de la recta de calibrado en matriz se reduce practicamente a

cero en el caso del Oxifluorfen, lo que limita en la practica la aplicabilidad

del método para la determinacion de este analito.

No obstante, tal y como recomienda la guia SANCO, la calibracién no

puede basarse Unicamente en los r? con valor 0.99, por lo que ademds se
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tuvieron en cuenta que los residuales no se desviasen mas de + 20%. Esto
fue comprobado para cada uno de los pesticidas estudiados introduciendo

un limite del £ 20% en el método de masas.

V.6.6. Precision: Repetibilidad y Reproducibilidad.

La Precision es el pardmetro que expresa el grado de concordancia
(grado de dispersidn) entre una serie de medidas obtenidas de tomas
multiples a partir de una misma muestra homogénea en las condiciones

especificadas.

La variabilidad de los resultados obtenidos se debe al hecho de que
nunca se puede repetir de forma exacta un mismo analisis, ya que es
imposible controlar determinados parametros. La variabilidad aumenta al
aumentar las fuentes de error, los mas habituales son los propios analistas,

instrumentos, reactivos, el tiempo y el entorno.

La precision puede medirse a tres niveles: repetibilidad (del sistema y

del método), la precision _intermedia y reproducibilidad. Para conocer

dichas mediciones suelen evaluarse la media, la desviacién estandar y la

desviacién estandar relativa (coeficiente de variacién o RSD).
V.6.6.1. Repetibilidad: Determinacion y Resultados.

La repetibillidad es la precision bajo condiciones en las que los

resultados de una medicién se obtienen con el mismo método, con el
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mismo operador, utilizando el mismo instrumento de medida y durante un

corto intervalo de tiempo.

Para ello, se evalué la diferencia entre los resultados de ensayos,
obtenidos por el mismo analista y con el mismo equipo, en condiciones de
operacion constantes y para idéntico material de ensayo. La dispersiéon
entre resultados, expresada como coeficiente de variaciéon, no deberia

exceder un valor del 20%.

CV:i
X

-100

La Repetibilidad del equipo se midid a partir de la estimacién de la
variabilidad de lectura del equipo de analisis, realizandose un total de 11
inyecciones en el UPLC-MS/MS a partir de una muestra fortificada a 100
pg-L! en disolvente. Los resutados mostraron un RSD < 20% en todos los

pesticidas, por lo que el equipo era adecuado para el analisis.

La Repetibilidad del método se estimdé como la variabilidad del equipo
de andlisis + la variabilidad de la etapa de preparacion. Para realizar este
ensayo, fueron realizadas 6 extracciones a partir de muestras fortificadas a
100 pg-kg?* en matriz. Posteriormente, se realizéd una Unica lectura en el
UPLC-MS/MS con cada uno de los extractos obtenidos. Finalmente, se

calcularon los RSD de las lecturas para la repetibilidad del método.
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Segln las recomendaciones de la guia SANCO, dicho coeficiente de
variacion debe ser < 20%. Los resultados medios de repetibilidad del

método pueden verse en la Tabla V.6.7.

Tabla V.6.7. Repetibilidad del método ASEL en muestras fortificadas a 100 pg-kg™.

Pesticidas MEDIA * sd RSDs Pesticidas MEDIA * sd RSDs
Diflufenican 90,37 +5,63 6% Terbutilazina 101,00 + 3,03 3%
Clorpirifos 81,41 +4,88 6% Dimetoato 73,46 £5,14 7%
Fosmet 99,03 £ 10,89 11% Amitrol 17,42 + 3,56 20%
Diuron 80,72 £+ 2,42 3% Oxifluorfen <LOQ <LoQ

A la vista de los resultados, se puede concluir que el método ASEL tuvo
una buena repetibilidad, mostrando valores de RSD menores al 20%, tal y
como establece la guia SANCO. El Oxifluorfen no pudo cuantificarse a las

concentraciones estudiadas, ya que eran inferiores a su LOQ.
V.6.6.2. Reproducibilidad: Determinacion y Resultados.

La reproducibilidad interlaboratorios es la precisién bajo condiciones
en las que los resultados de una medicién se obtienen con el mismo
método, sobre el mismo mesurando, con diferentes operadores, diferentes

equipos de medida, en diferentes laboratorio, etc.

Para la validaciéon del método ASEL se calculd la reproducibilidad
intralaboratorio analizando la precision Inter-dia que consiste en analizar la
misma muestra a lo largo de varios dias. Concretamente, se estimé la
precision realizando el mismo procedimiento durante 5 dias consecutivos

y estimando el coeficiente de variacidon de las concentraciones obtenidas.
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Este coeficiente no ha de superar un valor del 20 %. Los resultados de las
determinaciones durante 5 dias consecutivos pueden verse en la Tabla

V.6.8.

Tabla V.6.8. Precision Inter-dia. Los valores corresponden a la concentracién media (n=5)
obtenida tras la inyeccién de un Unico extracto ASEL procedente de muestras fortificadas
a 100 pg-kg™.

Dia1l Dia2 Dia3 Dia 4 Dia5 Media sd RSD

Diflufenican 97,51 89,98 92,86 86,48 87,77 90,92 4,41 5%
Clorpirifos 90,91 80,37 69,64 91,68 80,08 82,54 9,09 11%
Fosmet 100,35 102,14 98,72 108,32 95,54 101,01 4,75 5%
Diuron 85,46 79,97 92,99 7533 83,65 83,48 6,58 8%
Terbutilazina 97,15 94,13 103,03 101,84 102,4 99,71 3,89 4%
Dimetoato 76,43 72,81 7593 83,14 74,88 76,64 3,89 5%
Amitrol 14,9 18,65 15,22 11,31 15,42 15,10 2,60 17%
Oxifluorfen <L0OQ <loQ <LOQ <LloQ <LloQ <LloQ <LoQ <LoOQ

V.6.7. Exactitud.

La Exactitud es el pardmetro que expresa el grado de concordancia
entre el valor hallado y el valor que se acepta como valor verdadero
convencional o como valor de referencia aceptado. Se relaciona con la
existencia de un error sistematico que haga que los resultados se desvien
de forma constante respecto a los valores esperados, es decir, que la media

experimental difiera del valor verdadero.

El término “exactitud”, esta aplicado a un conjunto de resultados de
un ensayo, y supone una combinacion de componentes aleatorios

(precision) y un componente comun de error sistemdtico o sesgo
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(veracidad). Por lo tanto, en un método de ensayo el término “exactitud”

se refiere a una combinacién de veracidad y precision.

La veracidad determina el grado de coincidencia existente entre el
valor medio obtenido de una serie de resultados y un valor de referencia

aceptado y suele ser determinada por sesgo o recuperacion.

Para determinar el sesgo puede utilizarse material de referencia,
material fortificado, material control, material ensayo de aptitud, etc. Para
este fin, se debe medir un analito de concentracién conocido y se
determina la diferencia en valor absoluto entre el valor conocido y la media
del valor obtenido en repetibilidad. Una diferencia sistematica importante
en relacion al valor de referencia aceptado se refleja en un mayor valor del

sesgo, cuanto mas pequefio es el sesgo, mayor veracidad indica el método.

Valor de Referencia—Valor Obtenido

x 100

Exactitud = -
Valor de Referencia

La Exactitud en términos de recuperacién debe demostrarse en todo
el rango especificado para el método analitico y se recomienda un minimo
de 5 determinaciones sobre 3 niveles de concentracidn del analito que
cubran el rango especificado. Segun la guia SANCO, dichas recuperaciones
deben encontrarse en el rango de 70-120% con unos valores de RSDs < 20%.
Excepcionalmente, cuando la recuperacion sea baja pero constante (es
decir, que demuestre una buena precisién), una recuperacién media

inferior al 70% puede ser aceptable.
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V.6.7.1. Exactitud: Determinacion y Resultados.

Para calcular la Exactitud del método ASEL en términos de veracidad o
sesgo fue necesario determinar por un lado los porcentajes de
recuperacién en muestras de aceitunas fortificadas y por otro, los
porcentajes de recuperacién correspondientes al valor real de la disolucién
de fortificacion. Ambos tipos de porcentajes fueron evalulados a tres
niveles de concentracién (20, 100 y 250 pg-kgt). Para conocer el valor de
referencia o verdadero de las muestras fortificadas se partié de las mismas
disoluciones de concentracién para la fortificacién que fueron usadas para
fortificar en disolucion. La relacién entre ambos tipos mostrara la exactitud

en términos de error sistematico de la determinacion.
V.6.7.1.1. Estimacidn del Valor de Referencia o Verdadero.

Para el calculo del valor de referencia se realizé un analisis de los
porcentajes de recuperacion a tres niveles de concentracién a partir de
aceitunas libres de pesticidas que fueron adicionadas directamente en
disolucion a las concentraciones de fortificacion empleadas en el

estudio de recuperacion.

Para ello, un total de 15 muestras de 30 g de aceitunas fueron
depositadas en 15 frascos y tratadas con tres tipos de disoluciones
mezcla de pesticidas a 20, 100 y 250 pg-kg™* en ACN, de modo que el
mismo extractante fuera el que introdujese los analitos en el extracto.

De este modo, los patrones soportaran todo el proceso ASEL hasta su
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inyeccion, conociéndose asi el valor real de recuperacién del
procedimiento en matriz y en condiciones de concentracién conocidas.
Los resultados encontrados para el valor de referencia se muestran en

la Tabla V.6.9.

Tabla V.6.9. Recuperaciones medias (n=15) obtenidas tras la aplicacion del método ASEL
en muestras de aceitunas que fueron fortificadas a tres niveles de concentracion
directamente en disolucidn y porcentaje de error relativo asociado.

250 pg-kg? 100 pg-kg* 20 pg-kg!

PESTICIDAS Rec. o Rec. o Rec. o

(RsDs)  PE" (msps)  %E" (rsps) PF"
DIFLUFENICAN 92 (10) 8% 95 (7) 5% 99 (25) 1%
CLORPIRIFOS 93 (10) 7% 97 (10) 3% 106(19)  -6%
FOSMET 104 (4) -4% 113 (9) -13% 106 (17) -6%
DIURON 101(11)  -1%  103(15) -3%  102(18) -2%
TERBUTILAZINA 109 (4) 9%  102(10) 2% 93 (16) 7%
DIMETOATO 104 (10)  -4%  107(12)  -7% 99 (13) 1%
AMITROL 102 (17) 2% 88 (5) 12% <LOD
OXYFLUORFEN 78 (10) 20% <L0Q <LOD

La concordancia entre el valor hallado y el valor real introducido en
el ensayo permitié calcular el error sistematico del método. En todos
los niveles de concentracion ensayados dicho error fue inferior al 15%,
demostrando asi la exactitud del procedimiento, a excepcién del

Oxifluorfen que sélo fue exacto al nivel de concentracién mas alto.

Para considerar el procedimiento como exacto en rangos altos es

recomendable realizar este tipo de prueba estadistica para comprobar
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si el porcentaje de recuperacién varia en funcién de la concentracién

analizada.

La Hipdtesis de partida o Hp seleccionada fue que existe suficiente
evidencia estadistica para demostrar una exactitud del método a las
tres concentraciones ensayadas. La significancia estadistica fue

realizada al 95%. Los resultados se muestran en la Tabla V.6.10.

Los resultados confirmaron que existia suficiente evidencia
estadistica para demostrar la exactitud del método a las 3
concentraciones estudiadas en los 6 pesticidas en estudio, ya que F <
p-valory por lo tanto, se acepta Hop. (Se dejaron fuera del analisis de la
varianza a los pesticidas Amitrol y Oxifluorfen dado que a la
concentracion de 20 pg-kg? estaban por debajo de su LOD y LOQ, de

modo que no hubo recuperaciones en este grupo de concentracién).

Tabla V.6.10. Analisis de la varianza de un factor para seis de los pesticidas en estudio. Los
resultados pertenecen a las recuperaciones medias de 5 extractos diferentes realizados
durante 5 dias consecutivos.

Grupos N?@ Pesticidas Suma Promedio Varianza
20 pg-kg* 6 605 100,83 24,57
100 pg-kg* 6 617 102,83 43,37
250 pg-kg' 6 611 101,83 57,37
ANOVA SS df MS F P-valor  F critico
Entre grupos 12 2 6 0,14 0,87 3,68
Dentro de los grupos ~ 626,5 15 41,8

Total 638,5 17

SS (suma de cuadrados), df (grados de libertad), MS (promedio de los cuadrados), F (estadistico F
para los valores tabulados), P-valor (probabilidad del estadistico), F critico (valor critico de F).
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V.6.7.1.2. Exactitud del Método ASEL en muestras fortificadas: sesgo

y recuperacion.

Una vez obtenida la estimacion del valor verdadero, fue evaluada la
exactitud a través del estudio del sesgo en términos de error
sistematico y de los porcentajes de recuperacién en muestras de
aceitunas fortificadas en multicapa a tres niveles de concentracion de

20, 100 y 250 pg-kg™.

a) Veracidad o Sesgo

Para evaluar la exactitud en cuanto al estudio de la veracidad o
sesgo atendiendo al porcentaje de error sistematico, se estudid el %Er
a partir de los resultados encontrados en el andlisis de un total de 15
extracciones en muestras fortificadas a una concentracién conocida de

250 pg-kg?. Los resultados pueden verse reflejados en la Tabla V.6.11.

El error sistematico fue calculado como el porcentaje existente
entre la diferencia del valor hallado con respecto al valor de verdadero

o de referencia que fue calculado en el apartado anterior, es decir,

Valor Obtenido—Valor Referencia

Er(%) = x 100

Valor de Referencia
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Tabla V.6.11. Recuperaciones medias (RSD) y error sistematico asociado para cada uno de
los pesticidas en estudio procedentes de un ensayo ASEL realizado a partir de muestras
fortificadas a 250 pg-kg* (n=15).

PESTICIDAS Valor ASEL Valor Real % Er
DIFLUFENICAN 94 (7) 92 (10) -2%
CLORPIRIFOS 77 (9) 93 (10) 18%
FOSMET 97 (8) 104 (4) 7%

DIURON 83 (3) 101 (11) -18%
TBA 91 (4) 109 (4) 17%
DIMETOATO 76 (7) 104 (10) 27%
AMITROL 11 (8) 102 (17) 89%
OXIFLUORFEN n.d. 78 (10) -

Atendiendo a los resultados se puede comprobar que el método
tiene un porcentaje de inexactitud asociado al propio procedimiento
de extraccion, siendo inferior al 20% en la mayoria de los pesticidas en
estudio. No obstante, también se puede apreciar un mayor porcentaje
de inexactitud en el analisis de pesticidas como Dimetoato (Er=27%), y
una clara falta de exactitud en el analisis de pesticidas como el Amitrol

o el Oxifluofen a la concentracion ensayada.
b) Recuperacién

La recuperacién permite ver el rendimiento de un método analitico
en cuanto al proceso de extraccidon y la cantidad del analito existente
en la muestra original, por lo que la recuperacion esta intrinsecamente

relacionada a las caracteristicas de la matriz de la muestra.

Generalmente, deben ser analizadas muestras fortificadas y sin

fortificar y calcular la diferencia atendiendo a la siguiente ecuacion:
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Cf—CO)

R = 100X(
Ca

donde Cf es la concentracion de analito observada tras la fortificacion,
Coes la concentracién de analito en la muestra sin adicionary Caes la

concentracion tedrica de fortificacion.

Para evaluar la exactitud a partir del estudio de los porcentajes de
recuperacién se partié de muestras de aceitunas libres de pesticidas
fortificadas a tres niveles de concentracion. Para cada nivel, fueron

realizadas un total de 5 extracciones.

La exactitud vendrad determinada como la concordancia entre el
valor encontrado y el valor tedrico de referencia. Los resultados se
muestran en la Tabla V.6.12.

Tabla V.6.12. Recuperaciones medias (RSD) para cada uno de los pesticidas en estudio
procedentes de un ensayo a 3 niveles de concentracién (n=15).

PESTICIDAS Rec 20 ug-kg® Rec 100 pg-kg? Rec 250 ug-kg?  Media (RSD)
DIFLUFENICAN 92 (14) 90 (18) 94 (7) 92 (2)
CLORPIRIFOS 83 (20) 73 (16) 77 (9) 78 (6)
FOSMET 104 (18) 96 (20) 97 (8) 99 (4)
DIURON 79 (20) 88 (17) 93 (3) 87 (8)
TBA 99 (21) 104 (13) 91 (4) 98 (7)
DIMETOATO 73 (20) 72 (11) 76 (7) 74 (3)
AMITROL <L0Q 11 (8) 14 (8) 13 (17)
OXIFLUORFEN <L0Q <L0Q 5(20)

A la vista de los resultados, se observa que el método ASEL puede

ser considerado exacto para 6 de los 8 pesticidas en estudio de acuerdo
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a las recomendaciones de la guia SANCO en las que se especifica que
las recuperaciones para considerar un método como exacto deberian
estar entre el 70-120% y con los RSDs < 20%. Para aseverarlo,
procedimos a efectuar un ANOVA para evaluar la exactitud global del
método ASEL (Amitrol y el Oxifluorfen no fueron incluidos en el

ANOVA). Los resultados se muestran en la Tabla V.6.13.

Tabla V.6.13. Analisis de la varianza de un factor para seis de los pesticidas en estudio. Los
resultados pertenecen a las recuperaciones medias de 5 ensayos en dias distintos
empleando muestras a tres niveles de fortificacion.

Grupos Ne Pesticidas Suma Promedio Varianza
20 pg-kgt 6 514,99 85,83 97,93
100 pg-kg? 6 515,49 85,92 158,65
250 pg-kg? 6 520,12 86,69 99,13
ANOVA sS df MS F P-valor F critico
Entre grupos 2,67 2 1,34 0,01 0,99 3,68
Dentro de los grupos ~ 1778,59 15 118,57

Total 1781,26 17

SS (suma de cuadrados), df (grados de libertad), MS (promedio de los cuadrados), F (estadistico F
para los valores tabulados), P-valor (probabilidad del estadistico), F critico (valor critico de F).

Los resultados estadisticos del ANOVA mostraron que la hipdtesis
se acepta, es decir, F < p-valor y por lo tanto se puede decir que el
método ASEL es exacto en el rango estudiado de 20-250 pg-kg™! para 6
de los 8 pesticidas en estudio, y por lo tanto, se comprueba que existe
suficiente evidencia estadistica para afirmar que el método ASEL es

exacto dentro del rango establecido.
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Capitulo V.7. Efecto del Lavado.

V.7. EFECTO DEL LAVADO PREVIO DEL FRUTO SOBRE LA DETERMINACION
DE LOS PESTICIDAS APLICANDO EL METODO ASEL.

V.7.1. Introduccion: antecedentes.

La influencia de la introduccion de una etapa de lavado del fruto en el
contenido en pesticidas en las aceitunas ya fue estudiada anteriormente en
los trabajos realizados por M. Guardia-Rubio et al. entre los afos 2004-
2007. En dichos trabajos fueron realizadas varias investigaciones sobre la
influencia de la introduccion de una etapa de lavado sobre el
comportamiento de algunos plaguicidas presentes en las aceitunas y la

posible incorporacidon de éstos al aceite de oliva 167-169,171,172,302,

Se concluyd que una etapa de lavado “temprana” podria ser eficaz en
la eliminacion de los residuos de herbicidas presentes en las aceitunas a
consecuencia del contacto de éstas con el suelo contaminado como sucede
cuando las aceitunas han caido y son recogidas de la tierra por medio de
cepillos o equipos de aspiracién. Sin embargo, a medida que aumenta el
tiempo desde la contaminacion es mas dificil eliminar determinados
plaguicidas presentes en la aceituna debido a su retencidn en las ceras

cuticulares 171,

De este modo, segun estos estudios un proceso de lavado sélo seria
efectivo eliminando aquellos residuos presentes en la aceitunas como
consecuencia del contacto de los plaguicidas durante un breve periodo de

tiempo. No obstante, también ha sido demostrado que el lavado puede
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eliminar eficientemente la contaminacidn superficial con herbicidas en las
aceitunas procedentes del suelo, como Diuron o TBA., aunque no se
observa tal disminucién en otros pesticidas como el Endolsulfan.
Finalmente, M. Guardia-Rubio et al., concluyeron que existe una influencia
decisiva del método de recogida de la aceituna en la concentracién de

residuos de herbicidas 172.

En virtud de los expuestos resultados previos, nuestro propdsito se
centrd en el estudio de la influencia de una etapa de lavado previa a la
aplicacion del método ASEL sobre la carga total de pesticidas que portan
las aceitunas de forma superficial como consecuencia de practicas

agronémicas inadecuadas o una recoleccién poco cuidadosa.

Para dar respuesta a ello fueron analizadas dos tipos de aceitunas. Por
un lado, fueron analizadas aceitunas libres de pesticidas que fueron
directamente recogidas del arbol, y por el otro, muestras procedentes del
suelo. Cada una de las muestras fue sometida a un proceso de extraccién
usando el método ASEL con o sin introduccién de etapa de lavado previo y
los extractos resultantes fueron analizados por UPLC-MS/MS. Ademas, la
influencia de la etapa de lavado sobre la cantidad de matriz extraida por el

método también fue objeto de estudio.
V.7.2. Metodologia empleada.

A la hora de estudiar la incorporacién de una etapa de lavado en el

método ASEL, se requiere que este lavado sea realizado de la forma mas
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reproducible posible, asi las muestras mas sucias fueron analizadas con y
sin proceso de lavado, pero teniendo en cuenta el uso de un volumen de

lavado conocido.

Para el ensayo, ademds de aceitunas procedentes del arbol, fueron
seleccionadas un total de 15 muestras de suelo procedentes de la region

jiennense recogidas durante la campana 2010-2011.

La metodologia utilizada para llevar a cabo este estudio fue simple,
realizando Unicamente dos lavados con 30 mL de agua destilada sobre
muestras de 30 g de aceitunas. El lavado efectuado fue manual utilizando
vasos de precipitados que fueron agitados en cada uno de los dos lavados
durante 20 s. A continuacion, el agua de los vasos fue eliminada por

decantacién y el proceso fue repetido.

Las muestras lavadas fueron secadas y depositadas sobre papel
absorbente hasta la total evaporacidon del agua superficial adherida a la

superficie de la aceituna (aproximadamente 2h).

Finalmente, todas las muestras fueron sometidas a extracciéon por
medio del método ASEL y cada extracto obtenido fue filtrado por 0,2 umy
analizado por UPLC-MS/MS. Todas las muestras fueron extraidas por
triplicado e interpoladas en su correspondiente recta calibrada en matriz
qgue sufrié el mismo procedimiento que las muestras. Un esquema del

proceso puede verse en la Figura V.7.1.
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AGITACION AUTOMATICA
TRAS LAVADO

(30 ml ACN. 10 min)

Figura V.7.1. Esquema del procedimiento de las muestras desde su recepcién, lavado y filtrado previo a su inyeccién por
UPLC o GC-MS.
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V.7.3. Estudio de la cantidad de matriz eliminada por el lavado.

La cantidad de matriz extraida por el método ASEL fue estudiada en
apartados anteriores. Asi, en aceitunas de la var. Picual la cantidad media
fue de 2,5 mg-g! para extractos sin etapas de lavado previo o de

purificacién.

Para comprobar la disminucién de matriz por la introduccién del
lavado se realizé un estudio de la cantidad de matriz en los extractos antes
y después del proceso de lavado a partir de muestras de vuelo que habian
sido previamente fortificadas. Sin embargo, el andlisis gravimétrico de la
cantidad de matriz extraida en muestras lavadas y no lavadas no mostré

diferencias significativas.

El mismo procedimiento fue empleado para conocer el efecto del
lavado en muestras de aceituna procedente del suelo. El proceso fue
repetido un total de tres veces en cada una de las 15 muestras sometidas a
estudio, tanto antes como después de la realizacion del lavado. Los

resultados medios pueden verse en la Tabla V.7.1.

El andlisis de los extractos en muestras de aceitunas de suelo con o sin
la introduccidn de una etapa de lavado mostré un descenso de la cantidad
de matriz extraida en gran parte de las muestras estudiadas. No obstante,
este descenso no fue homogéneo ya que en muestras con mayor cantidad
de suciedad adherida y enmohecidas, este descenso fue mayor (M4 y M12)

mientras que en muestras tales como M6, M8 o M10 que practicamente
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estaban desprovistas de suciedad y simplemente portaban hojas, este

descenso no fue perceptible.

Finalmente, cabe concluir que en principio la etapa de lavado previo
seria adecuada para disminuir la cantidad de matriz presente en el extracto
final, especialmente en aceitunas procedentes del suelo, donde es
necesario estudiar ademas si el lavado influiria en la determinacién de los
pesticidas. En el caso de aceitunas de arbol no se observa una reduccion

apreciable en la cantidad de matriz extraida tras el lavado del fruto.

Tabla V.7.1. Reduccion de la cantidad de matriz (mg de extracto seco por gramo de
aceituna) extraida por el método ASEL en aceitunas del suelo al introducir una etapa de
lavado.

REDUCCION REDUCCION
Muestra ASPECTO POR LAVADO Muestra ASPECTO POR LAVADO
TIERRA
M1 FAN M ’
GO 13% 09 MOHO 8%
M2 TIERRA, HOJAS 29% M10 HOJAS 32%
M3 FANGO 8% M11 LODO, HOJAS 20%
M4 FANGO, MOHO 62% M12 MOHO, HOJAS 81%
HOJAS,
M5 HOJAS, MOHO 20 M13 PIEDRAS 13%
TIERRA,
Mé HOIAS 10% M14 PIEDRAS 15%
M7 HOJAS 0% M15 HOJAS 18%
M8 LODO, HOJAS 24%

V.7.4. Influencia del Lavado del Fruto sobre el Efecto Matriz.

En el Apartado V.3., fue estudiado el Efecto Matriz en la cuantificacién
de los extractos del método ASEL en el que se concluia que el Efecto Matriz

varia en funcion de la naturaleza del pesticida, por lo que era necesaria una
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calibracion en matriz para que el método fuese valido. En este apartado, se

estudia la influencia del lavado previo del fruto en dicho efecto matriz.

Para ello, fue estudiado el Efecto Matriz antes y después de la etapa
de lavado en las rectas de calibrado en matriz comparadas con las
correspondientes en disolvente. Las rectas fueron construidas en el rango
lineal de 0-300 pg-kg* a partir de extractos procedentes del método ASEL
empleando aceitunas de vuelo libres de pesticidas. Los parametros de
regresion lineal pueden verse en la Tabla V.7.2. mientras que la tendencia

de las pendientes puede verse graficamente en la Figura V.7.2.

Tabla V.7.2. Parametros analiticos de las rectas de calibrado por UPLC-MS/MS con vy sin
etapa previa de lavado.

RECTA EN RECTA EN RECTAEN EFECTO DEL
ANALISIS DISOLVENTE MATRIZ SIN LAVADO  MATRIZ CON LAVADO LAVADO

UPLC-MS/MS Pendiente Ordenada Pendiente Ordenada Pendiente Ordenada f::l/ Eg\'\/‘
DIFLUFENICAN 83,40 125,70 75,03 260,70 72,52 63,79 10% 13%
CLORPIRIFOS 16,18 -132,70 10,12 16,33 9,29 11,21 17% 24%
FOSMET 323,18 1232,70 211,12 -16,47 206,75 200,82 35% 36%
DIURON 350,59  1712,70 271,12 714,01 251,12 214,02 23% 28%
TERBUTILAZINA  4176,50 29851,01 3871,10 15904,02 3851,60 24591,10 7% 8%
DIMETOATO 299,03 482,00 192,73 -491,25 186,52 -163,28 36% 38%
AMITROL 28,08 -275,65 6,82  3541,30 7,55  3820,80 76% 73%
OXIFLUORFEN 20,64 29,31 1,02 17,57 1,06 21,27 95% 95%

A la vista de estos resultados se confirma el notable efecto matriz
de supresion que se observa en gran parte de los pesticidas en estudio, tal

como se discutio anteriormente.
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Figura V.7.2. Tendencia de las rectas calibradas en disolvente y en matriz con o sin etapa
de lavado, en pesticidas determinados por UPLC-MS/MS.
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Por otra parte, la introduccién de una etapa previa de lavado de las
muestras aumenté ligeramente el efecto supresor de la sefial en casi la
totalidad de los pesticidas en estudio, aunque el porcentaje de variacién
del Efecto Matriz en todos los casos fue inferior al 10% con respecto al valor
correspondiente sin lavado, concluyendose asi que no existian diferencias
significativas entre las pendientes por inclusiéon o no de una etapa de lavado

previo.

Finalmente, se puede afirmar que la etapa de lavado previo con
agua de la aceituna no afecta apreciablemente a la sensibilidad del método
ASEL ni tampoco reduce la cantidad de matriz extraida por lo que no influye

en el resultado final.
V.7.5. Influencia del lavado en muestras de vuelo.

Con el objetivo de comprobar si el lavado con agua pudiera extraer
parte de la carga de pesticidas presentes en la superficie del fruto, se
efectud un estudio del extracto procedente del método ASEL empleando
como extractante agua, bajo las condiciones habituales del método. Para
ello, fueron empleadas muestras de aceitunas libres de pesticidas

fortificadas a los niveles de 100 pg-kg™.

Los extractos acuosos resultantes fueron analizados por UPLC-MS/MS
por triplicado, empleando para la cuantificacion las correspondientes
rectas en matriz, en este caso acuosa. Los resultados obtenidos pueden

verse resumidos en la Tabla V.7.3.
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Tabla V.7.3. Recuperaciones medias (n=5) en muestras de aceitunas de vuelo fortificadas
a 100 pg-kg! que fueron analizadas por UPLC-MS/MS tras el empleo del método ASEL con
agua.

PESTICIDAS Recuperacion % RSD
DIFLUFENICAN 2% 31
CLORPIRIFOS 2% 0,2
FOSMET n.d. n.d.
DIURON n.d. n.d.
TBA n.d. n.d.
DIMETOATO 12% 23
AMITROL 7% 38

A la vista de estos resultados se comprueba que, en las condiciones
ensayadas, el agua no extrae los pesticidas presentes en la superficie de las
aceitunas en las condiciones ensayadas, y por lo tanto, un lavado previo

con agua no reduce la cantidad de pesticidas presentes.
V.7.6. Influencia del lavado en aceitunas de suelo.

Aunque en el apartado anterior se comprobd que la inclusidon del
lavado no extraeria parte de la carga de pesticidas en muestras de vuelo
fortificadas previamente, se estudié este mismo efecto pero empleando
muestras reales de aceituna de suelo, suministradas por el Laboratorio de
Produccion y Sanidad Vegetal de Jaén. A dichas muestras se les aplico el
método ASEL con vy sin etapa de lavado y los extractos obtenidos fueron
analizados por UPLC-MS/MS. Los resultados obtenidos pueden verse

resumidos en la Tabla V.7.4.
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Tabla V.7.4. Residuos de pesticidas encontrados en muestras de aceitunas de suelo tras la
aplicacion del método ASEL con y sin etapa previa de lavado y analizados por UPLC.MS/MS.
(Resultados expresados en pg-kg?).

ASEL SIN LAVADO ASEL CON LAVADO
PREVIO PREVIO

MUESTRA PESTICIDA Media RSD Media RSD
TBA 17,43 9% 7,57 26%

M1 Diflufenican 4,36 18% 2,32 20%
M 2 Fosmet 3,32 8% 2,48 15%
Diflufenican 1,88 16% 0,12" 5%

M3 TBA 11,61 17% 11,40 11%
M4 Dimetoato 25,09 12% 1,20 22%
M5 Fosmet 3,68 9% n.d. n.d.

n.d. Pesticida no detectado en esa muestra por este tratamiento.

A la vista de los resultados, solo algunas de las muestras presentaron
trazas de pesticidas y en ninguno de los casos, los valores encontrados

superaron los LMR establecidos por la Legislacion.

El lavado previo de las muestras tuvo un efecto de disminucién del
contenido de residuos de pesticidas en las muestras a consecuencia de la
gran disminucién de suciedad adherida que portaban los frutos, es pues
mas que considerable que la carga de pesticidas en el tratamiento sin
lavado sea consecuencia de residuos de pesticidas que portan otros
componentes en las aceitunas de suelo como tierra, hojas, fango, etc. y que

no hayan sido adheridos a la superficie de la misma.
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En otros casos como en la muestra M3, la cantidad de TBA
practicamente no se vio alterada, probablemente porque si estuviera

presente en la superficie del fruto y no en la suciedad adherida al mismo.
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V.8. COMPARACION DEL METODO ASEL CON OTROS METODOS DE
ANALISIS DE PESTICIDAS EN ACEITUNAS.

V.8.1. Introduccidn: justificacion.

En el presente capitulo se procedid a comparar el nuevo método
propuesto ASEL frente a otros métodos de determinacién de pesticidas en
aceitunas actualmente en uso, con el objeto de conocer sus ventajas o

inconvenientes.

Entre las caracteristicas a comparar, ademas de la eficacia en la
determinacion de los analitos, se encontraria la cantidad de matriz co-
extraida, el consumo de tiempo, disolventes y reactivos, la posibilidad de
adaptacioén a diferentes sistemas de deteccion, asi como la necesidad de

incluir etapas de purificacion de los extractos.

Los métodos actuales mas utilizados en los laboratorios de rutina de
determinacion multi-residuo de pesticidas en aceitunas son el método
QUEChERS 2%, el procedimiento MSPD 186216234 o diferentes técnicas

basadas en la extraccion Sélido-Liquido.

Es necesario recordar que los métodos descritos hasta la fecha realizan
una determinacion de los pesticidas en el fruto entero, no en su superficie,
tal y como se propone en el nuevo método descrito en la presente
Memoria. Por lo tanto, todos los métodos previamente descritos
comienzan con una etapa de molienda del fruto, molienda que no se lleva

a cabo al emplear el nuevo método ASEL.
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En definitiva, para contrastar la validez del método ASEL nos
centramos en el estudio y comparacion de dicho método frente a otros dos
métodos de determinacion de pesticidas como son el método QUEChERS y
un procedimiento de extraccion Sdlido-Liquido basado en una extraccidn
con homogenizacion de la pasta de aceituna con Ultraturrax y purificacion
de los extractos empleando Florisil. Los tres tratamientos fueron aplicados

sobre muestras fortificadas a tres niveles de concentracion: 20, 100 y 250

ug-kg™.

Ademas, en cada uno de los procedimientos de extraccién estudiados
fue comprobada tanto la cantidad como el efecto que produce la matriz

sobre la cuantificacion de los pesticidas.

Finalmente, cabe senalar que todos los extractos procedentes de la
aplicaciéon de los tres métodos fueron analizados por UPLC-MS/MS. El
oxifluorfen fue analizado por GC-MS ya que a los niveles de fortificacion

empleados quedaria por debajo de su LOQ en su andlisis por UPLC-MS/MS.

V.8.2. Método de extraccion con homogeneizador y purificacion con

Florisil.
V.8.2.1. Introduccion.

El primero de los métodos a comparar con el método ASEL fue un
método basado en una extraccién sélido-liquido (S-L) empleando ACN
como extractante sobre la pasta de aceitunas previamente molturadas y

homogenizada con la ayuda de un homogeneizador de gran potencia
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Ultraturrax T-50 (I.C.T., S.L., Espafia). Este método es una adaptacién para
el anélisis de aceituna del método desarrollado por Aramendia et al ¥y
era utilizado por el Servicio Central de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la

Universidad de Cérdoba.

V.8.2.2. Metodologia.

Para llevar a cabo este método se partié de 1 kg de aceitunas de la var.
Picual en estado de maduracién 3-4 que fueron molidas empleando un
molino de martillos de laboratorio MM-100 (MC2 Ingenieria y SistemasS.L.,

Sevilla, Espaia).

Aproximadamente 4 g de pasta de aceitunas fueron depositados en 4
frascos de extraccion y a continuacién, 0, 0,16, 0,80 y 2,0 mL de una
disolucién patron mezcla de pesticidas en ACN de 0,50 mg-L? fueron
adicionados en ellos, a fin de obtener una concentracién final en los 4 g de

0 (blanco), 20, 100 y 250 pg-kg?, respectivamente.

A continuacidn, se procedid a una primera extraccién introduciendo 50
mL de ACN y homogenizando la pasta de aceitunas con el ACN con ayuda
del dispersador Ultraturrax. El extracto fue decantado y filtrado a través de
un sistema de filtracién a vacio con filtros de 0,45 um. Este proceso fue
repetido en una segunda extraccion con 50 mL de ACN. Del extracto
obtenido se tomaron 90 mL que fueron evaporados con ayuda de un

evaporador a vacio y redisueltos en 20 mL de ACN.

327



Capitulo V.8. ASEL frente a otros métodos de andlisis.

Finalmente, 10 mL del extracto concentrado fueron purificados a
través de columnas de 2 g de Florisil, lavados con 10 mL de ACN, enrasados
a 25 mL con ACN e inyectados directamente al UPLC-MS/MS. Otros 10 mL
del extracto sufrieron el mismo proceso pero fueron nuevamente
evaporados hasta sequedad y reconstituidos con mezcla ciclohexano:
acetato de etilo (9:1) para poder ser inyectados en GC-MS. La metodologia

seguida puede verse esquematicamente en la Figura V.8.1.

/’—' Muestras Fortificadas '\
20, 100y 250 pg-kg !

12 EXTRACCION: 1 23 EXTRACCION:
50 ml DE ACN + 50 ml DE ACN +
ULTRATURRAX ULTRATURRAX

4g pasta aceituna

JL

90ml extracto

10m| 1 10m|
T [ EvAPORRRTRECONSTTOR | —
EN 25ml DEACN
2g Florisil 2g Florisil
10mL ACN 10mL ACN
L4 L4
Enrase a 25 mL Enrase a 25 mL
ROTAVAPOR @
2ml mezcla
(9:1) 2ml ACN para
para GC/MS UPLC-MS/MS.

Figura V.8.1. Tratamiento de extraccion de pesticidas basado en una extraccion S-L con
ACN, homogenizacién con Ultraturrax y purificacion de los extractos obtenidos con
columnas de Florisil de 2g.
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V.8.2.3. Resultados.

V.8.2.3.1. Cantidad de matriz co-extraida.

Para conocer la cantidad de matriz que es co-extraida, antes y
después de la etapa de purificacion fue realizado un analisis
gravimétrico empleando el procedimiento ya descrito con

anterioridad. Los resultados medios se muestran en la Tabla V.8.1.

A la vista de los resultados, se observa que la etapa de purificacién
empleando Florisil disminuye la cantidad de matriz de los extractos en
casi un 80%, lo cual es muy importante para evitar problemas en los

equipos cromatograficos.

Tabla V.8.1. Cantidad media de matriz co-extraida (n=5) en la pasta de aceituna a partir de
una extraccion sélido-liquido con ACN y Florisil.

Media RSD
Antes del Florisil (mg/g) 47,4 3%
Tras el Florisil (mg/g) 9,75 8%

V.8.2.3.2. Evaluacion del Efecto Matriz.

Para evaluar el efecto matriz del método de extraccién con
homogeneizador, se compard la desviacidon de las pendientes de las
rectas de calibrado elaboradas en matriz con las pendientes de las
rectas en disolvente, tal como ha sido descrito en apartados

anteriores. Los resultados se muestran en la Tabla V.8.2.
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Tabla V.8.2. Evaluacién del Efecto Matriz en el método de extraccidn con Ultraturrax y
purificacion con Florisil empleando UPLC-MS/MS. El rango lineal fue estudiado entre 0-
300 pg-kg?.

RECTA DISOLVENTE RECTA Tto. PASTA EFECTO

Pdte r? Pdte r? MATRIZ TIPO
DIFLUFENICAN 83,40 0,9926 266,28  0,9998 219% AUMENTO
FOSMET 321,44 0,9978 111,75 0,9992 65% SUPRESION
DIURON 300,16  0,9959 193,32 0,9998 36% SUPRESION
TBA 4140,30  0,9955 2165,70  0,9931 48% SUPRESION
DIMETOATO 330,40 10,9944 652,13  0,9992 97% AUMENTO
AMITROL 24,11  0,9934 33,09 0,9916 37% AUMENTO

Los resultados evidencian la presencia de un efecto matriz, que fue
mas marcado en pesticidas como el Diflufenican, el Fosmet o el
Dimetoato, con mds del 65% de desviacidon de su pendiente con

respecto al disolvente.

El tipo de efecto también varié en relacién al tipo de pesticida, de
modo que el efecto matriz generd un enmascaramiento con supresion
de la sefial analitica en el Fosmet, el Diuron o la TBA, mientras que
produjo un gran aumento de la sefial en Diflufenican, Amitrol o
Dimetoato. Por lo tanto, a la vista de estos resultados, la cuantificacidon
de todas muestras por este tratamiento se realizé a partir del calibrado

en matriz.
V.8.2.3.3. Estudio de recuperacion en muestras fortificadas.

El método de extraccidén de los pesticidas a partir de la pasta de

aceitunas fue realizado a tres niveles de concentracion diferentes
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(n=5). Los extractos fueron analizados tanto por UPLC-MS/MS como
por GC-MS. Los resultados medios obtenidos pueden verse resumidos

en la Tabla V.8.3.

Tabla V.8.3. Recuperaciones medias (n=5) obtenidas con el método de extraccion con
homogenizacion de la pasta y purificacidén con Florisil a tres niveles de concentracion. Las
muestras se analizaron por UPLC-MS/MS vy el oxifluorfen por GC-MS (Regresidn lineal en
Disolvente y= 109,03x-1880,82; r’=0,9950 mientras que en Matriz y=144,97x-658,37 con
un r’=0,9994. Efecto Matriz del 33%).

PESTICIDAS 20 ppb 100 ppb 250 ppb
Diflufenican 90 (2) 100 (3) 99 (15)
Fosmet 83 (1) 87 (1) 89 (5)
Diuron 118 (1) 99 (1) 107 (17)
TBA 97 (6) 100 (2) 92 (7)
Dimetoato 64 (10) 73 (6) 72 (5)
Oxifluorfen 220 (1) 150 (8) 123 (3)

Los resultados obtenidos para las muestras analizadas por UPLC-
MS/MS dieron valores cercanos al valor real que se introdujo al
fortificar. En el caso del Dimetoato y el Fosmet los resultados fueron
algo mas bajos de lo esperado, entre el 64-89% de recuperacion. Sin
embargo, en el caso de la TBA, el Diuron y el Diflufenican, los
resultados fueron muy cercanos al 100% a los niveles de fortificacion
ensayados. En el caso del Amitrol, el efecto matriz no permitio ser
detectado correctamente por UPLC-MS/MS a los niveles de

fortificacién ensayados.

331



Capitulo V.8. ASEL frente a otros métodos de andlisis.

El Dimetoato fue el analito con peores recuperaciones,
encontrandose incluso por debajo de este valor para el nivel de
fortificacion mas bajo. El Oxyfluorfen fue introducido en esta
determinacioén, puesto que sus LODs y LOQs en gases fueron menores
a los encontrados en liquidos y se pudo cuantificar a los niveles de
fortificacion ensayados. Sin embargo, sus recuperaciones medias
fueron mayores al 120% lo cual puede dar lugar a una sobreestimacion

del valor real de los pesticidas.

V.8.3. Estudio y cuantificacion de la contaminacion por residuos de

pesticidas en aceitunas a través del método QUEChERS.
V.8.3.1. Introduccion.

Desde su introduccidon en el afio 2003 el método de determinacién de
pesticidas QUEChERS ha generado buenos resultados en un amplio abanico

de matrices como frutas, verduras o aguas de consumo.

En el afio 2007, Sara Cunha et al. publicaban en la revista J. of
Separation Science ?*° |a validez del método QUEChERS en la determinacion
de los principales pesticidas utilizados en el cultivo del olivo sobre dos tipos

de matrices como el aceite y las aceitunas.

Sin embargo, los pesticidas estudiados no son los mismos que se
estdn empleando en esta Memoria y es por ello que la validez de dicho
método en la determinacion del conjunto de pesticidas estudiados en la

presente tesis doctoral tuvo que ser contrastada.
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V.8.3.2. Metodologia.

Para evaluar correctamente el método QUEChERS fue utilizado el
método de fortificacién descrito por S. Cunha et al. a partir de una
fortificacion directa sobre la masa de aceitunas. Este tipo de fortificacion
fue realizado directamente en tubos tipo Falcon de 50 mL en los que se

introdujeron 10 g de aceitunas molturadas libres de pesticidas.

A continuacién, fueron adicionados 125 plL de una disolucion patrén
mezcla de los pesticidas en estudio a concentracién de 1,6, 8,0y 20 mg-L?,
con el fin de obtener las concentraciones de 20, 100 y 250 pg-kg?,

respectivamente.

Los pasos seguidos por método QUEChERS utilizado para analizar

dichas fortificaciones se resume en los siguientes puntos:

e la Fase de Extraccidn tuvo lugar en tubos de tipo Falcon de 50 mL a
los que se les adiciond 10 g de muestra. A continuacion, fueron
adicionados 4 g de MgS04 anhidro y 1 g de NaCl. Inmediatamente
antes de la extraccion, se adicionaron 10 mL de ACN y se procedié a
agitar el tubo 1 min manualmente. Finalmente, los tubos fueron
centrifugados 2 min a 4600rpm.

e Para la Fase de Purificacion, de cada uno de los tubos de extracciéon
se tomaron 5 mL de sobrenadante y posteriormente, fueron
depositados en tubos tipo Falcon de 15 mL que previamente

contenian una mezcla de adsorbentes en la siguiente relacién: 750
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mg de MgS04 anhidro, 250 mg de PSA, 250 mg de GCB y 250 mg Cis.
Cada uno de los tubos fue agitado manualmente durante 20 sy a
continuacion, fue centrifugado a 4600 rpm durante 2 min. De cada
uno de los tubos de purificaciéon fueron extraidos unos 3 mL de
extracto que fue filtrado a través de 0,2 um. Finalmente los extractos

purificados fueron analizados por UPLC-MS/MS y GC-MS.

V.8.3.3. Resultados.

V.8.3.3.1. Cantidad de matriz co-extraida.

Para conocer la cantidad de matriz que es co-extraida por el método
QUEChERS se realizd un andlisis gravimétrico a partir de los extractos
obtenidos. Por un lado, se estudié cual era la cantidad de matriz co-
extraida por la etapa de extraccidn, es decir sin clean up, y por el otro,
se comprobd qué cantidad de matriz elimina la posterior etapa de

purificacién.

Para ello, en primer lugar se tomaron 5 mL de extracto y se
cuantificé la cantidad de matriz gravimétricamente por diferencia de
peso tras la evaporacién del disolvente. De la misma manera se
procedid con los 3 mL de extracto obtenidos tras la purificacién. Los
resultados medios de ambas etapas del método se muestran en la

Tabla v.8.4.
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Tabla V.8.4. Cantidad de matriz co-extraida por el método QUEChERS. Los valores
corresponden a la cantidad media (n=5) de matriz en peso seco de extractos pesados antes
y después de la etapa de clean up.

Media (n=>5) RSD
QUECHAERS sin purificar (mg/g) 16,41 4%
QUECHhERS + clean up (mg/g) 6,05 15%

A la vista de los resultados, se puede observar que la etapa de
purificacién disminuye la cantidad de matriz de los extractos en un

80%, tal y como ocurria en el anterior método estudiado.

V.8.3.3.2. Efecto Matriz en el método QUEChERS.

Las rectas para la cuantificacidon de los pesticidas fueron realizadas
en matriz. Dicha matriz fue extraida a partir de 5 tubos tipo Falcon de
50 mL que contenian 10 g de aceitunas molidas, a los que se aplicé el
mismo procedimiento anteriormente citado para las muestras

fortificadas, pero sin la adicidn de disolucién patrdn de fortificacion.

Las rectas en matriz fueron construidas en el rango lineal de 0-300
ug-kg?, a partir del extracto QUEChERS procedente de aceitunas libres
de pesticidas y adicionando la cantidad correspondiente de disolucién
patron mezcla de pesticidas en ACN (1 mg-L?) para obtener los puntos

deseados de la recta.

La comparacidén de las pendientes de las rectas calibradas en

disolvente o en matriz permitié conocer el posible Efecto Matriz que
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pueden sufrir los pesticidas a la hora de su cuantificacién. Los

resultados encontrados pueden verse en la Tabla V.8.5.

Tabla V.8.5. Evaluacion del Efecto Matriz en rectas (n=5) elaboradas en disolvente y en
matriz procedente del método QUEChERS por UPLC-MS/MS. El rango lineal estudiado fue
desde 0-300 pg-kg™?.

RECTA DISOLVENTE RECTA QUEChERS EFECTO
TIPO

Pdte r? Pdte r? MATRIZ
DIFLUFENICAN 91,73 0,9964 70,48 0,9984 23% SUPRESION
CLORPIRIFOS 16,41 0,9973 10,94 0,9854 33% SUPRESION
FOSMET 340,63 0,9996 173,76 0,9990 49% SUPRESION
DIURON 308,60 0,9995 388,53 0,9996 -26% AUMENTO
TBA 4289,4 0,9980 3964,10 0,9993 8% SUPRESION
DIMETOATO 301,45 0,9997 109,74 0,9998 64% SUPRESION
AMITROL 21,15 0,9991 17,22 0,8737 19% SUPRESION

Las rectas en matriz QUEChERS dan lugar a un acusado efecto matriz
de la sefal analitica cuya intensidad varia en funcién del pesticida en
estudio, Unicamente la TBA mostrd un leve efecto matriz tal y como ha
sido estudiado en apartados anteriores. Todos los pesticidas
estudiados dieron lugar a un efecto de supresién a consecuencia del
efecto matriz, a excepcién del Diuron que la presencia de matriz daria

lugar a un aumento de seiial.

Por otra parte, no se consiguid una buena linealidad en las rectas de
calibracion en matriz para el Amitrol, de lo que se puede deducir que

este método no es adecuado para la determinacidn de este pesticida.
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V.8.3.3.3. Estudio de recuperacion en muestras fortificadas.

El método de extraccion QUEChERS fue aplicado a un total de 15
muestras, que fueron fortificadas a tres niveles de concentracién como
previamente ha sido descrito. Para ello se introdujeron en los tubos de
extraccidon 125 plL de una disolucién mezcla de pesticidas a 1,6, 8 y 20

mg-L?, respectivamente, junto con los 10 g de masa molida.

Los resultados medios analizados pueden verse resumidos en la
Tabla V.8.6. Los resultados correspondientes al Amitrol y Oxyfluorfen
no han sido evaluados, debido a la imposibilidad de calibrar sus

correspondientes rectas en matriz.

Tabla V.8.6. Porcentajes de recuperacion medios (n=5) obtenidos a través del método
QUEChERS en muestras fortificadas directamente en la masa a tres niveles de
concentracion.

PESTICIDAS 20 ppb 100 ppb 250 ppb
Diflufenican n.d. 14 (4) 72 (14)
Clorpirifos 56 (5) 80 (5) 96 (16)
Fosmet 80 (3) 75 (3) 95 (9)
Diuron 46 (9) 44 (4) 84 (7)
TBA 70 (1) 75 (1) 87 (2)
Dimetoato 82 (1) 82 (2) 80 (1)

Los resultados obtenidos a través de este método a los tres niveles

de fortificacion estudiados mostraron recuperaciones entre 44-96%.

En pesticidas como Fosmet, Dimetoato, Clorpirifos o TBA se

obtuvieron valores cercanos al 80% de recuperacion. No obstante, el
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método QUEChERS no logré buenas recuperaciones para pesticidas
como el Diflufenican o el Diuron, en los que practicamente no fue
posible extraer mas del 46% en el caso del Diuron, o del 14% en el caso
del Diflufenican a niveles de concentracion menores a 100 ug-kg.
Mejores resultados se encontraron para estos dos pesticidas al nivel

de fortificacién de 250 pg-kg™.

V.8.4. Estudio y cuantificacion de la contaminacion por residuos de

pesticidas en aceitunas a través del método ASEL.
V.8.4.1. Introduccion.

Una vez optimizadas y validadas las condiciones del método ASEL, se
procedid a evaluar su potencial frente a otros tratamientos de
determinacion de pesticidas en aceitunas. Aunque como fue estudiado
anteriormente dicho método no requiere etapas de purificacidon previas a
la inyeccion de los extractos en el sistema UPLC-MS/MS, dado que los
extractos ademas fueron analizados por GC-MS, se incluyé una etapa de
purificacién a través de columnas de Florisil en los extractos analizados por

esta técnica.

V.8.4.2. Metodologia.

Para la realizacion del método ASEL se tomaron muestras de 30 g de
aceitunas de la var. Picual procedentes de muestras que previamente
habian sido fortificadas a tres niveles de concentracién de 20, 100 y 250

ug-kg? en muticapa como ya fue descrito en el apartado V.1.2. A
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continuacion, se sometio a las muestras a las condiciones del método ASEL

optimizadas anteriormente.

Finalizada la etapa de extraccion, fue realizada una etapa de
purificacién haciendo pasar 10 mL de extracto por columnas de Florisil de
2 g. Las columnas fueron lavadas con 10 mL de ACN, y el volumen final de
eluato se ajustd a 25 mL con ACN que fueron inyectados directamente al
UPLC-MS/MS. Otros 10 mL del extracto sufrieron el mismo proceso pero
fueron evaporados hasta sequedad y re-constituidos con mezcla

ciclohexano: acetato de etilo (9:1) para poder ser analizados por GC-MS. La

metodologia seguida puede verse en la Figura V.8.2.

EXTRACCION:

Muestras Fortificadas
a 20,100y 250 pg-kg?!

|

30g aceitunas

30 ml DE ACN +
VIBROMATIC

4L

~ 30ml extracto

T~

2g Florisil
10 mLACN

4

Enrase a25 mL

l

ROTAVAPOR

!

5ml ACN
para
UPLC-MS/MS

41 NV¥310 ON

5ml ACN
para
UPLC-MS/MS

2g Florisil
10 mLACN

Enrase a 25 mL

l

ROTAVAPOR

!

Sml mezcla
(9:1)
Para GC/MS

Figura V.8.2. Esquema de los diferentes tratamientos del extracto ASEL para su posterior
analisis cromatografico.
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V.8.4.3. Resultados.

V.8.4.3.1. Cantidad de matriz co-extraida.

Para conocer la cantidad de matriz que es co-extraida por el
tratamiento de ASEL se realizé un analisis gravimétrico a partir de los
extractos procedentes de muestras de aceitunas por diferencia de
peso antes y después de la evaporacion del disolvente. Los resultados

medios se muestran en la Tabla V.8.7.

A la vista de los resultados cabe destacar la pequefia cantidad de
matriz que es extraida por el método ASEL, lejos de las cantidades
extraidas por otros métodos de extraccion como el que emplea el
homogeneizador que se vio en el apartado anterior. Ademas, se puede
observar que el Florisil disminuye la cantidad de matriz de los extractos
en un 70%, lo cual es muy importante para evitar problemas en los

equipos cromatograficos.

Tabla V.8.7. Cantidad de matriz media (n=5) co-extraida por el tratamiento ASEL con clean
up empleando columnas de Florisil.

Media RSD
Antes del FI (mg/g) 2,38 6%
Tras el Fl (mg/g) 0,75 12%
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V.8.4.3.2. Efecto Matriz del tratamiento del ASEL.

Como en el caso anterior, para evaluar el Efecto Matriz se comparo
la desviacidén de las pendientes de las rectas de calibrado elaboradas
en matriz con las pendientes de las rectas en disolvente. Los resultados

se muestran en la Tabla V.8.8.

Tabla V.8.8. Evaluacion del Efecto Matriz del método ASEL con o sin empleo de etapa de
purificacién con Florisil. El rango lineal estudiado fue desde 0-300 pg-kg™.

RECTA DISOLVENTE REC.I:A?ISEL RECTA ':ISEL EFECTO MATRIZ
sin con EFECTO
Pdte r? Pdte r’ Pdte r’> Método Florisil
DIFLUFENICAN 83,40 0,9926 79,60 10,9968 73,06 0,9948 5% 12% SUPRESION
FOSMET 321,44 10,9978 254,17 0,9999 251,90 0,9987 21% 22% SUPRESION
DIURON 300,16 0,9959 238,11 10,9998 217,15 10,9933 21% 28% SUPRESION
TBA 4140,30 0,9955 3941,30 0,9940 3513,60 0,9982 5% 15% SUPRESION

DIMETOATO 330,40 10,9944 211,04 10,9989 223,85 10,9991 36% 32%  SUPRESION

AMITROL 24,11 0,9934 11,98 0,9912 12,10 0,9947 50% 50%  SUPRESION

A la vista de los resultados se comprueba la existencia de un Efecto
Matriz que fue de supresién en todos los pesticidas estudiados. Dicho
efecto fue mas pronunciado en pesticidas como Amitrol o Dimetoato

mientras que fue muy leve en el caso del Diflufenican o TBA.

La inclusiéon de una etapa de purificacion de los extractos no produjo
grandes diferencias en lo que se refiere a las pendientes de las rectas,
comprobando asi que la inclusién de una etapa de clean up con Florisil

no afecta a la determinacion de los analitos.
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V.8.4.3.3. Resultados obtenidos.

El método de extraccién ASEL fue aplicado en un total de 5 muestras
porcedentes de cada uno de los tres niveles de concentracién e
inyectadas en UPLC-MS/MS sin etapa de purificacion previa por Florisil,
ya que como ha sido comprobado anteriormente, no introduce errores
en la determinacién de los analitos. Dicha etapa de limpieza si fue
necesaria para el caso de la determinacién de Oxifluorfen por GC-MS.

Los resultados medios pueden verse resumidos en la Tabla V.8.9.

Tabla V.8.9. Porcentajes de recuperacién medios (n=5) obtenidos tras la aplicacién del
método ASEL sobre aceitunas fortificadas a tres niveles de concentracidn. Las muestras se
analizaron por UPLC-MS/MS y el oxifluorfen por GC-MS (Regresion lineal en Disolvente y=
109,03x-1880,82; r’=0,9950 mientras que en Matriz y=139,48x-503,83 con un r’=0,9995.
Efecto Matriz del 28%).

PESTICIDAS 20 ppb 100 ppb 250 ppb Rec Media
Diflufenican 79 (12) 97 (9) 94 (15) 90 (11)
Fosmet 104 (7) 102 (10) 107 (6) 104 (2)
Diuron 74 (14) 85 (11) 87 (16) 82 (9)
TBA 92 (11) 92 (12) 101 (9) 95 (5)
Dimetoato 71 (10) 72 (17) 76 (8) 73 (4)
Amitrol n.d. 14 (7) 19 (7) 17 (21)
Oxifluorfen n.d. n.d. 85 (30) -

El método ASEL obtuvo buenos porcentajes de recuperacién, los
cuales oscilaron entre un 71 y 107% para la mayoria de los pesticidas
estudiados. Las recuperaciones fueron anormalmente bajas para el

Amitrol, aunque dentro de los limites establecidos durante Ia
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validacién del método. El oxifluorfen por GC-MS no fue detectado al

nivel mas bajo de concentracion, pero si al nivel de 250 pg-kg™.
V.8.5. Analisis comparativo de los tratamientos en estudio.

Tras el andlisis de los tres procedimientos de extraccién de pesticidas
en aceitunas por separado, se procedidé a comprobar la validez del método
ASEL a partir de los resultados obtenidos por los tres tratamientos
estudiados comparando diferentes pardmetros. Para ello, tres estudios
fueron realizados: Cantidad de Matriz co-extraida, Efecto Matriz vy

Recuperaciones medias de cada uno de los tratamientos.
V.8.5.1. Comparacion de la cantidad de matriz co-extraida.

La cantidad de matriz co-extraida en un tratamiento de extraccién de
pesticidas es un parametro importante a determinar puesto que genera
informacién preliminar sobre su posible Efecto Matriz. Es por ello que la
cantidad de matriz co-extraida en los tres procedimientos de analisis de
pesticidas estudiados fue comparada. Los resultados pueden verse en la

Tabla v.8.10.

Tabla V.8.10. Cantidad de matriz co-extraida (RSD) en los tres tratamientos en estudio.
CU: clean up.

Ultraturrax + Fl QUEChERS ASEL
Antes CU Tras CU Antes CU Tras CU Antes CU Tras CU
mg/g 47,40 (3) 9,75 (8) 16,41 (4) 6,05 (15) 2,38 (12) 0,75 (26)
Esfzﬁ:ién 79% disminucién 63% disminucion 68% disminucién
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A la vista de los resultados se puede apreciar que todos los
tratamientos de clean up eliminaron gran parte de la matriz que contenian
los extractos, con mas del 70% del contenido en matriz. El método ASEL con
o sin etapa de clean up dio lugar a los valores mas bajos de cantidad de
matriz, mientras que el método de extraccién por Ultraturrax generé los

valores mas altos.

El método QUEChERS genera poca cantidad de matriz siempre y
cuando se aplique su etapa de clean up. Finalmente, se puede decir que el
método ASEL generaria menor cantidad de matriz aun sin el uso de una
etapa de clean up, lo que mejoraria no sélo la calidad del extracto sino que
ademas, disminuiria el nUmero de etapas del método generando asi una

disminucion en el tiempo de andlisis.

V.8.5.2. Evaluacion del Efecto Matriz.

Como ya se menciond anteriormente, para evaluar la mayor o menor
influencia del Efecto Matriz causada por cada uno de los tratamientos nos
basamos en el estudio vy la clasificacion publicada en el afio 2008 por B.

Kmelldr et al 1%,

La evaluacion del Efecto Matriz fue realizada a partir de rectas
elaboradas en disolvente y en matriz procedente de los tres
procedimientos en estudio que fueron construidas en el rango lineal de 0-

300 pg-kg?! y analizadas por UPLC-MS/MS. Los resultados se muestran
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graficamente en la Figura V.8.3. donde se muestra una comparacién del

efecto matriz del método ASEL frente a los otros dos métodos en estudio.

Se puede destacar a priori que el Efecto Matriz varia en funcién del
pesticida y del tratamiento aplicado. No obstante, el Efecto es mayor en el
procedimiento de extraccién con homogeneizador y QUEChERS, mientras
gue es menor para el método ASEL, ya que como se describié en el
apartado anterior también su cantidad de mantriz es menor, lo cual genera

menores desvaciones frente a la recta en disolvente.

Cabe mencionar, que mientras el efecto matriz es de supresion para
la mayoria de los pesticidas extraidos por los métodos QUEChERS y ASEL, el
método de extraccidn con homogeneizador dio lugar a un diferente efecto
en funcidon del pesticida, produciendo una supresion de la sefial en los
pesticidas Fosmet, Diuron y TBA, mientras que generd un aumento de la

sefial en Diflufenican, Dimetoato y Amitrol.

Finalmente, podemos decir que el método de ASEL fue quien dio
lugar a un menor Efecto Matriz, cosa que se corresponde con la menor

cantidad de matriz en peso seco co-extraida.
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EMETODO ASEL

AMITROL
COOMETODO HOMOGENIZADOR
COMETODO QuEChERS
| DIMETOATO
TBA
DIURON
N FOSMET
219% DIFLUFENICAN
250%  -200%  -150%  -100% -50% 0% 50% 100% 150% 200%

Figura V.8.3. Comparacion del Efecto Matriz en funcion del pesticida y del procedimiento
aplicado: ASEL sin clean up, Extraccion con homogeneizador + SPE con Florisil y Extraccion
QUEChERS con clean up.

V.8.5.3. Andlisis de los porcentajes de recuperacion.

Para la comparacion de las recuperaciones medias de los tres
tratamientos en estudio se escogid el Andlisis de la Varianza de un factor
(ANOVA). Los datos a comparar correspondieron a los porcentajes de

recuperacidén medios de cada nivel de fortificacion.

El nivel de significancia estadistica escogido fue el 5% (0,05), de modo
gue aquellos valores del estadistico que generasen un p-valor
(probabilidad) < 0,05 rechazarian la hipdtesis de que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos y que al menos uno de los grupos es

distinto. En la Tabla V.8.11. se muestra de forma resumida los valores
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medios encontrados para cada pesticida en cada uno de los tratamientos y
el valor de su estadistico.
Tabla V.8.11. Comparacidn de los métos ASEL, QUEChERS y extraccidn con ULtraturrax +

Florisil en funcidn de sus porcentajes de recuperacidn a través del andlisis estadistico de
la varianza de un factor ANOVA.

- ANOVA Existen GRUPO
ASEL ge::i':;ior QUECHERS  valor S'i)gi:?f'ii::ii:ass DIFERENTE
DIFLUFENICAN 90 (11)  96(6) 39(77) 0,016 S| QUECHERS
FOSMET 104(2)  86(4) 83(12) 0,014 S| ASEL
DIURON 82(9)  108(9) 58(39) 0,017 S| QUECHERS
TBA 95 (5) 96 (4) 77 (11) 0,018 i QUECHERS
DIMETOATO 73 (4) 70(7) 81(1) 0,012 Sl Homogeneizador

A la vista de los resultados se puede concluir que los 3 métodos de
extraccion son buenos procedimientos de determinacién de pesticidas, sin
embargo, existe un método que ofrece mejores resultados en funcién de la

naturaleza del pesticida.

En el caso del Diflufenican y de Diuron, el método QUEChERS ofrecié
muy pobres resultados (39 y 58%, respectivamente) siendo no comparable
estadisticamente a los otros dos métodos en estudio. Buenas
recuperaciones fueron encontradas para el Dimetoato por los tres métodos
en estudio, aunque los valores en el caso de la extraccién con QUEChERS
fueron algo mayores. El Fosmet y la TBA fueron bien determinados por los
tres tratamientos, si bien cabe destacar que el método ASEL dio unos

porcentajes de recuperacion algo mayores al resto.
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Un resumen de los pardmetros evaluados en los tres procedimientos
en estudio junto con otros criterios a tener en cuenta puede verse

resumido en la Tabla V.8.12.
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Tabla V.8.12. Resumen de las principales caracteristicas de los procedimientos de extraccion en estudio: ASEL, Quechers y
homogeneizador.

Molienda Previa SI SI NO

Método de extraccion Sdlido-Liquido Sélido-Liquido Sdlido-Liquido

Reactivos, Materiales &
Disolventes

Necesidad de clean up

Cantidad de matriz

Efecto Matriz

Tiempo de extraccion

% Recuperacion
(100ppb)

Adaptacion a diferentes
sistemas de deteccion

ACN como extractante
Homogeneizador de gran
potencia (Ultraturrax).
Evaporador a vacio.

Sistema de filtracion a
vacio con filtros de
0.45um.

ACN como extractante.
MgS0O, + NaCl
Homogeneizador vortex.

Tubos Falcon rellenos de

MgS0O, + Cy5 + PSA + GCB.
Homogeneizador Vortex.

- Columnas de SPE de
FlLorisil.

47.4 mg-g! antes del clean up.
9.75 mg-g tras el Florisil.

S|, variable en funcion del
pesticida analizado (36-220%).

Tiempo total estimado 60 min.

>71%

Sl

- Centrifuga.
- Filtros de 0.2 um.

16.41 mg-g* antes del clean up.
6.05 mg-g tras el clean up.

S|, variable en funcidn del
pesticida analizado (8-64%).

Tiempo total estimado > 3h.

14-82%

Sl

- ACN como extractante.
- Agitador Vibromatic.

- NoO.
- Filtros de 0.2 um.

2.38 mg-g1 SIN clean up.
0.75 mg-g tras Florisil.

Sl, supresion del 12-50%.
Tiempo total estimado 20 min.

>71%

Sl
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V.8.5.4. Comparacion con otros resultados recogidos en Ila

bibliografia.

Aunque los tres tratamientos que han sido objeto de andlisis han dado
buenos resultados de recuperacién y comparables entre si, la
determinacion de pesticidas ha sido evaluada en los Ultimos afios por otros
métodos de extraccién y deteccién ofreciendo resultados interesantes. Los
mas importantes en el terreno de la determinacidon de pesticidas en
aceitunas se comparan a continuacién en la Tabla V.8.13. junto con los
obtenidos por los tratamientos evaluados en el presente capitulo.

Tabla V.8.13. Recuperaciones medias obtenidas a través de la aplicacidon de diferentes

procedimientos de extraccion y determinacién de pesticidas en muestras de aceitunas
fortificadas a 100 pg-kg™.

ASEL ULTRA Método  Ferrer  Cunha Guardia-Rubio? Gilbert-Lopez?16
TURRAX ~ QUECHERS MSPD!8 QUECHERS?!S  ULTRATURRAX1®  QUECHERS  MSPD
Diflufenican 90 (11) 100 (3) 14 (4)
Clorpirifos - - 80 (5) 95 (11)
Fosmet 104 (2) 87(1) 75(3) 93(2)
Diuron 82(9) 99 (1) 44 (4) 86 (6) 77 (4) 82 (14) 105 (4) 58(7)
TBA 95 (5) 100 (2) 75 (1) 108 (7) 136 (14) 87 (3) 54 (8)
Dimetoato 73 (4) 73 (6) 82(2) 88(7) 103 (2) 71(22) 92 (4) 56 (4)
Amitrol 17 (21) n.d. n.d.
Oxifluorfen 85 (30) 150 (8) n.d. 78 (14)!
ma/ g 1,18 9,75 0,75
matriz
1, DSI-GC-MS
2, GC-MS/MS

A la vista de los resultados, se puede afirmar que no existe un método
Unico que extraiga el 100% de los pesticidas presentes en las aceitunas.

Para el Diflufenican sélo tenemos datos a partir de los tratamientos
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realizados en el presente capitulo, siendo el método ASEL y el de extraccién

con homogeneizador los que generaron mejores resultados.

En el caso del Clorpirifos, el método QUEChERS extrae cerca del 80%
aunque por el método usado por Guardia-Rubio et al.}®® (2007) con

Ultraturrax se consiguid un 95%.

El Fosmet Unicamente fue analizado por el método QUEChERS
publicado por S. Cunha et al.?’> en 2007 al igual que el Oxyfluorfen,
obteniéndose excelentes resultados (entre 93 y 78%, respectivamente).
Ambos resultados coinciden con las buenas recuperaciones obtenidas por

el resto de métodos analizados en el presente capitulo.

Dimetoato, Diuron y TBA han sido bien extraidos por todos los
métodos excepto por el MSPD propuesto por Gilbert-Lépez et al.?1® (2010),
en el que practicamente no sobrepasa el 50% de recuperacion, sin embargo
si se extrajo adecuadamente por el MSPD de C. Ferrer et al.*® publicado en

2005.

La comparacién de los resultados descritos por los diferentes métodos
de extraccién de pesticidas en aceitunas publicados hasta la fecha con los
del método ASEL, evidencia que el nuevo método puede extraer de forma
eficaz la mayoria de pesticidas en estudio, obteniendo recuperaciones
semejantes a las obtenidas por el resto de tratamientos y lo que es mas
importante, sin laincorporacién de un mayor nimero de etapas analiticas,

con menor uso de disolventes y con menor cantidad de matriz extraida.
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Capitulo V.9. Andlisis de muestras reales.

V.9. APLICACION DEL METODO ASEL EN MUESTRAS REALES.

El método ASEL fue aplicado al analisis de muestras procedentes de un
total de 366 muestras de aceitunas que fueron recogidas durante la
campafia 2009-2010 en distintas zonas geograficas de la provincia de Jaén
las cuales fueron suministradas por el Laboratorio de Produccidn y Sanidad

Vegetal de dicha provincia.

De las 366 muestras fueron seleccionadas un total de 33 muestras de
vuelo y 21 muestras de suelo en base a la informacidn suministrada por el
Laboratorio de Produccion y Sanidad Vegetal. Las muestras seleccionadas
fueron las que habian dado un resultado positivo en al menos uno de los
pesticidas en estudio, entendiendo como positivo todo aquel residuo de

pesticida que aparezca en la muestra por encima de 1 pg-kg™.

Al analizar estas muestras por el método ASEL, Unicamente un
resultado fue aceptado como positivo si cumplia los siguientes requisitos

establecidos durante la validacion de la presente Memoria:

- la identidad de pico para cada uno de los pesticidas fue solo

confirmada si se cumplia que:

e el ion ratio se mantenia dentro del intervalo especificado
durante la validacion, cuyo limite de tolerancia maxima relativa
se estableciéo como + 30%,

e |os tg debian entrar dentro del intervalo especificado para los

patrones de pesticidas calibrados en la misma matriz,
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- Lavariacion entre las tres medidas debia ser inferior al 20%, es decir,

RSDs < 20%.

V.9.1. Aplicacion del método ASEL en muestras de vuelo.

El método ASEL fue aplicado a un total de 33 muestras de vuelo. Los
resultados medios de cada pesticida encontrados en cada una de las
muestras analizadas se muestran en la Tabla V.9.1. En dicha Tabla,
Unicamente vienen reflejados los datos correspondientes a 23 de las 33
muestras ya que sélo éstas presentaron trazas cuantificables de alguno de
los pesticidas en estudio. Ademas, no vienen reflejados datos para los
pesticidas Amitrol, Oxyfluorfen y Clorpirifos puesto que o bien no se
encontraron valores significativos o bien en las muestras en las que se
encontraron no se cumplieron los tres requisitos de aceptacion

establecidos anteriormente.

Alavista de los resultados, podemos comprobar que los pesticidas mas
frecuentemente detectados fueron TBA y Diuron, encontrandose en 15y 9
de las 33 muestras analizadas, respectivamente. No obstante, ninguna de
ellas dio valores para un pesticida mayor a su LMR. Asimismo, cabe
destacar que las muestras M11 y M23 mostraron unos contenidos en TBA
de 33,89 y 34,51 ug-kg?, respectivamente, cercanos al valor de LMR para
esta materia activa (50 pg-kg?). El resto de muestras positivas mostraron
valores muy alejados de los LMR permitidos y por lo tanto, se puede
concluir que de un total de 33 muestras de aceitunas Unicamente habria

dos muestras cercanas al LMR.
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Tabla V.9.1. Contenido en pesticidas obtenido tras la aplicacion del método ASEL en 33
muestras de aceitunas de vuelo analizadas por UPLC-MS/MS. Los resultados vienen
expresados en pg-kg* como la media * sd (RSDs). *. LMR a fecha de 07/07/2015 a través
de Pesticide EU-MRLs Regulation (EC) N2 396-2005.

DIFLUFENICAN FOSMET DIURON TERBUTILAZINA DIMETOATO
M1 5,63+0,23 (4) 2,56+0,22 (9) 4,13+0,14 (4)
M2 1,28 £ 0,13 (10)
M3 4,66 + 0,46 (10)
Ma 39,95+1,88 (5)
M5 10,36+ 0,16 (2)
M6 25,97 +1,93 (7)
M7 40,93 +2,42 (6)
M8 5,94 +0,54 (9)
M9 12,99+0,89 (7) 8,26+0,24 (3)
M 10 3,54+ 0,36 (10) 5,77 £0,36 (6) 35,60 + 0,68 (2)
M11 4,54 +0,79 (17) 33,89+0,29 (1)
M 12 10,1+0,52 (5)
M13 3,53+0,63(18)
M 14 4,78 0,32 (7) 8,05+ 0,58 (7)
M 15 1,86+ 0,22 (12)
M 16 12,72 +£0,83 (6)
M 17 4,05%0,23 (6) 5,71+0,13 (2)
M 18 3,01+0,34 (11) 3,85+0,02 (0)
M 19 65,07 +4,57 (7)
M 20 9+0,74 (8) 10,93 +0,36 (3)
M 21 7,93 1,44 (18)
M 22 5,62+0,64 (11)
M 23 8,33+0,07 (1) 34,51+1,70 (5)
Muestras+ 3 3 9 15 4
LMR 200 3000 200 50 2000
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V.9. Parte Experimental: Andlisis de muestras reales.

V.9.2. Aplicacion del método ASEL en muestras de suelo.

El método ASEL fue aplicado al andlisis de 21 muestras de aceitunas
procedentes del suelo que fueron suministradas por el mismo Laboratorio.
Los resultados de las muestras que cumplieron con las condiciones de
aceptacion citadas anteriormente pueden verse en la Tabla V.9.2.

Tabla V.9.2. Contenido en pesticidas obtenido tras la aplicacion del método ASEL en 21
muestras de aceitunas de suelo analizadas por UPLC-MS/MS" y GC-MS™. Los resultados

vienen expresados en pg-kg™ como la media * sd (RSDs). LMR a fecha de 07/07/2015 a
través de Pesticide EU-MRLs Regulation (EC) N2 396-2005.

MUESTRA PESTICIDAS Media * sd RSD
M1 Terbutilazina® 14,59 + 1,35 9%
Dimetoato” 0,34 +0,06 18%

Clorpirifos” 11,67 £1,55 13%

M 2 Fosmet” 3,51+0,41 12%
Oxifluorfen™ 79,36 + 14,60 18%

M3 Oxifluorfen™ 19,72 +2,75 14%
Ma Diflufenican” 1,01+0,16 16%
Terbutilazina® 8,31+1,09 13%

M5 Diflufenican” 6,09 + 1,04 17%

Oxifluorfen™ 39,32 £+ 6,28 16%

M6 Fosmet” 7,00 + 1,33 19%

Los resultados encontrados al analizar muestras de suelo mostraron
mayores cantidades de pesticidas a los encontrados en muestras de vuelo,
como es el caso de las casi 80 pg-kg* de Oxifluorfen encontradas en la M2
o las 40 pg-kg?! de la M5. TBA, Clorpirifos y Diflufenican también se

encontraron en las muestras pero en cantidades inferiores.
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V.9. Parte Experimental: Andlisis de muestras reales.

Como se puede observar en la tabla anterior, la precision de los resultados
de andlisis en las muestras de aceituna del suelo es, en general, inferior a
la correspondiente del arbol. Ello es debido a la gran heterogeneidad de las
muestras procedentes del suelo, en las que ademas del fruto estaban
presentes cantidades variables de elementos tales como tierra, piedras,

hojas, etc.

Finalmente cabe destacar que ninguna de las muestras mostro valores

en ninguno de los pesticidas analizados superior a su LMR.
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Conclusiones.

1. Se hadesarrollo un novedoso método rapido para la determinacién
simultanea en aceituna de cinco herbicidas (Amitrol, Oxifluorfen,
Terbutilazina, Diuron y Diflufenican) y tres insecticidas (Fosmet,
Clorpirifos y Dimetoato) empleados de forma habitual en el cultivo
del olivo. El nuevo método consiste en un Analisis Superficial por
Extraccion Liquida o ASEL esta basado en una extraccion sélido-
liquido del fruto entero mediante un lavado de la superficie de las
aceitunas con el empleo de acetonitrilo como disolvente de
extraccion. Los pesticidas fueron determinados a través de la
inyeccién directa de los extractos en el sistema UPLC-MS/MS,
donde previamente se habian optimizado las condiciones de

separacion y deteccién de cada uno de los pesticidas por separado.

2. Durante el desarrollo del método ASEL han sido estudiadas
numerosas variables para la optimizacién del proceso de extraccion:
tipo de extractante, relacion peso de muestra/volumen de
extractante, velocidad y tiempo de agitacion, temperatura optima
de la extraccidon y numero de extracciones necesarias para la
correcta cuantificacion de los pesticidas. Las condiciones finales del
método fueron: acetonitrilo como disolvente de extraccién en
relacion 1:1 al peso de muestra, agitacién durante 10 min a 7500
rom a través del empleo de un agitador mecanico en una Unica
extraccién. La temperatura a la que se realizd la extraccién fue

temperatura ambiente.
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3. El estudio del efecto matriz fue evaluado a través de la relacion de
las pendientes de cada uno de los pesticidas calibrados en
disolvente y en matriz. Dicho estudio reveld que existia un efecto
matriz de supresion de la sefial analitica en todos los pesticidas
analizados, siendo su intensidad variable en funcién de la naturaleza
del pesticida. De este modo, se concluyd que existia un efecto
matriz suave en pesticidas como Terbutilazina, Diuron o
Diflufenincan, medio en Dimetoato, Clorpirifos o Fosmet y fuerte en
Amitrol y Oxifluorfen. Por todo ello, se concluyé que la calibracién
de todos los pesticidas deberia realizarse siempre en matriz, a pesar
que la cantidad global de matriz contenida en los extractos era

minima.

4. A la vista de la existencia del citado efecto matriz en la
cuantificacién de los analitos, se procedié a estudiar la composicién
del extracto, comprobandose que los grupos de componentes
mayoritarios presentes en la matriz del extracto fueron los
pigmentos y la grasa total, con un 25 y 37% en peso,

respectivamente.

5. La incorporacidon de una etapa de limpieza o clean up de los
extractos fue evaluada a través del estudio de dos procedimientos
de purificacion. La purificacién de los extractos fue estudiada
empleando la mezcla de adsorbentes utilizada en el método

QUEChERS. Dicha etapa influyd negativamente en la cuantificaciéon
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de los pesticidas, disminuyendo los valores de los porcentajes de
recuperacién con respecto a los homdlogos sin purificar. La
purificacion de los extractos fue también estudiada incorporando
una etapa de SPE usando cartuchos de Florisil. EI paso de los
extractos a través de Florisil eliminé gran parte de la carga de matriz
de los extractos pero no consiguié mejorar los porcentajes de
recuperacién con respecto a aquéllos que no sufrieron dicha etapa.
Por tanto, se descartd la introduccion de una etapa de clean up del

extracto durante el desarrollo del método ASEL.

La posible influencia del estado o nivel de maduraciéon de las
aceitunas sobre la determinacion de los pesticidas fue evaluada
tanto en el método ASEL como en el método QUEChERS a partir de
la cantidad de matriz extraida y del efecto de dicha matriz sobre las
rectas de calibracion. Ambos métodos produjeron un efecto matriz
que fue independiente del estado de maduracién de las aceitunas y
para ambos métodos se manifesté con supresiéon de la senal
analitica. En cuanto al contenido en matriz, se observd cierta
tendencia al aumento de la cantidad de matriz a medida que
avanzaba la maduracion del fruto aunque las diferencias no fueron
significativas. El contenido en matriz del método ASEL fue un 60%

menor al generado por el método QUEChERS.

Los ensayos de validacién de la metodologia desarrollada fueron

llevados a cabo a través del estudio de diferentes pardmetros
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recomendados en la guia europea SANCO/12571/2013. El método
ASEL fue validado en términos de selectividad y especificidad,
sensibilidad, linealidad, exactitud y precision, comprobandose que
todos ellos cumplian con las directrices de la citada guia. En el caso
del Amitrol y el Oxifluorfen no se cumplieron estos criterios, debido a

la baja sensibilidad y al alto limite de cuantificacién obtenidos.

Se ha estudiado la influencia de un lavado previo del fruto con agua
en la determinacién de su contenido en pesticidas mediante el
método propuesto, comprobandose que dicho lavado no reduce el
contenido en pesticidas que se obtiene por aplicacién del presente
método. Aunque dicha etapa disminuyé el contenido en matriz
extraida, el lavado previo de las muestras con agua no provocaria la
pérdida de pesticidas que estuvieran adheridos a la superficie del

fruto.

Los resultados del nuevo procedimiento de extraccion ASEL en la
determinaciéon del conjunto de pesticidas fueron comparados con
los de otras dos metodologias de extraccién como son el método
QUEChERS y una adaptacion del método utilizado por los Servicios
Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de
Cordoba. La cantidad de matriz co-extraida y la influencia de dicha
matriz en la cuantificacién de las materias activas fue notablemente
inferior en el método ASEL. Con respecto a los porcentajes de

recuperacion, los valores globales obtenidos en los métodos ASEL y
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10.

11.

de extraccion con homogeneizador fueron similares, y ambos

netamente superiores a los correspondientes al método QUEChERS.

Al comparar los resultados obtenidos por los diferentes métodos de
extraccidon de pesticidas en aceitunas publicados hasta la fecha con
los obtenidos por el método ASEL, se puede observar que el nuevo
método puede extraer de forma eficaz la mayoria de pesticidas en
estudio, obteniendo porcentajes de recuperacién cercanos a los
obtenidos por el resto de tratamientos y lo que es mas importante,
sin la incorporaciéon de mayor numero de etapas analiticas, con

menor uso de disolventes y con menor cantidad de matriz extraida.

Finalmente, la validez del nuevo procedimiento fue evaluada a
partir del estudio en muestras reales obtenidas en almazaras de la
provincia de Jaén a partir de dos métodos cromatograficos de
determinacién: GC-MS y UPLC-MS/MS, no encontrandose

contenidos superiores a los respectivos LMR.
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