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1.- ABREVIATURAS.

AED: Atomic Emission Detector.
APCI: lonizaciéon Quimica a Presién
Atmosférica.
CI: Chemical lonization.
DAD: Diode-Array Detection.
DDD: Diclorodifenildicloroetano.
DDE: Diclorodifenildicloroetileno.
DDT: Diclorodifeniltricloroetano.
ECD: Electrén-Capture Detector.
EFSA: European Food Safety Authority.
El. Electron Impact.
ESI: lonizacion Electrospray.
FAO: Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura.
FID: Flame lonization Detector.
FL: Fluorescencia.
FPD: Photometric Flame Detector.
FT-ICR: Fourier Transform lon -
Cyclotron Resonance.
GC: Gas chromatography.
HCB: Hexaclorobenceno.
HCH: Hexaclorociclohexano.
HPLC: High Performance Liquid
Liquid Chromatography.
IT: lon Trap.
IUPAC: International Union of Pure
and Applied Chemistry.
LC: Liquid Chromatography.
LLE: Liquid-Liquid Extraction.
LMR: Limite Maximo de Residuo.
LOD: Limit of Detection.
LOQ: Limit of Quantitation.

MAE: Microwave Assisted Extraction.

1. ABREVIATURAS

MRM: Multiple Reaction Monitoring.

MS: Mass Spectrometry.

MSPD: Matrix Solid-Phase Dispersion.

NTP: Notas Técnicas de Prevencion.

NPD: Nitrogen-Phosphorus Detector

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PID: Photo-lonization Detector.

PLE: Pressurized Liquid Extraction.

ppb: parte por billén.

ppm: parte por millon.

ppt: parte por trillén.

Q: cuadrupolo.

QqQqQ: triple cuadrupolo.

SBSE: Stir Bar Sorptive Extraction.

SE: Solvent Extraction.

SFE: Supercritical Fluid Extraction.

SLE: Solid-Liquid Extraction.

SIM: Selected lon Monitoring.

SPE: Solid Phase Extraction.

SPME: Solid-Phase Micro-Extraction.

TCD: Thermal Conductivity Detector.

TID: Thermo-lonic Detector.

TOF: Time of Flight.

UE: Unién Europea.

UHPLC: Ultra High Performance
Liquid Chromatograpy.

UV: Ultravioleta.



2. INTRODUCCION y OBJETIVOS

2.- INTRODUCCION y OBJETIVOS.

“Somos lo que comemos”, es la conclusién que extraen los expertos en medicina,
nutricion y dietética de los diferentes estudios realizados sobre los habitos de vida vy

alimentacion.

Este lema pretende indicar que la salud de los seres humanos depende, ademas de
otros factores, de la alimentacion en la vida diaria. En consecuencia, es de vital importancia
conocer la composicion de los alimentos que ingerimos. Asi, en ellos encontramos
nutrientes esenciales, pero también, entre otras sustancias, medicamentos veterinarios,

aditivos, contaminantes, e inevitablemente con mucha frecuencia, pesticidas.

Es por ello que en la sociedad actual preocupa el uso de pesticidas en la agricultura,
gue son sustancias o mezclas de sustancias destinadas a repeler, destruir o controlar las
plagas, regulando el crecimiento de las plantas. Si bien, por un lado es imprescindible la
utilizacion de sustancias quimicas que ayuden a proporcionar la cantidad adecuada de
alimentos para abastecer las necesidades de la poblacién mundial actual y sus ritmos de
vida, por otro lado es importante reconocer que el abuso de estas sustancias quimicas

puede conllevar graves problemas de salud.

El interés del estudio de la presencia de pesticidas en los alimentos deriva
principalmente de la toxicidad que pueden presentar en los seres humanos, pues son cada
vez mas los casos que relacionan muchas de las enfermedades y muertes actuales de la
poblacién con los contaminantes quimicos presentes en los alimentos, cuya fuente son las

manipulaciones alimenticias antes del consumo.

Segun los ultimos datos de la FAO (Food and Agriculture Organization), el consumo
mundial de pesticidas en 2014 superaba los 3000 millones de kilogramos al afio. Teniendo
en cuenta que hay aproximadamente 4900 millones de hectareas cultivables en el planeta,
se deduce facilmente que se emplean alrededor de 0,62 kg por hectarea de terreno
(Hortoinfo, 2018). China es el pais con mayor consumo de pesticidas, en torno a 1800
millones de kg, mas de la mitad del consumo total; mientras que Jap6n es el pais con mayor
uso de plaguicidas por hectarea de terreno, alrededor de 11,85 kg/hectarea. Espafia, con un
volumen de 61 millones de kg, ocupa la séptima posicién en el consumo mundial de
plaguicidas, empleando una media de 2,30 kg/hectarea; asi, en 2016, la industria espafiola

de los productos quimicos agricolas factur6 1100 millones de euros en nuestro pais.

Cada vez son mas numerosas las sustancias empleadas para la produccion de

alimentos, asi como mas complejas las matrices de las muestras analizadas. Por ello, existe
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una legislacion y normativa actualizada que determina, sobre la base de los estudios
cientificos realizados hasta la fecha, las concentraciones consideradas como limite para la
presencia de estas sustancias en la comida o “Limites Maximos de Residuos” (LMR). De
este modo, y centrandose en estos estudios cientificos y distintos pardmetros de estadistica
y probabilidad calculados, se asegura la salud de la poblacién, intentando no destruir la tan
importante piramide alimenticia. Las empresas relacionadas con el campo de la alimentacion
deben cumplir toda la normativa vigente, siendo la EFSA (European Food Safety Authority)
la encargada de controlar todo ello en la Unién Europea.

Por todo lo anterior, a lo largo de este trabajo se pretende realizar una revision
bibliografica sobre las principales familias de pesticidas empleadas en la agricultura, asi
como las metodologias empleadas para su muestreo en matrices alimentarias y las técnicas
de andlisis. Para ello, se describen en detalle los métodos de extraccion y purificacion de
pesticidas, y tras ello se hablar4 sobre las cromatografia de liquidos (LC) y gases (GC)
acopladas a la espectrometria de masas (MS), que son las técnicas mas empleadas en la
deteccién y andlisis de los plaguicidas actualmente. Cabe decir que todo lo anterior queda
ejemplificado con ayuda de trabajos y articulos encuadrados en los Ultimos veinte afios

principalmente, aunque también se han empleado algunos ejemplos relevantes anteriores.

Con este trabajo se pretende cumplir al mismo tiempo con la finalidad de cualquier
Trabajo Fin de Master, que es la de sintetizar y aplicar en algiin ambito de actualidad los
conocimientos adquiridos durante el periodo de estudio del Master, siendo este caso
concreto el del Master en Ciencia y Tecnologia Quimicas, en la especialidad en Quimica
Analitica. De igual modo, se colabora con las expectativas personales de ampliar los
conocimientos sobre la quimica en el ambito de la alimentacion, haciendo uso para ello de

diferentes conocimientos y ramas cientificas ademas de la Quimica Analitica.
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3.- PESTICIDAS.

Tal y como se ha mencionado en la introduccién, los pesticidas o plaguicidas son
sustancias o0 mezclas de sustancias destinadas a repeler, destruir o controlar las plagas,

regulando el crecimiento de las plantas.

Los pesticidas se pueden clasificar de distintas maneras; segun su funcién o accion
especifica, podemaos encontrar, entre otros: insecticidas (usados contra insectos), herbicidas
(contra las malas hierbas), fungicidas (contra los hongos), rodendicidas (contra roedores),
acaricidas (contra los acaros), molusquicidas (contra moluscos) y nematocidas (contra

parasitos de plantas) (Bartual Sanchez y col., 1984).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los pesticidas en funcién de
su toxicidad (World Health Organization, 2010). Sin embargo, los plaguicidas incluyen
compuestos quimicos de naturaleza muy variada, por lo que puede resultar mas
conveniente clasificarlos en funciéon de su estructura quimica, pues las propiedades fisico-
quimicas influyen en su movilidad y sus efectos en el medio ambiente y en los seres vivos,
ademas de ayudar a su estudio desde el punto de vista de su determinacion analitica. Asi,
en funcion de dicha estructura quimica, podemos encontrar varias familias, donde las mas
destacadas son: organofosforados, organoclorados, carbamicos, tiocarbamicos, derivados
de urea, derivados de cumarina, nitrocompuestos, organometalicos, compuestos

bipiridinicos, piretroides y triazinas.

La accion de los diferentes pesticidas, y por ello su toxicidad, varia en funcién de la
estructura quimica y los sustituyentes presentes en cada formulacién, asi como del tipo de

exposicion a las sustancias.

A continuacién se describen brevemente los mas resefiables de estos grupos de

plaguicidas desde el punto de vista toxicoldgico.

3.1.- ORGANOCLORADOS.

Se trata de compuestos organicos que presentan cloro en su estructura. Son
pesticidas que fueron desarrollados principalmente para controlar las plagas de insectos, y
su accion se da a nivel del sistema nervioso, como ocurre con casi todos los insecticidas. Se

pueden clasificar en:

v’ Derivados de hidrocarburos aromaticos, como por ejemplo: DDT
(diclorodifeniltricloroetano), dicofol, metoxicloro, pertano, HCB (hexaclorobenceno) y los

acidos clorofenoxiacéticos.
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v Derivados del ciclodieno, como el aldrin, clordano, dieldrin, endosulfan y heptacloro.
v Derivados de hidrocarburos aliciclicos: HCH (isémeros a, B y y del hexaclorociclohexano).

v' Derivados de hidrocarburos alifaticos. Por ejemplo, el metilbromuro y el 1,2-
dicloropropano.

Estos compuestos empleados como insecticidas son poco solubles en agua; por el
contrario, son liposolubles, y tienden a acumularse en el tejido graso de los organismos
vivos, por lo que tienen gran capacidad de bioconcentracion y biomagnificacion en la cadena
alimentaria, presentando elevada ecotoxicidad; por ello, han sido prohibidos en Europa
(DOUE, 2004), asi como en otros muchos paises del mundo. Ademas, son estables
quimicamente, a la luz y de dificil degradacién biol6gica, siendo por ello muy persistentes en

el medioambiente (Calva y col., 1998).

Se puede decir, ademas, que muchos de ellos son integrantes de la llamada “docena
sucia”, que engloba a aquellos contaminantes organicos persistentes mas peligrosos para el
medio ambiente y seres humanos (muchos de ellos pesticidas), y que estan regulados
internacionalmente por el Convenio de Estocolmo desde el afio 2004. Inicialmente fueron 12
las sustancias englobadas en esta “docena sucia”, pero posteriormente, y tras sucesivas
ampliaciones, son 28 los compuestos o familias de compuestos que se encuentran

actualmente regulados por el Convenio (Convenio de Estocolmo, 2017).

En la Tabla 1 se pueden encontrar las estructuras de todos los compuestos

organoclorados mencionados en este apartado:

Tabla 1: Estructura de algunos plaguicidas organoclorados.

Estructura quimica Nombre Estructura quimica Nombre
OH
i ‘ dicofol
Cl Cc Cl ICOTO
~OEG~ | = | OO
cci,
_ar cl cl
metoxicloro pertano
HSC\._O O O O’CHS HiC O O CH,
Cl o) L
cl cl >\ acido
HCB HO OOQ clorofenoxi-
Cl Cl acético
Cl
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Estructura quimica Nombre Estructura quimica Nombre
Cl
Cl
c1 <l
. Cl1
aldrin clordano
C1
C1 c1
dieldrin endosulfan
cl cl
H H .
H u lindano
heptacloro
P “ c (a-HCH)
cl Cl
H H
H
He % Cl 1,2-dicloro-
\C—Br metil-bromuro )\/CI
/ propano
H

3.2.- ORGANOFOSFORADOS.

Se trata de un amplio grupo de compuestos organicos de sintesis, desarrollados
especialmente a partir de la Segunda Guerra Mundial (Roldan Tapia, 2000) derivados de los
acidos ortofosférico (HsPO,) y tiofosférico (HsPOsS), por lo que contienen enlaces fésforo-

carbono:

Figura 1: Estructura de los acidos ortofosforico y tiofosforico.

Presentan un marcado caracter apolar, por lo que la mayoria son escasamente
solubles en agua y se disuelven en grasas, aunque con grandes diferencias entre
compuestos (Obiols Quinto, 1999); son poco estables a pH basico y biodegradables, por lo

que no tienden a acumularse en los organismos vivos.

Se pueden destacar, por su mayor uso, el paration, metilparation, malation, cumafos,

diclorvés, triclorfén, diazinén, y el clorfirifds, todos ellos recogidos en la Tabla 2:



Tabla 2: Estructura de algunos pesticidas organofosforados.
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Estructura quimica Nombre Estructura quimica Nombre
o] o
i, |
N N
3 o - o s
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Los organofosforados son utilizados como alternativa a los hidrocarburos clorados en

el control de las plagas. Actdan inhibiendo la actividad de la acetilcolinesterasa, y en

consecuencia, paralizando el cerebro del insecto.

A pesar de tener una menor persistencia en el medioambiente y ser mas selectivos

que los organoclorados, muchos de ellos son altamente toxicos para los vertebrados y

requieren una especial manipulacion. Por ello, algunos de estos plaguicidas tienen prohibido

su uso a nivel mundial (Martinez, 2017).

3.3.- CARBAMATOS.

Son derivados de los acidos carbamico, tiocarbamico y ditiocarbamico, cuyas

estructuras se muestran en la Figura 2:

Il ﬁ $|) S|
R\O/C\I?'/R R\O/C\ITI/R R\S/C\flﬂ/R R\S/C\[TI/R
R R R R
carbamatos tiocarbamatos ditiocarbamatos

Figura 2: Estructura de los pesticidas derivados de los acidos carbamico, tiocarbamico y ditiocarbamico.
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Ejemplos de plaguicidas carbamicos son el aldicarb, aminocarb, metiocarb,

pirimicarb, carbaril, fenoxicarb, propoxur, tiobencarb, fentiocarb y carbofurano.

Aunque algunos tiocarbamatos también se aplican como herbicidas y fungicidas, el
grupo de los carbamatos se utilizan mayoritariamente como insecticidas de contacto; y, una
vez absorbidos por un organismo, inhiben la accion de la colinesterasa e impiden la

transmision de impulsos nerviosos (Roldan Tapia, 2000).

Su actividad estd muy influenciada por la posicion de los sustituyentes y su
estereoisomeria. En muchos casos presentan mayor seguridad en su manejo y mayor
eficacia que los organofosforados a la par que una toxicidad moderada, baja estabilidad
guimica y nula acumulacién en los tejidos; sin embargo, su produccion es mas dificil, por lo
que su empleo se traduce en un mayor coste en comparacién al de los organofosforados
(Sanchez Martin y col., 1984). Es de destacar también que el uso del aldicarb esta prohibido
en la UE debido a su toxicidad (Convenio de Rotterdam, Rev. 2013), pues estos pesticidas,

a pesar de tener mala penetracion en el sistema nervioso, son de rapida accién en el

organismo.
Tabla 3: Estructura de algunos plaguicidas carbamicos.
Estructura quimica Nombre Estructura quimica Nombre
(|‘.H3 C|3H3
N .
HN N 7 S aldicarb 0 “CH, aminocarb
N CHy HaC Jj\
SN o CH
o H3C CH3 H 3
H.C 7
3 o JJ\N/CHS
CH,S o— (Il‘— NH— CH metiocarb HaC oy 23"‘3 .
5 3 L on pirimicarb
H,e” SNT SN
H,C H,C

0]
O)J\N/CHﬁ (0}
H

o @ QO\/\N*O/\ fenoxicarb
H

0
N7 o CHCH | .
o propoxur N—C—S—CHy cl tiobencarb
Y CH3CH2/

(0]
H30\ J’I\ (0]
N~ O .
H bendiocarb H carbofurano
@Ox% R
O CHs ©
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3.4.- COMPUESTOS BIPIRIDINICOS.

Pertenecen al grupo de los bipiridilos cuaternarios, y por ello se presentan en forma
de sales solubles en agua. Ejemplos de este tipo de herbicidas son el paraquat,
morfamquat, diquat y difenzoquat:

Tabla 4: Estructura de algunos compuestos bipiridinicos.

Estructura quimica Nombre Estructura quimica Nombre
/_<CH3 ch>_\
— = o] 0
) =
H3C—(N Iﬁj—cHs paraquat ° N{ AN/ \NJN ° | morfamquat
/N N )<L —
cl@ @ CHg HaC
cr cr

7N\ e’

\ / diquat

. \
Bre@ ~— ®Br@ O O

difenzoquat

Se utilizan como herbicidas de contacto; asi, con ayuda de la luz generan
radicales que destruyen la membrana de las células vegetales mediante peroxidacion
lipidica (BVSDE, 2017).

En general se desnaturalizan rapido, por lo que presentan una minima ecotoxicidad y
son muy manejables, aunque se debe tener cuidado por ser peligrosos al contacto. Se debe
mencionar, como excepcion a estas propiedades, el caso del paraquat, el cual es téxico
para los mamiferos, por lo que su uso esta prohibido en muchos paises (Ramirez-Mufioz,
2007).

3.5.- PIRETROIDES.

Desde mediados del siglo XIX se sabe que las piretrinas, extraidas de las plantas del
género Chrysanthemum, son insecticidas naturales (Sector Agropecuario, acceso 1 sept.
2017):

Figura 3: Estructura quimica de las piretrinas

-11-
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Si el grupo R- es un metilo (CHs-), se tienen las piretrinas de tipo |, que son ésteres
del 4cido crisantémico. Cuando R = -CO,CHjs, las piretrinas son de tipo I, siendo ésteres del
acido pirétrico.

Las piretrinas actuan sobre el sistema nervioso de los insectos, pero no tienen
efectos toxicos importantes conocidos sobre el ser humano, y son facilmente degradables al
contacto con el aire y por los microorganismos del suelo (ATSDR, 2017). Debido a que estas
sustancias se degradan de manera rapida por la accién de la luz y el aire, en las Ultimas
décadas se han sustituido por piretroides sintéticos, que son mas estables y con mayor
actividad, y mas solubles en agua, lo cual se traduce en una mayor persistencia en el medio
ambiente y en una mayor toxicidad para insectos y peces. Algunos ejemplos de piretroides

sintéticos son el permetrin, el fenvalerato y la aletrina, mostrados en la Figura 4:

c. Y. 1 0
GO0 el
Cl ( (8] 3 o [e

0

permetrin fenvalerato

aletrina
Figura 4: Estructura de algunos compuestos piretroides.

Tanto las piretrinas como los piretroides estan considerados entre las sustancias mas
seguras Y utilizadas como insecticidas debido a su facil degradabilidad (Macias Cabrera y
col., 2012), siendo ademas los piretroides los insecticidas mas potentes frente a un amplio

espectro de insectos que causan grandes pérdidas econémicas (Anadén Navarro, 2015).

3.6.- DERIVADOS DE LA UREA.

Se trata de compuestos que derivan de la urea (NH,-CO-NH,), cuya estructura

general se recoge en la Figura 5:

Figura 5: Estructura general de los pesticidas derivados de la urea.

-12 -
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Generalmente, los grupos R; y R, son metilos, mientras que el grupo Rz suele ser un
proton. Se utilizan principalmente como herbicidas para esterilizar terrenos, y su mecanismo
de accion se basa en impedir el proceso normal de fotosintesis, pues se reduce la fijacion de
CO, y se inhibe la sintesis de glucosa. Su fitotoxicidad aumenta con la presencia de
sustituyentes halégenos en el anillo aromatico (Sanchez Martin y col., 1984).

En general, se trata de compuestos inestables, pero presentan una actividad residual

importante y son selectivos en ciertos cultivos.

Ejemplos de este tipo de compuestos son el isoproturdn, diurén, metabenzotiazurén

y linurdn, tal como se muestra en la Tabla 5:

Tabla 5: Estructura de algunos derivados de la urea.

Estructura quimica Nombre Estructura quimica Nombre
N S d A
N\ isoproturén T ~ diurén
NH
0]
Cl
O CH
S (|:H3ﬁ & metabenzo- TR
o cl NH —C — N— OCH inuré
/>7N_C_N\ tiazurén . linuron
N CHs
cl

3.7.- TRIAZINAS.

Estos compuestos heterociclicos se encuentran entre los pesticidas mas
antiguamente utilizados en agricultura (Albero Romano, 2008). Su estructura quimica

general es la reflejada en la Figura 6:
RBYNY&
NYN
Ry
Figura 6: Estructura general de las triazinas.
Sobre la anterior estructura quimica se pueden adicionar distintos residuos,
obteniendo diferentes ejemplos de triazinas, como pueden ser la atrazina, la simazina, la

terbutilazina, la terbutrina, la cianazina y la propazina, que aparecen recogidas a

continuacion en la Tabla 6:
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Tabla 6: Estructura de algunas triazinas.

Estructura quimica Nombre Estructura quimica Nombre
cl NHCH,CH,
U c'
N N o e
Y atrazina | simazina
NHCHCH, = )\
llCH, H.C,—NH™ N "NH — CH,
Cl.\n/Nﬁ,NHC(C‘H_;)_z )S\CHS
i L NN  CHz terbutrina
NN terbutil-azina )|\
HaC N~ N Chs
NHCH,CH; ¥ H H CHs
CHj Cl
N H
\\¥<N NeNH _\;)\N _
. . propazina
cianazina
HsC CH3N| _N )\ )l\ 4‘\ )\
NTONTTN
Cl H H

Estas sustancias son poco solubles en agua, poco selectivas, y son facilmente
degradadas en el suelo por plantas y microorganismos. Actualmente siguen siendo
herbicidas muy empleados a escala mundial, pues son de amplio espectro al actuar
bloqueando la fotosintesis (Tuesca, 2017); pero el empleo de la atrazina esta prohibido,
(CORDIS, 2018), dado que afecta a la fertilidad de vertebrados y contamina las aguas de

manera persistente.

3.8.- DERIVADOS DE LA CUMARINA.

La cumarina o 1-benzopira-2-ona (2H-cromen-2-ona, nombre IUPAC), de féormula
molecular CyHgO,, es un compuesto quimico organico perteneciente a la familia de las

benzopironas, y su estructura se observa en la Figura 7:

©\/1
o” O
Figura 7: Estructura de la cumarina.

Sobre el esqueleto de la cumarina se pueden adicionar diferentes residuos, formando
la familia de las cumarinas (generalmente derivados de la 4-hidroxicumarina), muchos de los
cuales son metabolitos secundarios de las plantas (Avalos Garcia y col., 2009). Dichos

compuestos son utilizados como rodendicidas.
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Los derivados mas utilizados, tanto en areas residenciales, como en industriales y

agricolas, son la warfarina y la bromadiolona, mostradas en la Figura 8:

@)
OH
(LT
0" "0
warfarina bromadiolona

Figura 8: Estructura de la warfarina y la bromadiolona.

Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la produccién de factores de
coagulacion dependientes de la vitamina K, por lo que se reduce la capacidad de la sangre
de coagular y genera hemorragias internas (Vademecum, 2017).

Cabe destacar que el uso de la warfarina esta en declive, pues muchas poblaciones
de roedores han desarrollado persistencia a este compuesto; por ello se utiliza mas la
bromadiolona, conocida también como “super-warfarina”, con gran poder anticoagulante
(Crecente Otero y col.,, 2012). Sin embargo, la utilizacion de bromadiolona en lugar de
warfarina presenta una mayor problematica de toxicidad y persistencia, pues es ademas

mucho mas soluble en agua.

3.9.- NITROCOMPUESTOS.

Se trata de un grupo de plaguicidas que presentan el grupo —NO, (grupo nitro);
muchos de ellos presentan un solo grupo nitro en su estructura, como los nitrofeniléteres,
pero los nitrocompuestos mas utilizados son los que contienen dos grupos nitro en su

formulacion.

Tienen muy baja solubilidad en agua, y se emplean como herbicidas selectivos de
preemergencia en cultivos (Albero Romano, 2008). EI mas importante de este grupo de

plaguicidas es el 3-metilcrotonoato de 2-secburil-4,6-dinitrofenilo o binapacrilo:

H,C  _CH,
\C/
[
(|:H
¢
o” ™o CH,
O,N CH—CH,—CH,
NO,

Figura 9: Estructura del binapacrilo.
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Este compuesto se utilizaba como herbicida, pero su uso estd prohibido en la
actualidad en todas sus formulaciones (Convenio de Rotterdam, Rev. 2013), pues es un

carcindgeno para los humanos, y muy téxico para los organismos acuaticos.

3.10.- PESTICIDAS ORGANOMETALICOS.

En este grupo de compuestos se encuentran las sustancias organicas que contienen
algun elemento metalico formando parte de su estructura. Se pueden mencionar como

ejemplos los organomercuricos, organocupricos y organoestannicos.

Su principal actividad es la de fungicidas, evitando el desarrollo de los hongos que

causan enfermedades en las plantas.

Muchos de estos compuestos son solubles en agua, por lo que se comercializan
formulados como soluciones acuosas, e incluso mezclados con compuestos inorganicos con
actividad plaguicida (Routt Reigart y col.,, 1999). Los organometalicos utilizados en la
actualidad como pesticidas presentan baja toxicidad en humanos; pero, debido a la
presencia de metales en su esqueleto, pueden almacenarse en tejidos grasos a la par que
pueden presentar actividad residual en el medio ambiente y contaminar reservas de agua
(LENNTECH, 2017).
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4.- TRATAMIENTO DE LA MUESTRA.

El tratamiento de la muestra es la primera etapa en el proceso global de andlisis de
pesticidas en muestras de alimentos, y las fases de que se compone, de manera general,

aparecen en la Figura 10:

Tratamiento

L Célculos y
Muestreo — — Andlisis z
dela mediciongs — evaluacion
muestra de resultados
Extraccion Purificacion Concentracion

Figura 10: Etapas del proceso analitico.

En los ultimos afios se han hecho grandes progresos en el analisis de plaguicidas,
siendo las cromatografias liquida y de gases acopladas a la espectrometria de masas (LC-
MS y GC-MS, respectivamente) las técnicas de deteccion elegidas por excelencia, dado que
cada vez son mas rapidas, proporcionan una gran sensibilidad y selectividad, y permiten el
andlisis de numerosos plaguicidas con diferentes propiedades fisicoquimicas de manera
simultdnea. Sin embargo, incluso con estas potentes técnicas instrumentales existe riesgo
de interferencia de otros compuestos no deseados con los pesticidas en estudio, y este
riesgo aumenta con la complejidad del alimento o matriz a tratar (Lambropoulou y col.,
2007). Es por ello que la etapa de tratamiento y acondicionamiento de la muestra es de
extremada importancia, pues de ella depende, en gran medida, el resultado final de todo el

protocolo analitico.

Se suma a la relevancia de este paso el hecho de que los residuos de pesticidas
hallados en los alimentos se encuentran en cantidades muy pequefas, del orden del ug por

cada kg de alimento, y en matrices, a menudo, muy complejas.

Por tanto, se debe realizar una extraccion, purificacién y concentracién de los
plaguicidas presentes en las muestras a analizar para unas mejores deteccion y
cuantificacion posteriores. Aquella técnica que maximice la recuperacion de analitos y
minimice la presencia de interferencias sera la mas adecuada en cada caso (Ramirez Milla,
2009).
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4.1.- METODOS DE EXTRACCION DE PESTICIDAS.

La extraccion se trata de la primera etapa del proceso de tratamiento y preparacion
de la muestra. Mediante la extraccion, se consigue aislar el analito o analitos de la matriz en
gque se encuentran presentes, aunque inevitablemente hay muchos otros componentes de la
matriz que se extraen de manera conjunta con el analito; dichas interferencias se intentaran

eliminar en el proceso de purificacion, posterior a la etapa de extraccion.

Por tanto, a la hora de elegir un método para la extraccion de un pesticida en un
alimento, habra que tener en cuenta tanto las caracteristicas del compuesto a extraer como
la naturaleza de la matriz en que se halla, para asi poder maximizar la eficiencia de esta

etapa.

A continuacion se analizan en detalle diferentes técnicas de extraccion utilizadas

teniendo en cuenta el tipo de muestra a tratar y los pesticidas presentes.

4.1.1.- EXTRACCION CON DISOLVENTES (SE).

Las extracciones utilizando disolventes o mezclas de ellos son métodos clasicos de
facil uso, y por ello muy extendidos; ademas, no requieren de una instrumentacion compleja,
y eligiendo el adecuado disolvente o0 mezcla de ellos se pueden extraer multitud de analitos
con diferentes propiedades fisicoquimicas. Por contra, emplean grandes cantidades de
disolventes, que en su mayoria son organicos y por ello toxicos, requiriendo generalmente
etapas de concentracion y purificacion tras la extraccion. También, se requiere de una
extremada limpieza para evitar contaminaciones de muestra con residuos que pudieran

estar presentes en los materiales de vidrio.

En funcién de si la muestra a tratar se presenta en estado liquido o sélido, podemos

encontrar la extraccion liquido-liquido o la extraccién sélido-liquido, respectivamente.

4.1.1.1.- EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO (LLE).

Mediante la extraccion liquido-liquido, el pesticida se reparte entre dos liquidos
inmiscibles (la muestra y el disolvente utilizado), segun su afinidad por los mismos y las

diferentes condiciones experimentales (pH, adiciéon de sales, ...).

Dada la facil y rapida realizacion de la LLE, esta metodologia es utilizada tanto para
extraer directamente los pesticidas a estudiar como para realizar etapas previas a la

extraccion mediante otros métodos.
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La LLE, empleando hexano como disolvente organico, se ha utlizado en la
determinacion del plaguicida clorpirifés en zumos y otros productos de mercado en Estados
Unidos, (Bolles y col., 1999), obteniéndose resultados satisfactorios. Otros ejemplos se
muestran en la Tabla 7:

Tabla 7: Ejemplos de extraccion de pesticidas mediante LLE.

Pesticidas Matriz Disolvente Deteccidn Referencia
Fenitrotion Vino y arak Hexano GCI/ELISA Dagher y col., 1999
Acaricidas GC-ECD Menkissoglu-Spiroudi y col.,
) Miel de colmena Diclorometano

(malation y coumafés) GC-NPD 2000
11 plaguicidas ) Eter / acetato
Miel ) GC-MS Tahboub y col., 2006
organoclorados de etilo (8:2)
Plantas herbaceas Acetato de etilo /
160 pesticidas (tomillo, manzanilla, hexano (6:4) GC-MS/MS Tahay col., 2017
mejorana) + limpieza Florisil®/PSA

4.1.1.2.- EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO (SLE).

En cuanto a la extraccién sélido-liquido, en la que los analitos son transferidos desde
la muestra sélida al disolvente liquido utilizado, podemos hallar diversas variantes:

- La extraccion sélido-liquido mediante agitacion mecénica, en la que la muestra se

sumerge en un disolvente organico y se agita la mezcla, produciéndose la transferencia del
pesticida desde la matriz sélida hasta el disolvente liquido empleado; tras ello se realiza una

filtracién y se desecha la fase sélida.

Este tipo de extracciébn es adecuada cuando el plaguicida es muy soluble en el

disolvente, de manera que se transfiere rapidamente a éste desde la matriz.

- Mediante la extraccidn Soxhlet, la muestra es pulverizada y colocada en un

material poroso en la camara del extractor Soxhlet, de modo que se calienta el disolvente y

sus vapores condensados caen sobre la muestra, extrayendo el pesticida soluble.

Este procedimiento es muy eficiente y se obtienen excelentes recuperaciones, pues
el compuesto a extraer se pone en contacto con el disolvente puro y caliente, lo cual
favorece su solubilidad; ademés, no se requiere de filtracién posterior. Debido a que la
muestra es sometida a elevadas temperaturas, esta técnica se puede utilizar en aquellos

casos en que los pesticidas presentan gran estabilidad térmica y baja volatilidad.
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- En la extraccién asistida por_ultrasonidos, la muestra sélida se pone en contacto

con un disolvente adecuado y se hace uso de las vibraciones de ultrasonidos para favorecer
la extraccién del analito a temperatura ambiente. Este procedimiento es rapido, aunque
suele requerir de una filtraciébn posterior. Ademas, se puede aplicar en pesticidas que
pueden ser termolabiles; no obstante, hay que tener presente que algunos compuestos
pueden degradarse y la eficacia es menor que la de otras técnicas.

En la Tabla 8 se muestran algunos casos de aplicacion de la SLE en la extraccion de

pesticidas sobre muestras alimentarias:

Tabla 8: Ejemplos de extraccion de pesticidas mediante SLE.

Pesticidas Matriz Extraccion Disolvente Deteccion Referencia
o SLE — Agitacion 1-octanol + Vichapong y col.,
4 Bencimidazoles Huevos - ) HPLC-DAD
magnética agente emulsionante 2015
o Frijoles de ) Diagne y col.,
Fenitrotion SLE - Soxhlet Diclorometano GC-ECD
Senegal 2002
Organoclorados y ) Garrido Frenich 'y
Carnes SLE - Soxhlet Acetato de etilo GC-MS
organofosforados col., 2006
Simazinay ) SLE - .
) Miel ) Benceno / Agua (1:1) _ Rezic y col., 2005
atrazina Ultrasonidos
Multitud de Frutas 'y SLE - Ferrery col.,
o . ) Metanol LC-MS
pesticidas hortalizas Ultrasonidos 2005
) o Hexano + limpieza C18 -
Cinco herbicidas SLE - )
Peces ) Diclorometano / hexano GC-ECD Quy col, 2017
organoclorados Ultrasonidos 1)

4.1.2.- EXTRACCION CON LIQUIDOS PRESURIZADOS (PLE).

Se trata de extracciones en las que se utilizan disolventes presurizados en caliente,
de modo que se extraen los pesticidas rapidamente sin la evaporaciéon del disolvente. Para
ello, la muestra debe ser previamente triturada y deshidratada (incluso se puede afiadir un
agente desecante para evitar las interferencias del agua en el proceso extractivo);
posteriormente se introduce en un recipiente sellado que contiene el disolvente necesario, y

se calienta. Al terminar el proceso se recoge el extracto obtenido para el andlisis.

Esta técnica es de mayor eficacia y rapidez que la extraccion con disolventes
convencional, a la par que es mas limpia, pues emplea menor cantidad de solvente; pero es
de mayor coste y presenta la desventaja de que no es aplicable en el caso de analitos

termolabiles, ya que debido al calor algunos plaguicidas pueden descomponerse. Se ha
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empleado en la extraccion de 28 pesticidas en frutas y hortalizas (Adou y col., 2001) y otros

ejemplos como los que figuran en la Tabla 9:

Tabla 9: Ejemplos de extraccion de pesticidas mediante PLE.

Pesticidas Matriz Disolvente Deteccion Referencia

Alimentos de alto contenido .
Acetato de etilo /
organoclorados lipidico (higado de bacalao ) GC-ECD Weichbrodt y col., 2000
) ciclohexano (1:1)
y filetes de pescado)

Agua / acetona (90:10), )
organoclorados Fresas GC-MS Wennrich y col., 2001
120 °C — 10 MPa

Acetato de etilo /
26 organofosforados Manzana y zanahoria ciclohexano (1:1), GC-FPD Richter y col., 2001
100 °C - 10 MPa

o Acetato de etilo
150 plaguicidas Tubérculos ) GC-MS Khany col., 2018
100 °C — 1400 psi

4.1.3.- EXTRACCION MEDIANTE FLUIDOS SUPERCRITICOS (SFE).

Los fluidos supercriticos son sustancias que presentan propiedades intermedias
entre gases Yy liquidos; de hecho, tienen densidades parecidas a las de los liquidos, pero
coeficientes de difusion y viscosidades similares a las de los gases. Ademas sus
propiedades como disolventes se pueden modificar mediante la variacion de las condiciones
experimentales (presién y temperatura); por ello, la extraccién es mas rapida que en el caso
de disolventes organicos, ademas de que utiliza mucha menos cantidad de disolvente. Este

tipo de extraccién requiere un secado previo de la muestra.

A continuacion, en la Figura 11, se muestra un esquema de las partes de que consta

un sistema experimental tipico para extraccion mediante fluidos supercriticos:

&3
-== >
it
Sd ‘-: Ih___.
|

1: ciindro con gas

2: valvulas abre-cierra

3: intercambiadores de calor
4: manometros

5: termopares

6: columna de extraccion
7: véalvula micrométrica

8

]

1

3a 5
% e : capilar de descompresion
: colectores de extracto
0: totalizador de flujo

Figura 11: Sistema experimental para la extraccion con fluidos supercriticos (Educacion en Ingenieria Quimica, 2017)
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El procedimiento consiste en colocar la muestra previamente desecada en la
columna de extraccién, de modo que se bombea el fluido encerrado en el cilindro
controlando la presién y temperatura (mayores que el punto critico) para alcanzar las
condiciones adecuadas y arrastrar a los pesticidas. Al terminar la extraccion, se recoge el

extracto obtenido en los colectores, que consisten en trampas adsorbentes o en disolventes.

El fluido o disolvente mas utilizado en la SFE es el CO,, debido a que, entre otras
cosas, es no inflamable, inocuo y econdmico, y por encima de su punto critico se convierte
en un potente disolvente; éste es muy Util para extraer analitos no polares, pero ello supone
una limitacion cuando lo que se quiere extraer son compuestos mas polares, en cuyo caso
se deben introducir modificadores como el agua, el metanol o la acetona, que aumentan la

polaridad y mejoran el rendimiento de la extraccion.

En la Tabla 10 se recogen distintos ejemplos de aplicacion de la SFE:

Tabla 10: Ejemplos de extraccién de pesticidas mediante SFE.

Pesticidas Matriz Fluido Deteccion Referencia
Fluvinato Miel de colmena CO; HPLC-UV Atienzay col., 1993
Uvas,
o ) CO; Lehotay y col.,
46 plaguicidas zanahorias, GC-MS
o (60°C y 320 atm) 1995
patatas, bracoli
CO,, previa extraccion con
Propoxur y otros o . . Argauery col.,
Carne acetonitrilo y tierra de diatomeas LCy GC-MS
carbamatos 1995
(60°C y 329 bares)
16 organoclorados Huevos CO; (40°C y 680 bares) GC-ECD Fiddler y col., 1999
o Frutas y CO, (40°C y 300 kg/cm?), ]
27 pesticidas ) - HPLC-DAD Kaihara y col., 2000
hortalizas modificando el caudal con acetona
25 halogenados, Manzanas, CO; (70°C y 200-450-750 bares),
nitrogenados, fosforados uvas, perasy modificado con 10% de GC-ECD Rissato y col, 2005
y piretroides fresas de Brasil acetona y metanol
o ) CO; (50°C y 200 atm), Valverde y col.,
22 pesticidas Arroz y trigo - GC-ECD/NPD
modificado con metanol 2009

4.1.4.- EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS (MAE).

Esta técnica consiste basicamente en mezclar la muestra con el disolvente adecuado
para su extraccion, y tras ello aplicar radiacion microondas durante un corto periodo de
tiempo. De esta manera, se produce el calentamiento de la mezcla y se favorece la

solubilizacion de los plaguicidas en el disolvente.

La ventaja que presenta el uso de radiacion microondas respecto a otros tipos de

extraccién en los que se aplica calor, como la extraccion Soxhlet, es que se consigue
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calentar la mezcla de manera selectiva, a la par que el calentamiento es rapido y eficaz,
siendo por ello una extraccion mas eficiente. No obstante, en la MAE el numero de
disolventes a utilizar es limitado, pues estos no deben ser transparentes a la radiacién
microondas (es decir, deben tener momento dipolar), y ademas se debe poner especial
cuidado para no degradar los plaguicidas con el aumento de la temperatura; asi, para
obtener la polaridad deseada en cada caso, se suelen utilizar mezclas de disolventes
polares y apolares en diferentes proporciones, como por ejemplo mezclas de acetona (polar)
y hexano (apolar). Al terminar el proceso de extraccion, se requiere de una filtracion que
elimine la matriz inicial presente en la mezcla, y asi poder recoger el extracto con el

compuesto en estudio.

La MAE ha sido empleada de manera exitosa y obteniendo buenas recuperaciones para
extraer fenitrotion presente en frijoles de Senegal, utilizando para ello una mezcla acetona-
hexano (1:1) (Diagne y col., 2002), donde se compara esta metodologia con la extraccién
Soxhlet y se demuestra que es una alternativa a la misma para este tipo de

determinaciones. También se ha empleado en estudios como los que figuran en la Tabla 11:

Tabla 11: Ejemplos de extracciéon de pesticidas mediante MAE.

Pesticidas Matriz Disolvente Deteccion Referencia
Atrazinay . . .
Piel de naranja Acetona / hexano (1:1) GC-NPD Bouaid y col., 2000
organofosforados
Tiametoxam, imidacloprid Repollo, tomates, chiles, Singh y col.,
) o Acetona HPLC-UV
y carbendacima patatas y pimientos 2004
Lechuga, tomate, pimiento, Hexano / acetato GC-ECD Barriada-Pereira y
21 organoclorados ) .
espinaca y patata de etilo GC-MS col., 2005
16 pesticidas ) | Acetonitrilo / agua (95:5) Papadakis y col.,
Semillas de sésamo o . GC-MS
organoclorados + limpieza Florisil ® 2006
Tiofanato de metilo )
) Repollo y tomate Acetona HPLC-MS Singh y col., 2007
y carbendacima

4.1.5.- EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE).

Mediante esta metodologia, la muestra, generalmente acuosa, se hace pasar por una
columna en cuyo interior hay un adsorbente; en dicho material quedan retenidos los
pesticidas que posteriormente seran eluidos con una pequefia cantidad del disolvente
adecuado o mezcla de ellos. De este modo se obtiene un extracto organico concentrado y

generalmente limpio para ser analizado directamente.

Generalmente, la extraccion en fase sélida presenta cuatro pasos:
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- Antes de comenzar la extraccién en fase sélida, se realiza el acondicionamiento de la
columna, durante el cual se solvata la fase sdlida. Esta fase sélida es adsorbente y suele
estar constituida por alquilsilicas, fases poliméricas o incluso columnas de intercambio
iénico.

- El paso anterior facilita la siguiente etapa de carga de la muestra en la columna, durante la
cual los pesticidas de interés quedaran retenidos en la fase sélida adsorbente.

- El siguiente paso es un lavado para la eliminacion de las posibles interferencias que

estaban presentes en la matriz inicial.

- Por ultimo, se eluye el pesticida o pesticidas con el disolvente adecuado o mezcla de ellos,
segun la polaridad deseada para el arrastre durante la elucion.

Todas las etapas mencionadas anteriormente quedan reflejadas en la Figura 12:

1 2 3 4

EE LY
4t
EE RS
4t

0 b & &

Acondicionamiento Aplicacian Lavado
de la muestra nterferencias

Elucian

Figura 12: Etapas de la SPE. (Analisis Vinicos, 2017)

La principal ventaja de esta técnica con respecto a los anteriores tipos de extraccion
es gue permite su automatizacion. Ademas, puede servir como etapa de purificacion tras la
extraccion de los plaguicidas por otros procedimientos, y se puede acoplar a la LC utilizada
para el andlisis posterior; también se puede acoplar a la GC, pero en ese caso se requiere la

previa eliminacién del posible agua presente en el extracto recogido para el analisis.

Existen multitud de trabajos donde se describe el empleo de la SPE, tanto para la
extraccion como para la limpieza de los extractos obtenidos mediante otros métodos. Asi, se
pueden citar algunos como la deteccion de 90 plaguicidas con diferentes propiedades
fisicoquimicas en frutas y verduras, donde se realiz6 una extraccion rapida con acetona, una
SPE en columna de poliestireno-divinilbenceno para la limpieza y concentracion de los
pesticidas (en el caso de cereales, espinacas y zanahorias fue necesario realizar una
limpieza adicional con silice modificada con dietilaminopropilo para evitar interferencias de

sustancias organicas del alimento) y la GC-MS para la deteccion (Stajnbaher y col., 2003); la
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extraccion de plaguicidas de distintas familias en bebidas y zumos (Tadeo y col., 2004); la
determinacion de diferentes clases de pesticidas en miel (Rial-Otero y col., 2007), donde
ademas se realiza una revisién de otros métodos de extraccion y determinacion aplicados a
la miel como matriz; la determinacion de pesticidas en comida para bebés, donde se
evallan y mejoran diferentes metodologias empleadas en la extraccion y limpieza
(extraccion liquida, extraccion en fase sdlida, extraccion en fase solida dispersiva, extraccion
con fluidos supercriticos) (Hercegova y col., 2007); y el andlisis de diferentes productos de
transformacion de los plaguicidas en matrices ambientales, alimentarias y biologicas, donde
se estudia y observa que los métodos mas adecuados para dichos fines son la SPE, dSPE
(extraccion en fase solida dispersiva) y PLE, seguidos de una posterior determinacion
mediante LC-MS (Martinez Vidal y col., 2009).

Entre las investigaciones mas novedosas y recientes en las que se aplica esta

técnica estan las que figuran a continuacién en la Tabla 12:

Tabla 12: Ejemplos de extracciéon de pesticidas mediante SPE.

Pesticidas Matriz Adsorbente / eluyente Deteccion Referencia
o . . Tierra de diatomeas / GC-FPD Amendolay col.,
Plaguicidas multiclase Miel )
diclorometano GC-MS 2011
o o . o Pérez-Ortega y col.,
60 plaguicidas Vino tinto de Espafia Sorbentes poliméricos / metanol LC-MS

2012

Gilbert-Lépez y col.,

Diferentes plaguicidas Refrescos de frutas Sorbentes poliméricos / metanol LC-MS 2012
ag.

) o Sorbentes poliméricos / metanol- )
Diferentes plaguicidas | Aguas para consumo . GC-MS/MS | Martins y col., 2013
cloruro de metileno (10:90)

Flubendiamida Miel C18 / metanol LC-MS Ares y col., 2017

4.1.6.- EXTRACCION EN FASE SOLIDA DISPERSIVA (dSPE).

Mediante esta técnica se mezclan intimamente la muestra y un soporte soélido
abrasivo (obtenido de modificar quimicamente la superficie de la silice) en un mortero o por
agitacion, segun la muestra sea sélida o liquida respectivamente; se crea con ello una Gnica
fase, que serd transferida a una columna para realizar una posterior elucion con un

disolvente adecuado para el pesticida a extraer.

Los pasos de que consta la dSPE, descritos en el anterior péarrafo, se pueden

visualizar facilmente en la Figura 13:
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Soporte Muestra Fase ™
sélido Unica PN Extracto
( | con analito
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Formacion de una fase entre el soporte sélido y la muestra Elucién del analito

Figura 13: Etapas de la dSPE.

Se pueden elegir dos variantes para el proceso de elucion, segln interese; asi, se
pueden eliminar en un primer paso las interferencias que estaban presentes en la matriz
inicial mediante un lavado, para después eluir el analito comodamente utilizando el
disolvente adecuado o una mezcla de ellos segun la polaridad deseada; aunque también se
puede realizar directamente la elucion de las sustancias en estudio, quedando retenidas las
interferencias en la fase sélida de la columna. Tras ello, el extracto recogido se puede

purificar o analizar directamente, segln el caso.

La dSPE permite la extraccion de compuestos en muestras tanto solidas como
semisdlidas y liquidos viscosos. Asi mismo, hace uso de pequefias cantidades de
disolvente, mucho menores que las utilizadas en los métodos de extraccion clasicos, y la
eficacia del proceso es alta debido a la gran superficie de contacto que presenta la fase
sélida para el agente eluyente, mayor que en la SPE. Por contra, se deben controlar para un
correcto procedimiento el tamafio de particula, la cantidad de adsorbente (normalmente 4
veces mayor que la cantidad de muestra) y el tipo y cantidad de disolvente.

Este tipo de extraccion ha sido utilizada en diferentes casos:

Tabla 13: Ejemplos de extraccion de pesticidas mediante dSPE.

Pesticidas Matriz Fase dispersiva Deteccion Referencia
5 organoclorados y Silice con C18 / acetonitrilo Schenck y col,
Leche o o GC-FPD/ECD
5 organofosforados + limpieza Florisil ® 1995
o ) Silice con C18/ GC-NPD/ECD Navarro y col.,
8 fungicidas Frutas y hortalizas )
acetato de etilo GC-MS 2002

7 insecticidas

o Frutas y hortalizas Arena / agua caliente 50°C LC-MS Bogialli y col., 2004
carbamicos
Molusquicida . PSA (previa extraccion
. Hortalizas o HPLC-MS/MS Zhang y col., 2011
metaldehido con acetonitrilo)
o Arroz integral, naranja, PSA (previa extraccion
360 plaguicidas GC-MS/MS Leey col., 2017

espinaca y patata con acetonitrilo)
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4.1.7.- MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME).

Mediante esta técnica, los compuestos presentes en una matriz de naturaleza liquida
0 gaseosa quedan retenidos por afinidad en una fibra de silice fundida que esta rodeada de
una fase sélida constituida por un material adsorbente, el cual puede ser elegido en funcién
de la naturaleza fisicoquimica de los pesticidas a extraer.

La extraccion se puede hacer por el método de inmersion directa de la fibra en un
fluido (liquido o gas) o por el método del espacio de cabeza para el caso de pesticidas mas
volétiles; en este ultimo caso el material adsorbente no est4 en contacto directo con el fluido,
pero retiene las sustancias de interés que se hallan en estado gas debido a su presion de

vapor en un recipiente sellado con la muestra liquida.

En la Figura 14 se observan claramente los pasos a seguir para realizar la extracciéon
de la sustancia en estudio de una muestra utilizando el método de inmersion directa de la
SPME:

Perforacion de septum Exposicion de la  Retraccion de la fibra
de la muestra fibra / extraccion

Figura 14: Extraccion del analito en la SPME por el método de inmersion directa. (Santa y col., 2002)

Segun sea la polaridad de la fase soélida, se retendran un tipo u otro de pesticidas.
Asi, por ejemplo, se suele utilizar poliacrilato para la extraccion de compuestos polares,

mientras que se emplea polidimetilsiloxano para la retencion de sustancias apolares.

En multitud de casos se hace necesaria la aplicacion de calor para aumentar la
velocidad y el rendimiento del proceso de extraccién, pero no se debe perder de vista el
hecho de que la temperatura podria degradar algunos pesticidas de la muestra. Cabe
destacar ademas que la temperatura no es el Unico factor a controlar en la SPME, ya que
otras variables como el pH, tipo y espesor de la fibra, tiempo de adsorcion, el efecto de la

matriz, o la adiccion de sales, pueden hacer variar la eficacia de la extraccion.

La principal ventaja de la SPME frente a los anteriores tipos de extraccion es que no
necesita usar disolventes. Ademas, se puede utilizar para la purificacion y concentracion

posteriores a la extraccion.
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Tras la extraccidon de los analitos se debe realizar su desorcidn; este paso se realiza
generalmente de forma directa en los equipos de andlisis, sin ninguna etapa previa; por
tanto, la SPME se trata de una técnica facilmente acoplable a las cromatografias LC (la
desorcion se realiza con disolvente) y GC (la desorciobn es térmica), por lo que es
ampliamente utilizada. Algunos ejemplos se recogen en la Tabla 14:

Tabla 14: Ejemplos de extracciéon de pesticidas mediante SPME.

Pesticidas Matriz Fase sélida Deteccidn Referencia
21 plaguicidas ) Poliacrilato )
. n Miel o GC-ECD Jiménez y col., 1998
de diferentes familias Polidimetilsiloxano

. Polidimetilsiloxano
Plaguicidas Peray

Divinilvenceno GC-FPD Simplicio y col., 1999
organofosforados zumos de frutas o
Poliacrilato
. Zanabhoria, . GC-NPD
Fenilureas Poliacrilato Berrada y col., 2004
cebolla y patata GC-MS
16 organoclorados, ) o )
Miel Polidimetilsiloxano GC-AED Campillo y col., 2006

organofosforados y piretrinas

4.1.8.- EXTRACCION MEDIANTE BARRA DE AGITACION (SBSE).

En este caso, se hace uso de una barra de agitacién recubierta de una fase soélida;
asi, mediante la agitacion de muestras liquidas (generalmente acuosas) con dicha barra, se

consiguen retener y extraer los plaguicidas de interés disueltos.

Por tanto, el fundamento es similar al de la microextraccion en fase soélida; y, al igual
gue ocurria con la SPME, se conseguira retener un determinado tipo de plaguicidas u otro
dependiendo de la polaridad del material solido utilizado para la adsorcion. Ya que el
material mas utilizado cominmente es el polidimetilsiloxano, los compuestos a extraer
tendrdn caracter apolar; para retener sustancias polares, se puede realizar una
derivatizacion in situ que disminuya la polaridad de la sustancia en estudio y aumente por

ello la eficiencia de la extraccion (Kawaguchiy col., 2006).

Posteriormente, se requiere de una desorcion, y esta puede ser llevada a cabo
mediante el uso de disolventes o la elevacion de la temperatura; segun sea el método
elegido, la extraccién estara acoplada a la LC o la GC respectivamente. De nuevo, como
ocurria en casos anteriores, se debe poner atencién para no deteriorar las sustancias
extraidas en el caso de la desorcion térmica, sobre todo cuando se trata de plaguicidas

termolabiles.

La SBSE se ha utilizado con éxito en ejemplos como los recogidos en la Tabla 15:
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Tabla 15: Ejemplos de extraccion de pesticidas mediante SBSE.

Pesticidas Matriz Fase solida Deteccion Referencia
Fungicidas de ) o Sandray col.,
Vinos blancos Polidimetilsiloxano GC-MS
dicarboximida 2001
i o Frutas, hortalizas o Sandray col.,
Mas de 300 pesticidas . Polidimetilsiloxano GC-MS
y comida para bebés 2003
11 organoclorados y i . ) o Bichiy col.,
Tés de hojas de Passiflora Polidimetilsiloxano GC-CD/FPD
organofosforados 2003
Plaguicidas Montmorillonita- Ayaziy col.,
Zumos de frutas y verduras o o GC-FID
organofosforados polianilina-poliamida 2017

También se ha utilizado para la extraccion de varios compuestos organofosforados
en 15 mieles comerciales de distinto origen, comparando las metodologias SBSE y SPME
con deteccién mediante LC-MS, para lo cual se utilizé un recubrimiento de dimetilsiloxano en
ambos casos y se optimizaron los parametros, concluyéndose que la SBSE proporciona
mejores resultados para el andlisis de plaguicidas en muestras de miel, pues muestra mayor
capacidad de concentracion para los compuestos, asi como una mayor precision y
sensibilidad (Blasco y col., 2004).

4.1.9.- EXTRACCION QUEChERS

La palabra QUEChERS contiene las siglas de quick, easy, cheap, effective, rugged
and safe, lo cual significa rapido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro. Y el método con tal
nombre fue desarrollado en Estados Unidos por Anastassiades y sus colaboradores en 2003
(Anastassiades y col., 2003), para determinar residuos de pesticidas en frutas y hortalizas

de forma simple y rapida.

El método QUEChERS se basa en la combinaciéon de dos fases, una primera de

extraccion y una segunda de dSPE:

- En primer lugar, se realiza una extraccion, con un disolvente miscible en agua (por
ejemplo acetonitrilo 0 acetona), de una pequefia cantidad de muestra representativa de la
original. Tras ello, se adicionan sales (cloruro de sodio o sulfato magnésico), con lo cual se
produce la separacion del liquido en dos fases, de modo que el pesticida se transfiere de la

fase acuosa a la orgéanica.

Durante todo este proceso se debe tener presente el tipo de muestra a analizar, la
naturaleza del disolvente y las sales empleadas, y el pH, pues todos estos factores influyen

en la eficacia final de la extraccion.
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- Al acabar la extraccion, se requiere de un proceso posterior de eliminacion del agua
y purificacién, lo cual se realiza generalmente mediante la extracciéon en fase sdélida
dispersiva (dSPE), ya explicada anteriormente; para ello, se afiade un material adsorbente
(generalmente una amina primaria y secundaria, también conocida como PSA, que ayuda a

eliminar las interferencias de la matriz) y un agente desecante adecuado.

La extraccion QUEChERS es una técnica rdpida y econdémica, que utiliza poca
cantidad de solventes y reactivos, y requiere de poco espacio y material de vidrio; todo ello
va unido a que es un método robusto y fiable, con resultados precisos y de alta calidad,
obteniéndose altas recuperaciones aun en el caso de pesticidas polares y solubles en agua.

Algunos trabajos en los que se aplica QUEChERS para la extraccion de pesticidas en

muestras alimentarias se mencionan en la Tabla 16:

Tabla 16: Ejemplos de extraccién de pesticidas mediante QUEChERS.

Pesticidas Matriz Extracciéon / Adsorbente Deteccién Referencia

82 plaguicidas Uvas Acetato de etilo + sulfato sddico / PSA LC-MS/MS Benerjee y col., 2008

o ) Cianuro de metilo + sulfato magnético
107 pesticidas Repollo y rdbano . GC-MS Nguyen y col., 2008
+ cloruro de sodio / PSA

o ) ) Acido acético en cianuro de metilo )
100 pesticidas Comida para bebés o GC-MS Cajka y col., 2008
(2:99) + sulfato magnésico / PSA

o Alimentos con frutas . Gilbert-Lépez y col.,
10 pesticidas ) Acetonitrilo / PSA LC-MS/MS
para bebés Nov. 2012
) o ) L Botero-Coy y col.,
Varios pesticidas Frutas tropicales Acetonitrilo / PSA 'y C18 LC-MS/MS 2015
Multiples ) Acetonitrilo / Silice ) )
o Aceites ) ] ) HPLC-DAD Tuzimskiy col., 2016
plaguicidas recubierta de circonio
- Acetonitrilo / PSA + ]
30 pesticidas Leche de vaca HPLC-DAD Rejczak y col., 2017

Silice recubierta de circonio

La metodologia QUEChERS también se ha utilizado en diversos trabajos de manera
paralela a otras metodologias de las ya descritas anteriormente, para asi poder comparar y
decidir cudl es el método de extraccibn mas adecuado a cada caso. Ejemplos de estos
trabajos son el analisis multirresiduo de 82 plaguicidas en uvas a un nivel igual o inferior a
25 ng/g, donde se realiza una extraccidon con sulfato de sodio y acetato de etilo, y una
posterior dSPE para la limpieza del extracto, analizando los resultados por LC-MS/MS, vy
observando que el método es una alternativa barata, segura y viable en comparaciéon con
otros métodos de analisis de plaguicidas multirresiduo en uva (Banerjee y col., 2008); la
determinacion simultanea de 90 plaguicidas en zumos de frutas (melocotdn, naranja, pifia,
manzana y multifruta), donde se realizO la extracciobn con acetonitrilo aplicando la

metodologia QUEChERS sin ningun paso de limpieza adicional y se emple6é la HPLC-
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MS/MS, analizando el efecto matriz y observando que los resultados eran mejores que
cuando se utlizaba el procedimiento SPE (Romero-Gonzalez y col, 2008); y la
determinacion de plaguicidas multirresiduo en muestras de arroz (mayoritariamente
carbendacima, malation, iprodiona, tebuconazol, quinclorac, triciclazol en arroz blanco, y
buprofezina, hexaconazol, clorfirifés y edifenfés en arroz con céscara), donde se comparan
las principales metodologias de extraccion y limpieza (LLE, SPE, dSPE, PLE, SFE y
QUEChERS entre otras), y se concluye que los métodos basados en QUEChERS son los
mas frecuentemente empleados, ya que permiten realizar analisis abarcando un mayor

numero de plaguicidas en matrices complejas (Pareja y col., 2011).

Por dltimo, es importante resaltar el hecho de que es comun introducir
modificaciones sobre la metodologia QUEChERS; es decir, ésta puede estar constituida por
una extraccion LLE seguida de otro tipo de extraccion distinta de la SPE, como puede ser la
dSPE. Ejemplos de ello se pueden ver claramente en el articulo de Gilbert-Lopez y col.,
2012, mencionado en la tabla anterior en el que se combinan la LLE con la dSPE para la
extraccion de 10 pesticidas en comidas para bebés preparadas a base de frutas; y en el
trabajo de Malhat y col., 2017, donde se determinaron residuos de fenitrotion en tomates,
para lo cual se realizdé un procedimiento QUEChERS basado en la combinacion de una LLE
a base de acetato de etilo y una dSPE con PSA, seguido de una limpieza con carbdn grafito

y una deteccién final con GC acoplado al detector fotométrico de llama.
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4.2.- METODOS DE PURIFICACION Y CONCENTRACION DE PESTICIDAS.

Tras la anterior etapa de extraccion, se requiere generalmente realizar una
purificacién y concentracion del extracto obtenido antes de proceder al andlisis de los
plaguicidas mediante la técnica instrumental elegida. La complejidad de dicha etapa
dependera principalmente de la matriz inicial en la que se encuentran los plaguicidas en
estudio, la naturaleza de los propios plaguicidas y de la eficacia del método elegido y

empleado para la extraccion.

4.2.1.- PURIFICACION DEL EXTRACTO.

El paso de purificacién es necesario en multitud de ocasiones; ello se debe a que
los alimentos presentan matrices, generalmente, de elevada complejidad de las que se
coextraen mezclas de compuestos a menudo con propiedades fisicoquimicas similares y por
tanto solubles en el mismo disolvente de extraccion, a lo que habria que afadir que las

técnicas de extraccién nunca son selectivas de un Unico compuesto.

La co-extraccion de otros componentes de la muestra original junto al pesticida o
pesticidas en estudio puede conllevar muchas dificultades en su andlisis, siendo el mas
importante el hecho de que se puede confundir y/o enmascarar la sefial analitica del
pesticida en cuestion, implicando un aumento del limite de deteccion del método analitico.
Pese a ello, también es importante considerar que una limpieza demasiado exhaustiva de un

extracto puede suponer la pérdida de una gran cantidad de analito (Albero Romano, 2008).

Como alternativas para realizar la limpieza de los extractos, se emplean normalmente

meétodos cromatogréficos, basados en la utilizacion de un material adsorbente que retiene

al plaguicida deseado tras pasar el extracto por el mismo; y tras esta retencion, los analitos
se tratan de eluir con la minima cantidad posible del disolvente adecuado, por lo que de este

modo se realizan la purificacion y una cierta concentracion de manera conjunta.

No es de extrafiar, por tanto, que otras metodologias empleadas para la extraccion, y
cuyo fundamento se basa en la retencion de compuestos en un material adsorbente, puedan
ser empleadas también como métodos de purificacién de extractos. Un ejemplo es la SPE,
gue puede ser utilizada tanto para la extraccion como para la limpieza de los extractos, ya
gue se basa en la adsorciéon de los plaguicidas por medio de un material selectivo a los
mismos; ademas, se puede variar la polaridad del material adsorbente facilmente, y con ello

se retienen sustancias de diferente naturaleza, discriminando las interferencias. lgualmente
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se pueden utilizar, del mismo modo y con tales fines, otros métodos (por ejemplo las
extracciones SFE, dSPE, SPME, SBSE y QUEChERS) que conlleven un mecanismo similar
de retencion final de los pesticidas en el adsorbente adecuado, del cual se desorberan
posteriormente mediante elucion con el disolvente mas apropiado para realizar el paso de

deteccion.

Los materiales que se pueden usar como adsorbentes deben reunir una serie de
requisitos, como son tener un gran desarrollo superficial mediante una elevada porosidad,
alta capacidad de adsorcion, facil regeneracion por desorcion, propiedades fisicas y tamafio
de particula adecuados (Textos Cientificos, 2017). Independientemente del método

escogido para realizar la purificacion, pueden ser de diversos tipos:

v Polares: para retener pesticidas de caracter polar en diferentes matrices, generalmente
disolventes apolares. Ejemplos de estos materiales pueden ser la silice, la alimina vy el
Florisil®. Un caso en el que se emple6 alumina fue en las investigaciones de (Choi y col.,
2016), donde se determinaron 14 plaguicidas organoclorados presentes en peces, de
manera que las muestras de pescado se colocaron sobre aliumina para eliminar las
grasas interferentes, y se procedid6 a la extraccion PLE con una mezcla
hexano/diclorometano (7:3); también se puede encontrar el uso de Florisil® en el trabajo
de Kaczynski, 2017, donde se obtuvieron altos rendimientos en la separacion de 11
herbicidas de alta polaridad en diversos alimentos de origen vegetal (cebolla, trigo, patata
y guisante).

v Apolares: adecuados para pesticidas apolares disueltos en solventes polares, como por
ejemplo las alquil-silicas (octadecil o Cyg, octil Cg, ciclohexil, ...). Un caso de aplicacion de
adsorbentes polares en la purificacién se encuentra en la ya comentada determinacion de
46 plaguicidas de diferente naturaleza en frutas y hortalizas empleando CO, como fluido
supercritico, donde la purificacion se realiza con la posterior adsorcién en gel de silice
ligado quimicamente a octadecilsilano, y tras ello son eluidos con acetonitrilo para una
deteccién mediante GC-MS (Lehotay y col., 1995). Otro ejemplo se da en el analisis del
insecticida carbamico fenobucarb en productos alimenticios de origen animal (carne de
cerdo, huevo, leche entera, anguila, peces planos y camarones), donde se empleé el
método QUEChERS que combinaba una extraccion con acetonitrilo y una SPE con C18

que servia de purificacion previa a la deteccion cromatografica (Zheng y col., 2017).
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v Poliméricos porosos: como los copolimeros de estireno y divinilbenceno; estas sustancias

son estables en intervalos de pH amplios, y por ello permiten purificar extractos con
sustancias de diferente naturaleza, tanto polares como apolares. Tal es el caso del Oasis
HLB, un adsorbente universal generado a partir de N-vinilpirrolidina (hidrofilica) y
divinilbenceno (lipolifico) (Waters, 2017); este mismo material se us6é para la
concentracion de muestras de vinos tintos y blancos, tras lo cual se emple6 un cartucho
de Florisil® para la limpieza y acetonitrilo como disolvente de elucién, de modo que se
extrajeron 5 pesticidas neonicotinoides que fueron determinados mediante LC-MS/MS
(Rodriguez-Cabo y col., 2016).

v Sustancias de intercambio i6nico: la mayoria de estos adsorbentes son arcillas, zeolitas y

resinas, es decir, compuestos organicos de gran peso molecular que tienen la propiedad
de disponer de un residuo catiénico o aniénico intercambiable en el cual se produce la
adsorcion (Rojas y col., 2017). Por tanto, son apropiados en el caso de pesticidas ibnicos
0 que son facilmente ionizables mediante alguna reaccién de derivatizacion; en este
ultimo caso, la forma derivatizada es mas estable frente a las condiciones de separacion,
y después se podra recuperar el compuesto inicial. Un ejemplo de arcilla empleada en la
adsorcion de sustancias catidnicas es la sepiolita, cuyo mayor yacimiento se encuentra
en Madrid (Ruiz-Hitzky y col., 2007), y de la cual Espafia es su principal productor
(Suministros Industriales Valladolid, 2017).

En el trabajo de Arnnok y col., 2017, se empled la zeolita NaY modificada con
polianilina para la extraccion dSPE de plaguicidas de varias clases (carbamatos,
organofosforados, piretroides, neonicotinoides y sulfonilureas) en muestras ambientales y
de alimentos de Tailandia (aguas, suelos, miel, coles, pepinos, tomates y fresas),

obteniéndose elevadas recuperaciones.

v Adsorbentes de afinidad: se utilizan materiales con ligandos o grupos especificos

adecuados e inmovilizados para retener de manera selectiva los plaguicidas deseados;
dicha unién es reversible, al igual que en los demas casos, por lo que el compuesto se

podra recuperar por simple elucion con un disolvente adecuado.

Los materiales mas usados con tales fines son los polisacéaridos, como el gel de
agarosa (se suele emplear la sacarosa entrecruzada, conocida como sefarosa), la
celulosa y la dextrana; pero también son utilizados con frecuencia otras sustancias
sintéticas como los geles de poliacrilamida (StudyLib, 2017). Sobre estas sustancias se

pueden introducir grupos funcionales y modificaciones para poder extraer los pesticidas
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correspondientes. Un ejemplo de aplicacion es el estudio del efecto de las avermectinas
(compuestos con propiedades insecticidas y acaricidas) sobre la lactoperoxidasa de la
leche bobina, donde se emple6 sefarosa 4B_L _tirosina-sulfanamida para la purificacion
de la enzima (Koksal y col., 2016).

Carbon: se utiliza normalmente carbon grafitizado para adsorber moléculas polares muy
solubles en agua; también se puede emplear carb6n activo, ya que es una sustancia muy
versatil y heterogénea en cuanto a su quimica superficial (Mestanza Mateos, 2012), pero
éste es menos utilizado por presentar, en numerosos casos, adsorciones irreversibles de
los pesticidas. En la investigacion de Sarker y col., 2017, se ha empleado carbén activo
para sintetizar un carbén poroso dopado con nitrégeno, el cual ha servido para la
extraccion y eliminacién de los herbicidas diurdn y acido 2,4-diclorofenoxiacético

encontrados en agua, obteniendo eficiencias notables.

Como ultimas tendencias, se estan investigando y empleando los nanotubos y las
nanofibras de carbdn, pues son menos sensibles a los cambios de pH y de temperatura
que otras sustancias, y contienen elevadas superficies especificas que conllevan altas
capacidades de adsorcién (Mestanza Mateos, 2012). Un ejemplo donde se aplica este
tipo de materiales se observa en la determinacion del fungicida fluazinam en verduras
(col, pepino, tomate, espinaca y calabacin), en donde los extractos obtenidos por
metodologia QUEChERS se purificaron empleando la dSPE con nanotubos de carbono
de paredes hidroxiladas como adsorbente (Li y col., 2017).

Polimeros de impresién _molecular (MIP): estos polimeros son sustancias obtenidas a

partir del compuesto empleado, y contienen huecos selectivos al mismo (Camara y col.,
2002). Esta clase de sustancias se han empleado, por ejemplo, en la limpieza de
pesticidas derivados de la urea presentes en los extractos obtenidos de hortalizas
(zanahoria, patata, maiz y guisantes), donde con tal fin se prepararon dos polimeros MIP
usando &cido trifluorometacrilico y linurén o isoproturén (Tamayo y col., 2005). También
se puede mencionar el ejemplo en el que se sintetizé6 un MIP para la extracciéon del
fungicida fenarimol en matrices alimentarias (Khan y col, 2016); y el estudio en el que se
sintetizd6 un MIP selectivo para los pesticidas organofosforados triclorfon y monocrotofos
encontrados en peras, manzanas y fresas, empleando la metodologia SPE-HPLC (Li y
col., 2017).
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4.2.2.- CONCENTRACION DEL EXTRACTO.

En relacibn a la etapa de concentracién, ésta consiste basicamente en la
eliminacion de gran parte del disolvente para que el pesticida quede disuelto en la menor
cantidad posible, y con ello poder realizar una mejor deteccion en el paso posterior de

analisis instrumental.

Es importante resaltar el hecho de que la purificacion y concentracién se pueden

realizar en un mismo paso; ello significa que el empleo de sustancias adsorbentes para la

retencién de plaguicidas y su consiguiente elucién pretenden conseguir ambos fines de

purificacién y concentracion en esta etapa del proceso de analisis.

No obstante, en muchos casos la etapa de concentracion se debe realizar de manera
independiente por no conseguirse de otro modo. Y como método elegido principalmente
para dicha concentracion se encuentra la evaporacion del disolvente mediante
calentamiento, siempre poniendo especial cuidado en no deteriorar los analitos de interés,
pues muchos de ellos son termolabiles; en tal caso, se puede realizar una concentracién a
vacio que no dafie los compuestos, o incluso una concentracién con ayuda de un flujo de
nitrégeno, tal como ocurria en el trabajo ya mencionado de Rissato y col., 2005, donde tras
una extraccion de pesticidas multiclase en muestras de frutas mediante SFE con CO,
modificado con acetona y metanol, se realizé una limpieza con cartucho de aminopropil y

concentracion de los pesticidas por flujo de nitrégeno.

Pese a todo, se debe destacar que esta etapa de purificacion y concentracion, tal y
como se ha mencionado en el apartado anterior, depende del método elegido para la
extraccion; asi, aunque muy frecuentemente es necesaria una purificacion para evitar
interferencias en la deteccion, en algunos protocolos no se requiere la etapa de limpieza por
poder obtenerse extractos bastante puros y concentrados, facilmente analizables, lo que

supone un ahorro de esfuerzo, dinero y tiempo.

Examinando las diferentes metodologias empleadas en el analisis de pesticidas
podemos observar que uno de los principales factores que influyen en la etapa de limpieza
es generalmente, aunque no siempre, el método elegido en la extraccion, y con ello se

pueden hacer las siguientes observaciones:

e En la extraccion LLE, debido al excesivo consumo de disolvente, se requiere casi

siempre de una etapa de concentracion del analito; ademas, si mediante la extraccion se
separan de manera conjunta especies no deseadas con propiedades fisicoquimicas

similares a las del plaguicida deseado, la etapa de purificacion se puede realizar junto a la
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concentracion a través de un solo paso; y con tal fin se deberd emplear un adsorbente

adecuado al pesticida/s en estudio

Hay casos en los que no se necesita una etapa posterior de purificacién, como
ocurre en el trabajo de Timofeeva y col., 2017, donde se desarroll6 un método automatizado
para la determinacién de cuatro plaguicidas (malation, diazinén, imidacloprid y triadimefén)
en jugos de frutas y bayas, realizdndose la extraccion liquido-liquido mediante una mezcla
acetonitrilo-agua a la que se agreg6 glucosa para la separacion de fases, de modo que la
LLE se acoplé directamente al sistema de deteccion HPLC-MS/MS, presentando buenos
resultados. Pero en otras muchas situaciones se requiere de una posterior etapa de
purificacién, como ocurre en el estudio de Fang y col., 2017, donde se determinaron varios
plaguicidas (diclorvés, pirimicarb, fenitrotion, malatién, diazinbn y propoxur, entre otros) en
aceites mezclados, para lo cual se empledé la LLE en combinacién con la dSPE.
Habitualmente la LLE puede conllevar una purificacién posterior mediante SPE, y ambas

técnicas suponen conjuntamente la base de la metodologia QUEChERS ya estudiada.

e En la extraccién SLE ocurre lo mismo que en la LLE desde la perspectiva de un

consumo elevado de disolvente, por lo que se requiere de una limpieza cromatografica con
el adsorbente apropiado en muchos casos, desechando de este modo el resto del extracto.
Ejemplos de ello se observan en la determinacion de residuos de pesticidas organoclorados
(HCH, DDT, endosulfan, aldrina, heptacloro y dicofol) en carne de cabra, donde se realizé
una extraccion soxhlet con una mezcla a partes iguales de hexano y acetona, y el extracto
se purificd6 mediante cromatografia en columna de Florisil® para la posterior deteccién de los
analitos mediante GC-ECD (Singh y col., 2015); y en la ya vista extracciébn de cinco
herbicidas de tipo amida en muestras de peces mediante SLE asistida por ultrasonidos,
donde se realiz6 una posterior limpieza utilizando una columna C18 antes del analisis por
GC-ECD (QuYy col., 2017).

Ademads, en el caso de la extraccion con agitacion mecanica y en la asistida por
ultrasonidos, se requiere de un paso de filtracién previo a la etapa de adsorcién, ya que es
necesario separar los restos sélidos de la matriz inicial. Ello se puede observar en la
investigacion de Caballo-L6pez y col., 2003, donde para la extraccion de N-metilcarbamatos
de suelos y alimentos se emplea la SLE asistida por ultrasonidos, la cual se encuentra

acoplada en linea, entre otros pasos posteriores, a una filtracion.

e En la extraccion PLE, se emplean volumenes relativamente reducidos de

disolventes, siendo un proceso eficiente que no necesita de una etapa de filtracién posterior.
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Pero, por el contrario, es poco selectiva, y ello hace que se requiera de una limpieza
cromatogréfica tras la extraccion; aunque si se adiciona el adsorbente adecuado a la célula
de extraccion, se pueden conseguir una separacion, purificacion y concentracion conjuntas.
Este hecho se puede observar en el ya comentado trabajo de Choi y col., 2016, donde se
determinaron varios plaguicidas organoclorados en peces, realizando una extracciéon PLE
con una mezcla hexano/diclorometano tras colocar las muestras de pescado sobre aliimina

para eliminar las grasas que pudieran interferir en la posterior deteccion y analisis.

No obstante, hay situaciones en las que se obtienen extractos bastante puros que
pueden analizarse directamente sin necesidad de etapas de limpieza; un ejemplo es la
determinaciéon de 11 fungicidas en el bagazo de uva blanca, donde se realiz6 un
procedimiento PLE cuyos extractos se analizaron directamente en el cromatégrafo de gases
acoplado al espectrbmetro de masas de triple cuadrupolo, alcanzandose altas

recuperaciones (superiores al 80% en todos los casos) (Celeiro y col., 2014).

e Laextraccion SFE es altamente selectiva; en ella, tras la movilizacion del pesticida

con el fluido supercritico, generalmente CO,, el compuesto se recoge en un adsorbente
adecuado. Y esta adsorcion, con la consiguiente elucion del pesticida para pasar a la etapa
de analisis, supone de hecho la etapa de purificacién y concentracién en la mayoria de los

casos.

Algunos ejemplos de extraccion SFE, ya comentados en el apartado “4.1.- Extraccion
de pesticidas”, en los cuales se emplean diferentes materiales para la adsorcién y se obtiene
extractos suficientemente puros para poder ser analizados directamente, son: la
determinacion de propoxur y otros carbamatos en carne, realizdndose una extracciéon con
acetonitrilo y adsorcién en tierra de diatomeas granuladas para eliminar las especies
interferentes de manera previa a la separacion con CO, como fluido supercritico (Argauer y
col., 1995); el andlisis de 16 plaguicidas organoclorados en huevos empleando CO,, de
modo que se recogen y purifican los analitos en un cartucho con Florisil® para después
eluirlos con acetona/hexano y realizar su deteccion (Fiddler y col., 1999); y la determinacién
de 25 compuestos seleccionados pertenecientes a cuatro clases de pesticidas en muestras
de frutas de Brasil, empleando CO, modificado con 10% de acetona y metanol, con una
purificacion fundamentada en la recoleccién de los pesticidas en un cartucho de aminopropil,
y su posterior elucion con distintas mezclas acetona/hexano y acetato de etilo/hexano,
realizando el andlisis por GC-ECD tras una preconcentracion con flujo de nitrégeno (Rissato
y col., 2005). Un ejemplo mas reciente es la extraccion de tres residuos de pesticidas

piretroides (fenpropatrina, cihalotrina y fenvalerato) a partir de muestras de frutas y verduras,
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donde se aplicé la SFE y los analitos extraidos se preconcentraron posteriormente con
ayuda de un nuevo adsorbente magnético modificado con un liquido i6nico, analizandose

posteriormente mediante HPLC-UV (Bagheri y col., 2016).

e La extraccion MAE, a pesar de ser rapida y tener un consumo bajo de disolvente,

es poco selectiva, y extrae simultdneamente varias especies; ademas requiere de una

filtracion previa a la limpieza mediante un material adsorbente.

En el trabajo de Barriada-Pereira y col., 2005, se lleva a cabo una extraccion asistida
por microondas donde es necesaria una purificacion tras la extraccion: asi, se determinaron
21 plaguicidas organoclorados en verduras y hortalizas de La Corufia (lechuga, pimiento,
tomate, espinaca y patata), realizdndose una limpieza del extracto obtenido mediante SPE
con carbdn, y eluyendo con una mezcla hexano/acetato de etilo para proceder finalmente a
la deteccion mediante GC-ECD y GC-MS. También se puede mencionar el caso de la
determinacion de 16 insecticidas organoclorados en tejido de mejillon obtenido de
acuiculturas de Grecia, para lo cual se realiz6 una extraccion asistida por microondas
empleando acetonitrilo, seguido de una etapa de SPE con Florisil® para la purificaciéon del
extracto y una deteccibn mediante cromatografia gaseosa acoplada al espectrometro de

masas (Papadakis y col., 2014).

e La extraccion SPE, tal como se ha mencionado anteriormente, es uno de los

métodos mas empleados en la purificacion de extractos; debido a la gran variedad de
adsorbentes que se pueden emplear y a la capacidad de concentracion de los analitos
deseados en los mismos. Asi, en los casos en los que se aplica dicha metodologia para la
extraccién se suelen obtener extractos bastante puros y concentrados, sin ser necesario

ningun paso adicional antes de la deteccién de los analitos.

Se puede mencionar, como ejemplo de empleo de la SPE con obtencion de un
extracto limpio, la determinacién simultdnea de plaguicidas de distintas familias en aguas
superficiales para consumo y efluentes industriales, donde se ajust6 el pH a un valor de 3
tras la adsorcion, y se realizé la consiguiente elucién con una mezcla metanol/cloruro de
metileno (1:9), para asi poder realizar directamente la deteccién por GC-MS, obteniéndose

recuperaciones muy elevadas (Martins y col., 2013).

Es interesante recordar que la SPE forma parte de la técnica QUEChERS (basada en
las extracciones LLE y SPE), por lo que en realidad esté sirviendo en muchos casos como

paso de purificacion posterior a la extraccion LLE. Un ejemplo de extraccion de tal tipo se
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observa en el trabajo de Zheng y col.,, 2017, donde se realizé la determinaciéon de
fenobucarb en productos alimenticios de origen animal, empleando para ello el método
QUEChERS que combinaba una extraccion con acetonitrilo y una extraccion en fase sélida
con C18 que servia de etapa de limpieza previa a la deteccion.

e La metodologia dSPE también hace uso de un material adsorbente que esta en

contacto con la muestra, y tras ello se realiza la elucién de los plaguicidas; por ello, se

suelen obtener extractos bastante puros que no requieren de limpieza,

Esta metodologia se puede emplear también como método de purificacion y
concentracion, utilizando el adsorbente y la mezcla de elucion apropiados. Tales son los
casos de los trabajos realizados por Wang y col., 2017, donde se extrajeron hasta 106
plaguicidas de manera simultdnea a nivel de trazas en nueces mediante MAE, seguido de
una limpieza en dos etapas combinando la congelacion con la dSPE para eliminar la matriz
lipidica, con una deteccion mediante HPLC-MS/MS; y por Li y col.,, 2017, donde se
determiné fluazinam en verduras, de modo que las muestras se prepararon mediante la
metodologia QUEChERS, y se purificaron empleando la dSPE con nanotubos de carbono de

paredes hidroxiladas como adsorbente, para proceder al analisis mediante LC-MS/MS.

e La extraccion SPME tiene un consumo nulo o muy pequefio de disolvente, y su

mecanismo se fundamenta también en el empleo de un adsorbente. La extraccion de los
plaguicidas se realiza de forma rapida y selectiva; por ello, al igual que ocurria en otras
metodologias anteriores, dicho método se puede acoplar directamente a los sistemas
cromatograficos para su deteccion sin ser necesaria la limpieza de interferencias sobre el

plaguicida que se esta estudiando.

Ejemplos de ello son la determinacion de 11 residuos de plaguicidas
organofosforados en muestras de verduras (col, col rizada y mostaza), empleando una fibra
de poliacrilato para realizar la SPME seguido de GC con detector fotométrico de llama
(Sapahin y col., 2014); y el aislamiento de pesticidas organofosforados encontrados en
suelos y leche bobina, donde se emplea una fibra de polidimetilsiloxano-divinilbenceno para
la SPME segun el método de espacio de cabeza, la cual se introduce directamente en el

equipo de deteccion GC-FID (Marin Lépez y col., 2015).

e La extraccién SBSE presenta un fundamento basado en un material adsorbente,

al igual que la SPME, por lo que por norma general tampoco se necesitara un proceso de
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limpieza exhaustivo si se emplea el adsorbente adecuado al plaguicida que se quiere
extraer. Ademas, este método tiene la ventaja de ser incluso més sensible y preciso que la
extraccion SPME.

Un ejemplo viene descrito en el estudio realizado por Sdnchez-Ortega y col., 2009,
donde se determinaron con éxito 10 triazinas en muestras de agua subterranea al emplear
la extraccion mediante barra de agitacion acoplada directamente a la GC-MS con desorcion
térmica. También se aplicé la SBSE en la determinacion de 16 plaguicidas en muestras de
agua superficial del Lago Albufera de Valencia, empleando para ello una barra de agitacion
con un recubrimiento de 1 mm de polidimetilsiloxano, y realizando después una desorcion

liquida con metanol y una deteccion mediante LC-MS/MS (Giordano y col., 2009).

e En el caso del método QUEChERS, al combinar de manera general la LLE con la

SPE, se obtienen extractos, a menudo, muy puros, que no requieren de una ulterior etapa

de limpieza.

Ejemplos recientes de casos en los que no se necesita purificar el extracto tras la
metodologia QUEChERS se describen en las investigaciones siguientes, ya estudiadas en el
apartado anterior: el analisis de diferentes clases de plaguicidas encontrados en aceites,
donde se realiz6 una LLE con acetonitrilo seguido de dSPE utilizando particulas de silice
recubiertas de circonio, consiguiéndose un extracto puro y una alta recuperacion (Tuzimskiy
col., 2016); la determinacion simultanea de hasta 30 pesticidas en leche de vaca,
empleando para ello acetonitrilo en la extraccion LLE y un adsorbente basado en ZrO, para
el paso de la SPE, obteniéndose un extracto muy puro, sin apenas efecto matriz, con el que
se pudo proceder a su deteccion directa por HPLC con detector de diodos array (Rejczak y
col., 2017); y la extraccion de 28 carbamatos en quesos, donde se obtuvieron extractos muy

limpios que podian ser analizados mediante HPLC-MS en tandem (Hamed y col., 2017).

Tras la utilizacién del método QUEChERS, es comun que pueda requerirse de una
etapa de concentracion previa a la deteccion, como ocurre en el analisis simultaneo de 90
plaguicidas, 16 hidrocarburos policiclicos aromaticos y 22 bifenilos policlorados en miel,
donde se realiz6 un procedimiento QUEChERS basado en una LLE con acetonitrilo y una
dSPE empleando PSA y C18, de manera que el extracto obtenido se concentrdé por
evaporacion antes de la deteccion por LC-MS en tandem de triple cuadrupolo y GC-MS en

tandem con trampa de iones (Al-Alam y col., 2017).

-41 -



5. DETECCION ANALITICA

5.- DETECCION ANALITICA.

Una vez preparado el extracto con los pesticidas en estudio, el siguiente paso es la
deteccién analitica de los compuestos. Esta etapa comprende las etapas de separacion,
identificacion y/o cuantificacion de los pesticidas, que se pueden realizar de manera

conjunta mediante el acoplamiento de diferentes técnicas.

Entre estas técnicas instrumentales empleadas en la etapa de deteccion,
encontramos la cromatografia acoplada a detectores selectivos como los espectrémetros de
masas; de este modo, la primera realiza la separacion de los pesticidas, mientras que los
detectores permiten la determinacion cualitativa y/o cuantitativa de los mismos (Ramirez
Milla, 2009).

En nuestro trabajo, teniendo presente lo comentado en el apartado “1. Introduccion y
objetivos”, centraremos los esfuerzos en explicar los acoplamientos entre las cromatografias

de gases (GC) y de liquidos (LC) con la espectrometria de masas (MS, Mass Spectrometry).

5.1.- CROMATOGRAFIA DE GASES — ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-MS).

La cromatografia de gases (GC), introducida en 1952 gracias a la colaboracion de

A.J.P. Martin y A.T. James (Nollet y col., 2011), permite separar e identificar compuestos
volatiles en mezclas complejas, siendo la fase mévil un gas y la fase estacionaria un liquido

0 un solido fijos.

Se pueden emplean diferentes detectores en el analisis de trazas de pesticidas; asi,
el detector de captura electronica (ECD) se emplea en el caso de compuestos con grupos
funcionales electronegativos (halégenos, dobles enlaces, grupos nitro); el detector
termoidnico (TID) o de nitrogeno-fésforo (NPD) se utiliza cuando los pesticidas poseen
atomos de nitrégeno o fésforo (triazinas y organofosforados) (Albero Romano, 2008); vy el
detector fotométrico de llama (FPD) se emplea para el analisis de compuestos que
contienen fosforo, azufre y metales (Carburos Metdlicos, 2017), como los plaguicidas
organofosforados, tiocarbamatos y organometélicos. Un ejemplo de aplicacién de estos
detectores se puede observar en la determinacién de acaricidas en miel de colmenas, donde
los compuestos se separaron mediante extraccion liquido-liquido y se analizaron mediante
GC con detectores NPD o ECD (Menkissoglu-Spiroudi y col., 2000). También (Amendola y
col.,, 2011) emplearon la GC con detector FPD para la determinacién de 15 pesticidas

organofosforados en miel, previa extraccién SPE.
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Estos sistemas de deteccion, sin embargo, presentan la gran desventaja de que la
identificacion de los pesticidas solamente por sus tiempos de retencién es poco fiable, y los
resultados se deben confirmar mediante otra técnica analitica, como puede ser la MS
(Arrieta Viquez, 2016). Este hecho conduce a que cada vez sea mas comun el empleo del
“detector de masas”, es decir, del espectrOmetro de masas acoplado al cromatégrafo de
gases (Stashenko y col., 2010), y de esta manera se forma la técnica hibrida GC-MS. Por
un lado, la GC permite separar mezclas muy complejas e incluso cuantificarlas, pero la
identificacion es complicada, pues solo se dispone de informacion sobre los tiempos de
retencion, y por ello se requiere de una base de datos bien completa para poder comparar
con los tiempos obtenidos en las muestras investigadas; por otro lado, la espectrometria de

masas permite identificar cualquier sustancia, previamente separada, de manera casi
inequivoca (Gutiérrez y col., 2012). Como se puede deducir, el acoplamiento entre GC y MS
presenta un gran potencial en la determinacién de pesticidas, pues supone la suma de las
ventajas de las técnicas que estan siendo acopladas; es decir, se pueden separar mezclas
complejas de plaguicidas mediante cromatografia, para después determinar dichos

compuestos a partir de sus espectros de masas.

Basandonos en lo anterior, se puede decir que el detector de masas aporta
informacién estructural a los métodos cromatograficos y supone la ampliacion de los campos
de aplicacion de los mismos. Este aumento de capacidad analitica mediante el acoplamiento
de técnicas se dara siempre y cuando dicha unién sea efectiva, lo cual representaba el
mayor de los problemas hace unos afios, pues hay que tener en cuenta que cada técnica
requiere de unas condiciones experimentales que pueden ser diferentes entre si. Si bien,
hay que decir que todas estas diferencias estan totalmente superadas a dia de hoy, y los
cromatografos acoplados a espectrémetros de masa se utilizan de manera rutinaria en

muchas aplicaciones en multitud de laboratorios.

En relacién a la parte cromatogréfica y sus condiciones de trabajo, se emplean

temperaturas en el rango de 50 a 350 °C, por lo que se trabaja en fase gaseosa. Se utilizan
generalmente columnas capilares con didmetros internos iguales o menores de 0,32 mm
(Stashenko y col., 2010); las longitudes de las columnas suelen estar comprendidas entre 10
y 60 metros, aumentando la longitud en funcion de la complejidad, el nimero de pesticidas
de la muestra analizada y la eficacia y rapidez deseadas en la separacion. La fase
estacionaria que recubre el interior de la columna capilar suele tener un espesor
comprendido entre 0,10 y 0,25 um para didmetros de columna inferiores a 0,32 mm; esta
fase se trata de una pelicula de polimero térmicamente estable y preferiblemente de baja

polaridad, ya que las fases polares producen mayor sangrado e interferencias en el
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resultado y tienen generalmente una vida Gtil menor. La eleccion de la fase estacionaria
Optima para una determinada aplicacién analitica puede ser complicada y se basa también
en factores como los tipos de interacciones que presente con los analitos a estudiar. En el
caso del analisis de pesticidas, interesan las fases estacionarias de interaccion dipolar,
como los polietilenglicoles y polisiloxanos sustituidos cianopropilicos y trifluoropropilicos,
pues son adecuadas para la separacion de compuestos con estructuras basicas a las que
se unen diferentes grupos funcionales (Agilent Technologies, 2018). En cuanto al gas
portador, comunmente se emplean He, H, o Ny; los flujos de arrastre generalmente estan
comprendidos entre 0,5y 2 mL/min para las dimensiones de columna indicadas, y deben ser
suficientemente bajos como para poder introducir la columna cromatogréfica en la camara
de ionizacién del espectrometro de masas, que se encuentra a un alto vacio (Egea Mellado,
2018).

Todos estos parametros influyen en la eficiencia de la columna cromatografica y la
velocidad del andlisis, y mediante su control se pueden detectar compuestos en
concentraciones del orden de ppm, ppb o incluso ppt de forma rapida en muestras reales.
Como ejemplo, en el trabajo de Meghesan-Breja y col.,, 2015, en donde se extrajeron
diferentes plaguicidas en uvas y tomates mediante el método QUEChERS, se proporcionan
las siguientes condiciones experimentales para la GC: cromatégrafo “Agilent 6890”, columna
“RXi-MS” (Restek, EEUU), dimensiones 30m x 0,25mm x 0,25um (longitud x diametro
interno x espesor de fase), helio como gas portador con un caudal de 1,2 mL/min, y una
rampa de temperaturas en el horno comprendida entre 80 y 330 °C. Los niveles minimos de
plaguicida detectados fueron de 4 ng/mL, esto es, del orden de ppb.

En lo referente a los espectrometros de masas, se cuenta con la posibilidad de

emplear diferentes modos de ionizacion, siendo los mas comanmente utilizados la ionizacién

con electrones (El) y la ionizacién quimica (Cl). Estas formas de ionizacion son empleadas

cuando la fase con la que se trabaja es gaseosa (CSIC, Jul. 2018), como es el caso de
especies separadas por GC. La CI se utiliza frecuentemente cuando la EI no genera iones
moleculares debido a una excesiva labilidad y fragmentacion. Como ejemplos, se pueden
citar la determinaciéon multirresiduo de pesticidas en frutas (manzanas, uvas, peras y fresas),
en la que tras una extraccién con CO, como fluido supercritico, una etapa de limpieza con
cartucho de aminopropil y una concentracion por flujo de nitrégeno, se realizd la
confirmacion de los plaguicidas mediante GC acoplada a MS con El (Rissato y col., 2005); y
la determinacion de plaguicidas en aguas subterraneas, donde se empled la extraccion
liquido-liquido para aislar los pesticidas, los cuales se determinaron mediante GC-MS con CI

como forma de ionizacion (Rodriguez Fernandez-Alba y col., 2002).
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Los espectrometros de masas se pueden clasificar en funcion del analizador que
presenten, que es la parte en la cual se separan los iones en funcién de su relacion m/z. Los

analizadores de masas mas utilizados son:

- El cuadrupolo (Q), donde los iones atraviesan el interior de cuatro barras paralelas y el

campo creado en ellas actta como filtro, de modo que solo algunos iones alcanzaran el
detector; es de relativa sencillez, barato, rpido (con tiempos de barrido bajos) y
robusto; por ello es muy empleado tanto en MS como en MS en tandem.

El tiempo de vuelo (TOF): se mide el tiempo que tardan los iones acelerados mediante

un campo eléctrico en recorrer una determinada distancia; son interesantes en cuanto a
la resolucién y exactitud, pues consiguen valores por debajo del ppm, aunque su
resolucion y reproducibilidad son inferiores a las del cuadrupolo. Pese a ello, es robusto,
simple, y presenta un ilimitado rango de medida de masas; ademas, los analisis son

rapidos y se obtienen espectros sencillos.

La trampa de iones (IT): hace que los iones gaseosos formados bien circulen en una

Orbita estable o pasen al detector. Presenta elevada sensibilidad y rapida obtencién de
datos, ademas de que es robusto, compacto y mas econémico que el cuadrupolo. Por el

contrario, pueden darse interacciones ibn-molécula.

En la Tabla 17 se observa un ejemplo de trabajo actual de cada uno de los tipos de

analizadores descritos:

Tabla 17: Ejemplos de deteccion de pesticidas con distintos analizadores de MS.

Pesticidas Matriz Extraccion Deteccion Referencia
31 plaguicidas Frutas y verduras QUEChERS GC-Q-MS Barco y col., 2018.
8 pesticidas Tomate cherry y pepino QUEChERS GC-TOF-MS | Meghesan-Brejay col., 2017
Pesticidas organofosforados Comida para bebés Microextraccion LLE GC-IT-MS Notardonato y col., 2018

Se puede hacer mencién a otro tipo de analizador, menos empleado debido a que se
trata de una instrumentacion extremadamente costosa. Se trata del analizador de

resonancia ion-ciclotrénica con transformada de Fourier (FT-ICR): se basa en una trampa de

iones donde éstos circulan en drbitas bien definidas y circulares por la accién de un campo
magnético. Como caracteristicas destacables, presenta relaciones sefial/ruido y velocidad
mayores que el resto de analizadores, ademéas de una sensibilidad y resolucion elevadas
(Universidad de Alicante, 15 Julio 2018).

También se puede hacer alusibn al analizador denominado “Orbitrap”,
comercializado por la casa Thermo Fischer, que se basa en la separacion de los iones

generados en un campo eléctrico oscilante. Respecto al analizador FT-ICR, presenta unas
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prestaciones similares en cuanto a la resolucion y exactitud de la masa, con la ventaja de no

necesitar un superconductor de elevado coste (Martin Gomez y col., 2018).

En cuanto a la resolucién de los espectrometros de masas, €stos pueden ser de baja
resolucion, como los analizadores de masas Q, IT, y TOF lineales; o de alta resolucion,
como los analizadores ICR, Orbitrap y TOF de alta resolucién; la ventaja de estos ultimos es
gue permiten una mayor precision y exactitud de la masa (alcanzando incluso la
identificacion inequivoca de la masa exacta del pesticida deseado, con lo que se puede
determinar la composicion elemental e isotopica), debido a las mayores prestaciones de sus
analizadores (Universidad de Alicante, 27 Julio 2018). La alta resolucion se ha empleado en
la determinacion de contaminantes y plaguicidas en aguas (Hernandez y col., 2007), donde
los compuestos se separaron por SPME y se detectaron por GC-MS con TOF de alta
resolucion; el analisis fue rapido, con poca manipulacion de muestra, sin consumo de

disolvente, y con una excelente sensibilidad, detectdndose compuestos no buscados.

En la Figura 15 se muestra un equipo GC-MS con analizador de cuadrupolo simple,
de la casa Thermo Fisher Scientific, en el que se puede observar que todas las partes de la
cromatografia de gases y la espectrometria de masas vienen integradas ya en un mismo

equipo compacto:

,—,,;;l’ B

Figura 15: Equipo GC-MS I1SQ 7000 de cuadrupolo simple (Thermo Fisher Scientific, jul. 2018)

Se pueden encontrar diversas variantes en el acoplamiento entre GC y MS, de

modo que el equipo puede actuar como detector universal, selectivo o especifico:

- Se puede emplear el modo barrido o “full scan”, donde se registran todos los iones en
funcién del tiempo, con lo que se trabaja en modo universal. Este modo de trabajo se
empled en la determinacién de 11 pesticidas organoclorados en miel, para lo cual se
realizd una extraccion LLE, seguida de una limpieza con cartucho Florisil® y deteccion
mediante full-scan GC-MS (Tahboub y col., 2006).

- También se pueden registrar algunos iones caracteristicos seleccionados previamente,

empleando el monitoreo selectivo de iones (SIM, Selected lon Monitoring), y trabajando
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en modo selectivo. Tiene la ventaja de alcanzar mayor sensibilidad que el modo full
scan, pero no da informacion sobre componentes inesperados en la muestra
(Rodriguez, 2018). Un ejemplo de su uso se observa en la determinaciéon de 107
pesticidas en muestras de repollo y rabano, donde se realizd una extraccion
QUEChERS y una determinacion de los compuestos mediante GC-MS trabajando en
SIM y con EI como fuente de ionizacion (Nguyen y col., 2008).

En el caso de emplear mas de un analizador de masas, configuracion conocida como
tandem, el equipo puede actuar como detector especifico (Stashenko y col., 2010). En
esta Ultima configuracion en tdndem o MS/MS, se acoplan entre si dos (0 mas)
analizadores de masas, como por ejemplo tres cuadrupolos (analizador de triple
cuadrupolo, QgQ): se origina la ionizacion quimica de los plaguicidas en la fuente de
ionizacion, y tras ello el primer cuadrupolo selecciona unos iones determinados que se
fragmentan en la celda de colision (segundo cuadrupolo), y los iones que resultan son
seleccionados en el tercer cuadrupolo, para llegar finalmente al detector. De este modo
se obtiene un espectro de masas por cada ion resultante del primer espectrémetro,
dando lugar a una selectividad y sensibilidad elevadas en muestras complejas, puesto
gue se eliminan o minimizan en gran medida las interferencias debidas a la matriz
(Nacher Mestre, 2011). Aunque esta es una técnica que requiere de instrumentaciéon
mas costosa, se considera una de las herramientas mas Uutiles a la hora de identificar
compuestos en mezclas y determinar la estructura quimica de sustancias desconocidas.
Esta configuracion se empleé por ejemplo en el estudio de (Hakme y col., 2017), donde
se analizaron 203 pesticidas en distintas frutas y verduras, detectando concentraciones

del orden del pg/kg.

Se debe destacar que, segun lo observado en la bibliografia encontrada y estudiada,

en la combinacidon GC-MS, el analizador de masas mas habitual es el de cuadrupolo, dadas

las caracteristicas que ya se han comentado antes en su descripcién, ademas de presentar

un tamafio compacto, facilidad de manejo y limpieza, facil acoplamiento al cromatégrafo, y

posibilidad de registro de iones positivos y negativos.

En cuanto al fundamento de los equipos QgQ, los mas comunes cuando se emplea

una configuracion en tdndem, el primer y el tercer cuadrupolos pueden trabajar en modo

SIM o full scan, mientras que el segundo produce la fragmentacion de los iones

seleccionados. De este modo, se obtienen varias combinaciones de trabajo:

- Cuando los cuadrupolos 1 y 3 actian en modo SIM, configuracion denominada Multiple
Reaction Monitoring o MRM, se detectan de forma especifica los pesticidas de interés

(Egea Mellado, 2018); es decir, el primer cuadrupolo selecciona los iones “padre”
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provenientes de la fuente de ionizacion, en el segundo se produce el fraccionamiento en
nuevos iones, y en el tercero se seleccionan los iones “hijo” que se desean detectar;
esta configuracibn se suele emplear con fines cuantitativos o para confirmar la

presencia de algun pesticida.

- Otra combinaciéon empleada en QqQ es aquella en que Q1 trabaja en modo SIM,
seleccionando un ion determinado, y Q3 en full scan, detectando todos sus fragmentos;
se emplea para la identificacion de pesticidas, asi como para la puesta a punto de los

métodos de determinacion.

- También Q1 puede trabajar en full scan, dejando pasar todos los iones, los cuales seran
fragmentados y pasaran por Q3 en modo SIM, que seleccionaréd aquellos de interés.
Este modo de trabajo se emplea para la identificacién de sustancias y el barrido de

pesticidas estructuralmente relacionados.

- Por Ultimo, si los dos cuadrupolos trabajan en modo de barrido, seleccionando los
rangos de masas deseados, se detectan los iones de dichos rangos, lo cual es (til en la

identificacion de familias de compuestos (D"Amico Sistemas S.A., 2013).

Es facil deducir, por tanto, que el QqQ permite alcanzar la especificidad requerida
para detectar, identificar y cuantificar los pesticidas en muestras muy complejas con muchas
impurezas; aunque también pueden encontrarse equipos hibridos que combinan varios

analizadores diferentes (Stashenko y col., 2010).

Segun algunos estudios de comparacion entre las determinaciones empleando las

técnicas GC-MS y GC-MS/MS (Cao y col., 2015), los equipos con analizadores de MS en
tandem tienen una capacidad cuantitativa mas precisa y estable, unos limites de deteccién y
cuantificacion mas bajos y un rango lineal de deteccibn mas amplio; sin embargo, los
equipos GC-MS presentan un andlisis mas rapido y la deteccién de compuestos no objetivo,

por lo que es muy util para los procesos de cribado previos.

Por tanto, tras la combinacion de todas las tipologias de deteccion anteriores, se
abre una gran cantidad de posibilidades a la hora de analizar muestras complejas de
pesticidas de diferente naturaleza. Se puede observar como la tendencia en la bibliografia
se dirige hacia el uso de GC-MS/MS para analisis multirresiduos, ya que este tipo de
deteccién aporta una informacion mayor, a la vez que los resultados son mas fiables.
Cuando las muestras son mas sencillas, tanto desde un punto de la complejidad de su
matriz como del numero de pesticidas y otras especies investigadas, es frecuente encontrar
hoy en dia equipos GC con un Unico analizador de masas, que en ocasiones por su menor

coste es el unico al que tienen acceso muchos laboratorios.
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En la Tabla 18 se recoge una recopilacion de ejemplos ordenados de forma

cronoldgica, algunos ya referenciados anteriormente, en los que se aplica la deteccion

mediante el acoplamiento GC-MS en sus diferentes versiones y modos de trabajo; ademas,

se indican los limites de deteccion (LOD) y cuantificacién (LOQ) alcanzados en los diversos

trabajos en que figuran dichos parametros:

Tabla 18: Ejemplos de analisis de pesticidas mediante GC-MS.

Pesticidas Matriz Extraccion Deteccién LOD LOQ Referencia
) 0,65-25 22-175 Tahboub y col.,
11 organoclorados Miel LLE GC-MS
pa/kg pa’kg 2006
Mas de 200 Alimentos LLE + <0,01 Makabe y col.,
o o GC-IT-MS _
plaguicidas procesados limpieza ua/g 2010
10 pesticidas 0,07-15 0,25-5 Quy col.,
Puerros QUEChERS | GC-QqQ-MS/MS
organofosforados pa/kg pa’kg 2010
17 organoclorados ) 0,2-8 0,5-25 Amendola y col.,
. . Miel SPE GC-MS
y 8 piretroides pa/kg pa/kg 2011
o Zumo de 2-20 Chertay col.,
15 pesticidas QUEChERS GC-MS _
manzana pg/L 2013
o o 0,01-0,25 Martins y col.,
Distintos plaguicidas Aguas SPE GC-QqQ-MS/MS _
pg/L 2013
o Bagazo de Celeiro y col.,
11 fungicidas PLE GC-QqQ-MS/MS ~ng/g _
uva blanca 2014
o o Uvasy 0,004 0,01 - 0,05 | Meghesan-Breja y col.,
Distintos plaguicidas QUEChERS GC-TOF-MS
tomates pg/mL mg/kg 2015
o Frutas y GC-qTOF-MS <5 <10 Caoy col.,
208 plaguicidas ) SPE
hortalizas GC-MS/MS o/kg pa/kg 2015
o Arroz, sojay LLE + 10-100 Yiy col.,
182 pesticidas ) GC-TOF-MS _
hortalizas QUEChERS pa/kg 2016
20 pesticidas 2 5 Quy col,
) ) Vegetales LLE GC-MS/MS
piretroides ua/kg pa/kg 2017
o ) QUEChERS <20 <60 Al-Alam y col.,
90 plaguicidas Miel GC-IT-MS/MS
SPME ng/g ng/g 2017
3 pesticidas 0,01-0,05| 0,03-0,16 Caiy col.,
. Manzanay col | LLE + SPE GC-MS
organoestanicos mg/kg mg/kg 2017
o 25-6,7 7,5-20 Salamzadeh y col.,
81 pesticidas Tomates QUEChERS GC-MS
ng/g ng/g 2018
o Licor chino y 0,03-15 0,1-5 Hany col.,
124 pesticidas ) dSPE GC-MS/MS
céascara de arroz pg/kg pa/kg 2018
o 0,1-10 Khany col.,
150 pesticidas Tubérculos PLE GC-MS _
ng/g 2018
. Leche, huevo, 0,2-20 0,2-10 Qiny col.,
5 pesticidas QUEChERS GC-MS
cerdo y pollo pa/L pa/kg 2018

Como se ha mostrado, gracias a los detectores MS y MS/MS, es posible determinar

rapida y simultaneamente plaguicidas cada vez mas numerosos pertenecientes a distintas
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familias quimicas, lo cual no era posible con los detectores convencionales de GC, como ya

se coment6 anteriormente.

En la siguiente imagen (Figura 16), a modo de ejemplo, se puede observar el
cromatograma resultante de la determinacion simultanea de 50 pesticidas en una muestra
preparada a partir de una mezcla de patrones. Para la deteccion se emple6 un equipo GC-
MS, con una columna cromatografica de dimensiones 30m x 0,25mm x 0,25um vy (35%-
fenil)-metilpolisiloxano como fase estacionaria (“Agilent 122-3832”), y un detector MS
trabajando en modo de barrido completo. EI método es aplicable a muestras
medioambientales, como pueden ser aguas potables destinadas a consumo humano, donde
los pesticidas se pueden extraer por el método LLE (Agilent Technologies, 2018):
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Figura 16: Cromatograma multirresiduo obtenido mediante GC-MS (Agilent Technologies, 2018).

Tabla 19: Pesticidas organoclorados determinados en el cromatograma de la “Figura 2” mediante GC-MS (Agilent Technologies, 2018)

1. 1,2-Dibromo-3-cloropropano 14. Hexaclorobenceno 27. Epdxido de heptacloro 40. Endosulfan Il

2. 4-Cloro-3-nitrobenzotrifluoruro 15. a-HCB 28. y-Clordano 41. p,p’-DDT

3. Hexacloropentadieno 16. Pentacloronitrobenceno 29. Trans-nonacloro 42. Aldehido de endrina
4. 1-Bromo-2-nitrobenzeno 17. y-HCB 30. a-clordano 43. Sulfato de endosulfan
5. Etridiazol 18. B-HCB 31. Endosulfan | 44. Dibutilcloroendato
6. Cloroneb 19. Heptacloro 32. Captan 45. Captafol

7. Trifluralina 20. Alacloro 33. p,p’-DDE 46. Metoxicloro

8. 2-Bromobifenilo 21.6-HCB 34. Dieldrin 47. Cetona de endrina
9. Tetracloro-m-xileno 22. Clorotalonil 35. Clorobencilato 48. Mirex

10. a,a-dibromo-m-xileno 23. Aldrin 36. Pertano 49. cis-Permetrin

11. Propacloro 24. Dacthal 37. Cloropropilato 50. trans-Permetrin

12. Dialato A 25. Isodrina 38. Endrin

13. Dialato B 26. Dicofol 39. p,p’-DDD
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En lo referente a la determinacién cuantitativa de los pesticidas mediante GC-MS,
ésta puede ser de interés en el caso de encontrar los compuestos buscados en las muestras
alimentarias, para asi poder observar posteriormente si sus concentraciones estan por
debajo de los limites permitidos legalmente y asegurar una buena calidad en los alimentos y
la salud de la poblacién.

Las moléculas del analito, asi como las moléculas de fondo (aire, humedad,
disolventes, contaminantes, sangrado de la fase estacionaria, ...), pueden afectar a la
reproducibilidad de los resultados. Frecuentemente, se emplean detectores convencionales
en GC para la cuantificacion; aunque la tendencia predominante es la de emplear equipos
de GC-MS libres de fugas y en modo monitoreo selectivo de iones (en los que se disminuye
el ruido quimico), y los analizadores MS/MS (Stashenko y col., 2010).

Asi, para llevar a cabo la cuantificacion se toman las areas de los picos
cromatogréficos, haciendo una calibracion previa y conociendo el tiempo de retencién de los
pesticidas. Pero también, teniendo en cuenta que cada plaguicida presentara un valor Gnico
de m/z en el espectro de masas, se puede conocer la concentracién de dichas sustancias
calculando las intensidades de sus picos espectrales (pues las areas de los picos son
proporcionales a las concentraciones de los compuestos), preparando para ello las curvas

de calibrado correspondientes y trabajando en modo SIM.

La cuantificacibn mediante el detector de masas siempre es la mejor opcién, pues
presenta gran selectividad y especificidad en muchos casos; también ofrece una relacion
sefal/ruido muy elevada, con lo cual se pueden alcanzar sensibilidades muy altas, del orden
del pg (CSIC, 2018). Y entre las opciones de acoplamiento de masas, en la “Tabla 3" se

observan valores algo inferiores en los LOD y LOQ para la deteccion mediante MS/MS.

La determinacion cuantitativa mediante el detector de masas también permite el
empleo de patrones internos marcados isotépicamente, lo que abre las puertas al empleo de
la “dilucion isotépica”. Mediante esta técnica, se afiade un trazador o analogo enriquecido al
pesticida de interés, el cual presentara las mismas propiedades fisicas y quimicas; con ello,
se produce un cambio en las abundancias isotépicas del pesticida original, lo cual es
detectable por espectrometria de masas. En la Figura 17 se refleja este cambio en la
abundancia isotdpica al afiadir un trazador sobre una muestra original (Pastene Maldonaldo,
2016):
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Figura 17: Ejemplo de dilucion isotdpica (Pastene Maldonaldo, 2016).

Esta técnica se aplico en la determinacién de 30 plaguicidas organoclorados en
alimentos de origen animal, donde las sustancias se extrajeron mediante SPE, se detectaron
mediante GC-MS, y se cuantificaron empleando estandares internos isotépicos (Du y col.,
2013).

De este modo, es posible determinar la cantidad de pesticida que hay presente en
una muestra alimentaria, conociendo previamente las cantidades de muestra y de trazador.

Y por todo ello, la “dilucidn isotépica” se puede considerar como el estandar de oro en

cuantificacién de cualquier analito en cualquier muestra por espectrometria de masas.

5.2.- CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS — ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC-MS)

La cromatografia de liquidos permite determinar analitos que por su falta de
volatilidad, su termolabilidad o su polaridad, presentan problemas en el andlisis por GC-MS,
como ocurre con humerosos herbicidas, insecticidas carbamatos y fenoxiacidos. Por ello, es
una técnica extraordinaria para el analisis de gran cantidad de plaguicidas actuales y sus

analitos, generalmente polares, complementandose asi con la cromatografia de gases.

Su fundamento es el mismo que el de la GC, pero variando el estado de agregacion

de la fase movil y los analitos, que en este caso sera liquida.

La columna es el elemento principal del equipo LC, y sus caracteristicas
determinaran la eficacia y capacidad de separacion. Las més utilizadas para el acoplamiento

LC-MS son las de relleno, que consisten en un tubo, generalmente recto y de acero, con una
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fase estacionaria. En cuanto a las dimensiones de las columnas, suelen tener longitudes
entre 25 y 100 cm, y diametros internos que oscilan entre 0,5 y 2 mm, con lo que el
consumo de disolvente es reducido. La fase estacionaria se elige en funcién de la naturaleza
de los analitos a analizar (en el caso de pesticidas suelen ser alimina, silice o resinas de
intercambio ionico), y el tamafio de particula suele ser mayor de 25 um; de este modo, la
separacion de los componentes de la muestra se hace en funcién de la afinidad por la fase
liquida y la estacionaria. (CSIC, 2018).

Se debe recalcar también que, al mejorar los sistemas de inyeccion de los
cromatografos de liquidos y disminuir las dimensiones de las columnas, se aumenta la
eficacia de la cromatografia, dando lugar a la técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC) e incluso a la Cromatografia Liquida de Ultra Resolucién (UHPLC),
presentes en la mayoria de los sistemas actuales. Las diferencias principales entre ellas se

deben al tamafio de la columna y de las particulas de la fase estacionaria.

Profundizando un poco mas en las condiciones experimentales tipicas, las columnas
HPLC son de acero inoxidable y presentan diametros de 2-5 mm y longitudes entre 3y 25
cm, con tamafios de particula comprendidos entre 3 y 10 um; los flujos de la fase movil
varian entre 0,1 y 10 mL/min (Ferndndez Lépez, 2018). Sin embargo, la UHPLC emplea
columnas de longitud y diametro interno mas pequefios, asi como particulas de menor
tamafio en la fase estacionaria (inferiores a 2 um) (Saul, 2018); con ello se manejan
presiones mas altas con bombas especializadas, consiguiendo mayor velocidad de flujo y
menor consumo de fase mavil, a la vez que menor tiempo de andlisis y mayor resolucion
que la HPLC. Por tanto, en comparacion con la HPLC, la UHPLC tiene mayor eficacia y
sensibilidad, obteniéndose cromatogramas mas cortos y picos mas estrechos y con menor
ruido (Universidad de Alicante, ag. 2018); por contra, requiere de presiones mayores y su

instrumentacion es bastante mas costosa (Sadul, 2018).

En la publicacion de (D"Amico Sistemas S.A., 2013) se puede observar un ejemplo
de la columna empleada para la separacion de 100 pesticidas en muestras de uvas pasas
mediante UPLC-MS/MS; dicha columna (“Waters ACQUITY UPLC BEH C18”) presentaba
unas dimensiones de 100mm x 2,1mm de longitud y didmetro interno, con particulas de

1,7um, y se utilizé con una mezcla de agua/metanol a un caudal de 0,45 mL/min.

La deteccién por LC puede hacer uso de los detectores convencionales (al igual que
la GC), como son el de FL (fluorescencia, detecta solo las sustancias que emiten luz, siendo
muy sensible y atil en el analisis de trazas; por el contrario, tiene un rango lineal
relativamente limitado y no hay muchos elementos con propiedades fluorescentes), el de UV

(Ultravioleta, para sustancias que absorben luz debido a que poseen grupos cromoforos;
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son sensibles y versatiles), o el del indice de refraccién (poco sensible, pero universal y muy

uatil para detectar componentes no iénicos). Ejemplos de aplicacion de estos detectores para

pesticidas se reflejan en la Tabla 20:

Tabla 20: Ejemplos de deteccion de pesticidas mediante LC con detectores convencionales.

Pesticidas Matriz Extraccion Deteccién Referencia
Propoxur y carbamatos Carne SFE HPLC-FL Argauer y col., 1995
12 N-metilcarbamatos Miel SPE LC-FL Amendola y col., 2011
Fenpropatrina, cihalotrina y fenvalerato | Frutasy verduras SFE HPLC-UV Bagheri y col., 2016

Al igual que ocurre con la GC, la LC puede ser acoplada a la MS, surgiendo la
técnica hibrida LC-MS, que proporciona un mayor volumen de informacion que la LC con
deteccion convencional; esto es, la LC no se utiliza de manera habitual para la identificacion,
pues se necesita de una gran base de datos para la identificacion de compuestos. Ademas,
la LC-MS se trata de una metodologia con elevadas sensibilidad y selectividad; y, de nuevo,
se presenta un amplio abanico de modalidades en funcion del tipo de analizador MS

escogido.

Es importante destacar los modos de ionizacion a presion atmosférica del equipo LC-
MS, que suponen el punto de union entre el cromatégrafo de liquidos y el espectrémetro de

masas. Asi, podemos encontrar:

- lonizacion Electrospray (ESI): el quimico John B. Fenn consiguié en 2002 el Premio

Nobel en Quimica por el desarrollo del electrospray. Se basa en la ionizacién de la
muestra liquida mediante un voltaje eléctrico, de modo que se forma un spray con gotas
cargadas que contiene los compuestos ionizados, los cuales se desolvataran. Es una
ionizacion suave, ya que no fragmenta las moléculas; ademas, se produce a partir de
muestras en solucién liquida, lo cual permite el acoplamiento entre LC y MS (CBM
Severo Ochoa, 2018).

La ionizacion ESI se emplea para pesticidas de hasta un elevado peso molecular,
muy polares, iénicos o termolabiles con grupos funcionales ionizables (Rodriguez,
2018). Un ejemplo de aplicacion es el trabajo de Rodriguez-Cabo y col., 2016, donde se
detectaron cinco pesticidas neonicotinoides en vinos tintos y blancos; para ello, se
concentraron los plaguicidas empleando cartuchos de Oasis HLB y Florisil, y se
eluyeron con acetonitrilo para una posterior deteccion mediante LC-MS/MS con ESI

como fuente de ionizacion, alcanzando LOQs de 0,2 pg/L.

- lonizacién Quimica a Presion Atmosférica (APCI): la muestra liquida pasa a una camara

de vaporizacion a elevada temperatura, donde se evapora y se ionizan los compuestos
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debido a la aplicacion de un elevado voltaje. Al igual que la ESI, la APCI es una

ionizacion suave, pues no fragmenta los iones (Tesis Doctorales en Xarxa, 2018).

Se emplea para pesticidas de baja polaridad y con algun heteroatomo, neutros, no
termolébiles, o para compuestos sin grupos funcionales ionizables (Rodriguez, 2018).
Un ejemplo de aplicacién se observa en el trabajo de Portoles y col., 2017, donde se
determinaron alrededor de 252 plaguicidas en alimentos para peces, dorada y salmon
atlantico; para ello se realizé una extraccion QUEChERS de los pesticidas, los cuales se
determinaron mediante LC-MS con APCI como fuente de ionizacion y TOF de alta
resolucion como analizador, alcanzando LOQs comprendidos entre 0,005 y 0,05 mg/kg.

La LC también se puede acoplar a diversos analizadores de masas, como el Q, TOF

y IT, y se puede trabajar en los modos SIM y full scan. Un ejemplo de uso de cada

analizador se muestra recoge en Tabla 21:

Tabla 21: Ejemplos de deteccidn de pesticidas con distintos analizadores de MS.

Pesticidas Matriz Extraccion Deteccion Referencia
o ) Extraccién

10 pesticidas Naranjas o LC-Q-MS Blasco y col., 2006
solido-liquido

60 pesticidas Frutas y verduras SPE UHPLC-TOF-MS| Sivaperumal y col., 2015

) PLE, SPE, SPME,
12 organofosforados y carbamatos Miel LC-IT-MS Blasco y col., 2011

QUEChERS

Es comun el empleo de LC-MS, aunque el acoplamiento LC-MS/MS continta
ganando popularidad, y es dificil pensar en un laboratorio de andlisis de pesticidas sin este
equipo (Botero Coy, 2016). Esta técnica en tdndem permite mayor variedad de modos de
trabajo que la LC-MS, reduce o elimina las posibles interferencias debidas a la matriz
(Gilbert-Lopez y col., ag. 2012), y alcanza unos limites de deteccion y cuantificacion a
niveles muy bajos de concentracion (del orden del ppb o incluso del ppt), pues tiene muy
buenas sensibilidad y selectividad; es de relativa rapidez al escoger el analizador QQQ;
también tiene gran exactitud, reproducibilidad y robustez en mezclas complejas, (D Amico
Sistemas S.A., 2013), y por ello el tratamiento de la muestra puede llegar a ser minimo
(Ingenieria Analitica, 2015).

Como se ha comentado, los equipos actuales de LC-MS/MS pueden determinar de
manera fiable cientos de compuestos con una Unica inyeccion en el equipo. Como ejemplo,
(Botero-Coy y col., 2015) emplearon la LC-MS/MS para la deteccion de multiples tipos de

plaguicidas en frutas tropicales, previa extraccion QUEChERS.
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Una recopilacion de ejemplos ordenados de forma cronoldgica, algunos ya

referenciados antes, donde la deteccidn se realiza mediante el acoplamiento LC-MS en sus

diferentes versiones y modos de trabajo se muestra en la tabla 22; ademas, se indican los

limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) alcanzados en los diversos estudios en

gue figuran dichos parametros:

Tabla 22: Ejemplos de analisis de pesticidas mediante LC-MS.

Pesticidas Matriz Extraccion Deteccién LOD LOQ Articulo
o Frutas SLE/ 0,5-30 Ferrery col.,
15 pesticidas . LC-TOF-MS _
y verduras Ultrasonidos ua/kg 2005
SLE +
o i 0,2 -600| 1 - 600 Pang y col.,
660 plaguicidas Carnes Cromatografia LC-MS/MS
ua/kg pa/kg 2006
en gel
o 0,3-2 <10 Banerjee y col.,
82 plaguicidas Uvas LLE + dSPE LC-MS/MS
ng/g ng/g 2008
o Zumos 0,7 <5 |Romero-Gonzalez y col.,
90 plaguicidas QUEChERS UPLC-MS/MS
de frutas pg/L pg/L 2008
o Vegetales 0,03-14,9 Fenoll y col.,
54 pesticidas o LLE LC-QqQ-MS/MS _
y citricos palkg 2010
Insecticida Cultivos 0,01 0,03 Liuy col.,
] SPE LC-MS/MS
spinetoram vegetales ppm ppm 2011
o Alimentos LC-IT-MS/MS 05-3 Gilbert-Lopez y col.,
10 fungicidas QUEChERS _
con frutas LC-MS palkg nov. 2012
o 0,008 0,025 Shakouri y col.,
41 plaguicidas Arroz QUEChERS LC-MS/MS
pa/g pa/g 2014.
o Vino tinto Concentracion + <0,2 | Rodriguez-Caboy col.,
5 neonicotinoides o o LC-MS/MS _
y blanco limpieza Florisil ng/mL 2016
o ) <20 <60 Al-Alam y col.,
90 plaguicidas Miel QUEChERS LC-QqQ-MS/MS
ng/g ng/g 2017
<54 Hamed y col.,
28 carbamatos Quesos grasos QUEChERS UHPLC-MS/MS _
a/kg 2017
Malatién, diazinén, Jugos 0,3-30 Timofeevay col.,
) o LLE HPLC-MS/MS _
Imidacloprid, triadimefén de frutas pg/L 2017
o 0,5 15 Lazic y col.,
Acetamiprid Cereza dulce QUEChERS LC-MS/MS
pg/kg pa/kg 2018
5 insecticidas Hongos 0,03-0,7 | 0,1-2 Luy col,
R ) QUEChERS UHPLC-MS/MS
neonicotinoides comestibles pg/kg pa/kg 2018
o . 1-10 Vilca y col.,
40 plaguicidas Quinoa QUEChERS LC-MS/MS _
pa/kg 2018

En la siguiente imagen (Figura 18) se puede ver un equipo de LC-MS/MS con

analizador de triple cuadrupolo, de la casa Thermo Fisher Scientific:
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Figura 18: Equipo GC-MS TSQ Quantis de triple cuadrupolo (Thermo Fisher Scientific, 2018).

A continuacién, en la Figura 19, a modo de ejemplo, se puede observar el
cromatograma resultante de la determinacion simultdnea de 94 pesticidas en una muestra
de pasas de uva (en la actualidad, esta metodologia se ha extendido a la deteccion de 400
pesticidas en diversas matrices), preparada a partir de la extraccibn con una mezcla
agua/metanol y la limpieza con una columna de tierra de diatomeas. Para la deteccién de los
pesticidas se emple6 un equipo UPLC-MS/MS, donde el sistema ionizacién del MS en
tandem fue ESI y se trabajé en modo MRM (D”Amico Sistemas S.A., 2013):

- "

iR | | |
i |
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nl | . | ‘
! &'\nl I'IH H‘u ', o IW””L. J \\_H“L 'ul R \ L_ . Y

T 1 Time
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Figura 19: Cromatograma multirresiduo obtenido mediante UPLC (D" Amico Sistemas S.A., 2013).
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Tabla 23: Pesticidas determinados en el cromatograma de la “Figura 2” mediante UPLC-MS/IMS
(D"Amico Sistemas S.A., 2013).

1. 5-Hidroxi-cletodim- 20. Clorsulfurén 39. Fenpropimorf 58. Metamidofos 77. Quinmerac
sulfona

2. 6-Cloro-4-hidroxi- 21. Cinosulfurén 40. Flazasulfuron 59. Metiocarb 78. Quizalofop-etil
3-fenilpiridazina

3. Acefato 22. Cletodim 41. Florasulam 60. Metomilo 79. Rimsulfurén

4. Aldicarb 23. Cletodim-imin-sulfona 42. Fluazifop-P-butil 61. Metolacloro 80. Spiroxamina

5. Aldicarb-sulféxido 24. Cletodim-sulfona 43. Fludioxonil 62. Metsulfuron-metil 81. Tebuconazol

6. Aldoxicarb 25. Cletodim-sulféxido 44. Flufenoxuron 63. Monocrotof6s 82. Tebufenocida

7. Amidosulfurén 26. Ciprodinilo 45. Formetanato 64. Nicosulfurén 83. Teflubenzurén

8. Atrazina 27. Daminozida 46. Furatiocarb 65. Ometoat 84. Tiabendazol

9. Azoxistrobin 28. Demeton-S-metil-sulfona | 47. Haloxifop-etoxietilo 66. Oxamil 85. Tiacloprid

10. Bendiocarb 29. Desmedifam 48. Imazalil 67. Oxidemeton-metil 86. Tifensulfurén-metil

11. Bensulfurén-metil 30. Difenzoquat metilsulfato | 49. Imidacloprid 68. Fenmedifam 87. Tiodicarb

12. Bromoxinilo 31. Diflubenzurén 50. Indoxacarb 69. Pirimicarb 88. Tiofanox

13. Butocarboxim 32. Dimetoato 51. loxinil 70. Primisulfuron metil | 89. Tiofanox-sulfona

14. Butoxicarboxim 33. Diuron 52. Iprovalicarb 71. Promecarb 90. Tiofanox-sulféxido

15. Butoxicarboxim 34. Etiofencarb 53. Isoproturén 72. Propoxur 91. Triasulfuréon

sulféxido

16. Carbaril 35. Etiofencarbsulfona 54. Ixosaflutol 73. Prosulfurén 92. Triflumurén

17. Carbendazima 36. Etiofencarbsulfoxido 55. Linuron 74. Pimetrozina 93. Triflusulfurén-metil

18. Carbofuran 37. Fenhexamida 56. Metalaxil 75. Piridato 94. Vamidotion

19. Carbofuran-3-hidroxi | 38. Fenoxicarb 57. Metamitron 76. Pirimetanil

En lo referente a la cuantificacion de los pesticidas en estudio, se siguen los mismos
pasos que en el caso de la GC-MS, esto es, se emplean las areas de los picos
cromatogréficos (bien del cromatograma o bien del espectro de masas, segun el método

elegido), realizando para ello una previa calibracion.

Se puede afirmar que la LC tiene una gran popularidad debido a su alta aplicabilidad
a sustancias de interés para la industria y la sociedad, ademas de que es idonea para la
separacion de compuestos no volatiles, termolabiles o polares (Universidad de Alicante, ag.
2018). Ello, sumado a su acoplamiento a MS y MS/MS, abre un gran abanico de
posibilidades de analisis, ademas de un amplio campo de aplicaciones diferentes, en
comparacion con la GC, a la hora de analizar pesticidas en muestras alimentarias cada vez

mas complejas.

Si se comparan las alternativas de deteccion estudiadas, GC-MS y LC-MS, en la
bibliografia se observan multitud de trabajos con GC-MS y LC-MS como métodos de

separacion y deteccion, e incluso se emplean ambos métodos en el mismo trabajo.

Por tanto, se debe concluir diciendo que ambas alternativas, GC-MS y LC-MS, son
imprescindibles en las operaciones rutinarias de los laboratorios actuales que se ocupan de

la determinacion de pesticidas en muestras alimentarias. Asi, si una empresa se dedica al
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estudio de un determinado tipo de pesticidas, podra quizas disponer de una Unica técnica
(GC-MS o LC-MS) que mejor convenga a esas sustancias en funcion de sus caracteristicas;
pero si la empresa se dedica al estudio y deteccion de diferentes tipos de plaguicidas,
debera disponer de ambos tipos de instrumentacion, pues ambos son complementarios: GC-
MS para compuestos volatiles o no polares, LC-MS para sustancias no volatiles,

termol&biles y/o polares.
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6.- CONCLUSIONES.

Con el presente trabajo, “Analisis de pesticidas en muestras de alimentos:
Tratamiento de la muestra y determinacién por LC y GC acopladas a MS”, se ha pretendido
dar una visién general sobre el proceso analitico de determinacion de pesticidas en diversas

muestras alimentarias.

Para ello, se han descrito en primer lugar las familias de plaguicidas mas empleadas
en la actualidad en los diferentes ambitos de la produccion de alimentos. Tras ello, se han
explicado y ejemplificado las metodologias utilizadas para el tratamiento de las muestras en
estudio, detallando los pasos de separacién, purificacion y concentracion de los pesticidas.
Por ultimo, se ha hecho hincapié en la deteccién de los pesticidas mediante GC-MS y LC-

MS, que son las técnicas instrumentales mas empleadas a dia de hoy.

Como se ha podido observar, el uso de las diferentes técnicas de separacion de los
plaguicidas en muestras alimentarias dependera de las propiedades fisico-quimicas de los
compuestos a analizar, asi como del presupuesto del laboratorio de analisis y las
especificaciones requeridas. Tras la separacion de los plaguicidas se procede a realizar su
determinacién, para lo cual el acoplamiento de las técnicas cromatograficas con la
espectrometria de masas proporciona indiscutiblemente una mayor cantidad de informacion

analitica en muestras cada vez mas complejas a nivel de trazas.

Es importante resaltar ademas que los nuevos avances de los ultimos afios en este

campo de la quimica ha permitido alcanzar una mayor selectividad y sensibilidad en todo el
proceso analitico, imprescindibles para mejorar la calidad alimentaria y garantizar una

adecuada salud publica.
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