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ABSTRACT

1. Abstract

La contaminacién del medioambiente por plaguicidas afecta a la sociedad, produciendo riesgos
para la salud. Estos se liberan de manera controlada o descontrolada en los medios de cultivo para
el control de plagas, siendo capaces de traspasar barreras naturales y antropogénicas. Por lo tanto,
los podemos encontrar en el aire que respiramos, agua de bebida y frutos de los cultivos. En la
actualidad, su deteccion es complicada debido a la gran variedad de plaguicidas que podemos
encontrar.

El objetivo de este Trabajo Fin de Master es disefiar y optimizar dos métodos para determinar
plaguicidas muy polares y &cidos en muestras de citricos, mediante el empleo de la cromatografia
liquida en fase reversa y uso de pares ionicos acoplada a la espectrometria de masas en tandem.

Del mismo modo, se ha realizado también una inmersion en el laboratorio de rutina preparando
los extractos de las muestras de diferentes variedades de frutas para inyectar en el cromatdgrafo
de liquidos y gases ambos acoplados a la espectrometria de masas en tandem.
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2. Obijetivos

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Master es realizar una inmersién en el laboratorio de
rutina, preparando muestras para cromatografia de gases y liquidos ambos acoplados a la
espectrometria de masas en tdndem. Ademas de disefiar y optimizar dos métodos analiticos para
la determinacién de plaguicidas muy polares y plaguicidas &cidos, ambos en citricos. Para el
disefio de los métodos, se emplea la cromatografia liquida en fase reversa y uso de pares i6nicos
acoplada a la espectrometria de masas en tandem.

Para lograr este Gltimo objetivo se siguieron las siguientes pautas:

e Empleo de patrones para desarrollar los diferentes métodos individuales para la
determinacion de plaguicidas muy polares y acidos.

e Optimizacion de los métodos.

e Aplicacion en muestras reales de citricos.
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3. Introducién

3.1- Labser

Labser es un laboratorio de servicios agroalimentario, que se encuentra en una de las zonas
citricolas mas importantes de la Comunidad Valenciana, Betxi (Castellon) (Figura 1). Esta
especializado principalmente en el analisis de frutas y verduras para el control multiresiduo
de plaguicidas, estando este método acreditado por la Entidad Nacional de Acreditacion
(ENAC). Ademas, realizan otros tipos de analisis denominados fisicoquimicos para suelos y
aguas, colaborando con otras instituciones para terminar parte de estos anélisistt,

Figura 1. Imagen de la empresa desde fuera.

La empresa no solo realiza analisis, sino que también asesora a los agricultores y a las
empresas agroalimentarias en la implantacion y seguimiento de estandares de calidad.
Ademas, otro factor importante es su versatilidad y esto hace que, en funcion de los tipos de
analisis que solicite cada cliente, se puedan desarrollar controles especificos a su peticion.

3.2- Plaguicidas en frutas

Los plaguicidas son agentes quimicos, o biolégicos, que se usan para proteger a los cultivos
de enfermedades, malas hierbas e insectos2!. Debido a la globalizacion, la poblacion exige
una mayor demanda y consumo de gran variedad de vegetales y frutas que se encuentran
cultivados en medios de cultivo a cielo abierto o en invernaderos, en los que se emplean
diferentes tipos de plaguicidas. Este hecho en agricultura genera beneficios porque disminuye
la pérdida de cultivos y aumenta la producciont,

Los plaguicidas empleados de manera descontrolada, dependiendo de la toxicidad y el tiempo
de exposicion, representan un riesgo potencial a los consumidores y al medio ambiente
(suelos y agua) (Figura 2). Estos disruptores afectan a la salud, pudiendo contribuir a causar
infertilidades, malformaciones congénitas, diabetes e incluso Parkinson, Alzheimer o
cancer2,
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Figura 2. Ciclo de los plaguicidastl.

En Europa, casi la mitad de los alimentos contiene restos de plaguicidas y, de este porcentaje,
el 2,6 % supera los niveles legales establecidos, segun la Agencia Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA). En el caso de Espafia, el 3 % de las frutas y verduras vendidas supera
el limite legal de plaguicidas. De hecho, a principios del afio 2015, otros paises de la Union
Europea detectaron partidas de fresas y endivias procedentes de Espafia que estaban
contaminadas con plaguicidas prohibidos®2.,

Esto ha hecho que la Comunidad Europea (CE), la Organizacion de Naciones Unidas para la
Agriculturay la Alimentacion (FAO), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y algunos
gobiernos hayan tomado medidas para conseguir el monitoreo y control de los plaguicidas en
actividades prioritarias para determinar la calidad y seguridad de los alimentos, estableciendo
los Limites Maximos Residuales (LMRs)22, EI LMR es la cantidad méaxima de residuos de
un determinado plaguicida sobre un determinado producto agricola permitido por la ley. Por
lo tanto, es la cantidad que no se puede sobrepasar para que el producto pueda ser puesto en
circulacion o comercializado®®!.

En paises industrializados como Espafia existen leyes para regular el uso de estos productos
fitosanitarios y su uso sostenible como se muestra en el RD1311/2012!4, ademas de la
monitorizacion continuada de los residuos de plaguicidas. Por lo tanto, es necesario
desarrollar y validar métodos analiticos para controlar la presencia de plaguicidas, que puedan
ser empleados para el analisis de rutina. Como en este Trabajo Fin de Master, en el cual se
trata de disefiar dos métodos analiticos para determinar plaguicidas acidos y otro para
plaguicidas muy polares en citricos (Figura 3). Con el objetivo de poder monitorizarlos en
muestras reales una vez implantados.
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Figura 3. Plaguicidas empleados para desarrollar los dos métodos.

3.3- Cromatografia liquida de alta eficacia

La cromatografia se define como una técnica de separacion de dos 0 mas componentes de
una muestra que se distribuye en dos fases: una fase mévil que se encuentra en fase liquida,
asi como la muestra a separar y una fase estacionaria que se encuentra en fase solida
(normalmente), en el interior de la columna cromatografica. La fase mévil y la muestra son
bombeadas por unas bombas de alta presion por toda la columna. Al pasar por la citada
columna, el analito establece interacciones con la fase estacionaria y se retiene, mientras que
los deméas componentes salen eluidos. Por lo tanto, se consigue que se separe de los demas
compuestos de la muestra y termina registrandose en el detector, que mide su sefial para
generar un cromatograma. Por Gltimo, se integra para averiguar su intensidad de sefial
(Figura 4)&.,

Columna Detector Interfase
L,
mee e Registro
E8
1 o
¥ o] =
7 &
e | L
@ | B =
i =S
Inyector Bomba
Fase movil (eluyente)

Figura 4. Componentes basicos de la instrumentacion para cromatografia liquida de alta
resolucionfl,
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En la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC, en inglés High Performance Liquid
Chromatography), la fase mdvil es tipicamente impulsada a caudales de 100 pL/min a 2
mL/min, llegando hasta la columna a unas presiones de 100-200 atm por un didmetro interno
de 2 a5 mm. Las longitudes de estas suelen variar de 5 cm a 25 cm, caracterizdndose por ser
resistentes ya que tienen que aguantar altas presiones. La fase estacionaria contiene particulas
que rondan el tamafio de 3 a 5 pmt.,

La técnica HPLC posee distintos mecanismos de separacion en funcion del tipo de fase movil
y estacionaria empleada:

Fase normal: Fueron de las primeras columnas que se desarrollaron, en ellas la fase
estacionaria es mas polar que la fase maévil. La columna generalmente esté rellena de
silice enlazada con otro grupo polar (dioles, aminos, cianos). Estos grupos son los que
controlan la polaridad de la fase estacionaria. La elucion se lleva a cabo con disolventes
no polares (dietiléter, cloroformo o n-hexano)®l. Més tarde, se desarrollé una variante de
la fase normal como es la Cromatografia Liquida de Interaccion Hidrofilica (HILIC, en
inglés Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography). Se basa en grupos silanos libres
que interaccionan con el agua de la fase movil formando una pelicula acuosa, por lo que,
los analitos de la muestra interactian con la pelicula acuosa para ser retenidos en la
columna. La principal ventaja frente a la fase normal comercial es la posibilidad de
emplear eluyentes tipicos de fase reversa (disolventes organicos) aunque se use una fase
estacionaria polar. Esto permite separar compuestos polares que no se retienen en fase
reversall®,

Fase reversa: La fase estacionaria es menos polar que la mavil, lo contrario a la fase
normal. Dentro del relleno de la fase estacionaria, se usan cadenas hidrocarbonadas de
distinta longitud como Cg 0 Cys, unidas a una base de silice. La fase movil esté constituida
por un disolvente mas polar, esto hace que se pueda ir variando o modificando esa
polaridad y hacer separaciones mas selectivas. Por lo tanto, esta fase es la mas versatil en
su campo y tiene mas aplicaciones que las demas!®. Ademas, como variante a la fase
reversa existe la Cromatografia de Par l6nico (IPC, en inglés lon-Pair Chromatography).
Se basa en la adicion de un reactivo de par ionico a la fase movil, con el fin de promover
la formacién de pares idnicos con los analitos de la muestra (previamente regulado el pH
para mantener a las especies en forma i6nica)®l. Es una alternativa para cuando los
analitos presentan cargas y no se consiguen separar por la fase reversa. En este Trabajo
Final de Master se empled una columna de fase reversa (Figura 5), para disefiar un
método para determinar plaguicidas &cidos en frutas y en la misma columna con
tetrabutilamonio (TBA) como reactivo formador de pares ionicos, para elaborar un
método para determinar plaguicidas muy polares.

Intercambio i6nico: La fase estacionaria es un sélido que contiene grupos cargados tanto
positivamente como negativamente, para lograr separar especies idnicas dentro de la
muestra (analito). Mediante un mecanismo de atraccion ionica en donde las cargas
opuestas se atraen a la fase estacionaria por la fuerza electroestatical®,

Modo mixto: Esta técnica se desarrollo debido a la necesidad de un mejor control en la
retencion de moléculas tanto polares como apolares, que no ofrecian las columnas de fase
reversa sobre la retencién de compuestos ionicos polares o las de intercambio i6nico que
no retienen compuestos apolares. La ventaja es la creacion de una columna que tenga al
mismo tiempo la fase reversa e intercambio iénico, lo que permite un mayor rango de
aplicaciones que las otras, como es el analisis simultdneo de compuestos organicos e
inorganicos, polares como no polares, incluso neutros o ionizables®2,

——
(o)}
| —
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Figura 5. Composicion de la columna de fase reversa empleada, Atlantis T34,

Existen otros tipos de cromatografias como la de exclusion molecular, afinidad, reparto o
adsorcion que son utilizadas como técnica de purificacion mas que de analisis
cromatografico.

3.4- Cromatografias de gases

La cromatografia de gases (GC, en inglés Gas Chromatography), al igual que en HPLC, los
componentes de una solucion se separan en la columna en funcion de su afinidad. Pero en
este caso, la muestra se vaporiza a altas temperaturas en el inyector y el gas portador (fase
movil) lleva el vapor a la columna. En la columna se encuentra la fase estacionaria en fase
liquida (habitualmente) o solida y los analitos se distribuyen entre las dos fases estableciendo
interacciones, tanto con la fase estacionaria como con la fase movil. En funcion de su afinidad
con la fase estacionaria, los analitos serén eluidos con anterioridad o posterioridad hacia el
detector, siendo transportados por la fase movil, midiendo a continuacion la sefial eléctrica
que producen para generar un cromatograma. Por Gltimo, se integra para averiguar su
intensidad de sefal (Figura 6)12!,

Dentro de GC, la fase movil es impulsada a caudales de 0.5 mL/min a 60 mL/min, llegando
hasta la columna a unas presiones de 10-25 psi por un diametro interno que varia de 0.1-5
pum. Las longitudes de éstas suelen variar de 1 m a 60 m, en funcién de si es una columna
empaquetada o capilar, ademas del espesor de la fase estacionaria puede ser de 0.1-10 pum,
dependiendo de si se trabaja con compuestos de alto peso molecular o volatilestl,

La rampa de temperatura es otro parametro a optimizar. Lo ideal es trabajar a temperatura
constante, pero si se dispone de varios componentes en una muestra, puede haber
solapamiento entre picos. Para evitarlo, se puede definir una rampa de temperatura
programable, tanto para aumentar como para disminuir la temperatura del horno en funcién
del tiempo, ya sea de forma continua o por etapas. Al principio se comienza normalmente
con temperaturas bajas para la elucién, ya que de lo contrario se puede descomponer el
analito, y al final con una etapa de limpieza de columna a elevadas temperaturas. De esta
manera, se consiguen eliminar las impurezas de la columna, ademas de una etapa de
acondicionamiento y vuelta a las condiciones iniciales para el siguiente analisis™2l,

——
~
| —
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Figura 6. Componentes basicos de la instrumentacion para cromatografia de gasesi4.

La técnica GC posee distintos mecanismos de inyeccion que se definen a continuacion:

Split: La inyeccion Split es el enfoque clésico para la introduccion de muestras en
columnas capilares. Las muestras se vaporizan en un tubo de vidrio calentado. Una
pequefa porcion del solvente combinado con vapor se introduce en la columna capilar.
La mayoria de la muestra inyectada vaporizada sale a través de la ventilacion Split. La
concentracion del analito debe ser alta (alrededor de 1000 mg L), por lo que no es una
técnica de alta sensibilidad®3!,

Splitless: la inyeccidn Splitless se basa en inyectar toda la muestra en la columna. El
modo operacion, comienza cerrando la valvula de Split, para que la muestra vaporizada
(es decir, solvente y soluto) pueda ser arrastrada a la columna por el gas portador. Al final
de este proceso, la valvula de Split se vuelve a abrir para purgar la cAmara de vaporizacion
cuando aproximadamente el 90% o mas de la muestra ha pasado por la columna y asi
limpiar impurezas. Esta técnica de inyeccion Splitless es necesaria para concentraciones
muy bajas de analitos2!,

On-column: La inyeccién on-column se basa en inyectar toda la muestra con una jeringa
directamente a la entrada de la columna o en una precolumna sin recubrimiento. Durante
el proceso de inyeccion, el gas portador redistribuye el liquido de la jeringa sobre una
pelicula en la pared del tubo. Este modo de inyeccion proporciona los medios mas fiables
o reproducibles de introduccion de muestras en la columna. Esta reproducibilidad se
establece debido a que en la evaporacion del disolvente se produce a partir de la capa de
liquido de muestra que se encuentra sobre la superficie de la columna. Esta técnica, puede
soportar volumenes de muestra de hasta 100 pL, lo que permite conseguir limites de
deteccion (LOD) extremadamente bajos, en términos de mg L™,

Programmable temperature vaporization (PTV): En la inyeccion PTV, la muestra se
inyecta en un inserto a temperatura ambiente y se calienta rapidamente en una segunda
fase con un gradiente de temperatura programable, permitiendo que cada compuesto se
evapore en funcion de su punto de ebullicion. Una variante consiste en mantener el inserto
del inyector a una temperatura adecuada para la evaporacién por la valvula de Split,
manteniendo en el liner (cAmara de mezcla) los compuestos de interés de mayor punto de
evaporacion. Este procedimiento puede repetirse varias veces para conseguir la
concentracion de analitos a nivel de trazas. Tras varias inyecciones se calienta el liner

——
(0]
| —
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para vaporizar los compuestos de interés preconcentrados e introducirlos en la columna.
Un inyector PTV puede funcionar en Split/Splitless y también en inyeccion de grandes
volimenes de muestra (LV1)128],

3.5- Espectrometria de masas

La cromatografia tanto de gases como liquida tiene como caracteristica fundamental la
separacion, pero se le puede acoplar un analizador de espectrometria de masas, formando lo
que se conoce como una técnica hibrida (HPLC-MS y GC-MS)4, que proporciona
informacidn estructural del analito. Esta técnica hibrida tiene diversas aplicaciones debido a
sus buenos parametros de calidad como son: elevada sensibilidad y, amplios intervalos de
linealidad, entre otros, que hacen que sea una técnica muy versatil pudiendo identificar y
cuantificar sustancias a partir de unos 100 pg a 100 ngte.

El GC trabaja a baja presion, a altas temperaturas y caudales bajos. En cambio, el HPLC
trabaja a alta presion, a temperatura ambiente y caudal de liquidos alto. Mientras que el MS
opera con gases a alto vacio y a elevada temperatura lo que hace que sea mas dificil su
acoplamiento con el HPLC que con el GC. Esta falta de compatibilidad con HPLC se
concentra en unos problemas que hay que resolver:

e El flujo de la fase mdvil: Un flujo de 1 mL/min en un liquido puede pasar a mas de 1
L/min de gas al ser vaporizado y por tanto se deberd eliminar a vacio, lo que conlleva a
una pérdida de disolvente y también de soluto, ya que va en €l disuelto. Esto acaba
disminuyendo la sensibilidad del método.

e Las caracteristicas de la fase movil: Los disolventes organicos o acuosos utilizados como
fases maoviles pueden dar lugar a problemas en el acoplamiento. Por si fuera poco, algunos
pueden contener aditivos inorganicos no volatiles que entrarian dentro del espectrometro
de masas.

e Las caracteristicas de los compuestos eluidos: Con la cromatografia liquida se pueden
analizar moléculas complejas de baja volatilidad, termolabiles y de elevada polaridad.
Estas moléculas en el espectrometro de masas presentan dificultades, ya que son dificiles
de vaporizar sin descomposicién.

Por otro lado, para GC la falta de compatibilidad genera dichos problemas:

e La presion: El espectrometro de masas necesita trabajar a altas presiones para que los
iones viajen sin colisiones a través de él. Este paso tiene que ser mas largo que la
distancia que existe entre la fuente de iones y el detector. Para ello, se debera trabajar a
presiones de 10-10°° torr.

e Las caracteristicas del extracto de la muestra: Los disolventes utilizados para extraer a
los analitos de la muestra, a la hora de inyectarlos pueden dar lugar a problemas a la hora
de volatilizarse por su punto de ebullicion.

Estos problemas se trataron de resolver por medio de diferentes interfases. Las interfases se
dividen en 2 técnicas, técnicas duras (genera un ion con tal exceso de energia que se fragmenta
la molécula) y técnicas suaves (genera el ion sin perturbar la molécula). En HPLC se utilizan
las técnicas suaves obteniendo un rendimiento adecuado y siendo la interfase mas usada la de
ionizacién a presién atmosférica (API). Dentro de API, se pueden distinguir 3 tipos de
interfases: la ionizacion por electrospray (ESI), la ionizacion quimica a presion atmosférica
(APCI) y la fotoionizacion a presion atmosférica (APP1)E. Por el contrario, para GC se
pueden emplear ambas técnicas para la interfase, como técnica dura se suele emplear impacto
electrénico (EI) y para la técnica suave se emplea la ionizacion quimica (CI).
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En ESI, la columna esta ligada a un capilar cuya salida esta conectada a un campo eléctrico
elevado que cuando interactan con la muestra, da lugar a la formacién de gotas pequefas
cargadas en una camara de presion atmosférica (Figura 7). Esta aplicacion del campo
eléctrico provoca cargas en el soluto cuando se va eliminando el disolvente!28l, Dentro de sus
ventajas resaltan su elevada sensibilidad porque tiene una alta eficacia de ionizacion a presion
atmosférica y menores requisitos de optimizacion que otras técnicastl.
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Entrada capilar dieléctrica
Figura 7. Esquema de funcionamiento del ESIZ,

La APCI se lleva a cabo mediante un eluyente de la columna que se arrastra mediante un
flujo de un gas inerte (N2) hasta un tubo caliente en donde se vaporiza. La descarga de la
aguja de corona produce los electrones necesarios para conseguir la ionizacion quimica en
una zona a presion atmosférica. Al finalizar, los iones se incorporan en el espectrometro de
masas a través de unas rendijas siendo bombeados en dos 0 méas etapas para conseguir el
vacio necesario (Figura 8). Las principales ventajas de esta interfase es la posibilidad del uso
de agua como fase mavil y poder tener flujos mas elevados (2 mL/min) B8],
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Figura 8. Esquema de la interfase APCI3],

APPI es igual que la interfase anterior, pero con ionizacion de electrones mediante lampara
UV (Figura 9)12!,
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Figura 9. Esquema de la interfase APPII,

En EI las moléculas sufren un impacto directo de un chorro de electrones a 70 eV, en forma
perpendicular producidos por un filamento, y como consecuencia, pierden un electron. Al
mismo tiempo, la molécula gana mucha energia interna y puede generar fragmentos. A
continuacion, las lentes con carga opuesta a los iones de interés, los enfocan al interior del

analizador de masas (Figura 10)15,
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Figura 10. Esquema de la interfase ELI.

En CI, un gas (metano, isobutileno, amoniaco, metanol) sufre el impacto de un chorro de
electrones y se ioniza. El gas ionizado reacciona con las moléculas de la muestra y adquieren

un protn y muy poca energia interna (Figura 11)21,
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Dependiendo de las caracteristicas fisico-quimicas del analito que queramos cuantificar
utilizaremos una interfase u otra. Por un lado, para HPLC tenemos que el ESI sirve para
moléculas polares y para un amplio rango de pesos moleculares. En cambio, el APCI se usa
para moléculas de un amplio rango de polaridades, pero de tamafio inferior a 1000 Da. Por
altimo, el APPI se usa para moléculas apolares neutras que resultan dificiles de ionizar con
las otras dos interfases. Por otro lado, para GC, el El y CI funcionan de manera similar tanto
en cuanto a rango de polaridades (no polar) como de pesos moleculares (bajo peso molecular),
por lo que su diferencia radica en la alta fragmentacion en la interfase del El y la protonacion
del ion molecular en Cl (Figura 12)151,

:

=

w00 EI/CI

Peso molecular (kDa)

No polar Polaridad del analito Polar

Figura 12. Relacion entre las diferentes interfases en funcién del peso molecular y polaridad del
analitof,

En la determinacion de plaguicidas muy polares y acidos por la gran variedad de pesos
moleculares, la técnica mas adecuada es ESI. Ademas, este sistema es el mas usado dentro de
este ambito en el HPLC-MS.

3.5.1- Analizadores de Espectrometria de Masas

Una vez ionizados los analitos, ahora tienen que ser separados en funcién de su relacién
masa/carga (m/z) y medirlos. Dentro de este apartado, tenemos muchos analizadores de
masas: Cuadrupolo (Q), Tiempo de Vuelo (TOF), Trampa de lones (IT), Orbitrap, Sector
Magnético de Doble Enfoque, Resonancia Ciclotronica de lones con Transformada de Fourier
(ICR-FT) etc. En este Trabajo Fin de Master, se us6 un sistema hibrido compuesto por el
primero, por lo que solo se hablaréa de é113!,

e Cuadrupolo (Q)

El cuandrupolo es un sistema de analizador multipolar junto con el octapolo o hexapolo. Este
analizador, se compone de cuatro barras paralelas en las que se aplica un potencial combinado
de corriente continua y otro de radiofrecuencia. Se genera un campo eléctrico en las barras
(cuadrupolar) y actia como un filtro para determinar los iones que llegaran al detector
(Figura 13)2, Estos potenciales se pueden variar para seleccionar los iones de interés que
necesitemos y asi atravesar el filtro de masas. Los potenciales aplicados a los dos pares de
rodillos son iguales, pero de signo opuesto y cuando se requiere hacer un barrido sobre un
rango de masas, el potencial de la corriente continua varia linealmente, pero se mantiene
constante la relacion entre el potencial de radiofrecuencia y la corriente continua aplicadal®.
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DETECTOR
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Figura 13. Esquema del funcionamiento de un analizador cuadrupolar(22,

Dentro de las ventajas que nos puede ofrecer el analizador: destacan su pequefio tamafio, su
gran robustez y que no requiere un elevado vacio para su funcionamiento, por lo tanto, se
acopla bien a las técnicas cromatograficas. Sin embargo, su resolucion es bajalt®l,

3.5.2- Detectores de masa

Existen multiples detectores con diversas funciones: Multiplicador de electrones’, Dinodos
de red, Fotomultiplicadores etc. Los méas usados son el Multiplicador de electrones™ y el
Detector con Placa de Microcanales (MCP)22,

e Multiplicador de e Este detector esta recubierto de una placa metélica y el ion golpea
contra ella emitiendo electrones. Debido a la existencia de un potencial creciente y una
curva de dinodos, este proceso se repite muchas veces, y como consecuencia se generan
sobre 10°-10° electrones por cada ion que impacta, permitiendo que se amplifique la sefial
(Figura 14).

Haz de
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Figura 14. Esquema del funcionamiento de un detector multiplicador de electronest3l,

e MCP: Su funcionamiento es semejante al anterior, pero con la ventaja de tener resolucion
espacial debido a los canales separados de la placa.

3.5.3- Espectrometria de masas en tdndem

La espectrometria de masas en tandem (MS/MS) permite seleccionar los iones (analitos) y
fragmentarlos para luego obtener sus patrones de fragmentacion y asi poder llegar a confirmar
los diferentes compuestos de una muestra (Figura 15).
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Este proceso comprende 5 etapas:

lonizacion del analito.

Aislamiento del ion precursor.

Fragmentacion de ese ion en una camara de colision.
Separacion de los fragmentos en funcion de su relacién m/z.
Deteccion de dichos fragmentos, para su posterior procesado

gk

— EI — . s o
e /  Colision
Y / ESI E [, de los iones

/ MALDI [
V
m
ﬁ if? por m/z w
o
MS2

MS1

lon precursor lon fragmento

Figura 15. Estructuracion del funcionamiento de la Espectrometria de Masas en Tandem.

Hay varios equipos que pueden realizar estas funciones, los mas usados serian el triple
cuadrupolo (QgQ) y el Cuadrupolo-Tiempo de Vuelo (QTOF). En este trabajo, se usé solo
la espectrometria de masas en tdndem, con un sistema QgQ.

e Triple Cuadrupolo (QqQ)

El QgQ es una disposicion tandem como se ilustra en la figura 16, en la cual el primer y
tercer cuadrupolo son selectivos con respecto a la masa y el segundo hexapolo opera en modo
radiofrecuencia (RF), dejando pasar todos los iones y sirve como celda de colision. EI primer
cuadrupolo se usa para la seleccion de iones precursores después de la ionizacion. El ion
precursor se transmite a la celda de colision, en la que se fragmentan debido a que el gas de
colision (Ar) entra de forma perpendicular a los iones y choca con ellos. El tercer cuadrupolo
proporciona un medio para analizar todos los iones producto que emergen de la celda de
colisionts],

FEotradadel gay

le €« ln (A

/ % N\ |/

ﬁ 4@ 22023 "

Fuente \ Primer Celda de Segundo Detector
Cuadrupolo Collslon ! Cuadrupolo

Qe Q3 1dmsebecchonado

para i defeccios

fones precedentes

Figura 16. Esquema del funcionamiento de un analizador Triple Cuadrupolo23,

14

——
| —


file:///C:/Users/javil/Desktop/UJI/TFM%20(Labser)/Trabajo%20Fin%20de%20Máster.%20Javier%20López%20Vázquez.docx%23L
Trabajo%20Fin%20de%20Máster.%20Javier%20López%20Vázquez.docx#o

INTRODUCION

Esta técnica destaca por su sensibilidad y selectividad en Selected Reaction Monitoring
(SRM), en la cual seleccionamos los iones precursores y producto que necesitamos. Por lo
tanto, es ideal para la cuantificacion de muestras. Ademas, es una técnica sencilla, resistente,
reproducible y de facil mantenimiento. En cambio, trabaja en masa nominal2!,
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ANALISIS DE RUTINA

4. Andlisis de rutina

4.1- Material

Agitador de probetas

Balanza analitica, Mettler Toledo
Balanza granataria, Mettler Toledo
Bolsa hermética de plastico, Vidra Foc
Botella de vidrio &mbar con tapon rosca de 60, 30 y 10 mL, Vidra Foc
Centrifuga, Ortoalresa

Colorimetro, Hanna

Conductimetro, Crison

Congelador, Indesit

Cronémetro, Scharlau

Erlenmeyer de 100 y 250 mL, Vidra Foc
Exprimidor Vitapress 600, Tefal

Filtros de nylon de 0,22 um, Agilent
Frigorifico, LG

Jeringuilla desechable, Henke-Sass Wolf

Material de vidrio/metal de uso habitual en el laboratorio
Matraz aforado de 10, 20, 50 y 100 mL, Scharlau

Micropipetas automaticas de 1-10 mL, 10-100 uL, 100-1000 pL, Transferpette

pH-metro, Crison
Pipetas de 1, 2.5, 5, 10 y 20 mL, Scharlau

Pipetas Pasteur, Brand

Puntas de plastico para diferentes micropipetas, Brand
Refractrometro, Atago

Rotavapor, Heidolph

Septum PTFE, Agilent

Thermomix, Vorwerk

Tiras reactivas de pH, Macherey-Nagel

Tubos Falcon de 15 mL, Deltalab

Tubo Falcon de 50 mL, Teknokroma

Tubo QUECHERS de extraccion, Teknokroma
Vaso de precipitados de 100 mL, Vidra Foc
Viales de vidrio ambar de 2 mL, Agilent
Viales de vidrio transparentes de 2 mL Agilent

4.2- Reactivos y patrones

Acetato de etilo, Panreac (Espafia)
Acetona calidad HPLC-MS, Fluka (Suiza)
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e Acetonitrilo calidad HPLC-MS, PanReac (Espafia)
e Agua calidad HPLC-MS, Honeywell (EEUU)

e Ciclohexano, Panreac (Esparia)

e Fenolftaleina, Sigma-Aldrich (EEUU)

e Hidroxido de sodio, Panreac (Espafia)

e Metanol calidad HPLC-MS, Honeywell (EEUU)

e Nitrégeno gas, Praxair (EEUU)

e Argon gas, Praxair (EEUU)

e Octadecilsilano, Agilent (EEUU)

e  Sulfato de magnesio, Panreac (Espafia)

e Patrones empleados:

» Fenantreno-D1g, Supelco (EEUUV)
» Trifenilfosfato, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)

4.3- Instrumentacion

La realizacion de los analisis multiresiduales de rutina se llevaron a cabo mediante un
cromatografo de liquidos y un cromatdégrafo de gases, ambos acoplados a un sistema de
espectrometria de masas, en concreto un triple cuadrupolo (HPLC-QgQ y GC-QqQ). El
cromatografo de liquidos es un Agilent Technologies 1260 Infinity Il HPLC System que
consiste en una bomba cuaternaria de mezcla a alta presion, un compartimento termostatizado
de columna y un muestreador automatico. El espectrometro de masas es un Agilent
Technologies 6460 Triple Quad HPLC/MS con una interfase ESI y un analizador de masas

QqQ (Figura 17).

Figura 17. Imagen del equipo HPLC-QqQ empleado para el andlisis de rutina.

En cambio, el cromatdgrafo de gases es un Agilent Technologies 7890B GC System que
consiste en un horno programable, inyector multimodo y un muestreador automatico.

El espectrometro de masas es un Agilent Technologies 7000C Triple Quad GC/MS con una
interfase El y un analizador de masas QqQ (Figura 18).
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. o

Figura 18. Imagen del equipo GC-QqQ empleado para el andlisis de rutina.

4.4- Muestras

Las muestras empleadas para los analisis de rutina fueron muy variadas, debido a que iba en
funcidén de la temporada de recogida de las diferentes frutas. La gran mayoria de muestras
fueron de naranjas y mandarinas debido a la gran extension de naranjos ubicados en la zona
préxima a la empresa. Pero también se analizaron muestras de melén, fresa, caqui, limén,
albaricoque, nectarina, sandia y melocotén.

Por otra parte, se llevaron a cabo analisis fisicoquimicos de aguas provenientes de pozos y
rios, que podian ser para uso potable o de regadio.

4.5- Preparacion de soluciones patron y multipatron
e Disolucion patron 1000 mg L (DPATpatrén)

Se peso en una balanza analitica de precision £0.1 mg, (20 + 2.0) mg de patron directamente
en un aforado de 20 mL. En el caso de GC, se utiliz6 como disolvente acetona. Para HPLC
se utiliz6 de manera habitual metanol, aunque también podrian utilizarse acetonitrilo o
acetona, de modo que dependiendo de la solubilidad del compuesto se escogié uno u otro. Se
trasvasd a un vaso de precipitados de 100 mL. Luego, se agitd, enrasd y sonicé durante 5
minutos y se traspasd a una botella de vidrio &mbar con tapon rosca de 30 mL. En la
identificacion se incluia el nombre del plaguicida, fecha de preparacion y caducidad, iniciales
del operador, concentracion y disolvente empleado.

e Disolucion multipatron de 10 mg L* (MPGC10/MPGCA10)/(MPLC10/MPLCA10)

Se pipetearon 500 pL de cada una de las disoluciones patron (1000 mg L) con una pipeta
automatica y se vertieron a un matraz aforado de 50 mL. Después, se enrasé con AcOEt en
GC, MeOH en el caso de HPLC y se sonic6 durante 1 minuto. Esta disolucion, se dividi6 en
6 botellas de vidrio &mbar con tapdn rosca y septum PFTE de 10 mL, usandose una cada mes.
Las diferentes disoluciones se identificaron en una etiqueta con el nombre, fecha de
preparacion, caducidad y disolvente utilizado.
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e Disolucion multipatrén 1 mg L de todos los plaguicidas (MPGCA1)/(MPLCAL)

Se pipetearon con una pipeta aforada 5 mL de la disolucion multipatron MPGC10 (GC) o
MPLC10 (HPLC) y otros 5 mL de la disolucion multipatron MPGCA10 (GC) o MPLCA10
(HPLC) y se trasvasaron a un matraz aforado de 50 mL. Después, se enrasé con AcOEt (GC)
0 MeOH (HPLC) hasta 50 mL y se sonicé durante 1 minuto. A continuacion, se trasvaso a 5
botellas de vidrio ambar con tapén de rosca y septum PTFE de 10 mL, que se utilizaron
consecutivamente una cada semana.

e Disolucion patron interno 400 mg L (1S400)

En una balanza analitica se pes6 20 + 2.0 mg de patron interno (Fenantreno-Dig) y se
introdujeron en un matraz aforado de 50 mL. Luego, se enrasé con ciclohexano y se sonicé
durante 5 minutos. Finalmente se traspaso a una botella de vidrio con tapon de rosca de 60
mL.

Disolucion de patron interno 4 mg L™ 1S4 (GC): Se pipetearon 0.5 mL de 15400 con una
pipeta automatica que se trasvasaron a un aforado de 50 mL. El enrasado fue con AcOEt y
sonicacion durante 1 minuto. El contenido se dividi6 en 2 botellas de vidrio &mbar con tapon
rosca y septum PFTE de 30 mL, como siempre, debidamente etiquetadas.

Disolucidn patrén interno ISLC10 (HPLC): Se pipetearon 500 pL de la disolucion patrén
(1000 mg L) de Trifenilfosfato (TPP) con una pipeta automatica y se vertieron en un matraz
de 50 mL. A continuacion, se enraso con acetona para andlisis de residuos y se sonic6 durante
1 minuto. Finalmente, se trasvaso a una botella de vidrio de 60 mL con tapdn rosca.

4.6- Recta de calibrado

La recta de calibrado se prepar6 de distinta forma en funcién de las distintas técnicas. En el
caso de GC se siguieron los pasos que se muestran a continuacion:

e A0~0.005mgL?

Se pipetearon con pipeta automatica 4 mL del extracto de matriz blanco y se trasvasaron en
un aforado de 10 mL. A esto, se le afiadio 0.040 mL de la disolucion 1S4 y 0.020 mL de la
disolucion MPGCAL1, con el posterior enrase en AcOEt con agitacion manual y sonicacion
durante 1 minuto. La disolucion se trasvaso a viales de 2 mL identificAndolo con el nombre
y la fecha de preparacion.

En la tabla 1 se muestra un resumen de la preparacion de los diferentes puntos del calibrado
para GC.

Tabla 1. Tabla resumen de los puntos del calibrado para GC.

A0 Al A2 A3 A4 A5
Conc (mg L-1) 0.005 0.010 0.025 0.050 0.100 0.200
V (extracto blanco)
(ACN) (mL) 4 4 4 4 4 4

V (IS4) (ACOEt) (mL)  0.040  0.040 0040  0.040  0.040  0.040

V (MPAL) (AcOE)
(mL)

VE (ACOEt) (mL) 5.94 5.92 5.86 5.76 5.56 5.16

0.020 0.040 0.100 0.200 0.400 0.800
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En cambio, para HPLC los pasos fueron los siguientes:
e S0~0.005mgL*

Se trasvasaron 0.100 mL de la disolucion ISLC10 en un aforado de 10 mL con una pipeta
automatica. Luego, se afiadieron 0.050 mL de la disolucion MPLCA1 con la misma pipeta
automatica. Se enrasé con el extracto blanco (matriz del producto a analizar preparado en
ACN). Por ultimo, se agitd6 manualmente el aforado y se sonicé durante 1 minuto. Para luego,
traspasarse a viales de 2 mL, etiquetdndolos con el nombre y fecha de preparacion.

En la tabla 2 se muestra un resumen de la preparacion de los diferentes puntos del calibrado
para HPLC.

Tabla 2. Tabla resumen de los puntos del calibrado para HPLC.

S0 s1 s2 s3 s4 S5
Conc (mg L-1) 0.005 0010 0050 0100 0150  0.300
v ('S'—C(%T?I)_)(MGOH) 0100 0100 0100 0100 0100  0.100
V(MPLCAL) (MeOH) o oc0 0100 0500 i . -
) . . .
V (MPLC10) (MeOH) - - - 0.100 0.150 0.300
cL0) . . .
V (MPLCAL0) (MeOH) ] ) ) i
ALD 000  0.150
VF (extracto blanco)
oA o 9.85 9.8 9.4 9.7 9.6 9.6

4.7- Estudio de caducidades y verificacion de soluciones patron y multipatron
e Disolucion patron 1000 mg L™ (DPAT patron)

El estudio de estabilidad tiene el fin de establecer el periodo de caducidad adecuado. Se
considero que la primera DPAT 1000 preparada a partir del sélido esta correcta y se establecio
una caducidad inicial anual siempre que las verificaciones de la MPGCAL o MPLCA1 estén
correctas.

Al afo o antes si se detecta algin problema, se prepararan dos disoluciones de los patrones
nuevos Yy de los antiguos, inyectandose por triplicado en la misma tanda.

Para la verificacion se prepard un mix a 10 mg L™ de las disoluciones antiguas y un mix a 10
mg L? de las nuevas, en AcOEt (GC) o0 MeOH (HPLC). A partir de las de 10 mg L™, se
prepard otra dilucion a 1 mg L™ en AcOEt (GC) o MeOH (HPLC). Finalmente, se prepar®
una dilucion a 0.250 mg L™ en el que se tomaron en GC: 350 puL de AcOEt, 400 pL de
extracto blanco y 250 pL de la dilucion de 1 mg L™, En HPLC se tomaron 750 pL de MeOH
y 250 pL de la dilucion de 1 mg L™, se realizo en este orden para evitar la contaminacion del
AcOEt o el MeOH del blanco.

Se calculd la media del factor de respuesta para la disolucion del patron antiguo y para la
disolucion del patron nuevo y, se compararon estos valores tomando la media de la disolucion
antigua como 100 %.
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Si:

» Ladiferencia es menor del 10 %: Se utilizara la disolucién nueva, pero se guardara la
antigua con el fin de compararla con la nueva del siguiente afio e ir ampliando la
caducidad. Este proceso se realizara hasta una caducidad maxima de 4 afios.

» La diferencia es mayor del 10 %: Se volvera a preparar otra disolucion
(comprobacion) para ver cual de las 2 estd mal:

v" Si la comprobacién coincide con la antigua: Se eliminard la nueva (no
coincidente) y se utilizard la de comprobacion como nueva DPAT1000.
También se guardara la antigua para ir ampliando la caducidad.

v Si la comprobacién coincide con la nueva:

Puede que:

- Ladisolucion mas antigua esté mal conservada.

- Caducidad de la disolucion sea < 1 afio, aunque se deberia haber
detectado en las verificaciones de MPGCA1 o MPLCA1 mensuales.

- Solido caducado: una vez abierto el envase, deja de aplicar la fecha
de caducidad del certificado y depende de las condiciones de
conservacion. En este caso, se pide un nuevo sélido y se comparan las
disoluciones de ambos solidos del modo descrito anteriormente.

En todo caso, se utilizard la disolucion mas nueva si no se especifica lo contrario en
observaciones.

e Disolucion multipatrén 10 mg L* (MPGC10/MPGCA10) (MPLC10/MPLCAZ10)

Para la verificacion se preparé la MPGCA1 o MPLCAL nueva, asi como una mezcla de las
MPGC10 y MPGCA10 o MPLC10 y MPLCA10 antiguas a 1 mg L? (equivalente a la
MPGCA1 o MPLCAL en uso). Se prepard una dilucion a 0.250 mg L para GC en AcOEt
(350 puL AcOEt + 400 uL de extracto blanco + 250 uL MPGCAL), en cambio para HPLC en
MeOH (750 pL MeOH + 250 pL MPLCAL) de las disoluciones MPGCA1 o MPLCALl
antigua y de la nueva, se inyect6 cada una por triplicado. Ademas, se realiz6 la media de las
inyecciones y se compararon aceptando una diferencia maxima del 10 % para la mayoria de
los plaguicidas. En el caso de encontrar algun resultado que no cumpla significativamente se
volvera a realizar la verificacion y se realizard un estudio de causas. La caducidad de esta
disolucién multipatron es de 6 meses, en cambio, los resultados obtenidos se tuvieron en
cuenta en las caducidades de las DPAT1000.

e Disolucién multipatron 1 mg L* (MPGCAL) (MPLCAL)

La preparacion y verificacion de esta disolucion se realizé mensualmente comparando con la
nueva disolucion con la que estd en uso, aceptando como correcta la preparacion si la
diferencia para la mayoria de los plaguicidas es menor del 10 %. La verificacion se realizé
preparando una dilucion a 0.250 mg L™ en GC fue con 350 pL AcOEt + 450 pL extracto
blanco + 250 pL MPGCA1 y en HPLC fue con MeOH, 750 pL MeOH + 250 uL MPLCAL.
En el caso de encontrarse algun resultado que no cumpla significativamente se volvera a
realizar la verificacion y se estudiaran las causas si se considera necesario.

e Disolucién patron interno (1S4)

La preparacion y verificacion de la 1S4 se realiz6 mensualmente. Para ello, se prepar6 una
dilucion a 0.200 mg L en AcOEt (550 puL AcOEt + 400 pL extracto blanco + 50 pL 1S4) de
la IS4 antigua y nueva, aceptandose una diferencia méaxima del 10 %.
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e Disolucion patron interno (ISLC10)

La preparacion y verificacion de la ISLC10 se realiz6 cada dos meses. Para verificar, se
prepard una dilucion a 0.250 mg L™ con MeOH (750 uL. MeOH + 250 pL ISLC10) de la
ISLC10 antigua y nueva, aceptandose una diferencia maxima del 10 %.

4.8- Preparacion de muestras

4.8.1- Analisis quimico de frutas

La preparacion de muestra se basa en el método de extraccion en fase sélida dispersiva
(QUEChERS). Los pasos para llevar a cabo el tratamiento de las muestras son parecidos para
las diferentes variedades de fruta y técnicas empleadas (con alguna variacion) y, se muestran
a continuacion (Figuras 19 y 20):

Las muestras se trituraron y homogeneizaron con una Thermomix. El triturado, se pas6 a una
bolsa hermética de plastico etiquetada con su fecha e identidad. En el caso de ser blanco se
identificd como BM y en el caso de ser muestra fortificada, MF. Las muestras fortificadas se
estudiaron una vez por tanda, al nivel de cuantificacion y adicionalmente una vez por semana
se considero a 0.100 mg/Kg. A continuacion, se peso en un tubo Falcon de 50 mL con una
balanza granatario de precision 0.1 g, (10.00 + 0.2) g, se pipetearon 100 pL, en el caso de
trabajar a 0.010 mg/Kgy 1000 pL a 0.100 mg/Kg, de multipatron MPGCA1 (GC) o MPLCAL
(HPLC) (Tabla 3). Luego, se afiadieron 100 pL de 1S4 o de ISLC10, dependiendo de la
técnica empleada para el analisis. Por Gltimo, se dej6 en reposo durante 15 minutos tapado.

Tabla 3. Volumen afiadido de disolucion multipatron para los dos niveles de trabajo.

Disolucién empleada  Volumen afladido de multipatrén (uL) Conc. final (mg/Kg)

MPGCA1 o MPLCAL 100 0.010

MPGCA1 o MPLCAL 1000 0.100

Al finalizar el tiempo, se afiadié 10 mL de ACN con agitacion manual durante 5 segundos.
En naranjas y mandarinas se afiadieron 10-12 gotas de NaOH 2 M y en muestras de limon se
afladieron 15-20 gotas de NaOH. A la muestra, se le afiadié un tubo Falcon QUEChERS de
extraccion (4 g MgSO4 + 1 g NaCl + 1 g citrato sodico + 0.5 g citrato disodico
sesquihidratado) y se agité al momento para evitar que se apelmazasen las sales.

En muestras de naranja, mandarina o limén se comprob6 el pH, rectificAndose en caso de no
estar entre 5-5.5. Después, se agité durante 5 minutos en el agitador de probetas y se
centrifug6 durante otros 5 minutos a 4000 rpm.

En el caso de tener como matriz naranja, mandarina, limon o caqui se utiliz6 una etapa
dispersiva (d-SPE: 900 mg MgSO4 + 400 mg Cis). Para ello, se trasvasaron 6 mL de
sobrenadante a un tubo dispersivo de 15 mL y se repitié la secuencia anterior, agitacion
durante 5 minutos y centrifugacion durante otros 5 minutos a 4000 rpm. Para la fresa, melon,
sandia, melocoton y nectarina, no se llevd a cabo esta etapa dispersiva.

En el caso de analizar por GC, se cogi6 un vial referenciado con su cédigo y se pipete6 600
pL de AcOEt. Por otro lado, en el andlisis por HPLC, con una jeringa se tomo 1 mL de
extracto del tubo Falcon y se pasé por un filtro de nylon de 0.22 um directamente al vial
correspondiente con el cédigo. Por ultimo, se trasvasaron 400 pL del extracto filtrado a cada
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vial correspondiente al analisis por GC. En cambio, para muestras fortificadas, se utiliz6 el
mismo procedimiento en funcion de si es GC o HPLC, pero en un vial ambar de 2 mL.

En el caso de tener muestras de limon y mandarina se pipetearon 500 pL de la muestra
fortificada con filtro de nylon de 0.22 um vy se trasvasaron a otro vial, afiadiendo 50 pL de
extracto blanco de naranja preconcentrado 1:10.

Para finalizar, se hizo el célculo de la concentracion de plaguicidas con referencia a la
muestra, en mg/Kg (Ecuacion 1).

Conc. (mg/Kg) = Conc. (mg L) x Volumen afadido de ACN/Cantidad total de muestra
Ecuacion 1. Calculo de la concentracion en mg/Kg.
Cantidad total de muestra: 0.01 Kg~10g
Volumen afadido de ACN: 10 mL

En muestras de limon y mandarina, se aplicara el factor (x1.1) para obtener la concentracion
real al haber afiadido extracto de naranja a las muestras.

3 & iz
o z

- - < m— 3 e - R
10 mL

Muestra de Q . Triturary - L8 Pesar10g Afiadir 100
: , g \ ‘ de ACN

naranja homogenexzar en un tubo uLdelSy

Falcon de MP

Thermomlx 50 mL

| 10 gotas
de NaOH

ol B Ko

Tubo QUEChERs

Centrifugar |~ . Agitador de Comprobar
5minutos L 3 ] pro‘betas 5 (MENNEEEE (55 ) (e),(t‘raccifﬁn en .fase
Rarsy 5 minutos solida dispersiva)
Filtrar con filtro l
denyion 022 jim - Vial de 2 mL Inyectar

Figura 19. Resumen del pretratamiento de muestra para frutas.
Nota: Las flechas en naranja, es el pretratamiento que necesitan a mayores las muestras de naranjas,
mandarinas y limones.

El cliente ademas puede requerir la elaboracion de zumo para saber el contenido de azucar y
acido citrico de sus naranjas. En este caso, la preparacion de muestra se baso en dejar mitad
de la naranja para triturar y seguir el procedimiento que anteriormente se detalla; las otras
mitades se dejaron apartadas, siendo pesadas en una balanza de precision +0.1 g. Despues, se
realizo el zumo con un exprimidor eléctrico en un vaso de plastico y se pesé en la balanza
anterior. Con la diferencia de peso se puede saber el % de zumo de la naranja (Ecuacion 2).
Con ese zumo, se calculd el % de Brix que es el % de azlcar, con la ayuda de un
refractrometro.
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% zumo = (peso del zumo elaborado a partir de la muestra / peso de la muestra de
naranja) x 100

Ecuacion 2. Calculo del % zumo exprimido a partir de la muestra de naranja.

A continuacion, se trasvasaron 2 mL del zumo a un vaso de precipitados de 50 mL y se
afiadieron 2 gotas de fenolftaleina, para realizar la valoracion acido-base con NaOH 0.1 M.
De esta manera, se puede conocer de forma aproximada la acidez del zumo y por consiguiente
de las naranjas, si se consume mucha cantidad de base, el zumo es acido. Con estos valores,
se calculo a posteriori el valor del indice de maduracion (IM), que se define como el grado
de madurez de una fruta (Ecuacion 3).

IM = ('Brix / V (NaOH)) x 3.125

Ecuacién 3. Calculo del indice de maduracién a partir del contenido en azicar de la naranja (‘Brix) y el
volumen de NaOH consumido en la valoracion.

Se considera que las naranjas y mandarinas han alcanzado el debido estado de madurez
cuando el IM es superior a 5.5, excepto para variedades tardias cuyo caso el valor alcanzado
por dicha relacion sera igual o superior a 6.5.

10 g de muestra

|
Anadir patron interno (100 pl 154 o 1SCL) y MPGCAL o
MPLCAL en el caso de ME Esperar 15 minutos

|
| Afadir 10 mL de ACN |
|
Afiadir NaOH 2M (10-12 gotas para naranjas y

mandarinas, 15-20 gotas para limon) y se agita
manualmente 5 segundos

|
Anadir 4 g de Mg504 + 1 gde Nacl+ 1 g de
citrato sadico + 0,5 g de citrato disodico
sesguihidratado

]
Cheguear pH 5-5,5 (Anadir NaOH 2M si es

necesario)
[
| Agitador 5 minutos |

|
Centritugar 5
minutos a 4000 rpm

Trasvasar 6 mL de sobrenadante al tubo
dispersivo de 15 mL

Naranja / mandarina,
| Agitador 5 minutos | ja/

limdn y caqui
Centrifugar 5
minutos a 4000 rpm
Tomar aproximadamente 1 mL de muestra
6o filtrada con filtro de nylon de 0,22 um Mandarina y
e liman
Pipetear 400 pL del extracto filtrado a un vial Pipetear 0,5 mL del extracto filtrado a otro vial y afadir
con 600 pl AcOEt 50 pl de extracto blanco de naranja preconcentrado 1:10

Figura 20. Esquema resumen de la preparacion de muestra para HPLC y GC.
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4.8.2- Analisis fisicoquimico de aguas

En muestras de agua, tanto potable como de regadio, se realizd6 un primer analisis
fisicoquimico con el pH-metro y el conductimetro. El analisis restante, consistente en las
determinaciones de calcio, magnesio, sodio, nitratos, sulfatos, coliformes totales, recuento de
Escherichia Coli, etc. Lo realiza otra empresa colaboradora.

En primer lugar, se calibré el pH-metro (4.01, 6.00 y 10.00) y el conductimetro (147, 1413y
12880 uS/cm) con 3 medidas. Con el calibrado realizado, se pasé la muestra de agua a dos
frascos transparentes (n=2), y con ayuda de una barra magnética y una sonda se midio tanto
la conductividad como el pH.

En segundo lugar, se midio el cloro libre y cloro total con un colorimetro. Para ello se llenaron
3 frascos transparentes con la muestra de agua. Uno se utiliz6 como blanco, otro se le afiadio
el reactivo para cloro libre y al tercero se le afiadio el reactivo para cloro total. A continuacion,
se midio el blanco y luego los dos frascos con su correspondiente colorimetro. Con el
resultado de ambos, se puede sacar el cloro combinado (Ecuacion 4).

Cloro combinado = Cloro total — Cloro libre

Ecuacion 4. Célculo del cloro combinado en una muestra de agua.

4.9- Preparacion del extracto blanco y preconcentrado de naranja

Para la preparacion del extracto blanco se aplicd el procedimiento descrito en el apartado
4.8.1, sin afiadir 1S4 o ISLC10. El extracto resultante se filtrd con un filtro de nylon de 0.22
pum y se almacend en el frigorifico en una botella de 50 mL con tapdn rosca y septum PFTE,
etiquetado con el codigo de la muestra, matriz, fecha de preparacion y operador.

El blanco de naranja fue utilizado para matrices como naranja, mandarina, limén y fresa. El
blanco de meldn para meldn, sandia, melocotdn y nectarina. El blanco de caqui para caqui.

e Preparacion del extracto de naranja preconcentrado 1:10

Se tomaron 50 mL del extracto blanco con una probeta de 100 mL y se llevé a sequedad en
el rotavapor. A continuacion, se reconstituy6 con 5 mL de ACN, se sonicé el balén de base
redonda durante 1 minuto. El extracto resultante se filtrd con filtro de nylon de 0.22 um y se
almacend en el refrigerador en una botella @mbar de 10 mL con tap6n rosca y septum PTFE,
etiquetada con el nombre, fecha de preparacion y el operador.
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5. Investigacion

5.1- Material

e Agitador de probetas

Balanza analitica, Mettler Toledo
Balanza granataria, Mettler Toledo
Bolsa hermética de pléastico, Vidra Foc
Botella de vidrio &mbar con tapon rosca de 60, 30 y 10 mL, Vidra Foc
Centrifuga, Ortoalresa

Congelador, Indesit

Cronémetro, Scharlau

Erlenmeyer de 100 y 250 mL, Vidra Foc
Filtros de nylon de 0,22 pm, Agilent
Frigorifico, LG

Jeringuilla desechable, Henke-Sass Wolf

Material de vidrio/metal de uso habitual en el laboratorio
Matraz aforado de 10, 20, 50 y 100 mL, Scharlau

Micropipetas automaticas de 1-10 mL, 10-100 uL, 100-1000 pL, Transferpette
Pipetas Pasteur, Brand

Puntas de plastico para diferentes micropipetas, Brand
Septum PTFE, Agilent

Thermomix, Vorwerk

Tiras reactivas de pH, Macherey-Nagel

Tubos Falcon de 15 mL, Deltalab

Tubo Falcon de 50 mL, Teknokroma

Tubo QUECHERS de extraccién, Teknokroma

Vaso de precipitados de 100 mL, Vidra Foc

Viales de vidrio transparentes de 2 mL Agilent

5.2- Reactivos y disolventes

e Acetato de amonio, Fluka (Suiza)

Acetona calidad HPLC-MS, Fluka (Suiza)
Acetonitrilo calidad HPLC-MS, PanReac (Esparia)
Acido acético, Fluka (Suiza)

Acido férmico, Honeywell (EEUU)

Agua calidad HPLC-MS, Honeywell (EEUU)
Argon gas, Praxair (EEUU)

Formiato de amonio, Agilent (EEUU)

Hidrdxido de sodio, Panreac (Espafia)

Metanol calidad HPLC-MS, Honeywell (EEUU)
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e Nitrgeno gas, Praxair (EEUU)

e Octadecilsilano, Agilent (EEUU)

e Tetrabutilamonio, Sigma-Aldrich (EEUU)
e  Sulfato de magnesio, Panreac (Espafia)

e Patrones empleados:

v’ Plaguicidas muy polares:

> Acido Fosfénico, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)
» Fosetil Aluminio, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)
v" Plaguicidas &cidos:

2,4-D, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)

Acido Giberélico, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)
Clopiralida, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)
Diclorprop, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)
Fluroxipir, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)
MCPA, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)

MCPB, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)
Metaldehido, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)
Triclopir, Dr Ehrenstorfer GmbH (Alemania)

5.3- Instrumentacion

YVVVVVVYVYYVYYVYYVY

El desarrollo y validacion de dos métodos multiresiduales para la determinacion de
plaguicidas muy polares y &cidos en citricos se llevd a cabo mediante un cromatografo de
liquidos acoplado a un espectrémetro de masas, en concreto un triple cuadrupolo (HPLC-
QqQ) (Figura 21). El cromatografo de liquidos es un Waters Alliance 2695 Separations
Module que consiste en una bomba cuaternaria de mezcla a baja presion, un compartimento
termostatizado de columna y un muestreador automatico.

El espectrometro de masas es un Micromass Quattro Micro API con una interfase ESI y un
analizador de masas QQQ.
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5.4- Preparacion de soluciones patrén
> Disolucion patrén 1000 mg L™ (DPATpatron)

Se pesd en una balanza analitica de precision £0.1 mg, (20 = 2.0) mg de cada patron
directamente en un aforado de 20 mL. A continuacidn, se enrasé con metanol con la ayuda
de un vaso de precipitados de 100 mL. Luego, se agitd y sonicé durante 5 minutos y se
traspasé a una botella de vidrio ambar con tapon rosca de 30 mL.

e Plaguicidas muy polares

> Disolucion patron 10 mg L™ en Tetrabutilamonio

Se cogi6 un vial de 2 mL transparente y se afladi6 con una pipeta automatica 20 pL del DPAT
anterior de cada compuesto (Fosetil-Al y Acido Fosfonico) y 20 uL de Terc-butilamonio.
Para luego, acabar afiadiendo 1960 pL de metanol y se sonico.

e Plaguicidas acidos

> Disolucion patrén 10 mg L™

Se cogi6 un matraz aforado de 10 mL y se afiadio con una pipeta automatica 100 pL de los
DPAT anteriores de cada compuesto (2,4-D, Acido giberélico, Clopiralida, Diclorprop,
Fluroxipir, MCPA, MCPB, Metaldehido, Triclopir). Para luego, acabar afiadiendo 1.1 mL de
metanol y se sonico.

5.5- Desarrollo del método cromatografico

5.5.1- Método para plaguicidas muy polares

El objetivo es desarrollar un método que permita determinar plaguicidas muy polares (Fosetil-
Al y Acido fosfonico) hasta 50 pug Kg* en frutas, ya que el LMR que marca la legislacion
europea es de 75 mg Kg™. Debido a futuros cambios en la legislacion, se prefiere alcanzar un
limite de cuantificacion (LOQ) mas bajo.

e Infusionar

Con el fin de obtener una disolucion patron de 10 mg L%, en un vial se pipetearon 10 pL de
la disolucion patrén de 1000 mg L™ de Fosetil-Al (o Acido fosfénico) y 990 pL de MeOH.

Para infusionar en el equipo, se inyectd directamente en el espectrometro de masas con una
jeringa de 10 pL. A continuacion, con el programa MassLynx se obtuvo el ion precursor y
dos iones producto tanto para el Fosetil-Al como para el Acido fosfonico (Figuras Al y All).
Ademas, se optimizé la energia del cono y de colision, seleccionando el valor que generaba
mayor sensibilidad en los picos (mayor intensidad). Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 4.

Tabla 4. Tabla resumen de la infusion de los plaguicidas muy polares con las dos transiciones
seleccionadas. Nota: La transicién 1 es la de cuantificacion (més sensible) y la transicién 2 es la de
confirmacion (menos sensible). (Ec, energia de colision).

Compuestos Transicién 1, Ec (eV), Cono (V)  Transicion 2, Ec (eV), Cono (V)

Fosetil-Al (ESI-) 109.0 > 81.0, 10, 20 109.0 > 63.0, 20, 20
AC'd‘()ggf‘_c)O”'co 81.0 > 79.0, 15, 33 81.0 > 63.0, 25, 33
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e Método cromatografico

Una vez seleccionadas las transiciones, se desarroll6 un método de monitorizacion de
reaccion mdaltiple (MRM, del inglés Multiple Reaction Monitoring). Con el método ya
elaborado, se procedio6 a inyectar en la columna Atlantis T3 Ci 100 A 2.1x100 mm, 3 pm
termostatizada a 40°C los dos compuestos a 1 mg L en diferentes concentraciones (25 mM
y 2.5 mM) de TBA (Figura Alll).

Para la separacion cromatografica se usé un gradiente en fase reversa consistente en la mezcla
variable de una fase acuosa (A) que comprendia el agua y una fase orgéanica (B) que contenia
acetonitrilo (Tabla 5).

Tabla 5. Primer gradiente empleado para la separacidn cromatografica de los plaguicidas muy polares
con acetonitrilo.

Tiempo %B

0.00 2
3.00 2
3.10 60
7.00 60
7.10 2
11.00 2

Los resultados mostraron que a mayor cantidad de TBA, mayor sensibilidad e intensidad del
Fosetil-Al, pero sucedia lo contrario para el Acido fosfénico. Por lo tanto, como el Acido
fosfonico era menos sensible que el Fosetil-Al (menor intensidad) se establecié un
compromiso entre los dos compuestos y se optimizd la concentracion de TBA a 2.5 mM.

A continuacion, se procedié a afiadir 2.5 mM de TBA a cada compuesto de 1 mg Ly se
comprobd que lo anteriormente planteado era cierto. Los resultados de esta prueba se
muestran las figuras AIV y AV.

Los picos cromatograficos eran adecuados y salian a tiempos cortos. Ademas, el area del pico
para el Fosetil-Al tenia un valor grande, pero no era asi para el Acido fosfonico. Por lo que
se procedid a realizar otra prueba con un mix de los dos compuestos a 1 mg L™ en agua
(Figura AVI).

En los cromatogramas no se encontraron los compuestos debido a que la relacion sefial/ruido
(S/N) era baja. Por lo tanto, se cambid el gradiente para mejorar la sensibilidad (Tabla 6) y
se prepar6 otro mix a 1 mg L™ de Fosetil-Al y 10 mg L™ de Acido fosfénico, porque se penso
gue los compuestos se podian haber degradado (Figura AVII).

Se observo que los compuestos volvian a salir y se mejoro la sensibilidad, llegando a obtener
areas de 117774 para el Fosetil-Al y 761719 para el Acido fosfonico. Con esto, se decidio
diluir el mix x10 (Figura AVIII).
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Tabla 6. Segundo gradiente empleado para la separacion cromatografica de los plaguicidas muy polares
con acetonitrilo.

Tiempo %B

0.00 5
1.20 15
2.00 15
2.10 60
7.00 60
7.10 5
11.00 5

Las pruebas mostraron una pérdida en la sensibilidad del método obteniendo areas de 5916
en el caso de Fosetil-Al y 4277 para el Acido fosfonico. Pero para llegar a establecer un
método para determinar estos contaminantes a 50 pg Kg™ se necesitaba mejorar mas la
sensibilidad, por lo que se probd afiadiendo Acido formico en la fase movil (A), en tres
porcentajes diferentes: 0.5, 0.1 y 0.01% (Figuras AlX, AX y AXI).

En base a los resultados, se escogid el 0.1 % de Acido férmico en la fase movil, ya que
aumentaba la sensibilidad. Asi las areas fueron de: 4118 (0.5 % Acido formico), 8469 (0.1 %
Acido formico) y 9394 (0.01 % Acido formico) para el Fosetil-Al, luego areas de 20141 (0.5
% Acido formico), 31909 (0.1 % Acido férmico) y 25307 (0.01 % Acido formico) para el
Acido fosfénico. Por lo tanto, esos valores de las areas nos confirmaban que se podria diluir
x10 (Figura AXII).

La sensibilidad disminuy6 sustancialmente como demuestran sus areas: 646 (Fosetil-Al) y
1453 (Acido fosfonico), l6gico debido a que se diluyd, pero disminuy6 sustancialmente para
el Acido fosfonico. Por esto, se decidié cambiar el disolvente organico y emplear metanol,
ademas de usar otro gradiente mas suave (Tabla 7). Esto se prob6 con una disolucion de 100
ug L (Figura AXIII). Pero con este cromatograma se observo que con este método no
éramos capaces de conseguir ver el Fosetil-Al a 10 pg L™.

Tabla 7. Gradiente empleado para la separacion cromatogréafica de los plaguicidas muy polares con

metanol.
0.00 2
1.30 2
3.00 15
3.10 60
7.00 60
7.10 2
11.00 2
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En las pruebas se observd que la sensibilidad aument6 para los dos compuestos: 15546
(Fosetil-Al) y 3398 (Acido fosfonico), pero la S/N disminuyé. Por lo que, an se necesitd
aumentar mas para llegar al objetivo de 50 pg Kg™. A continuacion, se prob6 a inyectar los
dos compuestos a 50 pg L* afiadiendo diferentes concentraciones de TBA en la fase movil:
0.5 mM, 0.25 mMy 0.06 mM (Figuras AXIV, AXV y AXVI).

Los compuestos mejoraron en sensibilidad: 45271 (Fosetil-Al) y 16892 (Acido fosfonico),
ademés de la forma de pico al trabajar con 0.06 mM de TBA en la fase mévil. Como
demuestran sus areas, se puede seguir diluyendo 10 veces mas para llegar a un LOQ maés
bajo. En este caso, se tratd de llegar a 25 pg L™ (Figura AXVII).

En esta prueba, disminuy6 la S/N en los dos compuestos, pero fue mas evidente en el Acido
fosfonico, por lo que se decidio establecer el limite en 50 ug Kg™.

El método desarrollado se decidio probar en muestras blanco de naranja y fortificadas a tres
niveles: 5, 50 y 500 pg Kg™.

e Preparacion de muestras fortificadas

La preparacion de muestra se basa en el método de extraccion Quick Polar Pesticides
(QuPPe).

La muestra blanco de naranja se tritur6 y homogeneizé con una Thermomix. El triturado, se
paso a una bolsa hermética de plastico debidamente etiquetada. A continuacidn, se peso en
un tubo Falcon de 50 mL (10.00 £ 0.1) g de muestra. Luego, se pipetearon 50 pL del mix a
10 mg L%, en el caso de trabajar con el fortificado a 0.050 mg/Kg, 500 uL del mismo mix
para el fortificado a 0.500 mg/Kg y 50 pL de cada uno de los patrones a 1000 mg L para el
fortificado a 5 mg/Kg. Se dejo en contacto 15 minutos.

Al finalizar el tiempo, se afiadié agua a los 3 fortificados (1.45 mL en el fortificado a 0.050
9/Kg, 1 mL en el fortificado a 0.500 g/Kg y 1.4 mL en el fortificado a 5 g/Kg), ademas de 10
mL de MeOH acidificado al 1% de &cido férmico con agitacion manual de 5 segundos.
Después, se agité durante 5 minutos en el agitador de probetas y se centrifugd durante otros
5 minutos a 4000 rpm. Para finalizar, con una jeringa se tomé 3 mL de extracto del tubo
Falcon y se pasé por un filtro de nylon de 0.22 um directamente al vial correspondiente con
el cédigo de identificacion.

e Aplicacion del método a muestras fortificadas

Los resultados para el blanco y los fortificados a 5, 50 y 500 pg Kg™ se muestran en las
figuras AXVIII, AXIX, AXX y AXXI, respectivamente.

El blanco de muestra nos mostrd6 que no contenia ninguno de los dos compuestos a
determinar, pero en las muestras fortificadas se observé una banda ancha de baja sensibilidad
y baja S/N con el método elaborado con anterioridad. Por lo tanto, se decidio diluir x2 y x5
los extractos de los fortificados a 50 y 500 pg Kg?, con el fin de mejorar la relacion S/N
(Figuras AXXII, AXXI11, AXXIV y AXXV).

En las diluciones x2 y x5 a 50 pg Kg™ se pudo apreciar que mejoraba la separacion, pero la
relacion S/N era baja y sobre todo para el Acido fosfénico. En cambio, en el fortificado a 500
ng Kg™ diluido x2 se mejoré la sensibilidad y las areas: 10702 (Fosetil-Al) y 1436 (Acido
fosfonico), por lo que nos indicaron que se podia diluir més, pero necesitdbamos llegar a un
LOQ mas bajo.

Entonces, al ver el fortificado a 500 pg Kg? diluido x5 se pudo apreciar que se mejoro la
sensibilidad y la relacién S/N como demostraron sus areas: 6118 (Fosetil-Al) y 539 (Acido
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fosfénico), pero también nos indicaba que no éramos capaces de diluir mas nuestra muestra.
Por lo que, se cambio el disolvente organico y se probo6 con 2-propanol, ya que tenia mayor
poder de elucion y podria hacer que los picos saliesen mas eficaces (Figura AXXVI). Para
ello, también se modifico el gradiente (Tabla 8).

Tabla 8. Gradiente empleado para la separacion cromatografica de los plaguicidas muy polares con 2-

propanol.
0.00 2
1.30 2
3.00 15
3.10 60
7.00 60
7.10 2
11.00 2

Los resultados obtenidos al emplear el 2-propanol fueron significativamente mejores que los
anteriores, por mejorar la sensibilidad y la forma de pico de los dos compuestos (aunque para
el Acido fosfonico no fue suficiente). Las areas fueron de: 6033 (Fosetil-Al) y 1717 (Acido
fosfénico), con lo que se demostrd que no era suficiente esa mejora de la sensibilidad y no
seriamos capaces de ver los compuestos a 50 pg Kg™. Por lo tanto, este método quedo a la
espera de seguir haciendo pruebas.

5.5.2- Método para plaguicidas acidos

El objetivo es desarrollar un método que permita determinar 9 plaguicidas acidos (2,4-D,
Acido Giberélico, Clopiralida, Diclorprop, Fluroxipir, MCPA, MCPB, Metaldehido,
Triclopir), de forma simultanea y que permita llegar a un LOQ de 10 pg Kg™* en frutas.

e Infusionar

En un vial se pipetearon 10 pL de la disolucion DPAT patrén de 1000 mg L™ de cada uno de
los plaguicidas &cidos y 990 uL de MeOH con la pipeta automatica, con el fin de obtener una
disolucion patron de 10 mg L e infusionar en el equipo. Los resultados obtenidos de la
infusion se muestran en la tabla 9.

e Maétodo cromatografico

Con las transiciones se desarrolla un método MRM. Con el método ya creado, se procedi6 a
inyectar en la columna Atlantis T3 C1s 100 A 2.1x100 mm, 3 pm termostatizada a 40°C los 9
compuestos a 10 y 100 pg L (Figuras AXXVII, AXXVII, AXXIX y AXXX).

Para la separacion cromatografica se uso un gradiente (Tabla 10) en fase reversa consistente
en lamezcla variable de una fase acuosa (A) que contenia agua al 0.01% de acido acético con
2 mM de acetato amdnico y una fase organica (B) que contenia metanol al 0.01% de acido
acético con 2 mM de acetato amonico.
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Tabla 9. Tabla resumen de los plaguicidas acidos con las dos transiciones. Nota: El Metaldehido al ser

un heterociclo con oxigenos se compleja con el amonio de la fase movil.

Compuestos

Transicién 1, Ec (eV), Cono (V)

Transicién 2, Ec (eV), Cono (V)

2,4-D (ESI-)

218.4>161.0, 15, 20

218.9.0 > 124.9, 30, 20

Acido giberélico
(ESI-)

345.0 > 239.2, 15, 39

345.0 > 143.0, 25, 39

Clopiralida (ESI+)

191.9 > 146.0, 20, 12

191.9 > 110.0, 25, 12

Diclorprop (ESI-)

223.1>161.2, 15, 20

233.1>125.1, 30, 20

Fluroxipir (ESI-)

253.0>195.1, 15, 16

253.0>233.0, 5, 16

MCPA (ESI-) 199.0 > 141.1, 15, 22 199.0 > 105.0, 30, 22
MCPB (ESI-) 227.1 > 141.0, 15, 20 227.1 > 105.0, 45, 20
Metaldehido

(ESI+) 194.0 > 106.0, 5, 30 194.0 > 62.0, 5, 30

Triclopir (ESI-) 253.9 > 196.0, 15, 20 253.9 > 218.0, 15, 20

Tabla 10. Gradiente empleado para la separacion cromatografica de los plaguicidas &cidos.

Tiempo %B

0.00 0
5.00 100
15.00 100
15.01 0

Los resultados demostraron que la sensibilidad fue alta para 10 pg L™ pero disminuia de forma
incomprensible a 100 pg L™ Ademas, los compuestos analizados en polaridad positiva
(Metaldehido y Clopiralida) se determinaron con una baja S/N. Por lo tanto, se volvieron a
inyectar los mix a 10 y 100 pg L™ tratando de mejorar la sensibilidad cambiando el gradiente
(Tabla 11) y volviéndolos a infusionar a 10 mg L™ utilizando como disolvente la fase movil
B (Tabla 12), estas pruebas se encuentran en las figuras AXXXI, AXXXII, AXXXIIl y
AXXXIV.

Tabla 11. Segundo gradiente empleado para la separacion cromatografica de los plaguicidas acidos.

Tiempo %B

0.00 5
5.00 95
15.00 95
15.01 5
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Tabla 12. Tabla resumen de la infusién de los plaguicidas acidos optimizados con la fase movil.

Compuestos Transicién 1, Ec (eV), Cono (V)  Transicion 2, Ec (eV), Cono (V)
2,4-D (ESI-) 218.4 > 161.0, 15, 20 218.9.0 > 124.9, 30, 20
Ac'd‘zgébl‘f)re"co 345.0 > 239.2, 15, 39 345.0 > 143.0, 25, 39

Clopiralida (ESI+)

191.9 > 146.0, 20, 21

191.9 > 110.0, 25, 21

Diclorprop (ESI-)

223.1>161.2, 15, 16

233.1>125.1, 30, 16

Fluroxipir (ESI-)

253.0>195.1, 15, 15

253.0>233.0, 5, 15

MCPA (ESI-)

199.0 > 141.1, 15, 22

199.0 > 105.0, 30, 22

MCPB (ESI-)

227.1>141.0, 15, 22

227.1>105.0, 45, 22

Metaldehido
(ESI+)

194.0 > 106.0, 5, 10

194.0 > 62.0, 5, 10

Triclopir (ESI-)

253.9>196.0, 15, 20

253.9 > 218.0, 15, 20

En esta prueba se observé que los compuestos al infusionarlos con la fase movil variaron las
energias de cono debido a los contraiones presentes en dicha fase. Ademas, la sensibilidad
aument6 a 100 pg L%, tanto para la ionizacion en positivo como en negativo. En cambio, a
10 pg L mejoré para los compuestos con ionizacion positiva como el Metaldehido, pero no
tanto para la Clopiralida (pico doble), ademas disminuyo el area para la ionizacién negativa
de dos compuestos: Acido giberélico y Triclopir.

Con estos resultados, se decidié probar en muestras fortificadas a 10 y 100 ug Kg™.
e Preparacion de muestras fortificadas

La preparacion de muestra se basa en el método de extraccion en fase sélida dispersiva
(QUEChERS).

Se aplico el procedimiento descrito en el apartado 4.8.1, sin afiadir ISLC10. El extracto
resultante se filtro con un filtro de nylon de 0.22 um directamente al vial correspondiente.

e Aplicacion del método a muestras fortificadas

Los resultados para las muestras fortificadas a 10 y 100 pug Kg* se muestran en las figuras
AXXXV, AXXXVI, AXXXVIIy AXXXVIII.

En dichas pruebas se observd que a 100 pug Kg* los compuestos presentaron una buena
sensibilidad como demostraron sus areas, excepto la Clopiralida que es una banda. En
cambio, a 10 pug Kg? los compuestos en polaridad negativa fueron eficaces, pero las areas
fueron pequefias para tres de ellos: Acido Giberélico, Triclopir y Fluroxipir. En polaridad
negativa, la sensibilidad fue baja tanto para el Metaldehido (area pequefia) como para la
Clopiralida (banda), pero la transicion del metaldehido era selectiva. Para mejorar la
sensibilidad en el fortificado a 10 pg Kg*, se tratd de inyectar mas volumen de muestra y se
probo con 20, 30 y 40 pL (Figuras AXXXIX, AXXXX, AXXXXT, AXXXXT, AXXXXIII
y AXXXXIV).

A la vista de los resultados, se comprob6 que a mayor volumen de inyeccién disminuia la
sensibilidad y la S/N. Debido a esto, se decidié quedarse con el volumen de inyeccién
empleado en las primeras muestras fortificadas que era de 10 pL.
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A continuacion, se decidid probar en el fortificado a 10 g Kg™ una mayor cantidad de acido
acetico en la fase movil, en concreto un 0.1 % y empleando el mismo gradiente, con el
objetivo de mejorar la sensibilidad de la Clopiralida (Figuras AXXXXV y AXXXXVI).

En las pruebas se observo que la sensibilidad aumentd sustancialmente para todos los
compuestos como demostraron sus areas. Ademas, para la Clopiralida se visualiz6 un pico en
la transicion de cuantificacion. Pero no fue asi para la transicion de confirmacion del MCPB
(227.1 > 105.0) (Figura AXXXXVI1) y se decidi6 volver a infusionar una disolucion patrén
a 10 mg L en daughter scan, para ver si el fragmento lo generaba el ion producto (141.1) en
vez del ion precursor. Esto ultimo fue lo que paso, el fragmento a 105.0 lo generaba el ion
producto y se modificé en el método MRM. Por altimo, se volvié a inyectar el fortificado a
10 pg Kg? en las mismas condiciones anteriores para comprobar este cambio (Figuras
AXXXXVITy AXXXXIX).

Los resultados que se observaron en la prueba fueron exitosos para la transicion de
confirmacion del MCPB, ya que salié un pico de baja sensibilidad, pero mayor S/N. En
cambio, para la Clopiralida y las transiciones de confirmacion del Acido giberélico y Triclopir
tenian una baja S/N y muy poca sensibilidad. Por lo tanto, se decidi6 volver a infusionarlos
otra vez en el equipo y obtener otra transicion mas sensible o selectiva.

En el caso del Triclopir se obtuvieron los mismos resultados, pero como su estructura
contiene cloros, se obtuvo la misma transicion del is6topo con CI¥” del ion molecular. En
cambio, para el Acido giberélico como se volvieron a obtener los mismos resultados se prob6
a infusionarlo en ionizacion positiva, ya que sabiendo su pKa (4) y que el pH de la fase movil
(2) lo mantendria protonado, incluso se podria amoniar con dicha fase. A la vista de los
resultados, se comprobd que se amoniaba con la fase movil y se consiguieron optimizar dos
transiciones. Por ultimo, en la Clopiralida se decidié continuar con el método de los 8
plaguicidas restantes, ya que sus transiciones son muy poco selectivas y muy ruidosas. El
nuevo método de MRM se muestra en la tabla 13.

Tabla 13. Tabla resumen de la infusion de los plaguicidas acidos optimizados con la fase mévil. Nota: El
Acido giberélico se compleja con el amonio de la fase movil.

Compuestos Transicién 1, Ec (eV), Cono (V) Transicion 2, Ec (eV), Cono (V)

2,4-D (ESI-) 218.4>161.0, 15, 20 218.9.0>124.9, 30, 20
Acido giberélico
(ESI+) 364.0>329.2, 10, 15 364.0 > 239.0, 15, 15
Clopiralida (ESI+) 191.9 > 146.0, 20, 21 191.9>110.0, 25, 21
Diclorprop (ESI-) 223.1>161.2,15, 16 233.1>125.1, 30, 16
Fluroxipir (ESI-) 253.0>195.1, 15, 15 253.0>233.0,5,15
MCPA (ESI-) 199.0 > 141.1, 15, 22 199.0 > 105.0, 30, 22
MCPB (ESI-) 227.1>141.0, 15, 22 141.1 > 105.0, 22, 20
Metaldehido
(ESI+) 194.0 > 106.0, 5, 10 194.0 > 62.0, 5, 10
Triclopir (ESI-) 255.9 >198.0, 15, 20 253.9 > 196.0, 15, 20

A continuacion, se volvio a inyectar el fortificado a 10 pg Kg™ con el nuevo método elaborado
(Figuras AL y ALI).
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En estas pruebas se observé que los compuestos modificados con anterioridad mejoraron en
sensibilidad (demasiado para la transicion de cuantificacion del Acido giberélico debido a
que es una hormona que secretan las plantas de forma natural). Los demés compuestos
continuaron con una sensibilidad muy similar a la obtenida en las figuras AXXXXVIII y
AXXXXIX. Con estos resultados se elabord una recta de calibrado utilizando el método del
patrén interno (Trifenilfosfato, TPP) para corregir el efecto matriz y los errores con respecto
a la extraccion. Ademas, se volvieron a preparar dos muestras fortificadas a 10 y 100 pg Kg
! afiadiendo 100 pL de ISLC10.

e Recta de calibrado

La recta de calibrado se elabor6 con 5 puntos (SO a S4) como se describe en la tabla 2, dentro
del apartado 4.6.

e Cuantificacion

En primer lugar, se infusiond el TPP a 10 mg L™ en el equipo y los resultados se muestran en
la tabla 14.

Tabla 14. Tabla resumen de la infusidn del patron interno.

Compuestos Transicién 1, Ec (eV), Cono (V)

TPP (ESI+) 327.2 > 152.0, 30, 45

A continuacion, se elabor6 el método de cuantificacion para los 9 plaguicidas y el patron
interno, en el cual se cogieron los resultados de la tabla 13 y tabla 14 para su realizacion.

Con el método de cuantificacion ya elaborado, se procedi6 a inyectar la recta de calibrado y
dos muestras fortificadas por duplicado (Figuras ALII, ALIII, ALIV, ALV, ALVI, ALVII,
ALVIII, ALIX, ALX y ALXI).

El criterio de aceptacion para un método se establece cuando la recuperacion se encuentra
entre un 70-110 % y un RSD < 20 %. Por lo tanto, con los resultados de la cuantificacion se
calculd la media de las recuperaciones para cada uno de los compuestos y se comprob6 que
entraran dentro del limite estipulado (Figura 22).
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Triclopir Fluroxipir Diclorprop MCPB 24D MCPA fcido giberdlico Clopiralida Metaldehido

Figura 22. Gréfica resumen de las recuperaciones medias para los plaguicidas acidos a 10 y 100 pg Kg-
!, Nota: Las barras azules son los compuestos a 10 ug Kg?y las barras naranjas son los compuestos a 10

Hg Kg™.
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Todos los compuestos a excepcion de la Clopiralida y Metaldehido (10 pg Kg?) se
encontraron dentro del intervalo de aceptacion. Por lo que se necesito evaluar el RSD del
método (Figura 23)
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S om D---D_I:ID B = =

10z Kg-1100 g Ke-1 10ug Ke-1 100 ug Kg-1 102 Kg-1 100 g Kg-1 10pg Ke-1 200 g Ke-1 10 g Kg-1 100 pg Kg-1 10 1g Ke-1 100 g Ke-1 10 g Kg-1 100 pg Kg-1 10pg Kg-1 100 g Kg-1 10 1g Kg-1 100 pg K1
Triclopir Fluroxipir Diclorprop McPg 24D MCPA Acido giberdlico Clopiralida Metaldehido

Figura 23. Gréfica resumen del RSD para los plaguicidas &cidos a 10 y 100 ug Kg™. Nota: Las barras
azules son los compuestos a 10 pg Kgty las barras naranjas son los compuestos a 10 pg Kg™.

El RSD calculado para los 9 compuestos fue inferior al 20 %, pero no fue asi para la
Clopiralida. A modo resumen, el método quedd establecido para la determinacion de 8
plaguicidas &cidos, ya que la Clopiralida tenia una baja sensibilidad (una banda) y no entr
dentro de los limites para aceptarla. En cambio, los deméas cumplieron el criterio de
aceptacion, a excepcion de la muestra fortificada a 10 pug Kg* del Metaldehido. Con esta
informacién se establecio el LOQ que es el punto de menor concentracion de la recta de
calibrado que puede ser determinado con certeza estadistica razonable. Entonces, en el
método desarrollado fue de 10 pg Kg™ para el Triclopir, Fluroxipir, Diclorprop, MCPB, 2,4-
D, MCPA y Acido giberélico. 100 ug Kg™ para el Metaldehido y no se pudo establecer para
la Clopiralida.

Ademas, se calculd el LOD que es la menor cantidad de analito que puede ser medido con
una certeza estadistica razonable. Los resultados del LOD, ademas del LOQ para cada
compuesto se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Tabla resumen con el LOD y LOQ calculado para los 8 plaguicidas acidos desarrollados en el

método.

Compuestos LOD (ug Kg?) LOQ (ug Kg™?)
Triclopir 0.16 10
Fluroxipir 0.75 10
Diclorprop 0.60 10

MCPB 1.05 10
2,4-D 0.40 10
MCPA 0.75 10
Acido giberélico 450 10
Metaldehido 1.15 100
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6. Conclusiones

Se han desarrollado y optimizado dos métodos multiresiduo para analisis de plaguicidas muy
polares y &cidos en citricos. Para ello se empled la cromatografia liquida en fase reversa y uso
de pares idnicos acoplada a la espectrometria de masas en tandem.

Las conclusiones extraidas de este proyecto son las siguientes:

e Latécnica HPLC-MS/MS (QgQ) es de las preferidas para la deteccidn de plaguicidas
muy polares y acidos presentes en citricos. Esto es debido a la excelente sensibilidad
y selectividad al trabajar en el modo Selected Reaction Monitoring (SRM).

e Las columnas en fase reversa son adecuadas para detectar los plaguicidas acidos. En
cambio, para los muy polares se necesita de un reactivo formador de pares i6nico para
conseguir separarlos en la columna cromatografica.

e Las muestras de citricos contienen estos compuestos perjudiciales para la salud. Por
lo tanto, se necesitan monitorizar.

Ademas, se realiz6 una inmersion en el laboratorio preparando muestras para el cromatégrafo
de liquidos y gases ambos acoplados a la espectrometria de masas en tindem, obteniendo unas
cualidades en este aprendizaje como las que se muestran a continuacion:

e Organizacion y planificacion del trabajo en el laboratorio
¢ Resolucién de problemas analiticos dentro del laboratorio.
e Familiarizarse con el mundo de la empresa.
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8. Anexo

Figura Al. Espectro de masas resultado de la infusion del Fosetil-Al a 10 mg L.

FOSETYL-AL(CE3D) 14 (0.099) Cm (2:20)
100

nE ]

=TT T T T T T T T T T T T T
B T T2 T4 W T8 M &2 84 8 B W @ ¥ o6 @ M0 102 1M 106 16
Daughters of 102E5-
100, 8 4066
& -
T T T T T T T T T T T T T
60 @ 64 66 88 70 T2 T4 W T8 @ 8 8% 8 W @ W 6 @ 10 102 14 106 108
FOSETYL-AL(CE20) 14 (0.099) Cm (2:28) Datughters of 10265
568

106 ' 1l
Daughters of 108E5-
14887

1 mz
a0
' 8
™ 109
/\ f\l . £ miz
a0

T T
106 108

-
8
&
@
-
-
g
5
®

=)

&
8
&
2
-
o
g
5
®

Daughters of 10255~

8l
109
] ﬂ
5 9
0 T T T miz
]

T
106

-
=
-
e
.
.
g
B
®

Daugfiters of

100 108
o
8
0 pat 2 mz
e 1B

8 60 @ 64 8 68 70 T2 T4 M 78 a0 | & | & & @ @ 9@ % g @ M0 1@

Figura All. Espectro de masas resultado de la infusion del Acido fosfonico a 10 mg L.

PHOSPHONIC ACID 10 PPM DAGHTER SCAN 45§ {1035) Cm (227) Daughiersof41ES.
. - 2285

LEy

! r A

H . el 4 miz
5 O% 8 % @ &
PHOSPHONIC ACID 10 PPM DWGHTER SCAN 35 §{0.085) Cm {228) Daughters of 51E5-
1 83 33
&
83
[
# T8 iy
= T T — T T T N t T T — T T S — f T T ) — T {m— T
2 0H ¥ % ¥ N OH F B &1 82 B M 6 86 & mno"” n#MnWw™ TOW W oW R &
PHOSPHONIC ACID 10 PPM DASHTER SCAN 25 S400035) Cm (229) Diaughizrs: :dE-'ES—_
100 7} o 1176
al? ™
at.
Bl
B ;] by
2 08B ¥ % % & % 5 8 & & B B 65 o6 & B B W N M W MWW T WM oMW oM

PHOSPHONIC ACID 10 PPM DAGHTER SCAN 15 15 Daughiess of &1

10 "3
]
IS 5181
w2t a1
; A%
o L : T

2 08 % % % a4 % 9

=
=
ol
2
-
o
=
@
=
=]
=
=
=]
=
o
=
=
=

41

——
| —



ANEXO

Figura Alll. Cromatogramas resultado de las pruebas con TBA en el vial, a la izquierda se encuentran
los cromatogramas del Acido fosfonico (1 mg L) en 25 mM (arriba) y 2.5 mM de TBA (abajo). A la
derecha se encuentran los cromatogramas del Fosetil-Al (1 mg L) en 25 mM (arriba) y 2.5 mM de TBA

(abajo).
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Figura AV. Cromatograma TIC obtenido para el Acido fosfénico (1 mg L™).
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Figura AVI. Cromatograma TIC (arriba) de los dos compuestos a 1 mg L™, debajo el cromatograma de
la transicion 109>91 del Fosetil-Al y por Gltimo el cromatograma de la transicion 81>79 del Acido

fosfonico.
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Figura AVII. Cromatograma de la transicion 109>91 a 1 mg L™ de Fosetil-Al (arriba) y cromatograma
de la transicion 81>79 del Acido fosfénico (abajo) a 10 mg L™
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Figura AVI1I11. Cromatograma de la transicién 109>91 a 0.1 mg L™ de Fosetil-Al (arriba) y
cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfonico (abajo) a 1 mg L.
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Figura AlX. Cromatograma de la transicion 109>91 a 0.1 mg L* de Fosetil-Al (arriba) y cromatograma
de la transicion 81>7 a, 1 mg L de Acido fosfénico (abajo) con 0.5% de Acido férmico en la fase movil.
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Figura AX. Cromatograma de la transicién 109>91 a 0.1 mg L de Fosetil-Al (arriba) y cromatograma
de la transicion 81>7 a, 1 mg L de Acido fosfénico (abajo) con 0.1% de Acido férmico en la fase movil.
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Figura AXI. Cromatograma de la transicion 109>91 a 0.1 mg L* de Fosetil-Al (arriba) y cromatograma
de la transicién 81>7 a, 1 mg Lt de Acido fosfonico (abajo) con 0.01% de Acido férmico en la fase

movil.
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Figura AXI1. Cromatograma de la transicion 109>91 a 10 pg L de Fosetil-Al (arriba) y cromatograma
de la transicion 81>79 a 100 pg L™ de Acido fosfénico (abajo) con 0.1% de Acido formico en la fase

movil.
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Figura AXI11. Cromatograma de la transicién 109>91 a 100 pg L™ de Fosetil-Al (arriba) y
cromatograma de la transicion 81>79 a 100 pg L™ de Acido fosfénico (abajo) con 0.1% de Acido
formico en la fase mévil y Metanol como disolvente orgéanico.
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Figura AXIV. Cromatograma de la transicion 109>91 a 50 pg L de Fosetil-Al (arriba) y
cromatograma de la transicion 81>79 a 50 ug L™ de Acido fosfénico (abajo) con 0.1% de Acido férmico
y 0.5 mM de TBA en la fase movil y Metanol como disolvente orgéanico.
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Figura AXV. Cromatograma de la transicion 109>91 a 50 ug L* de Fosetil-Al (arriba) y cromatograma
de la transicion 81>79 a 50 pug Lt de Acido fosfonico (abajo) con 0.1% de Acido férmico y 0.25 mM de
TBA en la fase movil y Metanol como disolvente orgénico.

Prueba Fosetyl 50 ppb Phosphonic 50 ppB TBA 1 mM fase mobil 0.1% FA 0.25 mM TBA 950 detector columr
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Figura AXVI. Cromatograma de la transicién 109>91 a 50 pg L de Fosetil-Al (arriba) y
cromatograma de la transicion 81>79 a 50 pg L de Acido fosfonico (abajo) con 0.1% de Acido férmico
y 0.06 mM de TBA en la fase mévil y Metanol como disolvente orgénico.
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FOS055 MRM of 4 Channels ES-
100+ 407 109 > 81 (Fosetyl-Al)

. 1.90e5

0_
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
FOS055 MRM of 4 Channels ES-
100 262 81> 79 (Phosphonic acid)

1.02e5

Time

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 T7.00 8.00 9.00 10.00

48

——
| —



ANEXO

Figura AXVII. Cromatograma de la transicion 109>91 a 25 pg L* de Fosetil-Al (arriba) y
cromatograma de la transicion 81>79 a 25 ug L™ de Acido fosfonico (abajo) con 0.1% de Acido féormico
y 0.06 mM de TBA en la fase mévil y Metanol como disolvente organico.

Prueba Fosetyl 25 ppb Phosphonic 25 ppB fase mobil 0.01% FA 0.06 mM TBA dis. H20:MeOH 1% FA (50:50)
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Figura AXVIII. Blanco muestra de naranja, arriba se encuentra el cromatograma de la transicion
109>91 del Fosetil-Al y cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfénico (abajo) con 0.1% de
Acido férmico y 0.06 mM de TBA en la fase mévil y Metanol como disolvente organico.
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Figura AXIX. Muestra fortificada 50 pg Kg, arriba se encuentra el cromatograma de la transicion
109>91 del Fosetil-Al y abajo el cromatograma de la transicién 81>79 del Acido fosfonico con 0.1% de
Acido férmico y 0.06 mM de TBA en la fase movil y Metanol como disolvente organico.
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Figura AXX. Muestra fortificada 500 pg Kg, arriba se encuentra el cromatograma de la transicion
109>91 del Fosetil-Al y abajo el cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfonico con 0.1% de
Acido férmico y 0.06 mM de TBA en la fase mévil y Metanol como disolvente organico.
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ANEXO

Figura AXXI. Muestra fortificada 5000 pug Kg, arriba se encuentra el cromatograma de la transicién
109>91 del Fosetil-Al y abajo el cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfnico con 0.1% de
Acido férmico y 0.06 mM de TBA en la fase movil y Metanol como disolvente organico.
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Figura AXXII. Muestra fortificada 50 pg Kg* diluida x2, arriba se encuentra el cromatograma de la
transicion 109>91 del Fosetil-Al y abajo el cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfonico
con 0.1% de Acido férmico y 0.06 mM de TBA en la fase movil y Metanol como disolvente organico.
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ANEXO

Figura AXXII1. Muestra fortificada 50 pug Kg* diluida x5, arriba se encuentra el cromatograma de la
transicion 109>91 del Fosetil-Al y abajo el cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfonico
con 0.1% de Acido formico y 0.06 mM de TBA en la fase mévil y Metanol como disolvente organico
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Figura AXXIV. Muestra fortificada 500 pug Kg* diluida x2, arriba se encuentra el cromatograma de la
transicion 109>91 del Fosetil-Al y abajo el cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfonico
con 0.1% de Acido férmico y 0.06 mM de TBA en la fase mévil y Metanol como disolvente orgénico

MF171143_500 dilx2

FOSOTS MRM of 4 Channels ES-
108 > 81 (Fosetyl-Al)
100 62824
=
6.27
o |
1 T T 1 1 1 T T 1 1 1 1 T T 1
1.00 2.00 5.00 7.00 8.00 9.00 10.00
FOSOTS MRM of 4 Channels ES-
100+ 1.36 81=79 :jF'r'Dsp'wri1c gg‘lil
1.38 6Be
4 3.59
=
132
073 - : ] 10.87

L ORI [T Y
- larpeptpdeye

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 T.00 8.00 9.00 10.00

52

——
| —



ANEXO

Figura AXXV. Muestra fortificada 500 pg Kg* diluida x5, arriba se encuentra el cromatograma de la
transicion 109>91 del Fosetil-Al y abajo el cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfonico
con 0.1% de Acido formico y 0.06 mM de TBA en la fase mévil y Metanol como disolvente orgénico
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Figura AXXVI. Muestra fortificada 500 ug Kg* diluida x5, arriba se encuentra el cromatograma de la
transicion 109>91 del Fosetil-Al y abajo el cromatograma de la transicion 81>79 del Acido fosfonico
con 0.1% de Acido férmico y 0.06 mM de TBA en la fase mévil y 2-propanol como disolvente organico
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ANEXO

Figura AXXVII. Patrones de 10 ug L™ de plaguicidas acidos en ESI-, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicion 199>141.1 del MCPA, debajo el cromatograma con la transicion
218.9>161 del 2,4-D, luego el cromatograma con la transicién 227.1>141.1 del MCPB, a continuacion,
el cromatograma con la transicién 233.1>161.2 del Diclorprop, debajo el cromatograma con la
transicién 253>233 del Fluroxipir, luego el cromatograma con la transicién 253.9>218 del Triclopir y
por ultimo, el cromatograma con la transicion 345>239.2 del Acido giberélico.
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Figura AXXVIIL. Patrones de 10 ug L acerca de los plaguicidas &cidos en ESI+, arriba se encuentra
el cromatograma con la transicion 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la
transicion 199.1>62 del Metaldehido.
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Figura AXXIX. Patrones de 100 pg L de plaguicidas acidos en ESI-, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la
transicion 253.9>218 del Triclopir, luego el cromatograma con la transicion 253>233 del Fluroxipir, a
continuacion, el cromatograma con la transicion 233.1>161.2 del Diclorprop, luego el cromatograma
con la transicién 227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la transiciéon 218.9>161 del 2,4-
Dy por altimo, el cromatograma con la transicién 199>141.1 del MCPA.
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Figura AXXX. Patrones de 100 pg L acerca de los plaguicidas acidos en ESI+, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicion 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la

transicion 199.1>62 del Metaldehido.
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ANEXO

Figura AXXXI. Patrones de 10 pg L™* de plaguicidas &cidos en ESI-, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la
transicion 253.9>218 del Triclopir, luego el cromatograma con la transicion 253>233 del Fluroxipir, a
continuacion, el cromatograma con la transicion 233.1>161.2 del Diclorprop, luego el cromatograma
con la transicién 227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la transicion 218.9>161 del 2,4-
Dy por altimo, el cromatograma con la transicién 199>141.1 del MCPA.
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Figura AXXXII. Patrones de 10 pg L™ acerca de los plaguicidas acidos en ESI+, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicion 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la
transicion 194.1>62 del Metaldehido.
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Figura AXXXIII. Patrones de 100 pg L de plaguicidas acidos en ESI-, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la
transicion 253.9>218 del Triclopir, luego el cromatograma con la transicion 253>233 del Fluroxipir, a
continuacion, el cromatograma con la transicion 233.1>161.2 del Diclorprop, luego el cromatograma
con la transicién 227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la transicion 218.9>161 del 2,4-
Dy por altimo, el cromatograma con la transicién 199>141.1 del MCPA.
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Figura AXXXIV. Patrones de 100 pg L™ acerca de los plaguicidas acidos en ESI+, arriba se encuentra
el cromatograma con la transicion 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la
transicion 194.1>106 del Metaldehido.
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Figura AXXXV. Muestra fortificada a 10 pg Kg en ESI-, arriba se encuentra el cromatograma con la
transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la transicion 253.9>218 del
Triclopir, luego el cromatograma con la transicion 253>233 del Fluroxipir, a continuacion, el
cromatograma con la transicion 233.1>161.2 del Diclorprop, luego el cromatograma con la transicion
227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la transicién 218.9>161 del 2,4-D y por Gltimo, el
cromatograma con la transicion 199>141.1 del MCPA.
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Figura AXXXVI. Muestra fortificada a 10 pug Kg* en ESI+, arriba se encuentra el cromatograma con
la transicion 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la transicién 194.1>62 del

Metaldehido.
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ANEXO

Figura AXXXVII. Muestra fortificada a 100 ug Kg* en ESI-, arriba se encuentra el cromatograma con
la transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la transicion 253.9>218 del
Triclopir, luego el cromatograma con la transicion 253>233 del Fluroxipir, a continuacion, el
cromatograma con la transicion 233.1>161.2 del Diclorprop, luego el cromatograma con la transicion
227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la transicién 218.9>161 del 2,4-D y por Gltimo, el
cromatograma con la transicion 199>141.1 del MCPA.
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Figura AXXXVII1. Muestra fortificada a 100 pg Kg* en ESI+, arriba se encuentra el cromatograma
con la transicion 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la transicion 194.1>62 del

Metaldehido.
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Figura AXXXIX. Muestra fortificada a 10 pg Kg en ESI- inyectando 20 pL, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la

transicion 253.9>218 del Triclopir, luego el cromatograma con la transicion 253>233 del Fluroxipir, a
continuacion, el cromatograma con la transicion 233.1>161.2 del Diclorprop, luego el cromatograma
con la transicién 227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la transicion 218.9>161 del 2,4-

Dy por altimo, el cromatograma con la transicién 199>141.1 del MCPA.
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Figura AXXXX. Muestra fortificada a 10 g Kg en ESI+ inyectando 20 pL, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicién 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la
transicion 194.1>62 del Metaldehido.
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Figura AXXXXI. Muestra fortificada a 10 pug Kg* en ESI- inyectando 30 pL, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la
transicion 253.9>218 del Triclopir, luego el cromatograma con la transicién 253>233 del Fluroxipir, a
continuacion, el cromatograma con la transicion 233.1>161.2 del Diclorprop, luego el cromatograma
con la transicién 227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la transicion 218.9>161 del 2,4-
Dy por altimo, el cromatograma con la transicion 199>141.1 del MCPA.
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Figura AXXXXII. Muestra fortificada a 10 pg Kg* en ESI+ inyectando 30 pL, arriba se encuentra el
cromatograma con la transicién 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la
transicion 194.1>62 del Metaldehido.
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Figura AXXXXII11. Muestra fortificada a

10 pg Kg* en ESI- inyectando 40 L, arriba se encuentra el

cromatograma con la transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la
transicion 253.9>218 del Triclopir, luego el cromatograma con la transicion 253>233 del Fluroxipir, a
continuacion, el cromatograma con la transicion 233.1>161.2 del Diclorprop, luego el cromatograma
con la transicién 227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la transicion 218.9>161 del 2,4-

Dy por altimo, el cromatog
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Figura AXXXXIV. Muestra fortificada a
cromatograma con la transicion 191.9
transicién
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10 pg Kg* en ESI+ inyectando 40 pL, arriba se encuentra el
>146 de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la
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Figura AXXXXV. Muestra fortificada a 10 ug Kg™ en ESI- con 0.1 % de Acido acético en la fase movil,
arriba se encuentra el cromatograma con la transicion 345>239.2 del Acido giberélico, debajo el
cromatograma con la transicion 253.9>218 del Triclopir, luego el cromatograma con la transicion
253>233 del Fluroxipir, a continuacion, el cromatograma con la transicién 233.1>161.2 del Diclorprop,
luego el cromatograma con la transicion 227.1>141.1 del MCPB, debajo el cromatograma con la
transicién 218.9>161 del 2,4-D y por ultimo, el cromatograma con la transicién 199>141.1 del MCPA.
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Figura AXXXXVI. Muestra fortificada a 10 ug Kg* en ESI+ con 0.1 % de Acido acético en la fase
movil, arriba se encuentra el cromatograma con la transicion 191.9>146 de la Clopiralida y debajo el
cromatograma con la transicion 194.1>62 del Metaldehido.
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Figura AXXXXVII. Cromatograma del MCPB con la transicion 227.1>141.1 y debajo el
cromatograma del MCPB con la transicién 227.1>105.0.
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Figura AXXXXVIII. Muestra fortificada a 10 pug Kg* en ESI- con 0.1 % de Acido acético en la fase
mdvil, arriba se encuentra el cromatograma con las transiciones:345>239.2 y 345>143.1,
respectivamente del Acido giberélico, debajo el cromatograma con la transicion 253.9>218 y
253.9>196, respectivamente del Triclopir, luego el cromatograma con la transicion 253>233 y
253>195.1, respectivamente del Fluroxipir, a continuacion, el cromatograma con la transicién
233.1>161.2 y 233.1>125.1, respectivamente del Diclorprop, luego el cromatograma con la transicién
227.1>141.1y 141.1>105, respectivamente del MCPB, debajo el cromatograma con la transicion
218.9>161y 218.9>124.9, respectivamente del 2,4-D y por ultimo, el cromatograma con la transicion
199>141.1y 199>105, respectivamente del MCPA.
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Figura AXXXXIX. Muestra fortificada a 10 pg Kg* en ESI+ con 0.1 % de Acido acético en la fase
mdvil, arriba se encuentra el cromatograma con la transicion 191.9>146 y 191.9>110, respectivamente
de la Clopiralida y debajo el cromatograma con la transicion 194.1>62 y 194.1>106, respectivamente
del Metaldehido.
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1779 1.87ed
Area
LIS
r----r———rrrrr T e T T T T
L 4.00 6.00 §.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
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PHITO056 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 6 Channels ES+
100 5.96 194.1 = 62 (Metaldehyde)
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ﬁ_
c I 1 1 1 I T I T T 1 1 T T 1 1 1 U
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ANEXO

Figura AL. Muestra fortificada a 10 pg Kg™* en ESI- con 0.1 % de Acido acético en la fase movil, arriba
se encuentra el cromatograma con la transicién 255.9>198 y 253.9>196, respectivamente del Triclopir,
debajo el cromatograma con la transicién 253>233 y 253>195.1, respectivamente del Fluroxipir, a
continuacion, el cromatograma con la transicion 233.1>161.2 y 233.1>125.1, respectivamente del
Diclorprop, luego el cromatograma con la transicién 227.1>141.1 y 141.1>105, respectivamente del
MCPB, debajo el cromatograma con la transicion 218.9>161 y 218.9>124.9, respectivamente del 2,4-D
y por altimo, el cromatograma con la transicion 199>141.1 y 199>105, respectivamente del MCPA.

Prueba fitchormonas MF171143_10 0.1% Acetic acid

PHITO0E3 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 16 Channels ES-

1 8. 2559 = 198 (Triclopyr)
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i 74548 2639 = 196 (Triclopyr)

c:q 5?11 45483
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Figura ALI. Muestra fortificada a 10 pug Kg* en ESI+ con 0.1 % de Acido acético en la fase movil,

arr

iba se encuentra el cromatograma con la transicion 364>329.2 y 364>239.2, respectivamente del

Acido giberélic, debajo o el cromatograma con la transicion 191.9>146 y 191.9>110, respectivamente

de la Clopiralida y a continuacion, el cromatograma con la transicion 194.1>62 y 194.1>106,
respectivamente del Metaldehido.

Prueba fitohormonas MF171143_10 0.1% Acetic acid

PHITO0G4 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 8 Channels ES+
100+ 6.17 364 > 3292 (Gibberellic Acid)
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Figura ALII. Cuantificacién mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 pg Kg* para el
Triclopir. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 10 pg Kg™ con la
transicion de cuantificacion y confirmacion, respectivamente. Abajo a la derecha, la representacion
gréfica de la recta de cal

ibrado.

x| Name: RT|Sample Text Area 15 Area | Type Std. Conc pph| %Dev| 9%Rec| 1°Ratio(Actual) |1°Ratio (P...|1° Ratio Flag SN
=11 |eHmongs 7.85|Prueba fitohormo... 766.258| 403635813 | Standard 5.000 5.2 31 1031 1.227 0.000 NO| 291.035
2 |PHITO094 7.75|Prueba fitohormo... 1407.040( 411862.563 | Standard 10.000 98 A7 98.3 0.981 0.000 NO| 22351
3 |PHITO095 7.75|Prueba fitohormo... 6767 618| 417653969 | Standard 50.000 494 -1.3 98.7 0.868 0.000 NO| 187055
4 |PHITOD96 7.74|Prueba fitohormo... 14214.346| 441486 938 | Standard 100.000 985 -15 985 0.950 0.000 NO[3461.1...
5 |PHITO097 7.74|Prueba fitohorma... 21964.447| 442370.531 | Standard 150000{ 1522 15 1015 0972 0.000 NO| 523.369
6  |PHITODS3 7.74|Prueba fitohormo... 1621.266| 569652.063|Recavery 10.000 81| -193 807 1.050 0.000 NO| 331.458
7 |PHITODS9 7.75|Prueba fitohorma... 1533.335| 566048813 |Recovery 10.000 76| -235 765 1.037 0.000 NO| 190619
8 |PHITO100 7.74|Prueba fitohorma... 10863.356| 461953.563 |Recovery 100.000 I -283 M7 0.867 0.000 NO| 549.745
9 |PHTO101 7.74|Prueba fitohormo... 11181.695| 470545906 |Recovery 100.000 725 275 725 0.961 0.000 NO| 978.878
Chromatogram
PHITO038 Smooth(Mn, 2:x3) F4:MRM of 8 channels ES-
Prueha fitshormonas MF171143_10 0.1% Acetic acid 256.0> 198 relati . r=0.999850, 12 = 0.999699
TRICLOPYR 1.9326+004 libration curve: 0.00324734 *x + 0.002247
100 i 774 ; esponse type: Intern_a! Std (Ref10), Areg *(18 Conc. 118 Area)
|Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
o 1621.27
19141
0 e ——— rrrTTTTT Min
! 0.400
PHITO098 Smooth{Mn,2:x3) F4:MRM of 8 channels ES- &
Prueba fitohormonas MF171143_10 0.1% Acetic acid 253.9=196 g
i _TRK;L’(ipYR 1.991e+004 § -
: 4
o 1543.91
19186
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Figura ALIII. Cuantificacién mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 pg Kg™* para el
Fluroxipir. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 10 ug Kg* con la
transicion de cuantificacion y confirmacion, respectivamente. Abajo a la derecha, la representacion

gréfica de la recta de calibrado.

i! Name RT|Sample Text Area 1S Area| Type Std. Conc ppb|  %Dev| %Rec| 1°Ratio(Actual) [1°Ratio (P...|1° Ratio Flag SN
=11 [pHTO093 6.92|Prueba fitohormo... 158.959| 403635.513 | Standard 5.000 49 -27 973 1.955 0.000 NO| 11108
2 |PHITO094 6.75|Prueba fitohormo... 348.171| 411862.563 | Standard 10.000 109 91| 1094 1.809 0.000 NO| 7122
3 |PHITOD95 6.51|Prueba fitohormo... 1425176| 417653.969 | Standard 50.000 453 -94 906 1.064 0.000 NO| 49428
4 |PHITOD96 6.78|Prueba fitohormo... 3349.269| 441486938 | Standard 100000{ 1012 12 1012 1443 0.000 NO| 11.325
5 |PHITO097 6.78|Prueha fitohormo... 5062.213| 442370.531 | Standard 150000{ 1528 19 1018 1.548 0.000 NO| 27626
6  |[PHITODS 6.79|Prueba fitohormo... 482.189| 569652.063 |Recovery 10.000 108 93| 1093 2.263 0,000 NO| 21.748
7 |PHITO099 6.79|Prueba fitohormo... 451.582| 566045.813 |Recovery 10.000 11.0 98| 1098 2276 0.000 NO| 40883
8 |PHITO100 6.77|Prueha ftohormo... 2816.482| 461953.563 |Recovery 100.000 8§12 -188 812 1.253 0.000 NO| 47.747
9  [PHTO101 6.78|Prueba fitohormo... 2632.559| 470545 906 |Recovery 100.000 745 255 745 1.338 0.000 NO| 59628
Chromatogram 0
PHITO038 Smooth(Mn,2x3) F3:MRM of 3 channels ES-i &l ompaund name:‘FLl‘JO_XYPYR .
Prueba fitohormanas MF171143_10 0.1% Acetic acid 257 -195.1; (| Conelation coeficient r= 0.998760, 12 = 0.987522
FLUOKYFYR G781e+003;  fCalibration curve: 0.000746968 *x + 0.000303383
100 i 679 Response type: Internal Std (Ref 10 ), Area* (15 Conc. /15 Area)
48'2 19 (Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 11, Axis frans: None
o :
6530
0 . IS e e e T min
i 0.100
PHITO038 Smooth{Mn, 2x3) F3:MRM of 3 channels ES- @
Prueba fitohormonas MF171143_10 0.1% Acetic acid 265=197.1 2
4.241e+003 — {2
100 & 0,080
6.86 x
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Figura ALIV. Cuantificacion mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 pug Kg™* para el
Diclorprop. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 10 pg Kg* con la
transicion de cuantificacion y confirmacion, respectivamente. Abajo a la derecha, la representacion
gréfica de la recta de calibrado.

X Name: RT |Sample Text Area IS Area| Type Std. Conc ppb| %Dev| %Rec| 1°Ratio (Actual) |1°Ratio (P...|1° Ratio Flag SN
=1 |eHimongs 7.95|Prueba fitohorma... 2589.500| 403635.813 | Standard 5.000 50 01 999 1619 0.000 NO| 27936
2 |PHITO094 7.85|Prueba fitohorma... 5098.160| 411862.563 | Standard 10.000 99 -1.4 956 1.342 0.000 NO| 118.333
3 |PHITO085 7.85|Prueba fitohormo... 26430.336| 417653.969 | Standard 50.000 516 34 1034 1.791 0.000 NO| 509.410
4 |PHITO096 7.64|Prueba fitohormo... 52867.781| 441486.938 | Standard 100.000 978 2.2 978 1633 0.000 NO| 219,697
5 |PHITO087 7.85|Prueba fitohormo... §1525.544| 442370531 | Standard 150.000{ 150.7 05| 1005 1.603 0.000 NO| 789614
6  |PHITO0S8 7.64|Prueba fitohormo... 6155.950| 569652.063 |Recovery 10.000 86| -143 85.7 1.696 0.000 NO| 85872
7 |PHITONSS 7.85|Prueha fitohormo... £356.478| 566048.813 |Recovery 10.000 92| 78] 91 1.841 0.000 NO| 49.770
8 |PHITO100 7.64|Prueba fitohormo... 46716.477| 461953563 |Recovery 100.000 526 174 526 1.714 0.000 NO| 316.345
9 |PHTO1M 7.85|Prueba fitohorma... 46091.949| 470545.906 | Recovery 100.000 800 -200 §0.0 1.770 0.000 NO| 520,999

Chromatogram

Compound name: DICLORPROP

| PHIT0023 Smaoth(in,263) ; BICLD -
Prueha fitohormanas MF171143_10 0.1% Aceic acid 233.1 > 161.2{Jj [JCCrretation coeficient. r= 0.999789, "2 = 0.993578
DICLORPROP g.101e+004; f{Calibration curve: 0.0122043 *x + 0.00343233
100 i 785 Response type: Internal Std (Ref 10 ), Area * (15 Conc. /1S Area )
5556 18 Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1%, Axis frans: None
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Figura ALV. Cuantificacion mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 ug Kg* para el
MCPB. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 10 pg Kg™* con la transicion
de cuantificacidn y confirmacion, respectivamente. Abajo a la derecha, la representacion grafica de la
recta de calibrado.

x| Name RT|Sample Text Area 1S Area| Type Std. Conc ppb| %Dev| %Rec| 1°Ratio(Actual) |[1° Ratio (P... |1° Ratio Flag SN
=11 [pHongs 8.43|Prueba fitohormo... 764.848| 403635.813|Standard 5.000 43| -140| 860 6.146 0.000 NO| 15931
2 [PHITOD94 8.35|Prueba ftohormo... 2285.012| 411862563 | Standlard 10.000 108 84| 1084 19.816 0,000 NO| 11450
3 |PHITO095 8.36 | Prueba fitohormo... 12507.300| 417653.969 | Standard 50000] 545 90| 1090 13.568 0.000 NO| 136.653
4 |PHTO096 8.35| Prueba fitohormo... 24185.160| 441486.938 | Stancard 100000 990/ 10| 930 14.030 0.000 NO| 999.161
5 |PHITODS7 §.35|Prueha fitohormo... 35939.063| 442370.531 | Standard 150.000) 1464 -24 976 16.377 0.000 NO| 216435
6 |PHTOD98 8.36| Prueba fitohormo... 3051.746| 569652.063|Recovery 10000[ 105 50| 1050 19.070 0.000 NO[ 13431
7 [PHTO093 8.35|Prueba fitohormo... 3238.719| 566048.813 |Recovery 10000 12| 15| 1115 16452 0.000 NO| 28946
8 |PHTO100 8.35|Prueba ftohormo... 20688.189| 461953.563|Recovery 100.000 811 -189 811 16.354 0.000 NO| 659.352
9 |PHTO101 8.34|Prueba ftohormo... 18842.996| 470545.906|Recovery 100000{ 728 -274| 726 12882 0.000 NO| 63.079

Chromatogram
PHITO09 Smaath(Mn,2x3) FSMRM of 2 channels E5-| 4| jCompound name: MCPB -
Prugba fitchormanas MF171143_10 0.1% Acetic acid 2274 = 1414, || Corelation coefficient r= 0.998598, 12 = 0.997199
4 5720s004 | Calibration curve: 0.00558563 * + -0.00506977
100 IResponse type: Internal Std (Ref 10, Area * (15 Conc. /15 Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/ Axis trans: None
%
0 :‘ T LRI IR IR LS IR LR O LIRS IR I R | min 0.800
PHITO099 Smooth{Mn, 2x3) FEMRM of 2 channels £S- M 0,600
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e
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Figura ALVI. Cuantificacion mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 pug Kg™ para el
2,4-D. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 10 pg Kg™ con la transicion
de cuantificacién y confirmacion, respectivamente. Abajo a la derecha, la representacion grafica de la
recta de calibrado.

Name RT|Sample Text Area 15 Area| Type Std. Conc ppb| %Dev| %Rec| 1°Ratio(Actual) |1°Ratio (P...|1° Ratio Flay SN

x|

=1 [pHTones 7.59|Prueba ftoharmo... 1701.312| 403635.813 | Standlard 5.000 50 03] 997 9172 0.000 NO| 27275
2 |PHTODS4 7.48|Prugha ftoharmo... 3929.282| 411862.563| Standlard 10000{ 102 18] 1018 8624 0.000 NO| 169.699
3 |PHTO095 7 48| Prugha ftohormo... 20758.270| 417653969 | Standard 50000[ 494 12| 938 9676 0.000 NO| 752498
4 |PHTOD%6 747 | Prugha ftohormo... 43970.148| 441486938 | Standard 100000 981 18] 881 10577 0.000 NO| 334.750
§  |PHITODS? 7.47 | Prugha fitoharmo... 68583.602| 442370.531 | Standard 150000) 1523 15 1015 10433 0.000 NO| 543339
6  |PHTODSS 747 | Prueba fitohormo... 4776.443| 569652.063|Recovery 10.000 91 -94] 908 10.089 0.000 NO| 28879
7 |PHTO099 7 48| Prugha fitoharmo... 4636.917| 566048.813|Recovery 10.000 88 -113] 887 11.147 0.000 NO| 81921
§ [PHTO100 747 |Prueba fitohormo... 40442.879| 461953.563 |Recovery 100000) 664| -136] 864 10,073 0.000 NO[16626...
9 |PHTO101 747 | Prugha ftoharmo... 41442.512| 470545906 |Recovery 100000 869 -131] 868 9.389 0.000 NO|17064...

Chromatogram

bration: 14.Jun 2018 18:29:23

Mn,2x3) F4:MRM of § channels £ Cormpound name: 2,4-D
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{ 3 b
Prueba fitohormonas MF171143_10 0.1% Aceic acid ; COms HHBNCREfclo ) = JRCRE et 2B
240 Calibration curve: 0.010239 *3+-0.00887843
LLUE T e Response type: Internal Std (Ref10), Area* (IS Conc. /15 Area )
; Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 14, Axis trans: None
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Figura ALVII. Cuantificacién mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 pg Kg* para el
MCPA. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 10 pg Kg™* con la transicion
de cuantificacion y confirmacidn, respectivamente. Abajo a la derecha, la representacion gréfica de la
recta de calibrado.

i! Name RT|Sample Text Area 1S Area| Type Std. Conc ppb| %Dev| %Rec| 1°Ratio(Actual) |1°Ratio (P...|1° Ratio Flay SN
=11 |rHo0gs 7 67 |Prueha fitohormo... 2889.856| 403635.813| Standard 5.000 47| 61 939 91.396 0.000 NO| 13316
2 |PHITOD34 7.56|Prueha fitohormo... 6174.319| 411862563 | Standard 10000) 108 64| 1064 2113 0.000 NO| 262.600
3 [PHITOD9S 7.56|Prueba fitohorma... 27679.324| 417653.969 | Standard 500000 496 -08] 992 46.393 0.000 NO| 504,649
4 [PHITOD% 7.56|Prueha fitohorma... 59463.434| 441486.938 | Standard 100000[ 1015 15 1015 55,840 0.000 NO|15304...
5 |PHITO097 7.56|Prueba ftohorma... 86977.422| 442370.531 | Standard 150000{ 1486 -0 99.0 53723 0.000 NO|15966...
6 [PHITOD9S 7.56|Prueba ftohorma... 6810.356| 569652063 |Recovery 10.000 83 167 833 52,840 0.000 NO| 196.577
7 [PHTO099 7.56|Pruea fitohormo... 7633.137| 566048.813|Recovery 10.000 95| -50] 950 58.391 0.000/ NO| 41915
8 [PHITO100 7.56|Prueha fitohormo... 56637.512| 461953563 |Recavery 100000{ 924 76| 924 50,484 0.000 NO|2497 3...
9 [PHTO101 7.56|Prueha fitohormo... 54970676| 470545908 |Recavery 100000{ 880 -120| 880 73277 0.000 NO| 649.624

PHITO099 Smooth{Mn, 2x3) i e
Prugha fitashormanas MF171143_10 0.1% Acefic acid (Conelat 1=0999781, 2= 0.99958
(Calibration curve: 0.0131694 *3 + 0.00878562
100 Response type: Internal Std ( Ref 10}, Area* (15 Conc. /13 Area)
\Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
%
0 bmrdpetbirie o
PHITO099 Smoath(Mn, 2x3) F4:MRM of 8 channels,ES- o 180
Prueba fitohormonas MF171143_10 0.1% Acetic acid 199=105 £
1.820e+003 — 2 1.00
100 o
765 i4
o /s 7.94 050
7.34 é
IR LNty L a L s s L s e e e BT 0.00 ¥R ppb
750 8O0 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 & 0 20 40 60 80 100 120 140

71

——
| —



ANEXO

Figura ALVIII. Cuantificacion mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 pug Kg™ para el
Acido giberélico. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 10 pg Kg* con la
transicion de cuantificacion y confirmacion, respectivamente. Abajo a la derecha, la representacion
gréfica de la recta de calibrado.

1! Name: RT|Sample Text Area IS Area| Type Stel. Conc ppb| %Dev| %Rec| 1°Ratio(Actual) |1°Ratio(P...|1° Ratio Flag SN
=4 |eHrones 6.17 |Prugha fitoharmo... 216.545| 403635813 | Standard 5.000 -1000 00 0.031 0.000 NO| 12819
2 |PHTO094 6.32|Prueba fitohormo... 1068.087| 411862.563 | Standard 10.000 98] 17| 983 0.004 0.000 NO| 9529
3 |PHTO095 6.30{Prueba fitoharmo... 2888.472| 417653.969| Standard 50000( 528 52| 1052 0.010 0.000 NO| 16.364
4 |PHITO0% 6.30|Prueba fitohormo... 4917.644| 441456 938 | Standard 100.000 943 57 943 0019 0.000 NO| 13529
5 |PHTO097 6.30{Prueba fitoharmo... 7562.883| 442370531 | Standard 150000 1532 22| 1022 0027 0.000 NO| 17626
6 [PHTO093 6.32|Prueba ftohormo... 1386.619| 569652.063|Recovery 10.000 83| -174| 828 0005 0,000 NO| 11.530
7 [PHTO099 6.32| Prueha fitoharmo... 1511.442| 566048.813|Recovery 10000) 108 59 1059 0008 0.000 NO|  B.802
8 |PHTO100 6.27 |Prugha fitoharmo... 4826.702| 461953.563|Recovery 100000 875 -125| 675 0.016 0.000 NO| 22969
9 [PHITO101 £.32|Prueha fitohormo... 4399.716| 470545.906|Recovery 100000) 767 -233| 767 007 0.000 NO| 25336

Prueba fitohormonas MF171143_10 0.1% Acetic acid

) e ———————————ee

_GIBBERELLIC ACID

100+ [Response type: Intemal Std (Ref10), Area * (18 Conc. /1S Area)
\Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis frans: None
————— T
01504
PHITO089 Smoath(Mn, 2x3) F2:MRM of 4 channels ES+ - E
Prueba fitoharmonas MF171143_10 0.1% Acetic acid 36423292 £ 01004
s 0
_GIBBERELLIC ACID 2281e+006 ~ o ]
100 3
6.34 o
T 00504
o 184401.00 !
1799406 1
0 S N———— 00004 Eprreryrremprerermeyreerrrermrem e poh
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ompound name: GIBBERELLIC ACID
| Correlation coefficient r= 0.998638, 2 = 0.997277
(Calibration curve: 0.00101125*x + 0.0159886

Figura ALIX. Cuantificacién mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 pg Kg™* para la
Clopiralida. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 10 ug Kg con la
transicién de cuantificacion. Abajo a la derecha, la representacion grafica de la recta de calibrado.

x| Name RT|Sample Text Area IS Area| Type Std. Conc ppb| %Dev| %Rec| 1°Ratio (Actual) |1°Ratio (P...[1° Ratio Flag SN
7”1 1 [PHITOD93 1.29|Prueba fitohormo... 215953| 403635813 | Standard 5.000 -100.0 00 2.256
2 |PHITO094 1.24 | Prueba fitohormo... 1475.903| 411862.563 |Standard 10.000 108 87| 1087 5851
3 |PHITO095 1.22|Prueba fitoharmo... 5068.806| 417653.969| Standard 50.000 461 -1 923 21575
4 |PHITO096 1.21|Prueba fitoharmo... 10187.570| 441486 938 | Standard 100.000 912 58 9.2 25828
5  |PHITODS7 1.22|Prueba fitohormo... 17779.867| 442370.531 | Standard 150000{ 1618 79| 1078 35.9%1
B |PHITOD98 1.21|Prueba fitoharmo... 1127.076| 569652063 |Recovery 10.000 43| 575 425 8106
7 |PHTO099 1.19|Prueba fitohormo... 663681| 566048813 |Recovery 10.000 08 -807 93 2879
8 |PHITO100 1.22|Prueba fitoharmo... 5407 636| 461953 563|Recovery 100.000 444| 558 444 19.720
9 |PHTO1M 1.22|Prueba fitoharmo... 5960.149| 470545 906 |Recovery 100.000 483 517 483 2773

Chromatogram
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ANEXO

Figura ALX. Cuantificacion mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 ug Kg™* para el
Metaldehido. Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 100 pg Kg™ con la
transicion de cuantificacion y confirmacion, respectivamente. Abajo a la derecha, la representacion
gréfica de la recta de calibrado.

£ Name RT|Sample Text Area 1S Area| Type Std. Conc pph| %Dev| %Rec| 1°Ratio(Actual) |1°Ratio (P...|1° Ratio Flag SN
j“-" 1 [PHTOD93 5.26|Prueba fitohormo... 74.282| 403635813 |Standard 5.000 18 -639] 361 0.440 0.000 NO|  B.714
2 |PHITOD94 5.65|Prueba fitohorma... 689.086| 411862.563 | Standard 10.000 88| -18 85.2 4.053 0.000 NO| 45838
3 |PHITOD95 5.56|Prueba fitohormo... 5212.652| 417653.969 | Standard 50.000 59.7 195 1195 3540 0.000 NO| 17.065
4 |PHTOD98 561 |Prueha fitohormo... 8737.370| 441486.938| Standard 100000 942| 58] 942 1.961 0.000 NO| 44932
5 |PHTOD9? 5.59|Prueba fitoharmo... 13744.788| 442370531 | Standard 1500000 1473| 18| 982 2451 0.000 NO| 35.261
6  |PHITO09S 5.62|Prueba fitohormo... 490658| 569652.063 |Recovery 10.000 501 -500 500 2634 0.000 NO| 10.356
7 |PHITOD99 5.54|Prueba fitohorma... 511.969| 566045.813|Recovery 10.000 52| -480 520 2139 0.000 NO| 25894
8  [PHTO100 5.64|Prugha fitohormo... 7817.478| 461953.563|Recovery 100000f 80.7| 193] 807 29Mm 0.000 NO| 17.250
9 |PHTO101 5.60|Prueba fitoharmo... 7440893 470545.905|Recovery 100000 754| -246| 754 2383 0.000] NO| 10.342

Chromatogram

[PHITO100 Smooth(Mn, 2x3)

Prueba fitoshormonas MF171143_100 0.1% Acetic acid 1941 = 62 L
4.817e+004;  [Calibration curve: 0.00212297 *x+-0.00199133
100 |Response type: Interal Std (Ref10 ), Area* (15 Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None
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Figura ALXI. Cuantificacién mediante recta de calibrado y dos fortificados a 10 y 100 pg Kg™* para el
patron interno (Trifenilfosfato). Abajo a la izquierda el cromatograma obtenido para el fortificado a 100
ug Kg* con la transicion de cuantificacion. Abajo a la derecha, la representacion gréafica de la recta de

calibrado.
TPP
i! Mame RT [Sample Text Area 1S Srea| Type Std. Conc pph| %Dev| %Rec| 1°Ratio (Actual) |1°Ratio (P...|1° Ratio Flagy SN
=11 |pHTOD3 §.69|Prueha fitohormo... 403635813 Standard 10.000 95 4.7 95.3 11365...
2 |PHITO094 §.59|Prueba fitohormo... 411862.563 Standard 10.000 97 2.7 973 14180...
3 |PHITO095 §.60|Prueba fitohormo... 417653.969 Standard 10.000 99 -1.4 986 1506.1...
4 |PHITO096 §.59|Prueba fitohormo... 441486 938 Standard 10.000 104 43| 1043 16478...
5 |PHITO097 §.59|Prueba fitohormo... 442370531 Standard 10.000 104 45| 1045 13066...
6  |PHITO093 §.60|Prueha fitohormo... 569652.063 Recovery 10.000 135 345 1345 12551...
7 |PHITO0S9 §.60|Prueba fitohormo... 566045.813 Recovery 10.000 134 337 1337 1008.8...
8 [PHITO100 8.58|Prueba fitcshormo... 461953 563 Recovery 10000 108 91| 10941 951315
9 |PHTO101 §.60|Prueba fitohormo... 470545906 IRecovery 10.000 111 A 114 14856...

Chromatogram

PHITO100 Smooth{Mn,2x3) FE:MRM of 1 channel,£§+ ICOmPoUnd name: TPP

Prueha fitshormonas MF171143_100 0.1% Acetic acid 327.2> 157 ||Response Factor 42340.2
RRF SD: 1763.36, % Relative SD: 4.16473
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