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Resumen

RESUMEN

La aplicacion de productos fitosanitarios y la evolucion de estos anualmente, supone uno de los factores
determinantes en el crecimiento del sector agricola actual. No obstante, este tipo de productos requieren
de un control para evitar que una aplicacion errénea desemboque en un riesgo para la salud alimentaria
y/o medioambiental. Las técnicas, sin duda, mas empleadas para llevar a cabo el andlisis de estos
compuestos son la cromatografia liquida y la cromatografia de gases, ambas acopladas a analizadores
de masa de triple cuadrupolo (QqQ). Estas técnicas cromatograficas abarcan un rango bastante amplio
de plaguicidas de diversa polaridad que son capaces de detectar con elevada sensibilidad. Sin embargo,
los fitosanitarios también se aplican a matrices denominadas complejas, entendiendo por matrices
complejas aquellas que contienen una gran cantidad de compuestos quimicos naturales que se extraen
junto con los compuestos de interés y afectan seriamente a la selectividad del analisis. Estas matrices
complejas pueden llegar a causar interferencias en el analisis e incluso degradar u obstruir los elementos

asociados al equipo.

La cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) surge como una alternativa a la cromatografia de
liquidos (LC), ademés, también tiene la capacidad de acoplarse a fuentes de ionizacion de
espectrometria de masas. Adicionalmente, debido a la particularidad de su fase movil (diéxido de
carbono en estado supercritico), permite en términos generales que la ionizacién sea mas eficiente. En
definitiva, en muchos casos supone que el impacto negativo producido por las matrices complejas
durante el analisis se vea minimizado cuando se emplea esta técnica cromatografica. Teniendo en cuenta
gue en el ambito de los andlisis alimentarios existen matrices que suponen un reto analitico por su
elevada complejidad como pueden ser las especias, esta técnica puede ser de gran utilidad para facilitar

este tipo de analisis.

La cromatografia de fluidos supercriticos permite emplear métodos de deteccién multiresiduos muy
similares a los empleados en cromatografia liquida, sin embargo, por las caracteristicas fisicoquimicas
de la fase movil, también es util para la deteccion de compuestos asociados a la cromatografia de gases.
De nuevo, su eficiente mecanismo de ionizacion permite emplear temperaturas relativamente bajas en
la fuente de ionizacion, dando lugar a que esta técnica sea Util para la deteccion de compuestos
termolabiles que son probleméticos para su analisis con las técnicas cromatograficas convencionales.
Por ello, es necesario definir qué familias quimicas presentan una mayor sensibilidad usando
cromatografia de fluidos supercriticos, asi como establecer si también la polaridad juega un papel
importante. Finalmente, el uso de didxido de carbono (COy), por su inocuidad ambiental, esta alineado
con el nuevo desarrollo de la Quimica Verde, ya que elimina en gran medida la contaminacion

producida por el uso de las fases maviles liquidas empleadas habitualmente en LC.
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Resumen

En resumen, esta Tesis aborda como la cromatografia de fluidos supercriticos acoplada a espectrometria
de masas puede ser de utilidad en los diferentes aspectos que rodean los analisis de fitosanitarios en
alimentos; ya sea reduciendo los interferentes que afectan al analisis o aumentando la sensibilidad de

los residuos de plaguicidas a detectar.
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Abstract

ABSTRACT

The application of phytosanitary products and their annual evolution is one of the determining factors
in the growth of the current agricultural sector. However, this type of product requires to be carefully
controlled to prevent an erroneous application from leading to a risk for food or environmental health.
The most used techniques to carry out the analysis of these compounds are liquid chromatography and
gas chromatography, both coupled to triple quadrupole mass analyzers (QqQ). These chromatographic
techniques cover a wide range of pesticides of different polarities, which can be analysed with high
sensitivity. However, phytosanitary products are also applied to complex matrices, which are made up
of a large number of components, and these can affect to the selectivity of the analysis. This fact can
cause interference in the analysis and even degrade or clog the consumables associated with the

equipment.

Supercritical fluid chromatography emerges as an alternative that can also be coupled to mass
spectrometry ion sources, and due to the particularity of its mobile phase (supercritical state carbon
dioxide) the ionization is more efficient in general terms. Therefore, the negative impact of difficult
matrices on analysis is drastically reduced when using this type of chromatography. Considering that
there are matrices, such as spices, which are a significant challenge due to their complexity, this

technique can be very useful to facilitate this type of analysis.

Supercritical fluid chromatography allows the use of multi-residue detection methods very similar to
those used in liquid chromatography, however, due to the physicochemical characteristics of the mobile
phase, it is also useful for the detection of compounds associated with gas chromatography. Its efficient
ionization mechanism allows relative lower temperatures to be used in the ionization source and make
this technique useful for the detection of thermolabile compounds that are problematic to be detected
with the conventional chromatographic techniques. For this reason, it is of interest to define which
chemical families have a higher sensitivity using supercritical fluid chromatography, as well as to
establish if polarity plays an important role. Finally, the use of carbon dioxide (CO,) is aligned with the
new development of the Green Chemistry, since it eliminates the contamination resulting from the use

of LC liquid mobile phases.

In brief, this Thesis addresses how supercritical fluid chromatography (SFC) coupled to spectrometry
can be useful in the different aspects surrounding the analysis of phytosanitary products in food; either
by reducing the interferents that affect the analysis or by increasing the sensitivity of the pesticide

residues to be detected.
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Hipotesis

El pronunciado incremento de la actividad agricola en la primera mitad del siglo XX dio lugar a la
necesidad de proteger y asegurar las producciones. Este hecho provocd una elevada inversion en el
desarrollo de plaguicidas que fueran capaces de eliminar aquellas plantas o insectos que interferian en
la correcta evolucion de las plantaciones agricolas. Sin embargo, las consecuencias de una aplicacion
incorrecta de dichos fitosanitarios puede desembocar en consecuencias negativas para el consumidor.
Los andlisis de residuos de plaguicidas en fruta y verdura no solo suponen una accién imprescindible
para la seguridad alimentaria, también son necesarios para el correcto funcionamiento del comercio
agricola, tanto a nivel nacional como internacional. La cromatografia de gases (GC) y liquidos (LC)
acoplada a espectrometria de masas son las técnicas cominmente utilizadas para llevar a cabo este tipo
de analisis. Sin embargo, las sustancias activas y los alimentos a analizar son cada vez mas, y en algunos
casos estas técnicas cromatograficas pueden presentar dificultades para la deteccion de algunos de estos
analitos. Por lo tanto, se hace necesario la investigacion en profundidad de nuevas técnicas que sean
capaces de abordar los problemas que provocan las matrices complejas en los equipos de los
laboratorios de rutina y, de alguna forma, facilitar el anélisis de este tipo de alimentos y la deteccién de

los residuos de plaguicida en los mismos.

La cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) no es una técnica reciente; de hecho, es ampliamente
utilizada para la separacion enantiomérica de farmacos. Sin embargo, la tecnologia actual permite que
sea una técnica cromatografica perfectamente reproducible para la utilizacion de métodos de analisis
multiresiduo de plaguicidas. El presente trabajo de investigacién pretende evaluar como esta técnica,
también acoplada a espectrometria de masas de triple cuadrupolo, puede solucionar los problemas
causados por el efecto matriz de alimentos considerados “dificiles” debido a la complejidad de su
composicion. Alimentos como las especias pueden dificultar el proceso de ionizacion de tal forma que
se produzca una supresion de la sefial del analito objetivo, dificultando su deteccion y, por lo tanto,

aumentando los limites de cuantificacion (LOQ) en dichas matrices.

El alcance de deteccidn de plaguicidas empleando SFC es similar al de LC; sin embargo, la fase movil
empleada en SFC (diéxido de carbono) ofrece ventajas y nuevas posibilidades. Por lo tanto, este trabajo
también pretende evaluar las ventajas de esta técnica cromatografica respecto a LC, no solo en términos
de efecto matriz, sino también de sensibilidad de analisis en los compuestos segun sus familias quimicas
y polaridad. También se evaluara la efectividad de la técnica analizando compuestos termolabiles que

resultan problematicos de analizar con GC y que a su vez no ionizan con facilidad en LC.

16



OBJETIVOS







Objetivos

El objetivo de la presente tesis es evaluar los beneficios que puede otorgar la cromatografia de fluidos

supercriticos al andlisis de residuos de plaguicidas en muestras de origen vegetal, especialmente para

aquellas consideradas matrices complejas. Para ello, empleando un método multiresiduo de plaguicidas

y siguiendo las directrices especificadas en el documento SANTE, se evaluaran diferentes parametros

experimentales y se compararan con los obtenidos en las dos principales técnicas cromatogréficas

empleadas actualmente en los laboratorios de rutina.

Para abarcar este objetivo principal, los objetivos especificos de esta tesis quedan subdivididos en los

siguientes capitulos:

Capitulo I:

Evaluacién del comportamiento de SFC con matrices complejas como las especias y
determinacion del grado de reduccion de efecto matriz, asi como el incremento de sensibilidad
asociado al mismo.

Desarrollo de un método multiresiduo de 162 plaguicidas y validacion de este siguiendo las
directrices del documento SANTE: recuperaciones, linealidad, efecto matriz... etc.
Comprobacion de la operatividad del método a través del analisis de muestras reales

provenientes de distintos paises.

Capitulo I1:

Estudio de la sensibilidad en SFC empleando diferentes temperaturas en la fuente de ionizacion
y observar si el comportamiento de la fase movil es similar al de LC.

Evaluar plaguicidas termolabiles como Captan y Folpet que no se pueden analizar empleando
LC y que presentan problemas de degradacién utilizando GC. Ademas, optimizar y validar un

método de extraccidn gue evite su degradacion durante el proceso de tratamiento de muestra.

Capitulo 1lI:

Utilizando el mismo sistema de espectrometria de masas, analizar y evaluar diferentes matrices
vegetales a través de LC y SFC. Determinar la temperatura de ionizacién Optima para cada
cromatografia y realizar una comparativa en términos de sensibilidad.

Comprobar si el incremento de la sensibilidad en una técnica cromatografica o en otra esta
relacionado con la polaridad o la familia quimica del analito.

Comprobar si la reduccion del efecto matriz en SFC, ademéas de estar influenciada por la

eficiencia en la ionizacién, atiende a factores relacionados con la elucién.
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Introduccién

1. Marco regulatorio para el analisis de plaguicidas en alimentos:

Los productos fitosanitarios se definen como aquellas sustancias destinadas a combatir cualquier agente
gue pueda provocar que las plantas enfermen. Este tipo de productos no pueden ser empleados a no ser
que hayan sido previamente aprobados por la Union Europea (UE). Dicha aprobacion debe estar
precedida de un estudio cientifico exhaustivo que demuestre que carece de efectos perjudiciales para
los consumidores y el medio ambiente. La UE, por lo tanto, ha desarrollado una legislacion cada vez
méas amplia y estricta que busca armonizar el control y desarrollo de los analisis entre los 27 Estados
miembros. La base que rige esta legislacion comienza con el Reglamento (EC) 178/2002 [1]. En dicho
reglamento surge la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y se exponen los
procedimientos a seguir para el adecuado control de la seguridad alimentaria. EI reglamento considera
la necesidad de garantizar la proteccion sanitaria durante todo el proceso de elaboracion desde la
produccién hasta la venta de los productos al consumidor, asegurando la trazabilidad del proceso
llevado a cabo. Uno de los aspectos que busca reforzar este reglamento es el de la homogenizacién a la
hora de aplicar legislaciones alimentarias. Antes de la publicacion de dicho reglamente, los diferentes
Estados miembros no aplicaban las mismas medidas y procedimientos de seguridad alimentaria, lo cual
afectaba a la cadena de desarrollo de andlisis y daba lugar a unas condiciones desiguales de
competencia. Por este motivo, era necesario el desarrollo de una normativa que centrase una base comun
y promoviese la interconexion de laboratorios de calidad a escala regional y/o interregional con el
objetivo de prevenir posibles riesgos para la salud de los ciudadanos. Todo este proceso involucra a un
comité cientifico que sera el responsable de proporcionar a la EFSA sus dictamenes cientificos. Las
comisiones cientificas estardn compuestas por expertos cientificos independientes y cada uno
especializado en su ambito de competencia. La EFSA surge como un organismo capaz de garantizar la
base cientifica y técnica de la legislacion de la UE referente a la inocuidad de los alimentos y piensos.
Una de las comisiones técnicas corresponde a la fitosanidad, productos fitosanitarios y sus residuos. El
apartado 62 del reglamento establece las nuevas directivas y competencias relativas a los productos
fitosanitarios y el establecimiento de niveles méaximos de residuos. Las versiones mas recientes de

dichas directivas son las siguientes:

o Directiva 91/414/EEC [2]: Esta directiva del consejo tiene en cuenta que el rendimiento de la
produccion agricola se encuentra afectado de manera directa por ciertos organismos nocivos
que pueden mermar la productividad de las cosechas. Considera que la utilizacion de productos
fitosanitarios es uno de los métodos de proteccién que més beneficia a la produccion agricola,
pero a su vez recalca que un empleo de manera incorrecta de los mismos puede entrafiar riesgos
y peligros para las personas, animales y medioambiente. Propone eliminar las diferencias que
se constituyen entre los estados miembros y aboga por una armonizacion de las practicas. Los
criterios de evaluacion para la aceptacion de un fitosanitario y su posterior puesta en el mercado

son los siguientes: i) son eficaces y no tienen efectos negativos sobre los vegetales ii) no
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Introduccién

presentan efectos nocivos sobre vertebrados de manera directa o indirecta (esto ultimo
involucra otros medios de contaminacién como puede ser el agua potable) iii) No dan lugar a
consecuencias negativas sobre el medio ambiente, incluyendo especies de vegetales ajenas al
objetivo. Este documento también tiene en consideracion que los residuos resultantes del
empleo de dichos fitosanitarios sean capaces de detectarse mediante los métodos adecuados de

uso habitual.

¢ Reglamento (EC) 1107/2009 [3]: EIl objetivo del reglamento es buscar un compromiso entre la
proteccion de la salud (especialmente de aquellos grupos vulnerables como mujeres
embarazadas, lactantes y nifios) y la competitividad de la agricultura comunitaria. Por lo tanto,
este reglamento debe garantizar que la industria demuestra que los productos comercializados
no presentan efectos nocivos inaceptables para la salud o el medio ambiente.

e Directiva 2009/125/EC [4]: Esta directa establece una serie de requisitos de disefio ecolégicos
aplicables a los productos relacionados con la energia. De nuevo, una medida que busca
eliminar la disparidad entre los estados miembros y eliminar los obstaculos generados por las
medidas administrativas que pueden dar lugar a un impacto en el mercado interior. Por lo tanto,
la directiva armoniza los requisitos de disefio ecoldgico para todos los productos significativos

relacionados con la energia.

1.1 Limite maximo de residuo

El apartado 62 de dicho reglamento [1] también especifica que se deben fijar los limites maximos de
residuos (LMR) durante la fase de control. Las trazas que los plaguicidas dejan en los productos tratados
con fitosanitarios se denominan residuos. Los LMRs se definen como la concentracion méaxima de
plaguicida que esta permitida legalmente en productos de alimentacion y piensos, siempre teniendo en
cuenta que se ha seguido la normativa de aplicacion correspondiente segun las buenas practicas
agricolas (BPA). EI LMR funciona como un limite de tolerancia en términos legales, pero no significa
que si la concentracion de los plaguicidas supera su LMR suponga un riesgo elevado para la salud
publica. Como norma general existe un margen con la intencion de proteger especialmente a aquellos

grupos vulnerables como pueden ser bebés, nifios y vegetarianos.

La revision sobre los LMR maés importante hasta la fecha tuvo lugar en septiembre de 2008. Hasta
entonces los Estados miembros disponian de diferentes valores de LMR, esto suponia un conflicto para
comerciantes e importadores. Con esta nueva normativa los valores de LMR quedaron unificados,
evitandose las situaciones de inseguridad entre los consumidores, que no entendian como un LMR se
podia considerar seguro y aceptable en un Estado miembro y sin embargo tener un valor inferior en

otro. Ademas, con la armonizacion de los LMR se evita el sesgo de los alimentos y piensos con menores

23



Introduccién

residuos de plaguicidas hacia los paises con LMR mas restrictivos. Todas estas directrices que se aplican
a productos de origen animal y vegetal asi como porciones de dichos productos que serdn empleadas
como alimentos frescos y transformados quedan recogidas en el Reglamento (EC) 396/2005 [5]. Este
reglamento especifica que los Estados miembros deberdn adoptar normas para sancionar posibles
infracciones y tomar las medidas necesarias para su cumplimiento. Las sanciones llevadas a cabo deben

ser eficaces, proporcionadas y disuasorias.

Este reglamento, a través de sus anexos, concreta de manera detallada los LMR que deben aplicarse a
cada producto. En el anexo | se especifica que en el reglamento (EC) 178/2006 [6] se incluyen todos
los productos para los que actualmente existe un LMR. Este documento es de especial importancia ya
que no solo indica a que grupos se aplican los LMRs y su denominacidn cientifica, sino que también
determina a que partes de los productos a analizar se le aplican dichos LMRs. Para algunos alimentos,
el LMR comprende el analisis del producto sin la cascara, el tallo, la corona, las hojas e incluso la tierra
adherida en el caso de raices y tubérculos. Los dos anexos siguientes especifican los LMRs de
plaguicidas especificos. Sin embargo, en el caso del anexo Il se trata de los LMRs denominados
temporales. Estos LMRS son consecuencia del proceso de armonizacién mencionado anteriormente, ya
gue se trata de una lista de 471 plaguicidas para los cuales los LMRs estaban establecidos Gnicamente
a nivel nacional antes de septiembre de 2008. Los siguientes anexos tratan casos mas especificos como
plaguicidas que no necesitan LMR debido a su bajo riesgo (Anexo 1V), plaguicidas que tienen LMR
por defecto por encima de 0.01 mg/kg (Anexo V) y factores de conversion para alimentos que han

sufrido una etapa de procesado (Anexo VI, todavia sin publicar).

Los LMRs de forma general estan comprendidos en el rango de 0.01-10 mg/kg, dependiendo no solo
del plaguicida y su toxicidad, sino también de la matriz en la cual se haya aplicado. Sin embargo, existe
otro término, el limite de determinacién (LD). Este se aplica para los cultivos en los que el plaguicida
no se ha utilizado o no hay informacion sobre residuos detectables. En la Uni6n Europea este limite se
establece en 0.01 mg/kg. Hay excepciones como por ejemplo los alimentos infantiles, a los cuales la
legislacion impide comercializar con residuos de plaguicidas con concentraciones superiores a 0.003
mg/kg, ya que en el caso de los lactantes o nifios de corta edad un limite de 0.01 mg/kg puede ser
peligroso. Este limite de 0.003 mg/kg se revisara de forma periddica teniendo en cuenta los datos sobre
contaminacién ambiental. Por otro lado, la directiva 2006/125/EC [7] también establece algunas
exclusiones del LD ya que algunos plaguicidas pueden ser de elevada toxicidad y requerir LMRS

inferiores al LD o incluso, la prohibicion de la utilizacién de los mismos.

La aprobacion de los LMR no solo se lleva a cabo con la informacion proporcionada por los estudios
recabados por la UE. También se tienen en cuenta organismos externos ya que la comercializacion de
los alimentos y piensos involucra a entidades fuera de la UE. Las observaciones de los socios

comerciales de la UE se transmiten a través de la Organizacién Mundial del Comercio. Una vez que los

24



Introduccién

LMR han sido armonizados y quedan aprobados, estos se registran de manera publica en la pagina web
de la Comision Europea [8]. Actualmente hay méas de 1000 sustancias activas registradas de las cuales
podemaos obtener los LMRs que se les aplica segun el producto. También se pueden observar los LMRs
de regulaciones previas y los datos sobre la informacidn toxicoldgica de la sustancia activa como pueden
ser las dosis de referencia aguda (ARTD).

4 Ingesta Diaria
Nivel Sin Efecto Admisible (IDA) . . .
‘ E_nsla YOS Observable (NOAEL) Dosis de Referencia Nivel PGI‘IIHSIZIG
oxicologicos el — Aguda (ARD) ppm en cosecha
\mg/Kg hombre por dia
R . Y
Ensayos de Buenas Nivel Practico de
residuos de Practicas Residuos
campo Agricolas ppm en cosecha

Figura 1. Esquema bidireccional que conforma el establecimiento de los LMRs.

Por lo tanto, el procedimiento para establecer los LMR involucra multiples etapas, ademas, lo hace de
manera bidireccional como puede observarse en la Figura 1. Estas etapas pueden quedar resumidas de
la siguiente forma: primero se lleva a cabo la aplicacion siguiendo las BPA, y los residuos resultantes
se evallan experimentalmente. Posteriormente se procede al estudio toxicoldgico de la ingesta de dichos
residuos para los diferentes grupos de poblacion (incluyendo los bebés, nifios y vegetarianos), y de esta
manera los valores de referencia para la ingesta diaria admisible (IDA) y las ARfD quedan registrados.
Estos valores tienen en cuenta, siguiendo las metodologias de evaluacion de riesgo acordadas
internacionalmente, la exposicién a los plaguicidas a corto y largo plazo, asi como de forma crénica.
Para llevar a cabo esta evaluacion se emplea un modelo PRIMo desarrollado por la EFSA (modelo de
ingesta de residuos de plaguicidas). Este modelo tiene en cuenta las cifras nacionales de consumo de
alimentos y los pesos unitarios facilitados por los Estados miembros. La EFSA dispone de un

documento que describe de forma detallada el funcionamiento de la herramienta [9].

Siempre se busca garantizar que los LMRs sean lo mas bajos posibles, obviamente estos no pueden
superar el limite que suponga un riesgo para algin grupo de consumidores. Sin embargo, a veces la
cantidad minima de plaguicida necesaria para proteger un cultivo estd muy por debajo del nivel que se
considera todavia seguro. Como norma general, el LMR se establece en el nivel inferior; no obstante,
las condiciones climatoldgicas en el territorio europeo difieren mucho entre si y pueden dar lugar a que
las autorizaciones se lleven a cabo a nivel nacional. Por ejemplo, los paises europeos situados mas al

sur sufren un clima més célido y son mas propensos a la aparicion y reproduccion acelerada de insectos;
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por lo tanto, necesitan emplear mas cantidad de insecticidas. Otro ejemplo son los paises en los que
debido a sus condiciones humedas proliferan los hongos y necesitan utilizar un mayor volumen de

fungicidas.
1.2 Programas de vigilancia y cumplimiento:

Los Estados miembros de la UE son los encargados de vigilar que se lleve a cabo el correcto
cumplimiento de los LMRs y evaluar la exposicion media de los grupos de consumidores a los residuos
de plaguicidas. Las muestras que son producidas en la UE se rigen por los programas de vigilancia,
mientras que aquellas que proceden de paises externos se acogen a los programas de cumplimiento y,
por lo tanto, los controles se llevan a cabo en aduanas. La toma de muestra se realiza en diferentes
etapas de la cadena de mercado. La Directiva 2002/63/EC [10] es la que recoge en qué consisten los
métodos comunitarios oficiales de muestreo para los controles de residuos de plaguicidas. En estos
métodos se especifican diferentes procedimientos como las precauciones que hay que tener en cuenta
para evitar el deterioro de la muestra, el tamafio minimo que debe tener la muestra primaria a recoger,
como se debe preparar la muestra a granel, asi como todo el proceso de registro, envasado y traslado de

la muestra al laboratorio para su posterior analisis.

Las normas generales para la realizacion de los controles oficiales quedaban recogidas en el Reglamento
(EC) 882/2004 [11], el cual se sustituyo por el reglamento 625/2017 [12] que se aplica actualmente.
Los controles deben realizarse con regularidad, la frecuencia de estos quedara establecida segun los
riesgos identificados en animales, piensos o alimentos (incluyendo procesos, materiales, sustancias u
operaciones directamente relacionadas). Estos controles seran de improviso, salvo en casos tales como
las auditorias, donde se realizard una notificacion previa. Los controles pueden llevarse a cabo en
cualquiera de las fases de la produccion, estos se aplicaran con el mismo cuidado a exportaciones de
fuera de la Comunidad, de dentro de la Comunidad y a los productos procedentes de terceros paises. En
el caso que un Estado miembro realice una comprobacién en el lugar de destino y detecte algun
incumplimiento, podra exigir la reexpedicion al Estado miembro de origen. Para los métodos de
andlisis, el reglamento remite a la norma comunitaria en vigor. En caso de ausencia de esta normativa
hay que proceder con las normas o protocolos internacionalmente conocidos como pueden ser aquellos

aceptados por el Comité Europeo de Normalizacion (CEN.)

Los alimentos mas consumidos en la dieta de la UE componen, junto con los analitos seleccionados, el
alcance minimo del programa de control multianual coordinado por la UE. Actualmente, este programa
se rige por el reglamento de ejecucién 601/2021 de la comision [13]. Estos reglamentos suelen
comprender un periodo de tres afios ya que es necesaria una constante revision de los plaguicidas y
matrices utilizados en la UE. La actual normativa comprende los afios 2022, 2023 y 2024 e incluye un

anexo en el que se especifica el nimero de muestras de cada producto (incluidos los alimentos para
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lactantes) asi como aquellos procedentes de agricultura ecoldgica. El lote sometido a muestreo se elige

de forma completamente aleatoria.

En el programa de vigilancia de la UE se recogen aproximadamente 80000 muestras anuales en las
cuales se analizan mas de 700 plaguicidas diferentes. Los laboratorios que llevan a cabo las
determinaciones analiticas dentro del programa de vigilancia de la UE son los denominados laboratorios
oficiales (OfL). Estos laboratorios disponen de instrumentacion lo suficientemente efectiva como para
poder dar un correcto resultado, siguiendo siempre los procedimientos y métodos de analisis que han
sido validados previamente. Para asegurar que los laboratorios siguen esta metodologia experimental
de forma adecuada surgen los Laboratorios de Referencia Europeos (EURLS) y los Laboratorios de
Referencia Nacionales (NRLS), los cuales quedaron designados en el reglamento (EC) 882/2004 [11]
mencionado anteriormente. Mediante la organizacion de ejercicios de intercomparacion, validacion de
nuevos métodos, y asesoramiento al personal de los laboratorios, se busca no sélo que los andlisis de

residuos de plaguicidas sean de alta calidad, sino que ademas sean lo mas uniformes posibles.
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Figura 2. Numero de muestras analizadas por cada Estado miembro para la deteccion de plaguicidas
en alimentos segun el informe de 2019 de la EFSA.

La EFSA, como responsable de la coordinacion de los resultados del programa de vigilancia europeo,
recoge una gran cantidad de resultados durante su actividad. Tras el tratamiento de esos datos, este

organismo es capaz de proporcionar un informe sobre la exposicion a residuos de plaguicidas de los
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consumidores europeos a través de las dietas mas populares. En 2021 se publico el informe
correspondiente al afio 2019 [14], en la Figura 2 se puede observar un gréafico que desglosa las muestras
analizadas por cada Estado Miembro. De las 96302 muestras analizadas, 3.9% presentaban algin
plaguicida por encima del MRL, teniendo en cuenta la incertidumbre expandida del 50%. Tras evaluar
los resultados con los valores toxicolégicos, se llegd a la conclusion de que ninguno de los alimentos
analizados suponia un riesgo para la salud del consumidor. Sin embargo, se establecen algunas
recomendaciones para incrementar la efectividad del programa de vigilancia europeo y sus sistemas de

control.

1.3 El sistema de alerta rapido para alimentos y piensos (RASFF).

La Comisién Europea, como responsable de la gestion, establecio en 1979 una red para informar de
manera urgente sobre riesgos para la salud humana y animal. Esta red esta compuesta por la EFSA, los
Estados miembros y los paises miembros de la Asociacion Europea del Libre Comercio (EFTA). A
través del programa de seguimiento los Estados miembros se analizan las muestras oficiales y se toman
medidas con aquellas que presentan niveles de residuos de plaguicidas considerados perjudiciales para
el consumidor. La finalidad del RASFF es proporcionar de manera rapida esta informacion a las
autoridades de control y que estas lo comuniquen a los Estados miembros de la red para que se pueda
actuar lo antes posible. Este procedimiento transfronterizo presenta una trazabilidad y permite una
coordinacion con el objetivo de adelantarse a cualquier riesgo de salubridad alimentaria, ya sea directo
o indirecto. A la hora de dar la informacion también deben especificarse las acciones emprendidas o

medidas adoptadas.

El RASFF se rige por el Reglamento (EC) 178/2002 [1]; en el capitulo IV de dicho documento se
describe la informacion sobre el sistema de alerta rapida. En el articulo 52 de dicho documento se
especifican las normas de confidencialidad. La informacién relacionada con el riesgo para la salud que
presenta un alimento debe ser accesible al pablico. Esta informacion incluye la identificacion del
producto, la naturaleza del riesgo y la medida adoptada. Sin embargo, con el fin de encontrar un
equilibrio entre la proteccion y el dafio econdmico para el sector agroalimentario, los miembros de la
red deben evitar revelar la informacion obtenida para que esté protegida por secreto profesional. No
obstante, si es necesario un ejercicio de transparencia para asegurar la salubridad de los consumidores,
y por ello, se hara publica toda la informacion protegida que sea de relevancia. El reglamento también
especifica que, si un alimento que haya sido objeto de notificacion en el sistema de alerta rapida ha sido

enviado a un pais tercero, este debe ser informado de manera correspondiente.
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Figura 3. Interrelaciones del sistema RASFF.

En la Figura 3 se puede observar de forma esquematica como se desarrolla el sistema RASFF. Los
inspectores realizan una inspeccion en el mercado o en una frontera y proceden a la toma de muestra,
la cual se envia a un laboratorio de la red de laboratorios oficiales. Posteriormente, se comprueban los
resultados proporcionados por el laboratorio y se evalla si existe un riesgo para la salud. En caso
afirmativo, a través de un formulario de notificacion RASFF se especifican los detalles del resultado y
las acciones llevadas a cabo en consecuencia. Este formulario debe ir acompafiado de todos los
documentos relevantes posibles como pueden ser las listas con las empresas que han recibido los
productos contaminados. A continuacidn, la Comision Europea traslada la informacion a todos los

miembros del RASFF. Existen cuatro principales métodos de notificacion:

¢ Notificaciones de alertas: Este tipo de notificacién involucra que el alimento o pienso que
presenta el riesgo para la salud se encuentra ya en el mercado y, por lo tanto es necesario una
actuacion inmediata. EI Estado miembro que identifica el problema y toma las medidas
necesarias (como puede ser la retirada del producto), informa al resto de miembros del RASFF
para que siguiendo la trazabilidad comprueben si dicho producto también ha llegado a sus
mercados.

¢ Notificaciones de informacion: Este tipo de notificaciones se llevan a cabo cuando el riesgo
identificado no se considera grave y por lo tanto no requiere de una accion inmediata. Se pueden
diferenciar en notificaciones de informacién para seguimiento y notificaciones de informacion

para atencién o cuidado. Las notificaciones de seguimiento hacen referencia a un producto que
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puede ser depositado en un mercado de un miembro de la red RASFF y las de atencion
corresponden a productos que todavia no han llegado al mercado o ya no se encuentra en él.
Notificacién de rechazos en frontera: Esta notificacion tiene lugar cuando, tras realizar el
analisis del producto, un envio es rechazado en la frontera exterior de la UE debido a que se ha
identificado un riesgo sanitario. El propdsito de este mensaje es reforzar los controles del
Espacio Econdmico Europeo (EEE) para asegurar que el producto no se introduce a través de
otro puesto fronterizo.

Noticias: Las noticias involucran toda informacion que se considera de relevancia sobre la
seguridad alimentaria y de los piensos, pero que no cumple los requisitos para ser ninguna de
las notificaciones expuestas con anterioridad.

Notificaciones de incumplimientos: Se considera un incumplimiento todos aquellos productos
agroalimentarios que no presentan un riesgo para la salud de las personas pero que pueden dar
lugar a leves riesgos para el bienestar animal y las plantas. Si, tras evaluar el incumplimiento,
se considera que existe un riesgo notable, se puede aplicar un procedimiento rapido para escalar

la notificacidn dentro de la plataforma RASFF.

La Figura 4 representa un grafico con todos los tipos de notificaciones que han sido reportadas durante

las anualidades de 2017, 2018, 2019 y 2020. Estos datos también involucran el sistema de asistencia y

cooperacion administrativa. (AAC). La comunicacién entre ambos organismos se establece a través de

un “moédulo de conversacion”, una funcionalidad disponible en la plataforma electrénica iRASFF. En

la Figura 4 se puede observar como han ido aumentando las notificaciones de incumplimientos durante

este rango de tiempo.
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Figura 4. Numero de notificaciones (RASFF/AAC) separadas por tipos presentadas durante los afios

2017,2018,2019 y 2020.
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En el afio 2019 se transmitieron mas de 4118 notificaciones a través del sistema RASFF, de las cuales
1173 (29%) fueron clasificadas como alerta, 546 (13%) fueron marcadas como informacion para
seguimiento, 882 (21%) como informacion para atencién, 1499 (36%) como rechazos en fronteray 18
(<1%) como noticias.
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2. Cromatografia de fluidos supercriticos
2.1 Evolucion de la técnica cromatogréafica de fluidos supercriticos.

En 1962 se desarrollé una nueva técnica cromatografica conocida como cromatografia de fluidos
supercriticos, denominada por sus siglas en inglés: SFC. La idea de esta técnica surge con un propdsito
claro de combinar la cromatografia liquida (HPLC) y la cromatografia de gases (GC) en busca de una
cromatografia hibrida (HPGC) que proporcionase las ventajas de ambas y permitiese la deteccion y
andlisis de compuestos no volatiles e inestables. EI primer contacto con lo que hoy dia conocemos como
SFC se puede encontrar en un articulo de Ernst Klesper [15]. Las dificultades que suponian el analisis
de ciertas porfirinas a través de GC, llevaron a Klesper a investigar otros gases que se pudieran emplear
para separar estos compuestos. Sus estudios se centraron en el aumento de la presién del sistema,
eludiendo elevar la temperatura a los niveles de la cromatografia de gases y, de esta forma, se evito la
degradacion de las porfirinas durante el andlisis. Sin embargo, para la separacion en columna (fase
estacionaria de polietilenglicol), Klesper empled diclorodifluorometano como fase movil. Sie, Van
Beersum y Rijnders fueron los primeros en publicar un estudio que utilizaba di6éxido de carbono (CO,)
como fase movil [16]. De esta forma la presion critica necesaria para actuar como fase maévil se redujo
drasticamente en comparacion con el diclorodifluorometano, ademas de que presentaba ventajas extra
como el hecho de ser muy econémico y carecer de toxicidad. Durante los afios venideros, SFC compitio6
con GC destacando en un analisis mas eficiente de aquellos compuestos que mostraban inestabilidad
térmica, asi como aquellos que excedian el rango de peso molecular generalmente aplicado en métodos
de GC. Grindings, Myers y King fueron los primeros en proponer un método comparativo con HPLC
[17]. Este método se desarroll6 para el analisis de compuestos no volatiles, los cuales eluian a través de
un gradiente de presién. De esta forma, Grindings queria demostrar que mediante la modificacién de la
presion se podia alterar el poder solvente del gas empleado como fase mévil y mejorar a la HPLC en
diversos aspectos, especialmente en velocidad de analisis ya que permitiria el uso de flujos mas
elevados, siendo esta una de las principales ventajas de este tipo de cromatografia hoy en dia. Tras el
desarrollo de estas rampas de presion para controlar la elucion, SFC oficialmente empez6 a competir

con las dos principales técnicas cromatograficas ampliamente implantadas, GC y HPLC.

Sin embargo, se observaron algunos inconvenientes como la pronunciada caida de presion que se
experimentaba a la salida de la columna cromatografica, especialmente en columnas capilares. Cuando
se empleaba didxido de carbono puro como fase movil, la caida de presién en la salida de columna
afectaba de manera notoria a la resolucion cromatografica. La resolucion de los compuestos dependia
en gran medida de las condiciones de presion en el momento de la elucién. Ademas, este hecho era
dificilmente predecible a través de una simple ecuacion, ya que se mezclaban factores de separacion
con factores de capacidad y el incremento del nimero de platos en la columna no daba lugar a una mejor

separacién [18]. La caida de presion se magnificaba conforme menor era el tamafio de particulay mayor
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la longitud. Era necesaria la busqueda de un compromiso entre la eficiencia, tamafio de particula y la
caida de presidon en columna, ya que si no las condiciones no se mantenian uniformes durante la
separacion cromatografica [19,20]. Hewlett Packard fue la primera empresa que fabricé dispositivos
especificos para aumentar la eficiencia de las capacidades de SFC. En concreto, Hewlett Packard
destaco por posicionar modulos de enfriamiento en los cabezales de la bomba, asi como la incorporacion
de una valvula reguladora de contrapresiéon (BPR) que permitia cierto control de la presion a lo largo
del sistema [21], el esquema de dicha valvula queda expuesto en la Figura 5. Por lo tanto, el concepto
de SFC utilizando columnas empaquetadas seguia siendo factible incluso empleando pequefios tamafios
de particula. Posteriormente estos dispositivos acoplados a SFC se han ido perfeccionando. Un ejemplo
de ello fueron los restrictores que se implementaron posteriormente en los BPR para automatizar la
regulacidén de presion en funcién del flujo de CO; proporcionado por la bomba; permitiendo al usuario
ajustar los pardmetros de dicha regulacion [22]. De esta forma el analista podia establecer una presion
fija a la salida de columna independientemente del flujo, lo cual mantenia la densidad de la fase movil

y aumentaba la reproducibilidad del analisis.

Figura 5. Seccion transversal de la valvula reguladora de contrapresion (BPR) 1 = asiento de valvula,
2 = aguja, 3 = solenoide, 4 = sello, 5 = resorte de retorno, 6 = tornillo de ajuste, 7 = calentador.
Reproduccion sacada del articulo publicado en Chromatographia por M. Saito, Y. Yamauchi, H.

Kashiwazaki y M. Sugawara [22].

Las mejoras aplicadas al sistema de SFC provocaron una transicion de una cromatografia de columna
capilar a una de columna empaquetada; mas similar a la cromatografia de fase normal HPLC. Terry

Berger fue de los pioneros en acoplar SFC a espectrometria de masas y demostrar que con el uso de
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modificadores en la fase movil esta técnica adquiria la capacidad de detectar los analitos méas polares
[23,24]. Berger profundizé en esta idea de SFC como una alternativa demostrable a HPLC en
cromatografia de fase normal e investigé como diferentes aditivos y modificadores podian afectar a la
forma de pico y especialmente a la ionizacion de los compuestos [25]. En la Figura 6 se puede observar
cémo poniendo en conjunto todos estos descubrimientos sobre control de la presion, codisolventes y
aditivos se pudo determinar el alcance actual de SFC en términos de polaridad [26]. De hecho, hoy en
dia, el CO, puro como fase mdvil se utiliza en raras ocasiones, como puede ser la separacion de
fracciones de petréleo [27]. Entre las principales ventajas de esta versatilidad en cuanto a polaridad que
nos puede proporcionar la fase movil de SFC esta el amplio alcance analitico. Comparado con LC, el
rango de analitos que pueden detectarse con esta técnica es bastante superior. Esto hace que SFC sea
una técnica atil en un amplio rango de campos de aplicacién, sobre todo si tenemos en cuenta sus
ventajas en cromatografia quiral. Otra ventaja destacable es que SFC puede trabajar sin usar agua en la
fase movil, de hecho, suele ser muy comun. Esto supone una ventaja ya que algunos analitos pueden
sufrir hidrolisis durante la elucion en cromatografia liquida de fase reversa (RPLC), dando lugar a una

cuantificacién errénea.

X Aol " lones inorganicos
Pentano Eteres Anilinas Aados Anfoteros  Péptidos Proteinas
Esteres A Aminas ADN/ARN
Incremento de polaridad L

SFC: COzpuo
SFC. GO + modifcador
SFC COz+modﬁmdor adhvos

SFC: C()zﬂmdlﬁcador admvos+agla

HPLC fase-normal IC - intercambio ionico

Figura 6. Rango de aplicacion de SFC incluyendo las diferentes variantes con co-disolventes y aditivos.

Durante las dos ultimas décadas los instrumentos se fueron perfeccionando en cuestiones de hardware
y software para conseguir el mejor rendimiento. De esta forma, la adopcion de SFC por parte de los
laboratorios fue cada vez mayor, sobre todo para la realizacion de purificaciones por parte de
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laboratorios farmacéuticos. La combinacion de fase estacionaria y fase movil en cromatografia
preparativa con SFC permitio la separacion de compuestos quirales empleando grandes flujos, lo cual,
facilitaba la rapidez del procedimiento y el reequilibrio de las condiciones iniciales sin afectar a la
eficiencia cromatografica. Sin embargo, existia un inconveniente. La recogida de la muestra mediante
esta metodologia requiere de separadores ciclonicos en el vial, los cuales evitan la diseminacién de la
muestra mejorando el porcentaje de recuperacion del analito. Utilizando estos separadores con SFC era
necesario que se limpiaran después de cada muestra, lo cual, para un laboratorio de rutina con un
elevado flujo de trabajo suponia un gran inconveniente. Ademas, este tipo de separadores ciclonicos
estaban ideados para HPLC, por lo que eran dispositivos disefiados para recoger grandes volimenes de
la misma muestra. Berger pretendia usar SFC para la recogida de diferentes muestras y la dificultad en
la limpieza de estos aparatosos dispositivos generaba problemas de contaminacion cruzada. Berger ided
un método semipreparativo con SFC que permitia la autolimpieza y disminucién del aerosol con
recuperaciones superiores al 95% [28]. Otra significativa mejora de la cromatografia preparativa con
SFC fue la incorporacion de un mecanismo para desviar una fraccion de la muestra a un detector. De
esta forma, los laboratorios no tenian que posteriormente analizar el extracto; mientras se recogia el
mismo, una fraccidn se destinaba a un detector para confirmar la separacion. Wang y Kassel fueron los
primeros en documentar como posicionaron una valvula intercambiadora entre su cromatégrafo SFCy
su espectrometro de masas que permitia llevar a cabo este proceso [29]. Esta modificacion de la valvula
no afectaba a la recuperacion con elevados rendimientos de la gran mayoria de los compuestos presentes
en las bibliotecas quimicas de entonces. Por lo tanto, SFC se planteaba como una poderosa técnica
cromatografica que proporcionaba una alternativa a la cromatografia de liquidos en fase reversa

convencional.

Colector de
Fracciones

Muestra

— — — ,—C—

Valvula
Control

Columna

Espectrometro de
Masas

g

Figura 7. Sistema de purificacion SFC/MS desarrollado por Wang y Kassel. (a) bomba del
modificador, (b) bomba de CO, (c) detector de UV, (d) bomba LC 200 a 3 mL/min MeOH, (e) bomba
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LC 200 a 200 pL/min 50:50 MeOH / agua que contiene &cido formico al 0,05%, (f) inyector Gilson 215
/ colector de fracciones y (g) espectrometro de masas PE Sciex API-150 EX.

Hoy en dia la configuraciébn méas demandada y considerada mas efectiva es aquella que emplea
columnas empaquetadas. La configuracién es muy similar a la de un HPLC exceptuando aquellos
dispositivos exclusivos de SFC como la bomba de CO; o el regulador de contrapresién. Esta
configuracion ha sido la mayoritariamente aceptada principalmente por ser mas adaptable al analisis de
un gran espectro de compuestos [30]. En aspectos generales se considera a SFC como una cromatografia
de fase normal, pero sin los problemas cominmente asociados a la cromatografia de fase normal HPLC,
siendo a su vez una alternativa muy viable para la separacion en fase reversa HPLC. Los flujos de fase
movil empleados permiten que el reequilibrado de las columnas sea muy rapido, alcanzandose las
condiciones iniciales en apenas 5 volimenes de columna. Las ventajas de SFC respecto a HPLC estan
bastante definidas. La fase movil en estado supercritico presenta una menor viscosidad y por lo tanto
una mayor difusividad respecto a los liquidos convencionales, lo cual proporciona separaciones mas
eficientes en un menor especio de tiempo. Desde el punto de vista medioambiental, SFC entra dentro
del concepto quimica verde ya que la fase movil estd basada en CO,, un producto abundante en la
naturaleza, de toxicidad muy reducida y no inflamable [31], el cual se puede producir en gran escala y
con una excelente eficiencia energética. En resumen, el empleo de CO, como fase mdvil en
cromatografia da lugar a procesos mas limpios y econdmicos, pero sin perder calidad analitica. La
cromatografia SFC se puede emplear como cromatografia de fase reversa, pero aporta algo mas de
versatilidad en cuanto al alcance de los compuestos analizados si se introduce algun disolvente organico
como modificador [32]. Ademas, emplear un gradiente de modificador en SFC con algunas aplicaciones
como las separaciones quirales presenta multiples ventajas ya que puede proporcionar mejor resolucion

cromatogréfica.

La cromatografia SFC se convirtié entonces una herramienta muy Gtil tanto para separacion aquiral
como quiral. Conforme mé&s se entendia la técnica y sus interacciones con las diferentes fases
estacionarias, mas se ampliaba el rango de compuestos que se podian analizar. En definitiva, a lo largo
de las Ultimas décadas, la cromatografia SFC se ha convertido en una técnica muy bien comprendida
gue proporciona la misma calidad y robustez que HPLC. Por lo tanto, se considera a SFC como una
técnica eficiente para el anélisis cromatogréafico, capaz, en muchas ocasiones, de dar solucién a ciertas

limitaciones presentes en HPLC y GC.

2.2 Determinacion de la fase movil

Los tres principales tipos de cromatografia difieren principalmente en las propiedades fisicoquimicas

de la fase mdvil. En LC, las interacciones son dependientes de la naturaleza del eluyente, ya que segln
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sus propiedades proporcionara un tipo de interaccion molecular u otro con la fase estacionaria. En GC
la fase maovil es un gas que arrastra los analitos y los separa por interaccion con la fase estacionaria en
una columna capilar, basando el gradiente del método en la temperatura del horno. En SFC, la fase
movil es un fluido con una temperatura y presion préximas o por encima de la temperatura y presion
criticas. La densidad del fluido juega un papel crucial en las interacciones moleculares con el analito y
la fase estacionaria. Sin embargo, esta fase movil de SFC es sobre todo eficiente con compuestos de
baja polaridad; para el analisis de compuestos con una polaridad mas elevada es necesario afiadir
modificadores organicos. Estos disolventes modifican las propiedades del CO, supercritico:
incrementan la viscosidad y reducen el coeficiente de difusion. Por esta razdn se afiaden en pequefias
proporciones [33]. Hoy en dia la gran mayoria de sistemas SFC emplean fases moviles modificadas de

CO; sobre columnas empaquetadas.

Si observamos el diagrama de la Figura 8 que representa un componente individual y puro [34],
dependiendo de la temperatura (T) y la presion (P) se pueden dar los tres estados de la materia. Cuando
se alcanza el punto triple (tp) estos tres estados de la materia coexisten. Sin embargo, la seccion del
grafico que involucra a SFC es la delimitada por el punto critico (cp), donde la temperatura y presién
del compuesto se encuentran por encima de sus valores criticos y, por lo tanto, las diferencias entre el
estado liquido y el gaseoso son practicamente inexistentes. Hay controversia sobre si la zona del gréafico
gue muestra la regién de supercritico corresponde a un cuarto estado de materia o no, de hecho, si se
cruzan las lineas discontinuas no se esta produciendo un cambio de fase. Al cruzar una linea continua
del diagrama, se produce un cambio de fase que desemboca en un cambio dréstico en la densidad,
viscosidad y difusividad. En el diagrama se puede observar otra forma de trasformar, por ejemplo, un
gas en un liquido. Siguiendo la flecha representada, el cambio de gas a liquido se realiza de forma
gradual sin afectar de manera abrupta en las propiedades fisicoquimicas y, por lo tanto, no se produce

un cambio de fase.

Figura 8. Diagrama de fases para un solo componente. Las areas definidas son sélido (S), liquido (L),
gaseoso (G) o fluido supercritico (SF). También estan representados el punto triple (tp) y el punto

critico (cp).
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Si tenemos en cuenta LC, las mezclas producidas son entre dos liquidos miscibles, la mezcla méas
sencilla que se puede dar. Sin embargo, el comportamiento de una fase binaria en SFC es mucho méas
complejo. Para representar la composicion del fluido es necesario observar la Figura 9 donde escalamos
a un diagrama en tres dimensiones que incluye un tercer eje para el modificador. La regién que
comprende a la figura sombreada corresponderia a la zona donde se mezclan ambas fases [35]. En
definitiva, aunque existe cierta controversia sobre el estado de la fase mdvil en SFC cuando se aplica
un modificador, lo que esta perfectamente definido es que las principales propiedades de un fluido

supercritico son la alta difusividad y la baja viscosidad.

Locus critico

Concentracion de
Metanol (mol %)

Presion (MPa)

Temperatura (°C)

Figura 9. Diagrama tridimensional de una mezcla binaria en dos fases. La mezcla tipo | representada

es CO, y metanol. La figura sombreada representa la region en dos fases.

Este tipo de fluidos no se suelen dar de forma esponténea en la naturaleza. Berger describe la multitud
de fluidos que han sido estudiados como fase movil para SFC [23]. Entre ellos destacan el 6xido
hiponitroso (N.O), amoniaco (NHs), halocarburos, diéxido de azufre (SO) e incluso agua. En el libro
de B.E. Poling [36] se encuentra la Tabla 1 que resume el peso molecular, la temperatura critica, presion
critica y la densidad de fluidos que podrian ser utilizados como fases maviles o aditivos en SFC. Es
necesario tener en consideracion que realizar cualquier andlisis en unas condiciones proximas al punto
critico es completamente desaconsejable. Esta demostrado que los coeficientes de difusion se ven

modificados drasticamente cuando se trabaja a temperaturas y presiones préximas a las criticas [37].
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Por lo tanto, para evitar resultados inesperados y operar de manera reproducible es necesario trabajar

considerablemente por encima del punto critico.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de disolventes compatibles con la cromatografia de fluidos
supercriticos. PM: Peso molecular; Tc: Temperatura critica; Pc: Presion critica; Dc: Densidad critica.

Disolvente PM Te (K) P. (atm) D. (g/ml)
Dioxido de carbono (COy) 44.01 304.12 73.7 0.469
Amoniaco (NHz3) 17 405.4 1135 0.235
Oxido nitroso (N,0) 44 309.6 72.5 0.450
Agua (H:0) 18.015 647.1 220.6 0.322
Metano (CHa) 16.04 190.6 46 0.162
Etano (C2Hs) 30.07 305.3 48.7 0.203
Propano (CsHs) 44.09 369.8 425 0.217
Etileno (CoHy) 28.05 282.3 50.4 0.215
Propileno (C3He) 42.08 364.9 46.0 0.232
Metanol (CH3;OH) 32.04 512.6 80.9 0.272
Etanol (C.HsOH) 46.07 513.9 615 0.276
Acetona (C3HsO) 58.08 508.1 47.0 0.278
Trifluorometano (CHF3) 70.01 298.97 48.4 0.526

Tras innumerables evaluaciones de fluidos supercriticos para el desarrollo de SFC, ninguno se aproxima
a la eficiencia que proporciona el dioxido de carbono. El diéxido de carbono tiene un punto critico muy
facil de alcanzar, puede comprimirse en un fluido supercritico a los 31 °C de temperatura y los 70 bar
de presion. Al no ser necesario emplear elevadas temperaturas, evitamos la degradacion de compuestos
termolabiles. Ademaés, se trata de un gas muy facil de conseguir ya que se emplea en multitud de
industrias de alimentacion y a su vez también se recoge como producto de desecho en otros sectores
industriales. Este es el motivo de que la bombona de CO- resulte a un precio muy econémico y de que
SFC se encuentre dentro del concepto quimica verde ya que el CO; es un gas reciclable. En lo que
respecta a la seguridad, el diéxido de carbono no es tdxico en pequefias concentraciones, los flujos
empleados en SFC no afectan de manera considerable al diéxido de carbono ya presente en un

laboratorio.
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Pero sin duda alguna, una de las propiedades mas importantes del CO, supercritico es que es miscible
con una gran cantidad de disolventes polares. Actualmente, el disolvente ma&s empleado como
modificador es el metanol (MeOH). Se trata de un disolvente bastante polar que es completamente
miscible con el CO», con baja toxicidad y accesible a un precio reducido. La densidad del CO; ha
demostrado tener un rol importante a la hora de modificar los tiempos de retencion de los analitos,
especialmente de aquellos que tenian una baja polaridad. Considerando la mezcla metanol/CO-, la
densidad aumenta conforme se incrementa la concentracion de metanol en la fase movil [38]. Esto se
traduce en que la densidad es el principal parametro para estudiar la solubilidad ya que es la capacidad
del fluido para establecer interacciones con los solutos. En términos generales, un cambio en la densidad
del fluido afectara directamente a la viscosidad (que a su vez interviene en el coeficiente de difusion) y
la conductividad térmica (que contribuye al intercambio de temperatura en las columnas). La
temperatura es un parametro gue influye también en la densidad. Un descenso de la temperatura en la
regién mas proxima al estado gaseoso, puede incrementar la densidad ya que se favorece el contacto
entre moléculas, sin embargo, este fendbmeno es mas probable cuando tenemos CO; puro. Otro
pardmetro bastante comin que suele influenciar en la densidad es la contrapresion, y otros menos
comunes son: el flujo, las dimensiones de la columna (longitud, didmetro interno y tamafio de particula)
y el tipo de porosidad de la fase estacionaria. Por lo tanto, SFC es una técnica muy compleja a la hora
de predecir la separacién y los tiempos de retencién ya que multitud de factores se ven involucrados
(Figura 6).

Es necesario tener en cuenta que la temperatura critica del metanol es 240°C y su presién critica son 82
bares, por lo que cuando el metanol se mezcla con el CO; en raras ocasiones estaremos ante un fluido
supercritico a no ser que la concentracion de metanol sea muy reducida [37]. En RPLC es normal
observar un gradiente de 0 a 100% de fase acuosa a fase organica. Esta situacion no se da en SFC, donde
la concentracion de CO, debe ser siempre superior al 30-40% si se quiere disfrutar de los beneficios de
solubilidad, viscosidad y velocidad de transferencia de masa que proporciona este fluido. Ademas, la
modificacion de la viscosidad y los coeficientes de difusion al afiadir modificadores no se produce de
forma lineal; por lo tanto, la adicion de estos en las cantidades adecuadas es un parametro esencial a la

hora de optimizar un método en SFC.
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Figura 10. Los parametros involucrados en el tiempo de retencion de los analitos en SFC. En azul
aqguellos que afectan al CO; puro y con modificador; en rosa efectos propios de fluidos compresibles
[39].

Generalmente se emplean gradientes que oscilan entre 2-50% dependiendo de la polaridad de los
compuestos a separar. En la Figura 7 sacada del articulo de E. Lesellier y C. West [39] se observa como
las condiciones para mantener el estado supercritico se modifican drasticamente conforme la adicion
de metanol aumenta. La temperatura critica continta subiendo conforme el porcentaje de modificador
aumenta de 0-100%. Sin embargo, la presion critica alcanza un valor maximo entre el 35-40% de
metanol y posteriormente desciende de nuevo conforme continua el incremento de modificador. Este
grafico también representa las lineas isopicnas, lineas que representan una densidad constante. La teoria
dice que los métodos més robustos, es decir, aquellos menos influenciados por las caidas de presion,
son aquellos que se mantienen por encima de la linea isopicna de 0.75 g/mL. Esta linea ve modificados
sus valores de temperatura y presion conforme aumentamos el porcentaje de modificador en la fase
movil. La conclusién es que lo que en hoy dia se nombra como SFC no es del todo cierto ya que el uso
de porcentajes superiores al 10% de modificador, por norma general, implica que no se cumplan todas
las condiciones caracteristicas de un fluido supercritico. Teniendo en cuenta que generalmente se trabaja
con una temperatura en el horno del cromatégrafo entre 40-50 °C, aunque al inicio si nos encontremos
en condiciones supercriticas, conforme avance el gradiente de modificador estaremos trabajando con
un “fluido subcritico”. Al operar bajo una temperatura inferior a la temperatura critica realmente

estamos trabajando con un liquido de alta densidad que tiene la capacidad para disolver los analitos.
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Figura 11. Diagrama de fases que representa las condiciones para alcanzar el estado de fluido
supercritico para el didéxido de carbono puro (azul) y con diferentes porcentajes de mezcla con metanol

(verde). Las flechas rojas representan las lineas isopicnas (densidad constante).

Para mejorar la elucion o retencion en ocasiones se emplean aditivos en el disolvente modificador y en
el disolvente make-up. El disolvente make-up esta presente en la gran mayoria de configuraciones
actuales de SFC. Cuando el flujo de fase mdvil alcanza la fuente de ionizacién, la gran mayoria de este
corresponde a metanol, ya que el CO; pierde las condiciones que le confieren el estado supercritico tras
abandonar el regulador de contrapresion. ElI CO, se expande aproximadamente 430 veces llegando
incluso a influir levemente en el porcentaje de gases involucrados en el proceso de nebulizacion. Sin
embargo, el principal problema reside en que sobre todo al inicio del gradiente, el porcentaje de
modificador durante la elucion es muy reducido (1-5%) por lo tanto la cantidad de disolvente que queda
tras la vaporizacion del dioxido de carbono es infima. Colocando una bomba que proporcione un
pequefio flujo de disolvente se consigue que tras la expansion del CO;siga habiendo suficiente volumen
de disolvente para evitar que el soluto se quede adherido a las paredes de cualquier material que
componga la linea de transferencia hacia el espectrdmetro de masas. La correcta optimizacion de las
condiciones del make-up, por tanto, se convierte en un factor importante para alcanzar la mayor
sensibilidad posible [40]. Bien optimizado, el efecto de dilucion o degradacion de las propiedades

cromatograficas apenas es perceptible. La composicion del make-up es un pardmetro muy importante:
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generalmente se usa metanol puro porque el voltaje que se necesita en la fuente de electrospray (ESI
)para provocar la ionizacion en metanol es casi la mitad comparado con el necesario para producir este
mismo efecto en agua [41]. Sin embargo, un pequefio porcentaje de agua puede tener otros efectos. Por
ejemplo, el CO; gaseoso se disuelve en agua produciendo numerosas especies entre las que se incluye
el acido carbdnico, el cual puede disociarse y convertirse en una fuente de protones. No es recomendable
que la composicion del make-up contenga mas del 10% de agua ya que se empezard a producir un

descenso en la eficiencia de la ionizacion debido al incremento de la tension superficial.

Una ventaja adicional del make-up es que se aprovecha la incorporacién de esta bomba para afadir al
disolvente aditivos que mejoren la ionizacion antes de la entrada a la fuente de ionizacion ESI. Existen
diversos factores que pueden afectar a la ionizacién de un analito en fuentes ESI: pH, flujo,
concentracion de electrolitos, composicion de la fase movil, tension superficial de la disolucidn,
viscosidad y aditivos. Sin duda alguna, estos Ultimos juegan un papel crucial para aumentar la
sensibilidad de un método analitico. A través de estos aditivos puede favorecerse la formacién de ciertos
aductos [42]. La adecuada eleccién de un aditivo puede, por lo tanto, dar lugar a un incremente notorio
de la sensibilidad. Ya en la fase liquida se produce la carga del analito (protonacion de la molécula),
posteriormente los aductos formados son eyectados a la fase gaseosa. No obstante, es necesario elegir
los aditivos adecuados, ya que la formacién de maltiples aductos [M + H]*, [M + Na]*, [M +K]* o
[M + NH.]* puede dar lugar a una reduccion en la sensibilidad e incluso problemas de reproducibilidad
[43]. En algunos casos muy especificos que requieren la supresion o reduccion de la formacion de cierto
aducto, hay aditivos que pueden provocar este fendmeno. Existen multitud de aditivos, pero sin duda el
acido férmico es uno de los mas empleados para favorecer la protonacion de los analitos. En menor
medida también se emplea formiato amdnico, ya que algunas moléculas presentan una sefial de mayor
intensidad cuando se forma el aducto de amonio. Sin embargo, existen otros aditivos menos comunes,
pero que pueden ser muy efectivos para el analisis de ciertos analitos. Uno de estos es el disolvente
aprotico dimetil sulféxido (DMSO). Utilizando fuentes de ionizacién ESI, cuando se emplea DMSO
como aditivo en cantidades iguales o inferiores al 5% da lugar a un incremento de la sefial en el analisis
de péptidos o compuestos de bajo peso molecular presentes en plasma y orina. En algunos casos, el
aducto formado [M+Na+DMSO]* simplifica enormemente el espectro de masas sin reducir la sefial del
analito. En definitiva, la incorporacién de un mddulo de bomba make-up aporta un incremento de
sensibilidad al sistema SFC sin afectar a las condiciones de la elucidn, ya que se introduce después de
la columna. Ademaés, la mezcla producida en la fase post-columna no produce un cambio dramético en
la presion del sistema ya que esta se encuentra controlada en todo momento por el mddulo de
contrapresion [44]. No obstante, es necesario optimizar el flujo de make-up del método ya que si este
flujo es demasiado elevado podemos experimentar una reduccion en la sensibilidad al producirse

pérdida de eficiencia en la ionizacion debido a que el flujo que llega a la fuente ESI es mayor.
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Figura 12. (A) Cromatograma utilizando fase mévil con 10mM de formiato amoénico como aditivo (B)
cromatograma empleando la misma fase movil sin aditivos. Compuestos 1: metoprolol 2: propranolol
3: pindolol 4: etrone 5: progesterone 6: testosterone 7: bosentan, 8: amprenavir, 9: atazanavir, 10:
darunavir, 11: lopinavir, 12: nelfinavir, 13: ritonavir,14: adenine, 15: guanosine, 16: nicotinic acid,
17: theobromine, ( [C] = 100 ng/mL)

Los efectos de aditivos en cantidad similares a las empleadas habitualmente en HPLC no proporcionan
cambios significativos en la polaridad [45]. Sin embargo, el pH de la fase movil si se ve modificado y
es un factor para tener en cuenta, ya que la mezcla de CO,/MeOH se puede considerar &cida con un pH
préximo a 5. La acidez aumenta al incrementar el porcentaje de metanol en la fase mdvil, debido a la
formacion de derivados acidos alquilcarbénicos [46]. Por lo tanto, la incorporacion de aditivos basicos
como el formiato amonico a la fase movil incrementan ligeramente el pH y ayudan a regularlo conforme
avanza el gradiente, haciendo que el impacto no sea tan drastico. Estos aditivos, aunque se encuentren
en concentraciones muy inferiores al 1% del total de la fase movil, pueden adsorberse en la fase
estacionaria y formar mono capas que cambian las caracteristicas e interacciones de la columna. West
et al. testearon acetato de amonio en 32 fases estacionarias diferentes y, aunque encontraron algunos

inconvenientes en el equilibro y reproducibilidad de las méas polares, observaron una mejora
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significativa de la resolucion cromatogréafica [47]. Como se puede observar en la Figura 8, la retencion
de los analitos de naturaleza basica no se veia apenas afectada, sin embargo, la forma de pico de la
mayoria de los compuestos (especialmente de aquellos con caracteristicas acidas) mejoraba de forma
notable.

2.3 Determinacion de la fase estacionaria

A partir de la década de los 90, en SFC empezaron a utilizarse columnas con dimensiones, longitudes
y empaquetamientos iguales o similares a las empleadas en LC. Las separaciones en SFC pueden
realizarse de forma maés rapida debido a que el coeficiente de difusion es varias veces superior respecto
a LC debido a las propiedades del fluido explicadas con anterioridad. No obstante, la rapidez en las
separaciones se ve muy influenciada por la fase estacionaria empleada. La principal desventaja de SFC
residia en la expansion de la fase mdvil a lo largo de la columna; este fendbmeno generaba gradientes de
temperatura axiales y radiales [48]. Las consecuencias de estas modificaciones en la temperatura eran
cambios en las propiedades fisicoquimicas del fluido (densidad, viscosidad, coeficiente de
difusion...etc.). La carente homogeneidad en la velocidad de flujo provoca una pérdida en la eficiencia
cromatografica y la reproducibilidad del analisis. En HPLC, sin embargo, las transferencias de calor
son desde el centro de la columna hasta la pared exterior de la misma, la direccién opuesta a SFC. Este
hecho es uno de los responsables del tremendo desequilibrio que supone trabajar en SFC con
temperaturas proximas al punto critico del CO; [49]. A la hora de realizar un analisis multiresiduo,
empleando las columnas y tamafios de columna convencionales, HPLC da lugar a un funcionamiento
algo mejor que SFC. Sin embargo, columnas de mayor longitud se pueden emplear en SFC sin perder
eficiencia de andlisis debido a la reducida viscosidad de la fase movil. De esta forma, el nimero de
platos se aumenta considerablemente, las separaciones son mejores y el tiempo de analisis no se ve
afectado de la misma forma que en HPLC. Grand-Guillaume Perrenoud et al. evaluaron los beneficios
y limitaciones de ambos tipos de cromatografia usando columnas con dos tamafios de particula, uno de
ellos por debajo de 2um [50]. En la Figura 9, que corresponde a dicho articulo, se pueden observar las
curvas de VVan Deemter. Esta ecuacion relaciona la longitud de la columna con la velocidad lineal de la
fase movil a través de las propiedades fisicas, cinéticas y termodindmicas de una separacion. En HPLC
se observa un comportamiento muy dispar utilizando los diferentes tamafios de particula. Usar columnas
con tamafo de particula superior a 2um en HPLC provoca que la velocidad lineal éptima sea muy baja
y limitada. Por otro lado, la baja viscosidad de la fase movil en SFC hace que los coeficientes de difusion
sean mejores y por lo tanto la eficiencia 6ptima es mucho mayor. Usando columnas con tamafio de
particula inferior a 2um este efecto se diluye, ya que la velocidad lineal y la transferencia de masas
incrementan drasticamente. Sin embargo, otros inconvenientes pueden surgir como el calor friccional

consecuencia de las bruscas caidas de presion.
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Figura 13. Curvas de Van Deemter para butylparaben en dos sistemas diferentes. H: Altura de platos.
u: velocidad lineal (Puntos azules: HPLC XTerra RP1g 50mmx4.6mm,3.5um. Picas naranjas: HPLC
Acquity Shield Cig 50mmx2.1mm,1.7um. Cuadrados purpuras: SFC Acquity UPC? BEH2-EP
100mmx3.0mm,3.5um. Triangulos verdes: SFC Acquity UPC? BEH2-EP 100mmx3.0mm, 1.7um.

El hecho de que el comportamiento de SFC con las columnas sea diferente ha dado lugar a que en los
ultimos afos se realicen diferentes estudios testeando multitud de fases estacionarias con esta técnica.
C. West et al. analizaron 109 compuestos empleando 31 fases estacionarias con la intencién de facilitar
la eleccidn de aquellas mas eficientes para analisis multiresiduo con SFC [51]. Para ello, se basaron en
la ecuacion de relaciones lineales de energia de solvatacion (modelo de Abraham) la cual a través de
ecuaciones multiparametricas permite entender la fuerza relativa de las interacciones quimicas

involucradas en la retencion y selectividad de los diferentes tipos de cromatografia:

logk = c + eE + sS + aA + bB + vV

Las letras mayuUsculas representan los descriptores del soluto o propiedades de interaccion de los
solutos, por otro lado, las letras minusculas estan relacionadas con las constantes del sistema, es decir,
aquellos efectos complementarios sobre dichas interacciones. Definiendo mas los términos de la
ecuacion, c es el término de interseccion del modelo, E es el exceso de refraccién molar, S es la
polarizabilidad del soluto, A y B son la acidez y basicidad global del enlace de hidrogeno del soluto, y
V es el volumen caracteristico de McGowan. Los pardmetros que representan las constantes del sistema
(e,s,a,b y v) se obtienen mediante una regresion multilineal para un nimero definido de solutos con

unos descriptores conocidos; estos reflejan la magnitud de la diferencia de dicha propiedad particular
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entre ambas fases (movil y estacionaria). De esta forma, si un coeficiente en particular destaca
numericamente, entonces el soluto que tenga la propiedad complementaria interactuara de manera muy
pronunciada con la fase movil (si el coeficiente es negativo) o la fase estacionaria (si este es positivo).
Por lo tanto, esta ecuacion proporciona un sistema de comparacion entre las diferentes fases
estacionarias y permite realizar agrupaciones en cuanto selectividad [52]. El estudio concluye con un
diagrama radar (Fig.14) que facilita la eleccion de una columna y por lo tanto acelera el desarrollo de

métodos que utilizan SFC.

Determinar un modelo predictivo para el tiempo de retencidon de los analitos en SFC no es algo sencillo
comparando con RP-HPLC, donde la polaridad del analito es el factor determinante en la elucion.
Bamba et al. proponen un modelo predictivo generado usando los resultados de selectividad de los
analitos en diferentes fases estacionarias [53]. Para el experimento usaron hexano y etanol como fase
movil en RP-HPLC, buscando asemejarse lo maximo posible a la fase movil usada en SFC. Analizaron
solutos con diversas propiedades fisico-quimicas (polares, apolares, acidos y basicos). Comparando los
factores de retencion se pueden obtener predicciones sobre el comportamiento de cada tipo de
compuesto en una técnica y en otra. La evaluacion de diferentes fases estacionarias denota que en SFC,
al utilizar una fase movil con una menor densidad, el coeficiente de distribucién se reduce y las
interacciones con la fase estacionaria incrementan. En el caso de una fase mévil compuesta por diéxido
de carbono cuyo momento dipolar es 0, pueden cobrar relevancia fuerzas de dispersion de London e
interacciones entre orbitales n-wt, especialmente cuando se utilizan fases estacionarias apolares. Bamba
et al. llegan a la conclusion que, a la hora de separar anillos aromaticos, compuestos con enlaces
insaturados o de polaridad similar, las fases estacionarias que funcionan a través de las interacciones de

dispersion son las mas recomendables, entre ellas las columnas Cis.
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Figura 14. Diagrama radar basado en el modelo LSER teniendo en cuenta cinco descriptores.

2.4 Cromatografia preparativa

Este tipo de cromatografia se considera una purificacion desde el punto de vista quimico, ya que
procedemos a la separacion de nuestro analito objetivo de todas las impurezas y contaminantes del
medio en el que se encuentra. Mediante una correcta separacion cromatografica los analitos pueden ser
recogidos en fracciones utilizando un sistema recolector. En cromatografia preparativa se emplean
flujos mucho mas elevados en comparacion con la version analitica, empleandose flujos de cientos de
mililitros por minuto. Otra de las principales diferencias entre la separacion analitica y la preparativa
reside en que esta Ultima estd muy limitada por la fase estacionaria. En las separaciones de
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cromatografia preparativa la columna empleada es el principal factor a tener en cuenta. Una correcta
seleccion de la fase estacionaria y una apropiada optimizacion de la elucion de los compuestos permitira
la separacidn de los picos cromatogréaficos y una correcta recoleccion de los analitos objetivo. Los tres
principales factores que afectan de manera directa al rendimiento de la cromatografia preparativa SFC
son: el sistema de introduccion de disolvente, el mecanismo de inyeccion y las condiciones de
separacién [54]. Ademas, la inyeccion de grandes volimenes de muestra (a grandes concentraciones)
también juega un papel fundamental ya que limita el acceso de los analitos a las moléculas de la fase
estacionaria ya que estos se ven influenciados por otras moléculas de la muestra. En la Figura 15 se
puede observar una imagen esquematica de todos estos factores que influyen de manera notoria en la

cromatografia preparativa SFC.

Volumen de inyeccion

Introduccion del
disolvente

Rendimiento

Compresibilidad

Figura 15. Principales factores que controlan el rendimiento de la cromatografia preparativa SFC.

En el campo de la cromatografia preparativa, la compresibilidad del CO,y su capacidad para producir
separaciones eficientes con elevados volumenes de fase movil, hacen que SFC sea una excelente opcion.
Sin embargo, el dioxido de carbono en estado supercritico presenta una solubilidad limitada. Como se

ha explicado anteriormente, este problema fue solventado con la introduccion de disolventes
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modificadores (principalmente alcoholes). Sin embargo, en cromatografia preparativa la
despresurizacion del fluido puede dar lugar a inconvenientes. EI modificador puede no abandonar
completamente el ciclo (cuando se produce la recogida de la fraccion) e introducirse de nuevo, lo cual
provocaria una fluctuacion en la cantidad de total de modificador, pudiendo incluso llegar a alterar la
eficiencia de la separacion [55]. Ademas, el CO; puede llegar a ser un inconveniente en la recogida de
ciertos compuestos que presentan sensibilidad al pH acido. Durante el proceso de recogida, grandes
cantidades de CO; pueden provocar la formacion de &cidos alquilcarbonicos (metilcarbénicos en el caso
de metanol) y provocar la degradacién de ciertos analitos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
este hecho depende en gran medida del sistema utilizado y su proceso de presurizacion en la separacion.
No obstante, existen soluciones para evitar esta degradacion, como la sustitucién de metanol por
acetonitrilo en el modificador, bombeo de nitrégeno en el colector de fracciones para retirar el CO; del
metanol o la adicién de aminas para neutralizar el caracter acido [56]. Sin embargo, en comparacién
con la cromatografia preparativa HPLC, el CO_ supercritico presenta multiples beneficios debido a las
propiedades de su fase mévil [57]. Como se ha mencionado con anterioridad, la baja viscosidad del
fluido permite emplear flujos de fase movil elevados que dan lugar a tiempos de andlisis mucho mas
cortos, pero sin pérdida de resolucion durante el proceso. Ademas, las fracciones se recogen en metanol
(disolvente modificador) el cual se puede evaporar de manera mucho mas rapida que las fracciones
acuosas recogidas mediante cromatografia preparativa HPLC. Speybrouck et al. exponen un resumen
de las aplicaciones de la cromatografia preparativa de SFC desde 2016 hasta 2020 [58]. En numerosos
estudios queda descrito el incremento de la productividad usando SFC, asi como las reducciones en el
coste de la separacion y en el impacto ambiental. La aplicacion de este tipo de cromatografia preparativa
se extiende principalmente a productos naturales, pequefias moléculas como productos intermedios de
medicamentos y pesticidas. Un resumen de las condiciones experimentales para la separacion de

algunos de estos productos se puede encontrar en la Tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones cromatograficas para diferentes aplicaciones de cromatografia preparativa de fluidos supercriticos.

Concentracion

Familia de Analito Sistema Fase Fase movil Psalida Flujo de la disolucién _Volumen Referencia
compuestos estacionaria feed inyectado
CSP-1
(25%"2”?;“”" CO2:MeOH/DCM (1/1) somg/mL11 o
Galbelgin, (- or o0 a9 cgp-z 85:15 MeOH/DCM '
Ganschisandrin, prep CO2:MeOH/DCM (1/1) 150 . 15 mg/mL 1/1
Gal . system and (250x20mm, 80:20 b 60 g/min MeOH/DCM 0.8 mL [59]
Productos algraviny (-)- six (Waters) 5um) ’ ar €
Veraguensin CO2:MeOH/DCM (1/1) 30 mg/mL 1/1
Naturales CSP-2 . 1.5mL
80:20 MeOH/DCM
(250x20mm,
5um)
SFC prep 80  EnantioPak AD
Dihydromyricetin ~ system and (250x20mm, CO2:MeOH 60:40 100 40 g/min 40 mg/mL 1/1 - [60]
X bar MeOH/DCM
six (Waters) 10um)
1-benzyl-3- Chiralpak AD-H
methyl-2- (250 x 30 mm,
L CO2:EtOH 95:5
piperidone : Sum) CO,:iPrOH/DEA i 120 : i [61]
Regioisomeros del Chiralpak I1C 75:95/0.25% ml/min
iodoaryl (250 x 30 mm, ' 70
5um)
Lux Cellulose-4
Synthetic Berger (2505;( ?T?)mm’ COzin- 29.2 mg/mL 8/2
Moléculas intermediate A\ Chirioi o HepUiPrOH/DEA 88:12 n-Hept/iPrOH
farmceutioas Synthetic Thar SFC (250 x go o (80/20)/0.15% 100 ] 220 mg/mL 1/1 ] (62]
intermediate B Pren 350 5m) ' CO,:MeOH 90:10 bar ACN/DCM
Synthetic (Wgters) Lix A*ﬁ‘] ' o COzMeOH/ACN/DCM 50 mg/MI 1/2
intermediate C y 50:50 (20/20/10) MeOH/DCM
(250 x 30 mm,
5um)
Berger
. 120 100 mg/mL
Acido propanoico ¥h§:lsa£g (ngl(;aleoorrjlﬁ CO,:MeOH 80:20 100 mL/min MeOH i [63]
AyB ' CO2:MeOH 70:30 Bar 100 75 mg/mL
Prep 350 5um) .
mL/min MeOH
(Waters)
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Concentracion

Familia de Analito Sistema F_ase . Fase movil Psalida Flujo de la disolucién _\/olumen Referencia
compuestos estacionaria feed inyectado
Waters .
Chiralpak AD-H
Compuestos MGIL — “2s0x30mm,  CO;MeoH70:30 =0 85 : . [64]
atropisomericos preparative 5um) Bar mL/min
device H
SFC. e mgmL
PICLAB Chiralpak AD-H CO,:EtOH 85:15 .EtOgI’-I 250 pL
4 derivados de Hybrid 10- (250 )‘(’ 46 mm CO2EtOH 90:10 150, o in 13.2 malmL 250 pL [65]
isoxazole 20 device 5 rﬁ) ’ CO2:EtOH 93:7 Bar .Eto?-| 485 pL
(PIC H CO,:EtOH 90:10 13.5 Mol 485 L
solution) > mg/m
EtOH
(%cl)rilggknﬁ 180 145 mg/mL 1/1
Thar SFC 5m) ' 100 mL/min MeOH/DCM -
Receptor S1P1 Prep 350 oM CO2:MeOH 50:50 80 mg/mL 1mL [66]
device Chiralpak AD-H bar 130 MeOH
(250 x 4.6 mm, mL/min
5um)
EnantioPak OD
(250 x 30 mm,
5um) .
. CO2:1PrOH 95:5
i 4isomerosde p- o C Prep 80 EnantioPak AD CO:EtOH 80:20 100 18 mg/mL iPrOH
Pesticides . system (250 x 30 mm, : : 40 g/min 2mL [67]
Cypermethrin CO,:EtOH 85:15 bar
(Waters) 5um)
EnantioPak AD
(250 x 30 mm,
5um)
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2.5 Cromatografia quiral

Se denomina estereoisémeros a aquellos compuestos que poseen idéntica formula molecular y la misma
secuencia de conexiones atomicas, pero difieren la disposicion espacial de las mismas. Al tener tantas
similitudes estructurales, sus propiedades fisicas y quimicas son muy similares, siendo extremadamente
dificil separar estereoisomeros usando las fases estacionarias convencionales. En cromatografia quiral,
grupos funcionales quirales se enlazan con la superficie de un material inerte como pueden ser las
particulas de gel de silice. Mediante la formacién de diversos enlaces como dipolo-dipolo, enlaces de

hidrégeno, enlaces n—r e interacciones espaciales se produce la separacién de los esterecisémeros.

Las fases estacionarias empleadas en SFC provienen directamente de las que fueron disefiadas para
HPLC. Existe una gran diversidad de fases estacionarias que se usan en SFC para la separacion de
compuestos quirales: polisacaridos inmovilizados, “tipo de cepillo”, proteinas unidas, ciclodextrina,
éter de corona, intercambio de ligandos... etc. Pero sin duda alguna, las fases estacionarias mayormente
utilizadas estan basadas en polimeros de polisacaridos, ya que combinadas con SFC proporcionan una
excelente resolucion de los picos cromatograficos. Uno de los principales problemas de este tipo de
columnas reside en que la tecnologia que utilizan no es muy robusta en términos mecéanicos. Los
polisacaridos se encuentran recubriendo las particulas de silica, lo cual limita los tipos de disolventes
gue pueden ser empleados sin que la fase estacionaria corra el peligro de ser disuelta. Esta desventaja
ha provocado durante afios que la vida Gtil de las columnas fuera bastante corta. Sin embargo, en los
ultimos afios se han desarrollado modelados con fases estacionarias inmovilizadas, que cumplen la
misma funcién y amplian el rango de disolventes que se pueden emplear en la separacion quiral. La
principal ventaja de fases estacionarias como las de “tipo de cepillo” o “Brush-type”, es que son capaces
de proporcionar una excelente estabilidad ya que sus grupos funcionales se encuentran inmovilizados
directamente en la superficie del gel de silice. Estas columnas pueden emplearse incluso en condiciones
“extremas”, como pueden ser el uso de &cidos, bases o disolventes poco comunes. Sin embargo, como
la fase movil en SFC es ligeramente &cida, existe la posibilidad de que surjan grupos silanol que
modifiquen las interacciones quirales (se trata de un hecho poco probable). Otro tipo de columnas
bastante estudiadas son las basadas en antibidticos macrociclicos. Son columnas muy versétiles al
poseer un elevado numero de sitios quirales activos debido a sus estructuras macromoleculares. Harps
et al. exponen un excelente resumen de esta aplicacion en el campo del bioanalisis [68]. Quedan
reflejados numerosos métodos que corresponden con los articulos cientificos mas relevantes sobre
separaciones enantioméricas usando SFC desde el afio 2014 hasta el afio 2018. En dicha revision
podemos observar que la mayoria de los métodos emplean columnas con fase estacionaria basada en
polisacéridos, ademas, podemos encontrar todos los diferentes parametros evaluados para este

propédsito: BPR, modificadores, condiciones del make-up... etc. Las separaciones quirales estan a la
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orden del dia en la industria farmacéutica. La Food and Drug Administration (FDA), agencia del
gobierno de Estados Unidos, fue de las pioneras en establecer la norma de asegurar que los
medicamentos se desarrollaban a través de metodologias que proporcionaban compuestos
enantiomericamente selectivos. Bernal et al. [69], en uno de sus trabajos proceden a la separacion de
farmacos utilizando dos fases estacionarias basadas en derivados de polisacaridos. Sus resultados
demostraron que en HPLC no se podian separar compuestos que en SFC no daban lugar a ningln
problema de separacidén. Ademas, las separaciones enantioméricas en SFC se alcanzaban a tiempos de
retencion mucho menores, con consumos de disolventes mas reducidos y con mejores resoluciones
cromatogréficas. La cromatografia quiral no estd muy extendida en el analisis de plaguicidas,
principalmente porgue no existe una normativa tan restrictiva como la mencionada anteriormente de la
FDA. Existen muchos plaguicidas quirales, pero no existe la obligacién de separar y cuantificar por
separado sus enantiémeros. Sin embargo, algunos estudios recientes han demostrado que plaguicidas
como lambda-cyhalothrin poseen enantibmeros que difieren en sus propiedades [70]. Gamma-
cyhalothrin presenta una mayor actividad insecticida y su dosis de referencia aguda (DRfA) es la mitad
que la de su enantiomero, lo cual quiere decir que presenta mayor toxicidad. La mayoria de los articulos
se centran en el andlisis de plaguicidas en concreto como: napropamid [71], pyrisozazole [72] o
triticonazole [73]. En estas separaciones estereoselectivas se testearon diferentes modificadores, flujos
y presiones en el BPR; sin embargo, todas coinciden en el uso de derivados de polisacéridos como fases
estacionarias quirales. La Tabla 3 es una simplificacion de la expuesta en el articulo de Fanali et al.
[74], donde se recogen las condiciones cromatograficas para el andlisis enantiomérico de algunos

plaguicidas.

Un factor a tener en cuenta es el valor utilizado en el BPR. Esta demostrado que la contrapresion afecta
a las separaciones cuando se utiliza CO, como fluido supercritico. Por lo tanto, es necesario optimizar
este valor para asegurar la mejor resolucién cromatografica en un analisis de compuestos quirales. Wang
et al. describen todos los valores que se ven afectados por la contrapresion y a su vez exponen c6mo
estos se modifican cuando la presion va ascendiendo [75]. Se testearon 10 columnas quirales usando 11
pares de enantiomeros (farmacos) con tiempos de retencidn que cubrian un amplio rango. Los resultados
obtenidos demostraron que se observan notorias modificaciones en las retenciones en columna de los
analitos conforme la contrapresion se aumentaba de 100 a 200 bares. Al incrementar este valor, la
densidad de la fase movil aumenta y, en consecuencia, también lo hace su poder de solvatacion. Sin

embargo, la resolucion de los pares enantioméricos no se veia visiblemente afectada.
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Tabla 3. Condiciones cromatogréficas para la separacion quiral de plaguicidas en alimentos utilizando SFC.

Tratamiento

Plaguicida(s) Matriz d Fase estacionaria quiral Fase movil Detector Referencia
e muestra
i . L CO4/2-propanol
(R_) y (S) Tomates QUECHERS Cellulose trl_s(3,5 dimethylphenylcarbamate), (80:20, VAV): Flujo: UV (254 [76]
Prothioconazole EnantioPak (150x4.6 mm, 5 um) . nm)
2.5 mL/min
Tomates, pepinos,
Fenbuconazole y manzanas, . . COy/ethanol; Flujo:
sus metamolitos melocotones, arroz y QUEChERS Amylose tris-(3,5-dimethylphenylcarbamate) 1.8 mL/min MS/MS [77]
trigo.
. . Tris(3,5-dimethylphenylcarbamoyl) cellulose, COy/ethanol (80:20, i
Triticonazole Pepinos y tomates QUEChERS EnantioPak OD (150x4.6 mm, 5 um) vIv) [73]
Amylose tris (3,5-dimethylphenylcarbamate, Chiralpak
. . - AD-3 (150x4.6 mm, 3 um) y Amylose tris(3,5- CO,/2-ethanol
Propiconazole Trigo Fase solida dimethylphenylcarbamate), Chiralpak 1A3 (150x4.6 MS/MS [78]

(93:7, viv)
mm, 5 pum)
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2.6 Efecto matriz en SFC

Conforme mas se extendia el uso en los laboratorios de la espectrometria de masas, mas se estudiaba el
fendmeno de la supresion idnica que tiene lugar en la fuente de ionizacidn [79]. La espectrometria de
masas, pese a ser una excelente herramienta para el analisis cuantitativo, puede ver reducida su eficacia
debido a la supresién idnica. Esta puede producirse por diversos motivos, pero en su mayoria se debe a
una coelucion de compuestos provenientes de la matriz analizada. Entre las especies que pueden afectar
a la intensidad de la sefial del analito, se encuentran las especies ionicas (sales), compuestos de elevada
polaridad (pigmentos, fenoles) y moléculas organicas (carbohidratos, lipidos, aminas, ureas, péptidos,
etc.). En general todas las fuentes de ionizacion acopladas a HPLC se ven afectadas por este fendmeno,
pero hay evidencias que demuestran que las fuentes ionizacion de electrospray (ESI) se ven mas
afectadas que, por ejemplo, las de ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) [80]. La supresion
i6nica puede tener lugar tanto en fase liquida como en fase gaseosa. De hecho, hay evidencias de que
coeluyentes poco volatiles presentes en la matriz dan lugar a una mayor supresion ya que dificultan la
eficiencia en la evaporacién. Como norma general, compuestos de mayor tamafio suelen disminuir la
ionizacién de los compuestos mas pequefios, esto también es aplicable entre analitos. Ademas, las
moléculas que se encuentren presentes en elevadas concentraciones incrementaran la viscosidad y la
tensién superficial de las gotas producidas en la fuente de ionizacién, dificultando atin méas la capacidad
de los analitos para alcanzar la fase gaseosa [81]. El uso de aditivos que formen pares i6nicos con los
analitos también puede influir en la sensibilidad del analisis. Por ejemplo, el acido trifluoro acético
(TFA) se emplea con regularidad en analisis con detector UV por sus beneficios cromatogréficos. Sin
embargo, este acido provoca una notoria supresion de la sefial cuando se utiliza espectrometria de
masas. Este tipo de supresion es de las méas perjudiciales para el analisis, ya que el aditivo se encuentra
en la fase mavil y, por lo tanto, la supresién se produce a lo largo de todo el cromatograma. Hoy en dia
se usan otros aditivos en la fase mdvil; acidos mas débiles como el acido férmico. Por ultimo, cabe

destacar que los compuestos polares son mas susceptibles a la supresion idnica [82].

Como consecuencia de la supresion idnica, se puede ver mermada la sefial del analito y, por lo tanto,
reducirse su capacidad de deteccion. En este caso, puede dar que la concentracion sea reportada por
debajo de la real e incluso puede dar lugar a un falso negativo debido a que se considere como no
detectado porque no cumpla los criterios de identificacion. También puede suceder la situacion
contraria, el incremento de la sefial (es un fendmeno mas comun en cromatografia de gases). Si se
produce este efecto, la sefial puede aumentar de tal forma que supere el limite maximo de residuo (LMR)
o0 de lugar a un falso positivo. Por otro lado, la repetitividad y reproducibilidad también son factores
que pueden verse alterados, ya que esta supresion o incremento de la sefial no se produce de manera

constante.
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Existen diferentes metodologias para evitar o reducir los efectos matriz [81]. Una de las mas comunes
es proceder a la cuantificacion de los analitos a través de la utilizacion de patrones internos. La
cuantificacion no solo tiene en cuenta la respuesta del analito en el detector, sino que se trata de una
respuesta relativa teniendo en cuenta la adicion de patron interno tanto a la recta de calibrado como a
las muestras. De esta forma, la sefial del patron se verd modificada dependiendo la matriz y se tendra
en cuenta a la hora de cuantificar. Sin embargo, la supresion iGnica puede variar entre unos compuestos
y otros, pudiendo ser el patron interno una referencia inexacta a la hora de cuantificar. Si el analito se
ve mas afectado que el patrén, puede dar lugar a una infraestimacién de la concentracion, en el caso
contrario, puede producirse una sobreestimacion. La solucion consta de utilizar un patrén interno que
se asemeje lo maximo posible al analito objetivo, de forma que su respuesta ante las diferentes matrices
sea lo mas parecida posible. Para conseguir este propoésito, la mejor opcion es emplear patrones
marcados isotopicamente, de tal forma que la variabilidad en la medida serd minima. Sin embargo, para
el analisis de algunos analitos esta solucién no es viable. Por ejemplo, el andlisis de residuos de
plaguicidas cominmente implica métodos con cientos de plaguicidas en su alcance. Conseguir patrones
marcados isotopicamente para cada uno de los plaguicidas de un método multiresiduo no es solo un
proceso econdmicamente dificil de llevar a cabo, sino que desde el punto analitico también conlleva
dificultades ya que la velocidad de analisis de los espectrometros de masas se veria comprometida al

tener que realizar una medicion del doble de plaguicidas en el mismo rango cromatografico.

Modificando los parametros que influyen en la elucién, podemos conseguir una mejor separacion de
los compuestos y a su vez reducir el nimero de coeluciones con componentes de la matriz. Por lo tanto,
la eleccion de la fase estacionaria y la composicion de la fase movil juegan un papel crucial en los
efectos matriz, ya que pueden dar lugar a un aumento de la eficiencia en la separacién cromatografica.
No obstante, es necesario entender que un método capaz de evitar todas las interferencias de la matriz
es altamente improbable. Silvestro et al. describen algunas pautas para reducir estos efectos matriz
utilizando la cromatografia [83]. La pauta principal consiste en buscar un compromiso entre velocidad
y resolucién. Los métodos hoy en dia se buscan lo mas rapidos posibles, pero es necesario mantener los
picos de la matriz lo méas separados posibles de los picos de interés. Por otro lado, el volumen de
inyeccion también representa un papel importante. Compensar la falta de sensibilidad con la inyeccién
de volimenes mas elevados de muestra no siempre es una estrategia adecuada. Si sobrecargamos la
columna de muestra, provocara un deterioro de los picos cromatograficos. Este hecho también afectard
a los picos de la matriz produciendo un ensanchamiento que puede llegar a interferir con el analito
debido a la pérdida de separacién cromatografica. También influye, como se ha mencionado
anteriormente, la composicion de la fase movil, los aditivos que contenga y el flujo que llegue a la
fuente. La fase estacionaria también influye; un estudio previo de los componentes mas comunes en las
matrices a analizar nos puede ayudar a elegir una fase estacionaria que mejore de manera notable la

separacion de nuestros analitos con respecto a las interferencias isobéricas. Por Gltimo, hay diversos
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factores no tan comunes pero que pueden ser efectivas en casos concretos como la composicién de los
reactivos o algunas pautas para resolver el efecto matriz que también son efectivas pero muy especificas,
como la derivatizacion, el uso de cromatografia bidimensional o la programacion de la valvula de
inyeccion para desechar interferentes de la matriz y que estos no atraviesen la columna y puedan

contaminar la fuente de ionizacion.

Las diferentes respuestas de SFC y LC con respecto a los efectos matriz han sido estudiadas
previamente. En el articulo de Desfontaine et al. analizan compuestos de naturaleza bésica en matrices
bioldgicas (orina y plasma) utilizando LC y SFC [84]. El experimento se llev6 a cabo utilizando tres
columnas diferentes en SFC. Aunque los efectos matriz variaban segun la fase estacionaria empleada,
en todos los casos fueron inferiores usando SFC. Svan et al. también compararon los efectos matriz de
muestras biolégicas en ambos tipos de cromatografia acopladas a ESI-MS [85]. Ademas, completaron
el estudio realizando perfiles de matriz gracias al modo de adquisicion en full-scan de un detector
Tiempo-de-vuelo (ToF-MS). Determinaron que la elucion de especies con similar polaridad puede dar
lugar a una respuesta diferente segln el tipo de cromatografia. Por ejemplo, muestras de plasma
contaminadas con polietilenglicoles (PEG) pudieron separarse de forma mas eficiente en LC dando
lugar a una supresion de la sefial que afect6 a los compuestos en un rango de tiempo méas amplio; sin
embargo, en SFC los PEGs eluyeron como un Gnico pico causando menores interferencias. Este hecho,
como ya se ha mencionado previamente [84], esta influenciado por la columna empleada para la
separacién cromatogréafica. Asimismo, sus resultados destacan que, dentro de los compuestos afectados
por los efectos matriz, hay méas casos de aumento de la sefial en LC en comparacion con SFC. En lo
referente a plaguicidas, Wang et al. utilizaron un método con 112 plaguicidas y evaluaron el efecto
matriz en muestras de crisantemos utilizando ambas técnicas cromatograficas [86]. De nuevo, SFC-

MS/MS demostrd ser la técnica que proporcionaba mejores resultados de efectos matriz.

2.7 Aplicaciones

La cromatografia de fluidos supercriticos acoplada a espectrometria de masas ha sido utilizada en
numerosos metodos de analisis en laboratorios de rutina. Existen amplios campos de aplicacion en los
que esta técnica ha sido muy util, la mayoria de ellos concuerdan con aquellos compatibles con las otras
dos técnicas predominantes de cromatografia (LC y GC). En un inicio, SFC era una técnica muy
centrada en la separacion quiral de compuestos caracterizados por su baja polaridad. Sin embargo, esta
perspectiva de analisis se ha ido ampliando y actualmente el analisis multiresiduo esta muy extendido

en el &mbito farmacéutico, alimentario y medioambiental.

Mudltiples estudios demuestran que SFC, por ejemplo, es una gran herramienta para el analisis de
compuestos en metaboldémica [87]. Se ha comprobado que es una técnica perfectamente valida para el
andlisis de aminoacidos. Worab et al. incluso prueban los dos tipos de fuentes de ionizacion méas

comunes ESI y APCI, determinando que la primera es mas efectiva par aminoacidos que presentan
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residuos hidrofobicos y APCI da mejores resultados con aminoacidos con cadenas polares [88]. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que SFC presenta ciertas limitaciones para el analisis de
compuestos muy polares, ya que en términos generales es mas complicado emplear una fase maévil polar
en SFC. También es una técnica muy utilizada para el analisis de muestras bioldgicas, especialmente
en la busqueda de sustancias dopantes. El efecto matriz suele ser muy pronunciado en muestras
bioldgicas y a bajas concentraciones se puede poner en riesgo la precision de la cuantificacién. Como
ya se ha descrito anteriormente, en este tipo de muestras, SFC da lugar a un menor efecto matriz
comparado con LC [89]. También es muy comun el uso de SFC para el anélisis de productos naturales.
Por ejemplo, Huang et al. desarrollaron y validaron un método para el analisis de 12 flavonoides en
extractos de plantas [90]. Este tipo de metabolitos son muy comunes en las plantas utilizadas para la
medicina tradicional china. Duval et al. desarrollaron un método para el analisis de aceites vegetales
gue empleaba SFC acoplado a alta resolucion [91]. En este caso, establecieron que el uso de make-up
y las condiciones empleadas en el mismo influian de manera notoria en el andlisis, especialmente en la
robustez de este. Continuando con la dindmica del analisis de compuestos naturales, Jiang et al.
desarrollaron un método para el analisis de alquilfenol etoxilatos en vegetales mediante SFC-MS/MS
[92]. En este caso, aprovecharon las propiedades del supercritico para emplear flujos elevados de fase
movil que les permitieran analizar todos los compuestos en 5 minutos, cumpliendo con todos los
pardmetros de validacion. En cuanto al &mbito de los analisis farmacoldgicos, SFC estd ampliamente
implementada en los laboratorios para realizar separaciones con fases estacionarias quirales. Plotka et
al. detallan en su revision maltiples ejemplos sobre las metodologias y fases estacionarias empleadas
para realizar separaciones enantioméricas de farmacos [93]. Este tipo de separaciones, aunque menos
comunes, también se realizan en el &mbito del andlisis de plaguicidas. Algunos ejemplos se pueden
encontrar en la subseccion de cromatografia quiral dentro de esta tesis doctoral. Por Gltimo, en lo que
se refiere al analisis multiresiduo de plaguicidas, no ha sido una técnica muy predominante y no hay
muchos articulos en literatura, especialmente cuando se busca acoplada a espectrometria de masas. Sin
embargo, debido a las mejoras de hardware en el sistema, ha habido un interés creciente en los Gltimos
afios y algunos grupos como el de Takeshi Bamba, han sabido destacar el potencial de esta técnica

acoplada a espectrometria de masas para el analisis multiresiduo de plaguicidas [94,95]
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3.

Espectrometria de masas

3.1 Fuentes de ionizacion.

La espectrometria de masas (MS) se puede definir como una técnica analitica que permite, a través de

una ionizacion previa de las moléculas de la muestra, detectar los analitos en funcion de su ratio masa-

carga (m/z). Este tipo de instrumentacion es muy comun en los anélisis de alimentos ya que crea una

eficiente sinergia con casi cualquier cromatografo. Ademas, la cada vez mayor aceptacion de la

espectrometria de masas de alta resolucion, proporciona una adicional serie de ventajas como los

espectros de masa en full-scan y la posibilidad de analizar datos con retrospectiva [96]. Los

espectrometros de masas estan compuestos principalmente por la fuente de ionizacién, el analizador de

masas y el detector [97,98]. Posteriormente, las sefiales recogidas por el detector se transforman en

datos procesables. La muestra entra en el espectrometro a través de la fuente de ionizacion; sin embargo,

existen muchos tipos de fuentes dependiendo de como se proceda a la ionizacion de los analitos:

lonizacion por impacto electrénico (EI): la principal caracteristica de esta fuente de ionizacion
reside en el bombardeo de electrones que se produce tras la vaporizacion de la muestra. Las
moléculas en fase gaseosa se ven impactadas por un flujo acelerado de electrones a 70 eV.
Como consecuencia, la molécula liberaréd un electrén y quedara en forma de cation. Esta forma
de ionizacidn es bastante agresiva por lo que generalmente da lugar a la fragmentacion de las
moléculas ionizadas. Estos fragmentos pueden ser usados posteriormente para ayudar a la
elucidacion estructural de desconocidos [99]. Este tipo de fuente de ionizacién se utiliza de
forma habitual cuando el espectrémetro estd acoplado a cromatografia gaseosa y permite
separar y detectar de manera efectiva la mayoria de los compuestos organometalicos,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, etc. [100]. Por otro lado, cuando se trata de compuestos
como plaguicidas, el ién precursor utilizado para la deteccion suele ser un fragmento y este
hecho puede ser problemético. Si se analizan a la vez familias de compuestos con estructura
parecida (como pueden ser los piretroides), van a dar lugar a fragmentos similares y las
transiciones empleadas para la deteccion y cuantificacion de los compuestos pueden llegar a
ser las mismas, siendo necesario conseguir la selectividad a través de la cromatografia [101].
Esta precaucion no suele necesitarse con otras fuentes de ionizacion menos agresivas.

lonizacién quimica (Cl): Cuando se emplea ionizacion quimica, se utiliza un gas reactivo
(bombardeado previamente con electrones) como puede ser el metano. Este gas reactivo se
encuentra en un pronunciado exceso con respecto a los analitos de la molécula,
aproximadamente 10*1. La ionizacion se produce mediante protonacion, el gas reactivo
transfiere un proton al analito dando lugar a un ién con carga positiva. También se pueden
formar iones negativos mediante la extraccion de protones. Este tipo de fuentes también suelen

combinarse con cromatografia de gases. Sin embargo, al contrario de lo que sucedia con El,
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este tipo de ionizacion se considera suave por lo que no es comun la elevada fragmentacion de
las moléculas en la fuente. Este hecho junto con la posibilidad de aplicar modificadores dan
lugar a nuevos rangos de deteccion de plaguicidas cuando se usa cromatografia de gases [102—
104].

lonizacion por electrospray (ESI): Esta fuente de ionizacion es una de las mas empleadas en la
actualidad debido el gran nimero de aplicaciones para las cuales este tipo de fuente de
ionizacién es util, entre otras cosas, por el amplio rango de polaridades y pesos moleculares
gue abarca de manera eficiente. ESI es considerada como una ionizacién suave, dificilmente se
produce fragmentacion durante el proceso de ionizacion. Esta técnica es muy empleada en el
andlisis de macromoléculas ya que se generan de forma habitual iones multiplemente cargados
(z>1). El proceso de ionizacidn transcurre de la siguiente manera: la muestra alcanza la fuente
de ionizacion en una fase liquida, seguidamente atraviesa un capilar cargado con un voltaje
especifico y a la salida de este se emite un aerosol con gotas de didmetros inferiores a 10um.
Este fendmeno tiene lugar gracias a la forma del cono de Taylor [105], cuando se alcanza un
voltaje especifico, el equilibro de las fuerzas electroestaticas y la tensién superficial se vuelven
independientes del radio de curvatura, el radio por lo tanto se convierte tedricamente en 0 y se
inicia el electrospray [106]. El disolvente que se encuentra en las gotas generadas en el proceso
de electrospray comienza a evaporarse. Las moléculas de disolvente empiezan a abandonar la
gota, incrementando la densidad en la superficie de las gotas, y las moléculas de analito se
aproximan hasta tal punto que se repelen. Esta repulsion vence la tension superficial, lo cual da
lugar a que las gotas “estallen” gracias al fendmeno conocido como explosiones de coulomb.
Este proceso se da de forma reiterada y tras un periodo de tiempo de apenas unos
microsegundos, se habran generado gotas con didmetros muy inferiores a aquellos de las gotas
eyectadas en primer lugar [107]. La dispersion del disolvente tiene lugar de forma gradual, sin
una evaporacion brusca, generalmente favorecida por el empleo de gases como nitrégeno que
ayudan a la nebulizacion. Las gotas generadas de esta forma contienen los iones que seran
recogidos por el espectrometro de masas. Esta fuente de ionizacion acoplada a cromatografia
liquida o SFC proporciona un gran alcance permitiendo la deteccion de un amplio rango de
compuestos en una sola inyeccidn, por ello, es sin duda alguna la fuente de ionizacion mas
utilizada actualmente con estos tipos de cromatografia [108].

lonizacion quimica a presion atmosférica (APCI): Este tipo de ionizacion es también muy
habitual. Presenta muchas similitudes con ESI, ya que se dan procesos de nebulizacion,
desolvatacion e incluso la interfaz suele ser muy parecida (se suele emplear el mismo cono que
en ESI). También se considera una técnica que produce una ionizacién suave, pero a diferencia
de ESI, aqui se emplean temperaturas méas elevadas (alrededor de 400 °C) y pueden llegar a
causar reacciones de pirolisis con los analitos, por ello se recomienda analizar moléculas

termoestables. Sin embargo, la principal diferencia reside en que en APCI los iones se forman
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en estado gaseoso y no en disolucion. El voltaje no se aplica en un capilar; en su lugar, la fase
movil se evapora por completo y entra en contacto con una aguja cargada a un determinado
voltaje [109]. En este momento se produce la ionizacion a través de un proceso denominado
corona de descarga, en el cual se ioniza previamente el disolvente que se encuentra en exceso
con respecto a los analitos y, a continuacion, tienen lugar una serie de reacciones en cascada
gue terminan ionizando las moléculas de analito. En términos generales de sensibilidad y efecto
matriz, las fuentes ESI presentan mejores resultados para el analisis de plaguicidas [110]. La
principal utilidad de APCI reside en un alcance de compuestos diferente y una ionizacion mas
suave.

Fotoionizacién a presion atmosférica (APPI): Este método de ionizacién surge como una
respuesta intermedia a los dos tipos de fuentes de ionizacion explicados anteriormente, ESI y
APCI. También se trata de un tipo de ionizacion suave, que no da lugar a la fragmentacion y
que se puede acoplar a cromatografia de gases para el anélisis de alcanos, alcoholes, ésteres y
aminas como demuestra uno de los primeros estudios realizados en GC-MS con APPI [111].
El mecanismo de ionizacion implica diferentes etapas con la principal diferencia de que se
emplean flujos de ultravioleta [112]. En primer lugar, se da un proceso similar al de impacto
electronico en el cual se genera un radical con nimero impar de electrones. Posteriormente,
debido al gran nimero de colisiones a presion atmosférica se producen moléculas protonadas
[113]. En este proceso se suelen emplear disolventes como acetona o tolueno que puedan
favorecer la protonacion de las moléculas analito, esto provoca que el espectro de masas con
esta fuente de ionizacion sea muy peculiar ya que pueden coexistir ambos tipos de iones, el
catién radical y la molécula protonada. El rango de aplicacion de APPI es muy similar al de
APCI, sin embargo, esta Gltima es menos comun hoy en dia y se emplea principalmente para el
analisis de compuestos con una polaridad muy reducida como puede ser el caso de los
esteroides.

Plasma acoplado inductivamente (ICP): También se trata de método de ionizacién a presion
atmosférica, pero a diferencia de ESI, APCI y APPI, en este caso si se considera un método de
ionizacion fuerte. Esta fuente de ionizacidn consiste en un sistema de nebulizacién que
introduce la muestra a través de un spray en una camara donde se emplea plasma de argén. La
muestra, que generalmente precisa de la adicién de un estandar interno, se ioniza en el plasma
y se miden las longitudes de onda de la luz que emiten los iones generados. El plasma de argén
se consigue gracias a una bobina de radio frecuencia y puede alcanzar temperaturas en el rango
de los 6000 a los 10000 K. Esta técnica de ionizacion es cominmente empleada para el analisis
de elementos traza en laboratorios clinicos, ya que puede proporcionar una elevada sensibilidad
permitiendo detectar analitos a niveles de partes por trillon (ppt). Es dificil encontrar
interferentes que afecten a los analitos usando ICP, pero cuando estos se producen (como puede

ser el caso del 6xido de argon) pueden dar lugar a grandes dificultades para el analisis. Por ello,
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las fuentes ICP actuales presentan una zona previa al analizador en la cual se introduce un gas
reactante, como el amonio, que produce la eliminacién de las interferencias previo a la
introduccidn de la muestra [114]. No obstante, el problema para elucidar interferencias con la
misma masa nominal se puede solucionar también empleando. espectrometria de masas de alta
resolucidn, lo cual hace que sea una de las combinaciones habituales con este tipo de fuentes
de ionizacion.

e Desorcion/lonizacién laser asistida por matriz (MALDI): Se trata de una técnica de ionizacion
suave empleada asiduamente para el analisis de péptidos, proteinas, carbohidratos, etc... En
términos generales, para moléculas poco volatiles [115]. Estos analitos de gran tamafio se
transforman directamente del estado sélido al estado gaseoso. Esto se consigue gracias a los
procesos de intercambio de energia que tienen lugar cuando se incide un rayo laser sobre la
muestra. Previamente el analito debe estar en suspension o disuelto en la matriz (se suelen
emplear ratios molares de 1000:1 a 10000:1 matriz:muestra). El laser ultravioleta provoca la
desorcion de la muestra (la matriz absorbe la luz ultravioleta) y los iones producidos son
acelerados e introducidos en el espectrdmetro de masas. Las matrices utilizadas suelen ser
pequefios compuestos organicos capaces de absorber la luz ultravioleta y transferir facilmente
la energia acumulada a la muestra favoreciendo el proceso de ionizacion. Esta fuente de
ionizacion se utiliza frecuentemente para el andlisis de muestras forenses, ya que se puede
acoplar directamente a un analizador de tiempo de vuelo (QTOF) y cada pulso de rayo laser

puede generar un grupo selectivo de iones que se transfiere al analizador.

3.2 Analizadores de masa

Una vez que los analitos de la muestra son ionizados, estos se introducen en el analizador de masas.
Estos equipos basan su funcionamiento en cémo se comportan las particulas cargadas a través de
campos eléctricos y magnéticos en un sistema de vacio. Los analizadores de masas separan las particulas
considerando la ratio masa-carga (m/z) y posteriormente las trasladan al detector. Teniendo en cuenta
coémo los analizadores llevan a cabo este proceso de gestion del haz de iones se pueden diferenciar en
dos grupos principales; aquellos que emplean trampa de iones y los que no. En los sistemas que carecen
de trampa, el haz de iones atraviesa el instrumento hasta finalmente encontrar el detector. Sin embargo,
si el analizador tiene una trampa de iones, estos quedan retenidos en una regién del equipo gracias a
una combinacion de campos magnéticos y/o electroestaticos. En términos generales la espectrometria
de masas se considera una técnica destructiva ya que los iones se detectan mediante un proceso que
impide la recuperacion de la muestra. Los principales analizadores de masas se describen a

continuacion:
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Cuadrupolo: Este analizador de masas desbancé al de sector magnético como el instrumento
mas estandarizado en espectrometria de masas. El analizador de cuadrupolo tiene multiples
virtudes que hacen gue se adecue perfectamente a la mayoria de las aplicaciones. Se trata de un
sistema muy intuitivo, flexible, de tamafio reducido y cuyos requisitos de funcionamiento no
son exigentes y a la vez son econdémicos. La estructura de un analizador de cuadrupolo consta
de cuatro barras cilindricas paralelas que acttan como electrodos. El haz de iones atraviesa en
paralelo el canal generado por las cuatro barras. Cuando se seleccione un rango de m/z, solo
aquellos iones que cumplan las especificaciones de m/z serdn capaces de atravesar el
cuadrupolo y el resto seran eyectados fuera del cuadrupolo. Esta selectividad se consigue
gracias a la superposicién de campos electromagnéticos de radiofrecuencia y diferentes voltajes
de corriente continua. Los movimientos oscilantes de las particulas y su trayectoria responden
a una compleja ecuacion diferencial denominada la ecuacién Mathieu [116].

Sector magnético: Los cuadrupolos son inferiores a este tipo de analizadores en términos de
sensibilidad y resolucién. Sin embargo, el sector magnético carece de las principales cualidades
de un analizador de cuadrupolo, ya que se trata de instrumentacion costosa, de gran tamafio y
dificil de manejar. Los analizadores de sector magnético desplazan los iones hacia el detector
empleando un campo magnético. El radio de curvatura de la trayectoria de estos iones
dependera del voltaje aplicado y la fuerza del campo: solo aquellos iones con la m/z adecuada
conseguiran la curvatura necesaria para llegar al detector. La resolucion de estos analizadores
se puede incrementar situando previamente un analizador electroestatico que concentre los
iones con la misma m/z pero con ligeras diferencias de energia cinética.

Tiempo-de-vuelo (TOF): Tiempo de vuelo es un analizador de alta resolucion donde se da
prioridad a un espectro de masas completo en lugar de filtrado de m/z a través de un escaneo
secuencial. La informacién adquirida por un TOF nos da una imagen global de la matriz y los
analitos analizados. Los analizadores TOF se caracterizan por su elevada velocidad de
adquisicion, asi como su gran resolucion. Tienen un rango de masa casi ilimitado y
proporcionan resultados con bastante sensibilidad sin ser equipos excesivamente cOSt0sos.
Actualmente estos analizadores usan su elevada precision de masa para realizar analisis de
“masa exacta” cuyos margenes de error se evallan en partes por millon (ppm). Esta
funcionalidad hace que este tipo de analizadores sean ampliamente usados para confirmar la
férmula molecular de compuestos desconocidos. El fundamento analitico de estos sistemas se
basa en el peso de los iones, los iones se aceleran y se igualan en energia cinética,
posteriormente estos se desplazaran a mayor o menor velocidad en el sistema de vacio segun
sean mas ligeros o pesados. El espacio por el que se desplazan se denomina tubo de vuelo y el
detector esta situado al final de este. EI tiempo que tarda en alcanzar el detector se denomina

tiempo de vuelo y esta directamente relacionado con la m/z del ion analizado.
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e Trampa de iones: El analizador de trampa i6nica consiste en un electrodo con forma de anillo.
En estos sistemas es habitual que los iones generados se trasladen al interior del anillo a través
de electrodos con aperturas perpendiculares situados en la parte superior e inferior del anillo.
Los iones quedan atrapados mediante campos eléctricos y comienzan a oscilar en un espacio
tridimensional. La frecuencia de oscilacion de cada ion dependera de su m/z. En la trampa se
suele introducir un gas amortiguador, como el helio, que ayuda a retener los iones en la trampa
y favorece la disociacion inducida por colision (CID). El voltaje y la frecuencia se mantienen
constantes pero diferentes amplitudes se aplican al anillo, lo cual hace que ciertas m/z sean
inestables y eyecten de la trampa. Por lo tanto, a diferencia del cuadrupolo, la trampa de iones
separa y detecta las masas descargando los iones mediante modificaciones de los pardmetros
del sistema que generan oscilaciones inestables.

o Orbitrap: El fundamento principal de este tipo de analizador de masas se basa en atrapar los
iones empleando un campo magnético. Este sistema ideado por Alexander Makarov permite
alcanzar resoluciones con valores proximos a 100.000, tiene una precision de masa de sub
partes por millén y un rango dindmico de cuatro ordenes de magnitud [117]. La estructura del
analizador consiste en un electrodo exterior con forma de barril y un electrodo interior con
forma de huso. El electrodo interior confina a los iones de forma que orbitan alrededor del
electrodo y estos, a través de su oscilacién, generan una sefial que sera dependiente de su m/z.
La sensibilidad obtenida por este tipo de instrumentacion hace que sea una herramienta
eficiente para el analisis de compuestos objetivos, pero ademas, la posibilidad de procesar los
datos con retrospectiva junto con las enormes bases de datos que se estan generando, hacen de
este tipo de analizador una instrumentacion muy Gtil para el analisis de compuestos

desconocidos [118].

Los analizadores de masas se pueden emplear de forma individual o configurarse de manera que queden
acoplados de manera secuencial dos 0 mas analizadores. Este tipo de hibridacién de sistemas de
espectrometria de masas se denomina espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Los analizadores
se suelen acoplar de manera lineal en el espacio, mientras que en aquellos que emplean trampa de iones,
el experimento de MS/MS se lleva a cabo Ilevando los iones a una regién individual del equipo antes o
después de interaccionar con el otro analizador. Gracias a esta hibridacion se pueden realizar multitud
de métodos de escaneo de iones como se puede ver en la tabla 4. Sin duda alguna, el método mas usado
en MS/MS es el “multiple reaction monitoring” (MRM). Es un tipo de escaneo cominmente asociado
a los espectrometros de masas de triple cuadrupolo (QqQ). En este tipo de sistemas el ion precursor es
aislado segln su m/z en un primer cuadrupolo, seguidamente es trasladado a una celda de colision
(segundo cuadrupolo) donde se produce la CID gracias al empleo de un gas inerte (comunmente argén)

y finalmente los fragmentos son de nuevo filtrados en el tercer cuadrupolo. Se trata de una metodologia
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muy selectiva (las interferencias se reducen drasticamente) y que aporta una elevada sensibilidad. Otro
ejemplo de espectrometria de masas en t&ndem son los TOF acoplados a cuadrupolo de manera que
combinan la eficiencia de este con la velocidad de analisis y sensibilidad del TOF. Los analizadores
QTOF han sufrido diversas modificaciones para optimizarlos hasta alcanzar la resolucion y tiempos de
ciclo actuales [119]. Este tipo de hibridacion también tiene lugar actualmente en los analizadores de
masas Orbitrap [120]. Sin duda alguna, los espectrometros de masas en tdndem son los més utilizados

hoy en dia debido a su sensibilidad y versatilidad.

Tabla 4. Principales modos de escaneo para el andlisis y fragmentacion de analitos en la
espectrometria de masas de triple cuadrupolo.

Modo de escaneo Descripcion
- Q1 se configura para que solo permita la entrada de una
Escaneo de ion fragmento ) o m/z. )
] - Elion precursor colisiona con el gas inerte dando lugar a
(Product ion scan) los iones producto.
- Los iones producto son escaneados en Q3.
Escaneo de ion precursor - Q1 escanea el rango de m/z especificado
] - Los iones precursores colisionan con el gas inerte.
(Precursor ion scan) - Q3 se configura para permitir el paso de solo una m/z
o - QlyQ3escanean
Pérdida neutra - Los iones precursores colisionan con el gas inerte.
(Neutral loss) - En Q3 solo se detectan los iones que se producen con la

pérdida de interés.

- Q1 se configura para que solo permita la entrada del ion
precursor de interés.
MRM - Se produce la fragmentacion con el gas inerte.
- Q3 se configura para solo permitir el paso del ion(es)
producto de interés.

3.3 Detectores

Cuando en espectrometria de masas los iones alcanzan el detector, se emite una sefial, es decir, los iones
se interpretan como una corriente y esta es amplificada. Existen diversos tipos de detectores como la
copa de Faraday, los fotomultiplicadores, los detectores de corriente de imagen, pero sin duda alguna
los multiplicadores de electrones son los detectores mas empleados en la espectrometria de masas

moderna.

e Multiplicadores de electrones: No obstante, aunque todos los multiplicadores de electrones
empleen el mismo principio fisico de deteccidn, existen varios tipos de disefio como pueden ser
los multiplicadores de dinodo discreto, los multiplicadores de dinodo continuo y los de placa
de microcanal. En la Figura 16 se puede observar como funciona un multiplicador de electrones

de dinodo discreto. Cuando un ion alcanza el primer dinodo, se produce una eyeccion de
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electrones y estos son acelerados hacia el segundo dinodo. Una vez se produce el impacto en el
segundo dinodo, se produce de nuevo una eyeccion, pero otros dos o tres electrones son
generados en el proceso. De nuevo, se produce una aceleracion hacia el siguiente dinodo y
nuevamente se producen electrones adicionales tras la eyeccion. Este proceso se repite una 'y
otra vez en todos los dinodos del multiplicador (la mayoria de los disefios constan de 12 a 24
dinodos). Al final del proceso se obtiene un incremento de la sefial entre 10* a 108 gracias a esta
cascada de electrones, todo ello en un espacio de tiempo inferior a 10 ns. Por otro lado, los
multiplicadores de dinodo continuo presentan un disefio diferente. Empleando materiales
semiconductores se construye un canal de vidrio que finaliza en un embudo. La emisién
secundaria se genera gracias a que los electrodos producen una resistencia creciente. En la parte
con forma de embudo del “cuerno” se utiliza un voltaje negativo elevado y conforme este se
estrecha se alcanza un voltaje positivo. De esta forma, se establece un gradiente de potencial.

La miniaturizacion de este disefio es lo que se conoce como una placa de microcanal.

Dinodos

Cascada de
electrones

Figura 16. Representacion de la cascada de electrones generada en un multiplicador de

electrones de dinodo discreto.

Copa de Faraday: A diferencia de los mencionados anteriormente, este dispositivo no funciona
como un multiplicador de electrones, sino que consiste en un electrodo que recoge el haz de
electrones. A través de amplificadores electronicos la sefial se magnifica de manera directa.
Este tipo de detectores se suelen usar cuando las magnitudes de las sefiales generadas son muy
elevadas, de forma que un multiplicador de electrones puede dar lugar a una sefial tan intensa
que genere saturacion. Algunos instrumentos como los ICP-MS emplean ambos detectores para

ampliar el rango dindmico.
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Fotomultiplicador: Estos detectores funcionan de manera muy similar a los multiplicadores de
electrones, pero con un paso de transformacidon intermedio. Los iones golpean un dinodo y se
produce la emisidn de electrones, sin embargo, a continuacion, entran en contacto con una
pantalla de fésforo dando lugar a una generacion abrupta de protones. Seguidamente, estos se
introducen en un multiplicador donde tiene lugar la cascada que da lugar a la amplificacion de
la sefial (de manera muy similar a como sucede en el multiplicador de electrones).

Corriente de imagen: Este tipo de detector también detecta la corriente de los iones de manera
directa, pero con la ventaja de que los iones no son destruidos en el proceso de deteccion y por
lo tanto se puede seguir recopilando informacion sobre ellos. Este tipo de detectores se emplean
para la espectrometria por resonancia ciclotronica de iones (ICR), aunque este tipo de deteccion
también esta presente en los analizadores Orbitrap, ya que usan como principio basico la

transformada de Fourier.
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This study describes the high sensitivity and the reduced ion suppression and matrix effect that can be
achieved by supercritical fluid chromatography (SFC) in the analysis of dried spices as complex matrices.
Samples selected for the evaluation were cayenne and black pepper, which are representative of complex
dried spices. To carry out the evaluation of this technique, blank samples were fortified with a solution
containing 162 pesticides at two concentration levels (50 and 200pg kg ). During the modified
QuEChERS method, EMR sorbent was used as dispersive SPE in the clean-up step. The samples were
analysed by supercritical fluid chromatography coupled to tandem mass spectrometry. The validation
parameters studied were recovery, inter and intraday precision, linearity and matrix effect. Recoveries for
the majority of compounds were in the 70—120% range recommended by DG-SANTE guidelines and
showed a precision lower than 20% in terms of RSD. Matrix effect was low (0—20% signal suppression) for
132 pesticides in cayenne and 91 in black pepper. The method was used to analyse 47 real samples of
spices from different countries. A high number of these samples presented one or more pesticides (81%).
Some of these detected pesticides are not approved in the European Union and, in many cases, the
positive findings exposed concentrations that exceed the EU MRLs.

© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

* Corresponding author.

E-mail address: amadeo@ual.es (A.R. Fernandez-Alba).

https://doi.org/10.1016/j.aca.2019.01.010

0003-2670/© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Dried spices are plant substances used since ancient times to
impart odour, flavour and colour, as well as to preserve food. In
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addition, some spices have demonstrated to inhibit tumour cells
proliferation [1] and to protect brain cells in Alzheimer's disease
[2]. In the last decade, the production and consumption of spices in
Europe have doubled in terms of area harvested and production
quantity [3]. Similar trends are observed worldwide during the
same period.

This growing demand for spices results in extensive agricultural
practices which use pesticides to improve productivity and to
protect crops against losses and yield reductions [4]. An inappro-
priate use of pesticides may result in health and environmental
hazards and, therefore, their application is strictly controlled. The
EU legislation establishes Maximum Residue Levels (MRLs) for
around 1100 pesticides in 315 food commodities to guarantee a
sustainable use and reduce the risks and impacts on the human
health and the environment [5]. Monitoring the residue levels in
spices is of particular importance: most spices’ processing involves
a drying step, which may lead to a change in the concentration of
the pesticides applied during the crop period [6].

Spices are complex matrices [7] that contain large amounts of
essential oils, plant nutrients and secondary metabolites such as
flavonoids, terpenes and alkaloids [8]. These interfering matrix
components produce ion enhancement or suppression which can
be very strong and depend on the origin of the sample [9]. Partic-
ularly intense interferences have been reported in black pepper,
resulting in very strong matrix effect for most compounds (close to
70% of pesticides showing intense signal suppression) [10].

Most analytical methods described in the literature for the
determination of pesticides in spices apply liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) [10--14]. Jadhav
et al. developed a multiresidue method for the determination of
154 pesticides in spices using LC-MS/MS and an optimized
extraction method with a previous soaking step that allowed to
obtain better repeatability [12]. They also showed that a 5-fold
concentration of the extracts before the analysis had a negative
impacton the recoveries and highlighted the strong matrix effect of
cardamom. Gas chromatography coupled to MS [15] or MS/MS
[16,17] and ultra-high performance liquid chromatography coupled
to high resolution Orbitrap MS (UHPLC-Orbitrap-HRMS) have also
been applied for the analysis of pesticide residues in spices [18,19].

Supercritical fluid chromatography (SFC) is a separation tech-
nique with unique capabilities and advantages. Namely, it is
considered as a technique with “liquid-like solvation power and
gas-like viscosity” and “tunable solvent” capability, also being a
green alternative to conventional chromatography using organic
solvents [20]. Previous studies have shown its suitability for the
analysis of pesticides in fruits, vegetables and soil [21,22], including
chiral separations of stereoisomers [23,24]. Moreover, it has been
successfully applied to the analysis of dyes in chili-containing
spices, providing better results than liquid chromatography in
terms of separation efficiency, time of analysis and organic solvent
consumption [25]. To the best of our knowledge, supercritical fluid
chromatography has not been studied for the analysis of pesticide
residues in spices so far. This technique has a great potential for this
purpose. Matrix effect —the main difficulty in the analysis of
spices— is usually low in supercritical fluid chromatography for a
wide variety of samples including soil [24], fruits and vegetables
[21]. Desfontaine et al. compared the matrix effects of doping
agents and pharmaceutical compounds in urine samples using LC
and SFC, obtaining lower values for SFC in all cases [26].

Supercritical fluid chromatography exhibits a potential draw-
back related to the reduced time of analysis: the short run times
which are customary in this technique may result in the presence of
a high number of isobaric interferences that modify the ion ratios of
the signals. However, this situation can be solved by using more
selective transitions that avoid the ion ratio modification [21].
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The main objective of the present work is the evaluation of the
advantages of supercritical fluid chromatography, a technique with
a great potential in the analysis of complex matrices. This evalua-
tion was performed through the development of a multiresidue
method for the analysis of 162 pesticides in spices.

2. Experimental
2.1. Reagents and materials

All high-purity pesticide standards were obtained from LGC
(Teddington, United Kingdom), Sigma-Aldrich (Steinheim, Ger-
many) and Riedel-de-Haén (Seelze, Germany) and were stored
at —30°C. Individual pesticide stock solutions (1000—2000 mgL ')
were prepared in acetonitrile and were stored in amber screw-
capped glass vials in the dark at —20°C. Individual standard solu-
tions, used for the optimization, along with standard-mix solutions,
used for the calibration, were prepared from the stock standards.

The carbon dioxide was obtained from Air Liquid (Madrid,
Spain), and the methanol was supplied by Fluka Analytical (Stein-
heim, Germany). Ammonium formate, formic acid, anhydrous
magnesium sulphate, sodium chloride, sodium hydrogenocitrate
sesquihydrate and sodium citrate tribasic dihydrate were pur-
chased from Sigma—Aldrich (Steinheim, Germany). PSA was sup-
plied by Supelco (Bellefonte, PA, USA), Bond Elut Enhanced Matrix
Removal d-SPE and Bond Elut Final Polish were obtained from
Agilent Technologies (Santa Clara, USA).

2.2. Recovery studies procedure

Black pepper and cayenne pepper were the matrices selected for
the optimization and validation of the method. A 25 mL volume of a
mix with 162 pesticides was prepared in acetonitrile at the con-
centration of 50 ug kg . A 10 g portion of each spice was spiked
with 10 mL of this solution. The spiked samples were kept for
90 min under a gentle nitrogen flow until dryness. The samples
were then divided in five portions of 2 g for the extractions of the
recovery study (see subsection 2.5). 50 ugkg~! was selected as the
lowest level of recovery taking into account that more than 75% of
the European Union Maximum Residue Levels are equal or higher
than this concentration for spices. Recoveries were also studied at
another concentration level of 200 ugkg™ ! In this case, three
spiked portions of 2 g were extracted.

2.3. Quantitative matrix effect evaluation

For the assessment of the matrix effect, the slopes from the
calibration curves obtained in the extracts of each matrix were
compared with those obtained from calibration curves built in
solvent, considered as no suppression reference [27,28].

slope of calibration curve in matrix
slope of calibration curve in solvent

ME(%):( —l)x]OO

A positive value meant a higher signal in the matrix than in the
solvent (enhancement of the signal) and a negative value meant a
suppression of the signal. Zero matrix effect takes place when
calibration graphs built in solvent and in matrix have the same
slope.

2.4. Matrix fingerprinting procedure
For the evaluation of the different clean-up steps, co-extracted

compounds were compared using matrix fingerprinting proced-
ure as described in Gomez-Ramos et al., [27]. Chromatograms
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obtained by LC-QTOF-MS (Agilent 6550) in full-scan mode were
retrieved and counted using the Molecular Feature Extractor (MFE)
algorithm in the Agilent MassHunter Workstation Software B.07.00.
This data process allows to obtain a compound list with the mo-
lecular weight, retention time and intensity of all the matrix
components detected. Then, MS data of three replicates from each
clean-up step were processed using Agilent Mass Profiler Profes-
sional (MPP) 13.0. Using this software, compounds were aligned
between samples by mass and retention time. Furthermore, com-
pounds were filtered by frequency (those appearing in only one
replicate were removed).

2.5. Modified QUEChERS method

A 2g portion of spice sample was weighed in a 50 mL PTFE
centrifuge tube. Then, the sample was soaked with 7 mL of milli-Q
water for 30 min to get a proper hydration of the spice. 10 mL of
acetonitrile were added and the samples were shaken in an auto-
matic axial extractor (AGYTAX", Cirta Lab. S.L., Spain) for 7 min.
Afterwards, 4 g MgS04, 1 g NaCl, 1 g trisodium citrate dihydrate and
0.5 g disodium hydrogen citrate sesquihydrate were added and the
samples were shaken again in the automatic axial extractor for
another 7 min. Each extract was then centrifuged (3700 rpm) for
5min 5mL of the supernatant were transferred to an EMR-Lipid
tube preconditioned with 5mL of Milli-Q water. The extracts
were vortexed for 30 s and then centrifuged at 3700 rpm for 5 min.
A 5mL extract was transferred to an EMR-polish tube containing
1 g of sodium chloride and 4 g of magnesium sulphate. The extracts
were vortexed for 30s and then centrifuged again at 3700 rpm for
another 5min. Approximately 2 mL of the final extract were
collected. Considering the five-fold dilution during the extraction
and the two-fold dilution during the vial preparation (100 uL of the
extracts were diluted with 100 pL of ultrapure water before injec-
tion), final concentrations attained in the vials were 5 and 20 ugL~ I
respectively (10-fold dilution).

2.6. Supercritical fluid chromatography-triple quadrupole-mass
spectrometry analysis

A Nexera UC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) was used for
the SFC analysis. In addition to two binary pumps, a CO; pump, an
autosampler and a column oven, this instrument includes a back-
pressure regulator (BPR) connected in series with the MS detec-
tor. The CO; returns to gas state in the ion source, as temperature
and pressure come back to atmospheric conditions after the back-
pressure regulator, and it goes through the rough pump of the
MS system.

A modifier consisting of methanol with 1mM Ammonium
formate was mixed with the carbon dioxide. The make-up solvent
used after the column was methanol containing 5 mM ammonium
formate and 0.1% formic acid. The make-up flow is supplied iso-
cratically at 0.080 mL min~ . Separation was carried out on a Shim-
pack UC-X RP column with length, diameter and particle size of
250 mm, 2.1 mm and 3 pm, respectively. The column was thermo-
statted at 40 °C. The back pressure regulator module was operated
under 150 bar and 50 °C. The total flow used was kept constant at
1.3mLmin ! and the gradient was as follows: from 0 to 2 min an
isocratic flow of 1% of modifier was used, from 2 to 5 min it was
increased to 5% and from 5 to 8 min to 40%. This 40% of modifier
was maintained for 2 min. Following this, the modifier percentage
was changed to 1% and maintained over 3 min for a proper re-
equilibration of the system. The injection volume was 2 uL. The
autosampler was thermostatted at 10 °C.

An LCMS 8060 triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) equipped with an electrospray

ionization source (ESI) was used, employing nitrogen as the
nebulizer gas. The analysis was performed using ESI source in
negative and positive mode with a switching polarity time of 5
msec. The ESI parameters were as follows: interface temperature,
300 °C; desolvation line (DL) temperature, 250°C; heat block
temperature, 400 °C; interface voltage, 4 kV; nebulizer gas flow,

3L min"'; heating gas flow, 10 Lmin"'; drying gas flow, 10 Lmin ",

2.7. Optimization of the SFC-MS/MS parameters

The creation of the method was carried out using the Shimadzu
Extended MRM Library, which allows to select transitions in a
simple way and to import them to the method. Three transitions at
the top of the sensitivity rank were selected for each pesticide. After
the injection of the pesticides, the most intense transition was
selected as the quantification transition (target ion), while the
second most intense was chosen as the qualification transition
(reference ion).

Optimization of MRM events from precursor ion search was
used for the optimization of the compounds not present at the li-
brary such as internal standards. With this aim, individual solutions
of dimethoate-d6, carbendazim-d3, malathion-d10 and dichlorvos-
d6 at the concentration of 100 ugL~! were injected. Retention
times, MRM transitions and collision energies (CE) for the target
compounds are compiled in supplementary material (Table S1).

The identification of pesticides was evaluated by retention time
with a +0.1 min range and the presence of the two transitions that
meet the ion ratio criteria were used, following the identification
requirements of DG SANTE/11813/2017 [7]. As the peak width of the
compounds analysed was similar to those obtained in reverse
phase liquid chromatography (around 0.2 min), acquisition win-
dows of +0.3 min were enough to adequately detect them, even
when small variations in the pressure of the SFC occur (+3 bar).

2.8. Validation of the analytical procedure

Black pepper and cayenne were used for the validation of the
method. These matrices, which show clear differences in their
composition and appearance, were used in order to obtain repre-
sentative data of spices. The validation study was performed in
terms of recovery, linearity, matrix effect, intra-day and inter-day
precision.

3. Results and discussion
3.1. Benefits

3.1.1. Increased ionization efficiency and sensitivity

The CO;3 used for the elution returns to gas state when it reaches
atmospheric pressure after the back-pressure regulator. Accord-
ingly, the compounds elute at the source only through the co-
solvent (modifier) of the mobile phase and, mainly, the make-up
flow. Methanol is often the only solvent present in supercritical
fluid chromatography, which provides a lower density and surface
tension for the mobile phase [29] and increases the solvent evap-
oration rate [30]. Therefore, the process for the analyte to reach the
gas phase is shortened and the ionization efficiency is increased,
which results in increased sensitivity [31].

Another factor that influences the ionization efficiency is the
flow that reaches the ESI source. The smaller the flow reaching the
ion source, the better the sampling efficiency due to the production
of smaller charged droplets, which results in increased ionization
rates [31,32]. In supercritical fluid chromatography, the make-up
and modifier flows are usually low and high efficiencies are easily
achieved.
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In order to reduce even more the make-up flow necessary, a
PEEK of 64 um diameter was employed for the connection between
the BPR and the ESI source. A vial with a concentration of
0.01 mg kg ! in tomato matrix was injected using different flows to
select the most suitable make-up flow. Tomato was the selected
matrix due to its lower complexity compared to spices, in order to
facilitate the make-up flow optimization. The flows tested were
150, 125, 100, 90, 80, 70, 60 and 50 uLmin .. As a rule of thumb, a
decrease in the solvent rate supplied by the make-up resulted in
increased sensitivity for the compounds. However, with flow rates
lower than 80 uL min~ ! there were 42 compounds that gradually
reduced their sensitivity (their reproducibility being also compro-
mised). Therefore, 80 uL min ! was the selected flow since it pro-
vided average sensitivity increase of 30% and an excellent
reproducibility with 93% of the compounds showing an RSD lower
than 10%.

3.1.2. Reduced matrix effect

The presence of other co-eluting compounds different from the
analytes in the electrospray solution can influence strongly the
signal. Signal suppression is more common than signal enhance-
ment in ESI as the competition for the charges available between
the analytes and the co-eluting matrix compounds decreases
ionization efficiency in the interface [28]. Interfering compounds
also increase the viscosity and surface tension of the microdroplets
and reduce the ability of the analytes to reach the gas phase [33,34].
Therefore, analyses performed in matrices with a high number of
interfering compounds such as spices and other dry commodities
are more susceptible to show strong signal suppressions. The use of
supercritical fluid chromatography provided low matrix effect for
most pesticides due to the increased ionization efficiency (see
subsection 3.1). This low matrix effect can be explained on the basis
of (1) the low flow rate in the source, which results in a reduced size
of the microdroplets, (2) the replacement of most water in the
mobile phase with methanol, which has lower polarity and surface
tension [35] and (3) the small amount of sample injected in system
(0.2 mg of sample in the present study).

The matrix effect values obtained for all the pesticides in both
matrices are detailed in Table 1. A suppression/enhancement of the
signals within the range 0—20% is considered as low matrix effect,
whereas a difference of 20—50% corresponds to medium matrix
effect, and >50%, strong matrix effect. The presence of matrix effect
resulted in suppression of the signals for all pesticides studied with
only three exceptions: acephate in cayenne (46%), cyprodinil in
black pepper (58%) and mepanipyrim in black pepper (29%).

Out of the 162 pesticides studied, 132 (corresponding to 81%)
showed weak matrix effect in cayenne and 91 (56%) in black pep-
per. Strong matrix effect, on the other hand, was only found in 10
(6%) pesticides in cayenne and 27 (17%) in black pepper. These re-
sults represent an improvement over most of the published liter-
ature using LC-MS/MS to analyse pesticides in spices [ 10-14].

3.2. Drawbacks

3.2.1. Elution orders and isobaric interferences

The use of supercritical fluid chromatography entails a signifi-
cant change in the elution order of the analytes compared with well
stablished methods using liquid chromatography. In reverse-phase
LC, the compounds elute in decreasing order of polarity; but in SFC,
even though polarity influences their solubility in scCO,, it does not
play the main role in the elution order [21]. Therefore, there is not a
sole criterion for the elution order of the analytes in this technique
and their polarity cannot be used as a reference. This could imply
difficulties when transferring an existing method from LC to SFC, as
these techniques do not follow the same separation mechanisms.
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However, this drawback can also be seen as a potential benefit
regarding the peak shape of some polar compounds. Typically,
highly polar compounds elute very early in LC, in many cases
providing bad peak shape. On the contrary, in SFC they elute at
higher retention times, without presenting these inconveniences
[21].

Besides, one of the main consequences of a short chromato-
graphic run consists of an increased presence of isobaric in-
terferences that coelute with the analytes. These isobaric
interferences change the signal of the analyte in one transition and
result in a modification of the standardized ion ratio. Therefore, the
pesticide does not meet the requirements to be identified. This
situation occurs mainly in complex matrices at low concentrations
levels. As spices are considered complex matrices, it has been
necessary to solve the problems caused by these interferences in
some pesticides. Three pesticides were affected by isobaric in-
terferences in both matrices: isoprocarb, nitempyram, and methi-
dathion. In addition, another three pesticides were affected only in
black pepper: diniconazole, trichlorfon and dimethoate. This sug-
gests that black pepper is more complex in terms of isobaric in-
terferences. In order to overcome this drawback, more selective
transitions were selected for these compounds using the MRM li-
brary. For example, the transitions used in the multiresidue method
for the identification of methidathion were 320.0->145.0 and
320.0->302.8, whereas in cayenne and black pepper 320.0->302.8
needed to be replaced by 320->84.9 to avoid an interference. By
applying more selective transitions, the affected pesticides could be
properly identified except for dimethoate. This pesticide had a
strong signal suppression in black pepper matrix that did not allow
for its identification even after replacing the selected transitions.

3.3. Method development

3.3.1. Clean-up selection

Different clean-up sorbents were tested for both matrices: PSA
(Primary Secondary Amine), Z-Sep (Zirconium dioxide) and EMR
(Enhanced Matrix Removal). A matrix fingerprinting study was
made in order to identify the extract with a lower number of co-
extracted matrix compounds. This matrix fingerprinting was ob-
tained by LC-QTOF-MS providing a compound list with the mo-
lecular weight, retention time and intensity of the matrix
components detected. Only compounds with an absolute height
equal or greater than 10000 counts were considered in order to
avoid background compounds.

As can be seen in Fig. 1, the EMR sorbent seems to provide the
best results in black pepper. This sorbent shows the same total ion
chromatogram (TIC) as PSA clean up extract, but the number of co-
extracted matrix compounds is smaller. On the other hand, the
results for Z-Sep in Cayenne are slightly better than those of EMR.
However, this sorbent did not work properly in black pepper. Tak-
ing into account that our purpose was to find a unified method for
the extraction of spices, EMR was selected as the clean-up of our
extraction method. Itis remarkable that the number of co-extracted
compounds was not greatly reduced with any of the studied clean-
up sorbents. This fact highlights the importance of the chroma-
tography in the analysis of complex matrices susceptible to
interferences.

3.3.2. Recoveries

Recoveries for the majority of compounds were in the 70—-120%
range recommended by DG-SANTE guidelines [7]. As can be seen in
Table 2, at the level of 200 ug kg !, 152 compounds (corresponding
to 94%) in black pepper and 146 compounds (91%) in cayenne
showed recoveries within that range. Similar results were obtained
at 50 ug kg !, with 149 and 144 compounds showing recoveries
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Table 1
Limits of quantification, instrumental concentration range and matrix effect values for both matrices studied. Negative values of matrix effect mean suppression of the signal,
and positives values, enhancement. LOQ and concentration ranges are referred to the sample before dilution.

Compound LOQ (pg kg ") Instrumental concentration range (pg kg ') Matrix effect

Cayenne Black pepper Cayenne Black pepper Cayenne Black pepper
24-D 50 50 5-500 5-500 46% —4%
Acephate 50 50 5-500 20-500 —12% —25%
Acetamiprid 50 50 5-500 5-500 ~73% —51%
Aldicarb 50 50 20-500 20-500 7% 20%
Aldicarb-sulfone 50 50 5-500 5-500 —7% —21%
Ametoctradin 50 50 5-500 5-500 —27% —43%
Azinphos-methyl 50 50 5-500 5-500 3% —11%
Azoxystrobin 50 50 5-500 5-500 —12% 7%
Bitertanol 50 50 5-500 5-500 -16% —46%
Boscalid 50 50 5-500 5-500 -93% —56%
Bromuconazole 50 50 5-500 5-500 —21% —45%
Bupirimate 50 50 5-500 5-500 0% —8%
Buprofezin 50 50 5-500 5-500 2% —-12%
Carbary! 50 50 5-500 5-500 0% —17%
Carbendazim 50 50 5-500 20-500 —-10% —55%
Chlorantraniliprole 50 50 5-500 5-500 —54% —83%
Chlorfenvinphos 50 50 5-500 5-500 —3% —9%
Chlorpyrifos 50 50 5-500 5-500 9% 8%
Clofentezine 50 50 5-500 5-500 5% —29%
Clomazone 50 50 5-500 5-500 4% -1%
Coumaphos 50 50 5-500 5-500 -1% —15%
Cyazofamid 50 50 5-500 5-500 2% —10%
Cymoxanil 50 50 5-500 10-500 2% —5%
Cyproconazole 50 50 5-500 10-500 —18% —64%
Cyprodinil 50 50 5-500 5-500 12% 58%
Cyromazine - - 20-500 20-500 —48% —63%
Deet 50 50 5-500 5-500 7% -3%
Demeton-S-methyl-sulfone 50 50 5-500 5-500 —6% —8%
Diazinon 50 50 5-500 5-500 1% -9%
Dichlorvos 50 - 5-500 200-500 5% —8%
Dicrotophos 50 50 5-500 5-500 —5% —7%
Diethofencarb 50 50 5-500 5-500 —4% —16%
Difenoconazole 50 50 5-500 5-500 —25% —49%
Diflubenzuron 50 50 5-500 5-500 —-11% —47%
Dimethoate 50 50 5-500 5-500 0% —10%
Dimethomorph 50 50 5-500 5-500 —13% —24%
Diniconazole 50 50 5-500 5-500 —33% —48%
Diuron 50 50 5-500 5-500 -37% —61%
Emamectin Bla 50 50 5-500 5-500 -9% —36%
EPN 50 50 5-500 5-500 5% —9%
Epoxiconazole 50 50 5-500 5-500 —14% —60%
Ethion 50 50 5-500 5-500 1% 6%
Ethirimol 200 200 5-500 5-500 -3% —15%
Ethoprophos 50 50 10-500 10-500 3% —4%
Etofenprox 50* 50 5-500 5-500 0% —13%
Etoxazole 50 50 5-500 5-500 9% —9%
Famoxadone 50 50 5-500 5-500 —52% —61%
Fenamidone 50 50 5-500 5-500 -17% —48%
Fenamiphos 50 50 5-500 5-500 -7% -11%
Fenamiphos-sulfone 50 50 5-500 5-500 —5% —16%
Fenamiphos-sulfoxide 50 50 5-500 5-500 —24% —14%
Fenarimol 50 50 5-500 5-500 —25% —68%
Fenazaquin 50 50 5-500 5-500 2% —1%
Fenbuconazole 50 50 10-500 5-500 —21% —50%
Fenhexamid 50 50 50500 20-500 —54% —77%
Fenoxycarb 50 50 5-500 5-500 0% -12%
Fenpropathrin 50 50 5-500 5-500 —1% —10%
Fenpyroximate 50 50 5-500 5-500 -11% —26%
Fenthion 50 50 5-500 5-500 5% -1%
Fenthion-sulfone 50 50 5-500 5-500 -1% —14%
Fenthion-sulfoxide 50 50 5-500 5-500 -3% —13%
Fipronil 50 50 5-500 5-500 —13% —8%
Flonicamid 50 50 5-500 10-500 —15% —56%
Fluazifop 50 50 5-500 5-500 —15% —52%
Fludioxonil 50 50 5-500 10-500 —25% —41%
Flufenacet 50 50 5-500 5-500 -1% —3%
Flufenoxuron 50 50 5-500 5-500 -12% —44%
Fluopyram 50 50 5-500 5-500 —5% -21%
Fluquinconazole 50 50 5-500 5-500 -9% —30%
Flusilazole 50 50 5-500 10-500 —17% —81%
Flutriafol 50 50 5-500 5-500 -16% —52%
Fluxapyroxad 50 50 5-500 5-500 —5% —22%
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Table 1 (continued )
Compound LOQ (ng kg ') Instrumental concentration range (pg kg ') Matrix effect
Cayenne Black pepper Cayenne Black pepper Cayenne Black pepper
Fosthiazate 50 50 5-500 5-500 —5% ~7%
Haloxyfop 50 50 5-500 5-500 —20% —46%
Hexaconazole 50 50 5-500 50-500 —14% —66%
Hexythiazox 50 50 5-500 5-500 —2% —19%
Imazalil 50 50 5-500 20-500 8% 18%
Imidacloprid 50 50 5-500 5-500 —53% —82%
Indoxacarb 50 50 5-500 5-500 -7% —14%
loxynil 50 50 5-500 5-500 —20% —49%
Iprodione 50 50 5-500 5-500 —16% —22%
Iprovalicarb 50 50 5-500 5-500 —8% -9%
Isoprocarb 50 50 5-500 50-500 —-1% —2%
Isoxaflutole 50 50 5-500 5-500 -3% -7%
Kresoxim-methyl 50 50 5-500 5-500 8% -1%
Linuron 50 50 5-500 10-500 5% -1%
Lufenuron 50 50 5-500 5-500 1% 0%
Malathion 50 50 10-500 10-500 0% —2%
Mandipropamid 50 50 5-500 5-500 2% —21%
MCPA 50 50 5-500 5-500 —2% 6%
Mepanipyrim 50 50 5-500 20-500 2% 29%
Meptyldinocap 50* 50 5-500 5-500 —4% —4%
Metaflumizone 50 50 5-500 5-500 -12% —46%
Metalaxyl 50 50 5-500 5-500 —3% —5%
Metconazole 50 50 5-500 5-500 0% —55%
Methamidophos 50 50 5-500 5-500 —-10% -37%
Methidathion 50 50 5-500 5-500 0% 0%
Methiocarb 50 50 5-500 5-500 4% -7%
Methiocarb-sulfone 50 50 5-500 5-500 —10% —36%
Methiocarb-sulfoxide 50 50 5-500 5-500 1% —14%
Methomyl 50 50 5-500 5-500 4% —18%
Methoxyfenozide 50 50 5-500 5-500 —53% —26%
Metobromuron 50 50 5-500 10-500 7% —3%
Monocrotophos 50 50 5-500 5-500 —8% —16%
Myclobutanil 50 50 5-500 10-500 —9% —41%
Nitenpyram 50 50 10-500 20-500 —45% —72%
Omethoate 50 50 5-500 5-500 —9% —27%
Oxadixyl 50 50 5-500 5-500 —5% -9%
Oxamyl 50 50 5-500 5-500 1% —22%
Paclobutrazol 50 50 5-500 5-500 —12% —36%
Paraoxon-methyl 50 50 5-500 5-500 8% -1%
Penconazole 50 50 5-500 5-500 —4% —38%
Pencycuron 50 50 5-500 5-500 —84% —36%
Pendimethalin 50 50 10-500 10-500 5% 4%
Phenthoate 50 50 5-500 20-500 9% 2%
Phosalone 50 50 5-500 5-500 —4% —14%
Phosmet 50 50 5-500 5-500 —6% —16%
Phoxim 50 50 5-500 5-500 1% —8%
Pirimicarb 50 50 5-500 20-500 1% 1%
Pirimicarb-desmethy! 50 50 5-500 5-500 0% —4%
Pirimiphos-methyl 50 50 5-500 5-500 3% -1%
Prochloraz 50 50 5-500 5-500 —-11% —16%
Profenofos 50 50 5-500 5-500 —2% ~7%
Propamocarb 50 50 5-500 5500 —20% —81%
Propaquizafop 50 50 5-500 5-500 —5% —24%
Propargite 50 50 5-500 5-500 1% —4%
Propiconazole 50 50 5-500 5-500 —-15% —39%
Propoxur 50 50 5-500 10-500 1% -3%
Propyzamide 50 50 5-500 5-500 8% 1%
Proquinazid 50* 50 5-500 5-500 4% -1%
Prothiophos 50* 50 5-500 20-500 -2% —9%
Pymetrozine 50* 50* 50-500 50-500 —38% —67%
Pyraclostrobin 50 50 5-500 5-500 —8% —18%
Pyridaben 50* 50 5-500 5-500 —10% -17%
Pyrimethanil 50 50 5-500 20-500 7% —20%
Pyriproxyfen 50 50 5-500 5-500 4% —2%
Quinoclamine 50 50 20-500 20-500 —37% —26%
Quinoxyfen 50 50 50-500 50-500 11% 10%
Quizalofop-ethyl 50 50 5-500 5-500 —5% —12%
Rotenone 50 50 5-500 5-500 —4% —23%
Spinosad A 50 50 5-500 5-500 —41% -11%
Spinosad D 50 50 10-500 10-500 -31% 2%
Spirodiclofen 50 50 5-500 5-500 —4% —18%
Spiromesifen 200 200 5-500 10-500 —8% —-11%
Spirotetramat 50 50 5-500 5-500 -3% 9%

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Compound LOQ (ug kg ') Instrumental concentration range (g kg™ ') Matrix effect
Cayenne Black pepper Cayenne Black pepper Cayenne Black pepper
Tebuconazole 50 50 5-500 5-500 —26% —55%
Tebufenozide 50 50 5-500 5-500 -1% —33%
Tebufenpyrad 50 50 5-500 5-500 —3% —10%
Teflubenzuron 50 50 5-500 5-500 —6% —45%
Terbuthylazine 50 50 5-500 5-500 0% —9%
Tetraconazole 50 50 5-500 5-500 -12% —51%
Thiabendazole 50 50 10-500 20-500 —65% —87%
Thiacloprid 50 50 5-500 5-500 —54% —86%
Thiamethoxam 50 50 20-500 10-500 —47% —85%
Thiobencarb 50 50 5-500 5-500 1% —6%
Thiodicarb 50 50 5-500 5-500 11% —24%
Triazophos 50 50 5-500 5-500 —5% —-9%
Trichlorfon 50 50 5-500 10-500 —4% —15%
Trifloxystrobin 50 50 5-500 5-500 —4% —8%
Triflumuron 50 50 5-500 5-500 -10% -29%
Triticonazole 50 50 5-500 5-500 —14% —47%
Zoxamide 50 50 5-500 5-500 -19% —56%
*Compounds with a recovery between 30 and 60% at both recovery levels and with RSD lower tan 20%.
Black Pepper
. 5378 compounds 5887 compounds . 4670 compounds
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Fig. 1. Matrix fingerprinting analysed by LC-QTOF-MS (absolute height >10 000 counts) of black pepper and cayenne using different clean-up sorbents.

between 70 and 120% in black pepper and cayenne, respectively.

According to DG-SANTE, a practical default range of 60—140%
may be used for individual recoveries in routine analysis if they are
consistent (RSD < 20%) [7]. If these criteria are applied, at least 95%
of pesticides meet the recovery range in all matrices at both con-
centration levels.

Two pesticides showed low recoveries (<45%): cyromazine and
pymetrozine. According to the results obtained in a recent coop-
erative study [36], cyromazine is a pesticide that typically exhibits
high variability and low recoveries. For this reason, some labora-
tories include this compound as single residue method (SRM).
Moreover, their extractability could be affected, among other fac-
tors, by the polarity of the solvent or the clean-up sorbent
used. Cyromazine and pymetrozine are compounds with a pKow

of 0.07 and —0.19 respectively. Although both compounds can be
considered polar, acetonitrile as extraction solvent has enough
polarity to extract both of them in the organic phase. Furthermore,
compounds with similar or higher polarity such as ometoathe
(pKow —0.9) or monocrotophos (pKow —0.22) had good recoveries
with acetonitrile as the extraction solvent in both matrices.

Our explanation for the low extractability of these two pesti-
cides lies in the use of the clean-up sorbent. Previous studies show
that some sorbents can negatively affect the recovery of com-
pounds such as cyromazine [37]. We applied extraction procedures
at the level of 50 pg kg~ ! without using clean up and using different
clean up sorbents (EMR, PSA) in both matrices. The use of PSA
instead of EMR increases cyromazine recoveries up to 38% in cay-
enne and 43% in black pepper at the level of 50 ug kg These
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Table 2

Recoveries (%) and RSD (%) obtained for both matrices of spices at two concentration levels: 50 ug kg ' (n=5) and 200 pgkg ' (n= 3).
Pesticide Residues Cayenne Black Pepper

50 pg kg ! 200pgkg ! 50pgkg ! 200 pg kg !
Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%)

24-D 83 95 85 57 73 13,2 83 13,7
Acephate 78 74 74 55 90 43 77 34
Acetamiprid 96 4.8 86 74 109 21 94 73
Aldicarb 92 9.8 85 22 70 81 86 133
Aldicarb-sulfone 98 4,5 96 3,0 89 39 99 49
Ametoctradin 66 53 72 2,7 84 6,2 86 53
Azinphos-methyl 94 3,6 96 51 102 83 106 72
Azoxystrobin 89 45 82 10,7 89 1,7 100 38
Bitertanol 89 43 90 57 114 12,5 129 6,1
Boscalid 76 13,6 94 174 100 56 92 37
Bromuconazole 75 97 74 101 87 83 90 12
Bupirimate 86 35 82 29 85 6,7 98 6,6
Buprofezin 73 4,6 77 4,1 87 7.0 91 07
Carbary! 103 3,0 101 42 89 7,0 94 6,0
Carbendazim 72 74 70 9.2 98 1,1 114 038
Chlorantraniliprole 103 2,1 102 51 121 4,5 118 01
Chlorfenvinphos 89 33 85 6,7 90 82 100 34
Chlorpyrifos 70 10,2 72 56 84 6,0 91 48
Clofentezine 97 93 111 34 86 11,1 107 6,7
Clomazone 89 11 87 51 92 48 95 53
Coumaphos 85 45 85 38 91 3,6 103 34
Cyazofamid 92 38 84 18 93 34 95 4,7
Cymoxanil 89 74 94 51 84 57 97 6,6
Cyproconazole 98 49 87 94 79 10,5 91 0,7
Cyprodinil 70 15,0 84 12,2 77 58 89 0,5
Cyromazine 18 29 17 36 25 79 26 6,4
Deet 80 39 77 41 75 43 80 9.1
Demeton-S-methyl-sulfone 94 4.8 92 36 92 57 101 31
Diazinon 85 47 85 44 92 4,4 100 13,6
Dichlorvos 91 838 72 6,6 <LOD <LOD <LOD <LOD
Dicrotophos 87 72 92 2,0 91 58 99 71
Diethofencarb 95 41 96 24 108 6,0 107 19
Difenoconazole 85 63 81 8,1 89 0,6 97 21
Diflubenzuron 89 20 84 104 70 19,1 72 159
Dimethoate 91 26 92 22 94 6,3 105 4,0
Dimethomorph 94 18 87 63 92 6,3 98 3,5
Diniconazole 81 6,6 77 88 87 6,5 95 26
Diuron 89 33 85 44 98 27 94 6.2
Emamectin Bla 97 26 94 52 96 88 101 6,0
EPN 86 53 86 54 105 48 112 94
Epoxiconazole 88 4,0 85 3,6 81 31 98 15
Ethion 79 64 77 6,5 89 7.4 98 72
Ethirimol 58 9,2 62 52 53 87 69 14
Ethoprophos 86 54 89 59 100 84 101 106
Etofenprox 46 94 38 136 67 41 67 12
Etoxazole 61 7.1 61 76 70 7,0 82 32
Famoxadone 93 44 84 73 101 4,6 95 21
Fenamidone 85 159 67 938 101 19 116 28
Fenamiphos 92 4,0 93 38 61 32 98 26
Fenamiphos-sulfone 98 36 93 36 108 25 91 23
Fenamiphos-sulfoxide 101 34 82 16,1 131 3,6 100 8,6
Fenarimol 81 14,7 57 19,5 75 9,6 95 0,6
Fenazaquin 101 6,4 70 114 91 20 99 4.8
Fenbuconazole 89 6,6 76 91 86 3,6 85 83
Fenhexamid 98 9,5 80 115 109 4,2 103 1,7
Fenoxycarb 89 18 87 038 98 1,3 99 14
Fenpropathrin 66 10,1 61 6,0 80 59 96 12
Fenpyroximate 80 64 73 73 97 3,2 104 28
Fenthion 78 6,6 82 23 71 15,8 92 22
Fenthion-sulfone 89 47 87 3,7 92 6,8 104 34
Fenthion-sulfoxide 96 4,0 91 41 108 4,5 99 07
Fipronil 97 4,0 94 48 86 2,7 101 81
Flonicamid 90 18 90 34 95 51 90 03
Fluazifop 95 84 91 49 76 12,7 117 6,5
Fludioxonil 96 3,0 93 28 67 8,0 83 55
Flufenacet 94 4,0 93 41 95 6,6 104 47
Flufenoxuron 81 77 74! 12,5 88 7,0 104 6,3
Fluopyram 99 43 99 25 104 49 120 23
Fluquinconazole 84 24 79 57 119 39 91 6,4
Flusilazole 97 78 87 6,1 99 71 110 04
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Table 2 (continued)

Pesticide Residues Cayenne Black Pepper
50 pg kg ! 200pgkg ! 50 pg kg ! 200pgkg !
Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%)

Flutriafol 95 26 94 6,4 114 24 114 4,0
Fluxapyroxad 89 53 86 24 91 52 91 28
Fosthiazate 93 33 91 28 91 29 103 51
Haloxyfop 93 34 98 58 96 124 91 4,1
Hexaconazole 82 41 79 84 95 17 98 43
Hexythiazox 71 6.8 71 78 85 32 94 15
Imazalil 98 13,6 99 51 75 22 88 78
Imidacloprid 98 29 88 10,7 112 42 106 53
Indoxacarb 91 47 88 43 95 73 112 41
loxynil 75 1,5 73 28 62 10,2 80 59
Iprodione 83 12,0 76 53 96 57 96 6,1
Iprovalicarb 94 34 91 34 90 59 104 4,5
Isoprocarb 101 22 93 29 95 44 106 71
Isoxaflutole 88 53 87 7.0 88 6,5 97 47
Kresoxim-methyl 85 6,6 94 37 88 49 102 05
Linuron 82 73 92 04 92 6,7 90 113
Lufenuron 93 73 103 3.3 79 13,7 97 1,6
Malathion 87 29 89 44 90 43 97 93
Mandipropamid 93 35 94 39 77 135 92 15
MCPA 89 37 86 6,9 84 50 106 6,5
Mepanipyrim 78 6,0 97 48 78 74 95 11,5
Meptyldinocap 58 5,0 48 4,7 70 97 72 03
Metaflumizone 78 10,6 71 15,8 89 6,5 105 4,0
Metalaxyl 95 3,6 95 43 92 73 97 31
Metconazole 92 26 91 69 91 13,8 105 82
Methamidophos 65 4,1 62 43 72 53 65 42
Methidathion 91 29 94 48 87 94 104 51
Methiocarb 81 5,0 87 038 101 10,9 99 73
Methiocarb-sulfone 110 15 109 42 109 35 120 26
Methiocarb-sulfoxide 91 23 89 3,6 102 34 118 41
Methomyl 100 46 97 34 105 6,0 104 82
Methoxyfenozide 96 33 93 22 97 57 94 6,8
Metobromuron 87 93 93 6,2 94 6,1 97 6,0
Monocrotophos 85 45 86 21 102 104 93 6,5
Myclobutanil 101 3,5 102 52 113 4,1 118 18
Nitenpyram 89 134 81 25 73 9.2 67 77
Omethoate 89 6,7 96 14,0 107 75 106 1,7
Oxadixyl 94 28 96 45 100 23 107 15
Oxamyl 84 91 77 59 80 70 86 29
Paclobutrazol 84 5.3 84 43 94 25 102 13
Paraoxon-methyl 94 52 100 4,0 96 104 107 47
Penconazole 84 56 79 5,0 76 10,1 91 32
Pencycuron 71 10,2 73 119 99 15 95 34
Pendimethalin 68 24 70 54 73 69 87 09
Phenthoate 92 39 89 50 90 109 98 55
Phosalone 82 69 79 33 79 43 99 8,6
Phosmet 92 4,6 93 4,5 95 26 102 19
Phoxim 79 44 77 3,0 78 52 86 59
Pirimicarb 91 45 93 21 75 3,1 95 6,8
Pirimicarb-desmethy! 84 54 84 24 82 84 91 6,8
Pirimiphos-methyl 62 7.5 70 43 66 9.2 71 58
Prochloraz 81 33 73 53 74 28 87 2,1
Profenofos 75 43 73 3,0 81 4,0 96 43
Propamocarb 75 29 70 57 81 142 88 104
Propaquizafop 80 3,2 78 49 70 4.2 112 6,8
Propargite 77 73 72 53 86 76 100 6,8
Propiconazole 80 76 79 4,2 90 83 98 151
Propoxur 97 4,6 93 2,0 94 56 109 6,0
Propyzamide 84 38 85 15 87 30 95 4,6
Proquinazid 49 4,0 39 6,3 67 46 63 34
Prothiophos 56 98 45 12,2 70 5:1 80 9,7
Pymetrozine 35 8,6 34 6,0 41 78 45 113
Pyraclostrobin 84 5.7 72 84 70 4,0 97 2,0
Pyridaben 58 87 43 19,0 69 12 76 4,0
Pyrimethanil 81 4,7 77 82 85 10,1 97 11,8
Pyriproxyfen 67 49 67 59 82 37 91 6,1
Quinoclamine 90 27 86 18 95 71 97 70
Quinoxyfen 69 84 63 59 77 8,5 81 109
Quizalofop-ethyl 85 57 81 4,6 99 49 106 39
Rotenone 88 47 83 52 93 9,5 112 3,6
Spinosad A 62 19 70 6,2 71 52 70 6,1
Spinosad D 95 17 88 57 112 38 110 38
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Table 2 (continued )

Pesticide Residues Cayenne Black Pepper
50 pgkg ! 200pg kg ! 50pug kg ! 200 pgkg !
Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%)

Spirodiclofen 74 4,1 70 64 74 6,9 98 4,2
Spiromesifen 57 109 62 8,0 57 12,6 63 97
Spirotetramat 90 4,1 89 63 98 30 99 9,0
Tebuconazole 85 6,1 75 7.6 120 10,4 115 158
Tebufenozide 103 9,2 95 70 108 9,2 117 81
Tebufenpyrad 79 64 75 51 84 4,6 102 38
Teflubenzuron 84 43 83 33 78 77 94 0,5
Terbuthylazine 83 4,6 82 5,6 90 35 101 4.2
Tetraconazole 101 3,0 94 51 102 6,5 113 10
Thiabendazole 71 6,2 70 37 65 19,1 82 69
Thiacloprid 88 26 85 54 101 25 99 82
Thiamethoxam 99 20 91 15 101 28 103 42
Thiobencarb 74 54 75 55 84 7.6 93 48
Thiodicarb 86 18 84 55 93 39 118 17
Triazophos 93 4,6 95 4,1 100 42 109 4.9
Trichlorfon 84 57 92 18 117 13,0 109 11,1
Trifloxystrobin 93 3,6 94 47 94 59 104 51
Triflumuron 85 43 82 7.5 97 37 95 6,2
Triticonazole 84 3,0 82 71 113 31 119 6,1
Zoxamide 84 49 79 6,6 75 84 89 25

results were similar to those obtained for pymetrozine. However,
the use of PSA instead of EMR in the clean-up step of the QUEChERS
method affects the extractability of acidic compounds due to the
interaction of their carboxyl groups with the amine [38]. In addi-
tion, if the extraction is performed without the use of clean-up
sorbent, recoveries of 64% for cyromazine and 73% for pyme-
trozine in cayenne (62% for cyromazine and 79% for pymetrozine in
black pepper) can be achieved. Therefore, the use of the clean-up
sorbent has a marked influence on the extraction efficiency of
these compounds. Nevertheless, the use of clean-up is necessary, as
mentioned above, to reduce the high amount of interferences
present in these matrices. This poor extractability can be enhanced
with the use of isotopically labelled analytical standards due to the
good reproducibility obtained in both cases.

3.3.3. Method validation

Precision values were calculated for the chromatographic
method intra-day and during five different days of injection (inter-
day). The DG-SANTE guidelines establish a criterion of RSD under
20% for intra-day precision. This criterion was met in both matrices
for all pesticides. Furthermore, 85% of the pesticides in black pepper
and 91% in cayenne presented RSD values below 10% at the lowest
recovery level (50 pug kg™ '). The same criterion must be applied for
inter-day precision (RSD <20%). This specification was met for all
the pesticides in cayenne and black pepper with only two excep-
tions: the RSD at the recovery level of 50 ug kg ! in black pepper for
phosalone and pirimicarb-desmethyl were 25.1% and 22.0%
respectively.

The linearity of the method was evaluated by employing matrix-
matched standards corresponding to 5—500 ug kg ' range in the
samples. Most of the pesticides studied met the requirements to be
identified at the lowest concentration level of 5ugkg ! in both
matrices. These limit of detection (LOD) values are presented in
Table 1 as the lower limit of the instrumental concentration range.
In some cases, the LOD of a pesticide was higher than 5 ug L' and
its linearity was studied in a narrower range with a minimum
calibration level of 10~50 pg L. This happens, for instance, with
fenbuconazole (instrumental concentration range 10—500 ug LY
or aldicarb (20-500 pug L. In all cases, the response was linear
across the whole concentration range, with coefficients of
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determination (r?) higher than 0.99. It is remarkable that, in most
cases (93% of compounds in black pepper and 99% in cayenne),
coefficients of determination higher than 0.999 were achieved.

3.3.4. Real samples

To demonstrate the effectiveness of the method in routine
analysis of spices, 47 real samples from different origins (Spain,
Egypt, Portugal, India and Brazil) were analysed. Within these 47
real samples, 8 corresponded to black pepper and 12 to cayenne.
The remaining 28 samples corresponded to paprika, cinnamon, dill,
mint, thyme, oregano, parsley, tarragon, rosemary, basil, cumin,
turmeric, ginger, curry, cardamom, anise, mate, clove, sesame and
nutmeg.

Out of the 162 pesticides validated in the method, 46 were
detected in the real samples analysed. Pesticides were not found in
9 samples; therefore, in 81% of the samples, one or more pesticides
were detected in a concentration exceeding the LOD. 15 samples
(32%) presented 5 or more pesticides. The samples with the highest
number of pesticides correspond to four cayennes and one paprika
with 22, 20, 18, 14 and 10 pesticides, respectively. In total, 198
positive results were found in the samples.

The most frequently found pesticides were carbendazim (40% of
the samples), imidacloprid (34%), acetamiprid (28%), azoxystrobin
(26%), metalaxyl (26%) and tebuconazole (21%). The rest of the
pesticides were found in less than 20% of the samples. Twelve of the
pesticides detected are non-approved by the European Commission
[39]. Ten of these twelve non-approved pesticides were present in
less than 10% of the samples analysed, but it is remarkable that the
most detected pesticide (carbendazim) is one of these non-
approved pesticides.

Twenty-four of the real samples presented at least one pesticide
with a concentration that exceeded the value of the European
Union Maximum Residue Level (MRL) [40]. As cayenne is consid-
ered a bell pepper transformed product, its MRL has been estab-
lished using a dehydration factor of 7 following the indications of
the document No CX/PR09/41/11 published by the Codex Ali-
mentarius Commission [41]. From these samples with results above
the MRL, 12 corresponded to only one pesticide. On three occasions
in cayenne and one in black pepper, 2 pesticides were found sur-
passing the MRL. One sample of oregano, one of black pepper and
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Fig. 2. Number of detections for each pesticide in the real samples according to the compliance with their MRL

two of cayenne contained 3 pesticides above the maximum residue
level. The samples with the highest number of pesticides above the
MRL corresponded to two samples of black pepper with 4 pesti-
cides each. The 4 positives findings of DEET are not considered
because it is an insect repellent, which is not used in the EU to
protect plants. It is considered as a biocide and is addressed under
Directive 98/8/EC.

Fig. 2 shows that the pesticides most frequently found above the
MRL were carbendazim (5), chlorpyrifos (4), imidacloprid (4) and
metalaxyl (4). Four of the five cases in carbendazim and all cases in
metalaxyl and imidacloprid corresponded to samples of black
pepper. Focusing on the cases of carbendazim that exceed the MRL,
there is one which stands out above the rest. 2.9 mg kg™ ! of car-
bendazim were quantified in a black pepper sample whose MRL
corresponds to 0.1 mgkg . In the case of imidacloprid, concen-
trations do not exceed the MRL in such an excessive way as in the
case of carbendazim. The MRL for imidacloprid in black pepper is
0.05 mg kg ! with the concentrations found being 0.072 mgkg ',
0.075mgkg !, 0.080mgkg ! and 0121 mgkg ' Chlorpyrifos
exceed the MRL in three samples of cayenne (0.073mgkg ',
0.086 mg kg, 0.298 mg kg~ ') and one of oregano (0.056 mg kg ')
being the MRLs 0.07 mg kg’l and 0.05 mgkg’l respectively. The
concentrations above the metalaxyl MRL (0.1 mgkg™!) for the 4
samples of black pepper were 0164mgkg ! 0168 mgkg ',
0.182 mgkg ! and 0.212 mg kg~ '. As remarkable cases, two sam-
ples of cayenne presented concentrations of profenofos of
0.597 mg kg ' and 2.48 mg kg ! and another two cayenne samples
showed concentrations of ethion of 0.996mgkg ' and
1.447 mg kg~!, being 0.07 mg kg~ ! the MRL for both pesticides. 33%
of the samples that do not correspond to black pepper or cayenne
matrices had one or more pesticides exceeding the MRL but, in
general, this type of matrices had a lower number of positive
findings.

4. Conclusions

Supercritical fluid chromatography coupled to mass spectrom-
etry has shown to provide important benefits to the analysis of
pesticides in complex matrices. This technique provided a high
sensitivity and a reduced ion suppression in most of the 162 studied
pesticides in cayenne and black pepper. This fact is a consequence
of the low flows reaching the ESI source and the absence of waterin
the mobile phase. However, due to the reduced run times, it is
important to consider selective transitions that avoid isobaric in-
terferences. At least 95% of the compounds showed good recoveries
for both matrices at the selected concentration levels (50 pgkg ™
and 200 ug kg ). Regarding matrix effect, only 6% of the com-
pounds in cayenne and 17% in black pepper showed strong signal
suppression. Good results were also obtained in terms of precision
and linearity. Most of the pesticides studied met the requirements
to be identified at the lowest concentration level of 5ugkg ' in
both matrices. 47 real samples of different types of species and
different origins were analysed using the validated method. 81% of
the samples presented one or more pesticides and 46 different
pesticides were identified. 53% of the samples presented pesticides
exceeding the MRL and some of the detected pesticides are not
approved in the European Union. Despite the complexity of the
matrix, the results obtained in the validation showed that super-
critical fluid chromatography facilitates the analysis in these com-
plex matrices.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Serious difficulties in evaluating the fungicides captan and folpet by the usual chromatography systems coupled

Supercritical fluid chromatography to mass spectrometry are well known. These compounds are highly prone to degradation due to different con-

:_:“i"t‘m ditions into tetrahydrophthalimide (THPI) and phthalimide (PHI). Such an effect can be produced at different
olpet

stages of the analytical procedure or during the growing crop, making their evaluation troublesome. As a
consequence, the quantification of captan and folpet is typically performed through or together these metabo-
lites. However, imide ring metabolites can be produced by other unknown sources, including other phthalimide
derived pesticides enabling false positive results. For this reason, in the last decade, laboratories demand a robust
method to quantify captan and folpet, that overcomes such a situation. In the present work, various operational
parameters were optimized to ensure the no degradation of captan and folpet facilitated by supercritical fluid
chromatography coupled to mass spectrometry (SFC-MS/MS). A direct comparison with reverse-phase LC-MS/
MS and GC-MS/MS was conducted for comparative purposes. The representative commodities selected for this
evaluation were pepper and tomato. Furthermore, possible oxidative degradation during the sample milling step
was also evaluated and avoided by the application of crio-milling conditions and ascorbic acid addition. By the
proposed procedure, captan and folpet were recovered in both matrices at the 84%-105% range and with an RSD
below 8% at two concentration levels: 10 and 50 pg/kg. On the contrary, with GC-MS/MS, captan and folpet
were not recovered, and, as a consequence, their evaluation was possible only by THPI and PI. In the case of LC-
MS/MS a significant decrease in the sensitivity was observed compared to SFC-MS/MS. Other validation pa-
rameters evaluated were satisfactory. This new approach can assess the correct analysis of captan and folpet at
low concentrations in fruits and vegetables.

Mass spectrometry
Pesticide analysis
Optimization

1. Introduction Nevertheless, the main problem is the involuntary overdose of these

fungicides to animals like cattle and poultry [5]. Because of this, in

Captan is a fungicide that has been used since the decade of 1960 on
a variety of crops [1]. Overexposure to this pesticide can induce po-
tential reproductive toxic effects. Besides, its metabolite cis-1,2,3,6-tet-
rahydrophthalimide (THPI) may present a higher acute oral toxicity in
comparison with captan following one of the last EFSA studies [2].
Folpet is also a fungicide that was evaluated for the first time in 1969
and since them has been reviewed several times because of its numerous
formulations and crop applications. Folpet does not present high toxicity
by the oral and dermal routes [3], however, if the subject is exposed toa
high dose of this pesticide may pose direct risks for human health [4].
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2013, EFSA published a reasoned opinion about the modification of the
MRLs of captan in pome fruits and commodities of animal origin [6]. The
cancer risk characterization of these compounds continues in contro-
versy [7]. However, as captan and folpet are dicarboximides, they
inhibit aldehyde dehydrogenase contributing to Parkinson’s disease [3].

Captan (N-(trichloromethylthio)cyclohex-4-ene-1,2-dicarboximide)
and folpet (N-(trichloromethylthio)phthalimide) have an imide ring in
their structure connected to a trichloromethylthioside chain. Captan
main metabolite is tetrahydrophthalimide (THPI), and folpet is phtha-
limide (PD) [9]. Hydrolysis and thiols reactions are the most common
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ways of degradation for these pesticides [10]. However, there are
numerous chemical reactions that can produce the degradation of both
pesticides into their imide ring metabolites like photooxidation [11] or
wet air oxidation [12]. Furthermore, there are some enzymatic reactions
that can degradate both compounds even to imide-based subproducts of
their imide rings during subsequent reactions. Diverse research projects
have demonstrated that acidic conditions reduce the aqueous hydrolysis
of both compounds, increasing their stability approximately eight times
in some scenarios [9,] 3].

From an analytical point of view, these pesticides are not easily
amenable to be analyzed via liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry using an electrospray source (LC-ESI-MS/MS) due to
a lack of sensitivity [10]. Furthermore, the analysis of captan and folpet
is also problematic using gas chromatography coupled to mass spec-
trometry (GC-MS/MS). These compounds tend to degrade to their
imide-ring metabolites during the injection by GC-MS/MS. The per-
centage of degradation depends of the parameters set in the injector as
well as the liner status. The use of alternative ionization sources in
LC-MS/MS like atmospheric-pressure chemical ionization (APCI) can
facilitate the analysis of these pesticides metabolites [14]. Regarding GC
coupled to mass spectrometry, the analysis of captan and folpet can be
improved using an on-column injection (OCI) [15] or negative chemical
ionization (NCI) [16]. But, both approaches are difficult to apply in
routine laboratories.

Analyzing high water content and low fat content fruits and vege-
tables; the most widely accepted methodology by laboratories is the
standard QuEChERS multiresidue extraction and subsequent quantifi-
cation of captan and folpet by their metabolites PI and THPI. However,
there are many unknown sources of imide ring metabolites; indeed,
some pesticides like phosmet are phthalimide-derived [17]. Some
studies demonstrate the benefits of adding some extra clean-ups or
extraction devices in the “classical” QUEChERS extraction method for
the analysis of these compounds [18]. Many studies applied different
procedures during the extraction like ultrasonication of the sample [19],
dispersive  liquid-liquid microextraction (DLLME) [20,21] and
solid-phase extraction (SPE) [19,21].

The literature of captan and folpet analysis using supercritical fluid
chromatography coupled to mass spectrometry (SFC-MS/MS) is almost
non-existent. Nevertheless, some studies suggest the use of supercritical
CO, extraction to prevent thermal degradation or hydrolysis [22]. It is
accepted that supereritical CO,, in combination with methanol, is an
acidic mobile phase [23], this fact could increase the stability of captan
and folpet during the elution. From the theoretical point of view, these
facts, combined with the ionization advantages of this type of chroma-
tography [24], offer a good alternative for the analysis of these com-
pounds highly prone to degradation.

The main objective of the present work was the use of the advantages
offered by SFC in terms of low degradability conditions and high
sensitivity to develop a robust method based on SFC for these fungicides.
Different operational parameters were evaluated in the ESI source.
Additionally, other approaches based on LC-MS/MS and GC-MS/MS
were compared for a better evaluation of the achievements. Sample
preparation was also taken into consideration as a possible source of
degradation. Both compounds were studied in terms of recoveries,
linearity, reproducibility and matrix effect in tomato and pepper
matrices.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and materials

The four pesticides of the study were provided by LGC (Teddington,
United Kingdom) and manufactured by Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Germany). All the standards had a purity higher than 98% except for cis-

1,2,3,6-Tetrahydophtalimide (96.0%). The analytical standards were
stored at —30 °C. The standard-mix solution was prepared using
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individual stock solutions (400 mg L 1) of each standard and stored in
the dark at —30 °C in amber glass vials. The solvent used for the stock
solutions of captan and folpet was previously acidified with 0.4% of
formic acid [10].

Carbon dioxide (CO,) 5.3 quality was supplied by Abello Linde
(Madrid, Spain), LC-MS quality Methanol used for mobile phase prep-
aration was obtained from Fluka Analytical (Steinheim, Germany). The
additives: ammonium formate and formic acid were purchased from
Sigma Aldrich (Steinheim, Germany). The salts employed in the
QuEChERS extraction (anhydrous magnesium sulphate, sodium chlo-
ride, sodium hydrogenocitrate sesquihydrate, and sodium citrate
tribasic dihydrate) were supplied by Sigma-Aldrich (Steinheim, Ger-
many) except for PSA that was obtained from Supelco (Bellefonte, PA,
USA). The L-Ascorbic acid used during the milling was purchased from
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).

2.2. Sample preparation

Two matrices (green pepper and tomato) were obtained from a local
market in Almeria (Spain). These matrices were extracted by a slightly
modified QUEChERS without clean-up and analyzed to ensure that they
did not have any detectable pesticide that could interfere with the study.
The procedure followed for the extraction includes acidification of the
acetonitrile with 1% of formic acid to increase the stability of captan and
folpet. The final extract resulting from the extraction method contained
1 g of matrix per mL.

2.3. Vials preparation

Matrix-matched calibration curves were prepared by evaporating
100 pL of each blank extract under a gentle stream of nitrogen and
reconstituted with the same volume of acetonitrile containing the
mixture of the analyzed pesticides at the desired concentration. For the
analysis of the spiked samples, 100 L of each extract was introduced in
a microvolume glass insert inside the vial.

2.4. SFC-MS/MS and LC-MS/MS analysis

The SFC analysis was performed using a Nexera UC (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan). In addition to the standard devices of LC
(binary pumps, column oven, and autosampler), this system is equipped
with a CO, pump and a back-pressure regulator (BPR) splitless device
just before the MS source.

Methanol with ImM ammonium formate was used as a co-solvent
(modifier) and mixed with the carbon dioxide during the gradient.
The make-up solvent used after the column was methanol containing
5mM ammonium formate and 0.1% formic acid. The make-up solvent
was introduced in the system isocratically at 0.080 mL min . The SFC
separation was carried out on a C18 stationary phase column Shimpack
UC-X RP (3um, 250 x 2.1 mm). This column was acquired from Shi-
madzu Corporation. The oven temperature was set at 40 °C. The BPR
pressure and temperature were established at 150 bar and 50 °C,
respectively. The total flow used was kept constant at 1.3 mLmin " '. The
gradient used during the analysis was as follows: an isocratic flow of 1%
of modifier was kept for 2 min; the modifier percentage increased lin-
early to 4% at min 4 and increase to 8% at minute 8. After 1 min, the
modifier percentage increase to 40%, and this condition was kept for 2
min. The modifier percentage was then reduced from 40 to 1% to
recover initial conditions and maintained over 2 min.

The LC analysis was performed using the same system described
below but avoiding the use of the CO, pump and the BPR. The mobile
phase A was 98% water and 2% methanol, whereas mobile phase B was
98% methanol and 2% water, both mobile phases contained 5 mM
ammonium formate and 0.1% formic acid. The mobile phase gradient
started with 100% of mobile phase A. It is reduced to 75% at minute 1.5
and 50% at minute 2.5. Mobile phase increase from this minute to



V. Cutillas et al.

minute 7.5 where it reaches 100% and is maintained for 2 min. At
minute 11, initial conditions (100% of mobile phase A) are recovered
and kept for 2 min for re-equilibration.

The SFC system is coupled to a triple quadrupole mass spectrometer
8060 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). The study was carried out
employing an electrospray ionization source (ESI). The interface tem-
perature was set at 125 °C, 125 “C for desolvation line, and 150 °C in the
case of heat block. The interface voltage used was 4 kV. Regarding
nebulizer, heating, and drying gas flows: 3L min ', 10 Lmin ' and 10L
min ! were used, respectively.

2.5. Optimization of the SFC-MS/MS parameters

Captan, folpet, THPI, PI, and intemal standards (dimethoate-d6,
carbendazim-d3, malathion-d10, and dichlorvos-d6) were manually
optimized using precursor ion search. For proper identification, two
transitions must be detected with an ion ratio difference less than 30%
and a retention time shift under 0.1 min [25]. Acquisition windows of
+0.35 min were established for each pesticide.

2.6. GC-MS/MS analysis

The analyses by gas chromatography were performed with an Agi-
lent Intuvo 9000 GC coupled to an Agilent 7010 GC-MS/MS triple
quadrupole and equipped with an Agilent 7693 autosampler. The sam-
ples were injected in splitless mode using a multimode injector through
ultra inert inlet liners with glass wool (Agilent). A temperature ramp (80
for 0.1 min, then increased to 300 °C at 600 °C min ') was used in the
injector and the total injection volume was 1 pL.

The run time was 12.4 min, followed by 2.1 min for backflush
(310 °C). The temperature program of the oven started at 60 °C (0.5
min), then it was increased to 170 °C (80 °Cmin ') and finally to 310 °C
(20 °C min ). The flows were kept constant during the analyses (1.28
mL min ! for the first column and 1.48 mL min ! for the second col-
umn). Helium was employed as the carrier gas. The collision gas (ni-
trogen) flow was 1.5 mL min ™!, and the quenching gas (helium) flow
was 2.25 mL min . The high efficiency electron ionization source and
the transfer line were kept at 280 °C during the analyses, and the
quadrupoles were maintained at 150 °C.

3. Results and discussion
3.1. Ionization in SFC-MS/MS vs LC-MS/MS

The reduction of the ion source temperatures has been demonstrated
to be effective in increasing the sensitivity of captan and folpet [26]. A
test of the ion source interface temperatures was performed, analyzing a
mix with more than 230 pesticides through the same system using
reverse phase LC and SFC. Only 2% of the compounds presented higher
area values at the lower interface temperature tested (200 °C) using
LC-MS/MS. However, with SFC-MS/MS, 42% of the pesticides were
more sensitive at this low ion source temperature. It is a well-known fact
that an increase of temperature in ESI is necessary to improve the des-
olvation of droplets in LC [27]. This fact demonstrates that the different
ionization functioning of the SFC [24] allows to reduce the source
temperatures and achieve greater sensitivity in many cases. As captan
and folpet are pesticides that requires a huge reduction of the ion source
temperatures to avoid degradation, SFC becomes a great choice for the
analysis of these compounds.

It is a well-known fact that the low percentage of water in the mobile
phase and the low solvent volume reaching the source due to the
evaporation of CO, produce an increment of the sampling efficiency.
This higher solvent evaporation rate had demonstrated to benefit the
ionization of compounds like pyrethroids that usually are not analyzed
by LC [28]. As with pyrethroids ionization, captan and folpet formed
molecular ion ammonium adducts; both compounds share similar
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structures, and ammonium adduct ionization is related to the proton
affinity and Lewis basicity of the compounds analyzed [29]. THPI
metabolite of captan also ionizes with the molecular ion ammonium
adduct. However, phthalamide metabolite (PI) of folpet is the one that
presents the greater difficulty to be analyzed by SFC-MS/MS, only one
transition can be detected and correspond to the protonated molecular
ion. All the transitions used for these compounds are available in
Table 1. Furthermore, we also found that the chromatographic gradient
has a significant effect during the metabolite’s ionization. A comparison
between the same MS/MS platform coupled with LC and SFC after
optimization was performed. The same vials were injected by
SFC-MS/MS and reverse phase LC-MS/MS in the same system using
identical ion source parameters. As can be observed in Fig. 1, folpet
signal intensity was higher in SFC but there are no vast differences be-
tween both chromatographies. However, captan presented a huge dif-
ference in the peak intensity signal between LC and SFC. The intensity of
the captan peak using SFC was more than seven times higher than with
LC. As we previously checked with some compounds of the pesticide
mix, these results suggest that SFC-MS/MS is more suitable analyzing
thermally sensitive compounds.

3.2. Ion source temperatures and gas flows

To achieve the best sensitivity and to avoid any thermal degradation,
different ESI source temperatures were tested. Three temperature pa-
rameters of the ESI source are involved in the desolvation temperature of
the interface. The different temperatures set and the related areas of
captan an folpet are exposed in Table 2. T5 test corresponds to the
temperatures applied to our multiresidue method of pesticides. As can
be observed, there was a considerable increase in the area of the com-
pounds when a decrease of temperature is being performed; however,
below T2 temperatures, a decrease of sensitivity was observed. The
temperatures set in T2 for the interface (125 °C), desolvation line
(125 °C), and heat block (200 °C) were chosen for the final method.

Ion source gas flows were also optimized: Drying gas (Nitrogen) and
heating gas (Dry air). Four different flows were tested for each gas
separately and both at the same time. Fig. 2 expresses the monitorization
of the areas of both compounds during the various flows of gases. In the
case of captan, there was a slight variation in the area during the
different heating gas flows, being 10 L min "' the one that gives the
higher area value. However, the differences were higher when the
different drying gas flows were tested. There was a vast decrease in the
captan area when the lowest nitrogen flow tested was applied, being also
10 Lmin ' the one with a better result. The same flows were tested with
folpet, and similar area values were obtained. Between 10 L min ' and
12 L min~! there were no huge differences. Finally, 10 L min~' was
selected as the flow for the gases involved in the ionization of the
compounds of study.

3.3. Captan and folpet degradation during sample extraction

A modification of the QUEChERS methodology was applied to
perform the extraction of the samples; the acetonitrile was acidified with
1% of formic acid, and no buffer salts or clean-up material were used to
maintain the acidic pH of the solvent. Green pepper and tomato samples
were fortified with captan/folpet at four different concentration levels
(50,100,150 and 200 pg/kg). The 100 pg/kg point was extracted five
times to check the reproducibility. When the milling of the samples was
performed without the addition of dry ice, captan and folpet cannot be
detected even at the highest concentrations. When the extraction of
green pepper samples was performed with eryogenie milling, both pes-
ticides can be detected, but the recoveries were below 25% for captan
and below 60% for folpet. Furthermore, the linearity/reproducibility of
the four spiked samples did not fulfill the DG-SANTE requirements [25].
Hydrolysis and oxidation are common degradation processes that occur
during the milling. It can be produced by enzymes naturally present and
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Table 1
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Retention times and mass spectrometer parameters for captan, folpet and tetrahydrophthalimide.

Compound RTspe(min) RTLc(min) Precursor m/z Product m/z Q1 Pre Bias(V) CE Q3 Pre Bias(V)
Captan 2,58 7,72 316,7 264 -23 -14 —-28
Captan 2,58 7,72 316,7 299,9 -16 -7 -19
Captan 2,58 7,72 316,7 79,1 -30 -34 -15
Folpet 2,95 8,58 314,6 130,1 -23 -35 —23
Folpet 2,95 8,58 314,6 261,8 -17 ~12 ~30
Folpet 2,95 8,58 314,6 102 ~16 —45 -17
THPI 6,73 1,29 168,9 81,1 —28 —23 ~15
THPI 6,73 1,29 168,9 152,1 —25 -13 —29
THPI 6,73 1,29 168,9 79,1 -18 -30 -17
Captan Captan Folpet Folpet
SFC LC SFC LC
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70000] 70000} 8000, 80001
7 700¢
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500004 500004
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Fig. 1. Chromatograms of captan and folpet at the concentration of 100 jg/Kg in green pepper matrix using supercritical fluid chromatography and liquid chro-
matography (SFC and LC conditions described in experimental subsection). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred

to the Web version of this article.)

Table 2
Temperature tests for the determination of the optimal ion source values for
captan and folpet.

Test  Interface Desolvation line Heat block Captan Folpet
(§] (Y] (°C) area area
T1 100 100 150 560458 35226
T2 125 125 150 856137 47925
T3 150 150 300 542891 44548
T4 200 200 300 270480 24589
T5 300 250 400 47995 8767

released during this process. For example, pectinases enzymes can
degrade pectic substances through hydrolases [30,31]. These enzymes
that produce the hydrolysis of pectin (pectinesterases) are present in
sweet pepper during the different ripping stages [32]. Ascorbic acid is
recognized as a competitive inhibitor of enzymes affecting browning
properties [33] [-] [35]. We verify the effects of the use of ascorbic acid
in combination with dry ice during the milling step. In green pepper
matrix using 3% of ascorbic acid, an average recovery of 94% and 99%
were obtained for captan and folpet respectively at 100 pg/kg, being
77% and 83% when 5% of ascorbic acid was added. The addition of
L-ascorbic acid improves the recoveries of both compounds which are
now inside the 70-120% range stablished by the DG-SANTE [25].
Furthermore, an RSD lower of 10% was obtained for both compounds in
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the five replicates studied.

In the case of tomato, the recoveries at 100 pg/kg were very similar
between the cryogenic extractions without ascorbic acid (75% captan,
84% folpet), with the addition of 3% of ascorbic acid (87% captan, 84%
folpet) and with 5% of ascorbic acid (85% captan, 79% folpet). We can
conclude that the benefits in applying ascorbic acid is matrix dependent
as it was expected. The RSD was below 20% in all the cases for the five
replicates.

3.4. Linearity

To perform the linearity study of captan and folpet, matrix matched
calibration curves were prepared at five different concentration levels
(10, 20, 50, 100, and 500 pg/kg) in green pepper and tomato matrices.
The determination coefficients (r?) of the calibration curves were higher
than 0.999 for both pesticides in the two matrices studied. Furthermore,
the back-calculated concentration deviations were lower than 20%.
Through the experiment exposed in subsection 3.3 we checked that
procedural standard calibration can be performed if eryogenic milling is
performed with ascorbic acid in green pepper. The differences in the
determination coefficients (1?) and the RSD(%) of the response factor
with and without ascorbic acid for procedural standard calibration
curves can be observed in Fig. 3.
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3.5. Matrix effect

The matrix effect reduction consequence of the mobile phase and the
low flow reaching the source were explained numerous times in our
previous studies. However, to achieve lower limits of quantification for
these compounds, we are injecting a higher amount of sample (5 mg per
injection). This fact seems to have a repercussion in matrix effects
analyzing some matrices. For example, tomato matrix effects for captan
and folpet were 47% and 107%, respectively. The captan result is
considered a moderate matrix effect and the one of folpet is regarded as
strong matrix effect. However, in green pepper matrix, the result for
captan was 2%, being 18% for folpet. The results below 20% are
considered low or non-existent matrix effect. For the vast majority of
pesticides in our multiresidue method the matrix effects correspond to
suppression of signal, but for these complex compounds the matrix ef-
fects correspond to an enhancement of the signal.

3.6. Recoveries and repeatability

After determining the appropriate extraction method for these
compounds through the experiment performed in subsection 3.3, re-
covery studies at lower concentration levels were carried out. Captan
and folpet were spiked in tomato and green pepper matrices at two
different concentration levels: 10 and 50 pg/kg. The samples of tomato
and green pepper were milled using dry ice and 3% of ascorbic acid.
Three replicates of each concentration level were extracted following
the modified QUEChERS previously described. The same extracts were
injected using SFC-MS/MS and GC-MS/MS. The recoveries are exposed
in Fig. 4. Using SFC-MS/MS, captan and folpet were recovered in both
matrices at the 84%-105% range and with an RSD below 8%. As captan
and folpet were completely degraded in the liner during injection by GC,
the compounds quantified were THPI and PI expressed as captan and
folpet applying the residue definition. The recoveries were in the 67%-
85% range, which were inside the acceptable limits. However, in the
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Fig. 3. Linearity parameters of captan and folpet applying procedural standard calibration in green pepper with and without ascorbic acid addition. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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case of 10 pg/kg concentration level in tomato the RSD(%) was 35% and
56% for captan and folpet, respectively, which is outside the <20%
requirement established in the DG-SANTE [25].

4. Conclusions

Supercritical fluid chromatography coupled to mass spectrometry
has shown better results analyzing captan and folpet comparing with
reverse phase liquid chromatography. lon source temperature below
200 “Cis critical to get maximum sensitivity for these compounds. Both
pesticides could be identified at 10 pg/kg in tomato and green pepper
matrices by the proposed approach with the total absence of degradation
to THPI or PI. The addition of dry ice and ascorbic acid during the
milling step was critical to obtain good recoveries with some matrices.
These compounds were evaluated in terms of linearity and reproduc-
ibility; results fulfilled DG-SANTE criteria in both cases. The matrix ef-
fects were quite high in the case of tomato matrix but virtually non-
existent for green pepper. Despite the complexity of these compounds,
a limit of quantification of 10 pg/kg was achieved in both matrices
through SFC-MS/MS analysis.
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Abstract

Abundant studies have been published evaluating different parameters of reverse-phase liquid chromatography (LC) and super-
critical fluid chromatography (SFC), both coupled to electrospray (ESI)/mass spectrometry (MS) for pesticide residue analysis.
However, there is a lack of a comprehensive comparative study that facilitates deep knowledge about the benefits of using each
technique. In the present study, the same mass spectrometer was used coupled to both liquid and supercritical fluid chromatog-
raphies with a multiresidue method of 215 compounds, for the analysis of pesticide residues in food samples. Through the
injection of the spiked extracts, separate experiments were conducted. A study of the optimum ion source temperature using the
different chromatography modes was performed. The results were evaluated in terms of sensitivity with tomato, leek, onion, and
orange as representative fruit and vegetable matrices. The compounds which reported the highest area values in each chroma-
tography were evaluated through their substance groups and polarity values. The impact of matrix effects obtained in tomato
matrix was similar for both cases; however, SFC clearly showed better results in analyzing matrices with a higher number of
natural co-extracted compounds. This can be explained by the combination of two effects: (i) chromatography separation and (ii)
ion source efficiency. The chromatographic elution presented different profiles of matrix components, which had diverse impact
on the coelution with the analytes, being more beneficial when SFC was used in the matrices studied. The data showed that the
best results obtained in SFC are also related to a higher ionization efficiency even when the ESI emitter tip was not optimized for
SFC flow. In the present study a comprehensive evaluation of the benefits and drawbacks of these chromatography modes for
routine pesticide residue analysis related to target compounds/commodities is provided.

Keywords Supercritical fluid chromatography - Reverse-phase - Liquid chromatography - Mass spectrometry - Pesticide analysis

Introduction

Since the introduction of modern mass spectrometer devices,
reverse-phase liquid chromatography (LC) has been used as
the prevailing technique for the analysis of relatively polar and
thermolabile pesticides [1, 2]. The system robustness and the
broad scope covered made it one of the preferred approaches
to work coupled to mass spectrometry in routine laboratories.
On the other hand, supercritical fluid chromatography
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emerged in 1962 as a technique with much potential; howev-
er, the drawbacks and limitations were high due to the lack of
devices necessary to perform an efficient analysis. During the
consecutive decades, many milestones helped improve SFC
performance [3, 4]. Numerous studies highlighted the kinetic
performance of SFC like the enhanced linear velocity com-
pared to liquid chromatography. This fact can be easily ob-
served through the van Deemter diagram, where the particular
properties of the supercritical fluid provide an improved dif-
fusion coefficient and solvent strength compared to LC [5]. In
SFC, the elution profile is directly related to the density of the
mobile phase; for this reason, the development of an efficient
back pressure regulator (BPR) device that allows keeping the
outlet pressure at the desired value is one of the most essential
achievements in the SFC evolution [6]. The different cou-
plings of the BPR in the SFC system have been studied since
its implementation [4, 7]. Apart from that, the use of a co-
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solvent for carbon dioxide during the elution ushered a wide
range of possibilities [8, 9]. The use of modifiers can favor the
solubility of some compounds, improving chromatographic
quality. Furthermore, the use of additives in the modifier en-
hances the interactions with the column stationary phase and
the pH stability of the mobile phase [9]. Apart from the high
number of possible combinations for the mobile phase in SFC,
the interactions with the stationary phases usually present dif-
ferences compared to LC. West et al. analyzed 109 com-
pounds using 31 distinct stationary phases with the aim of
facilitating the column selection in SFC [10]. The numerous
advances and achievements in the last decades provided SFC
with the necessary quality to be an alternative to the conven-
tional liquid chromatography.

Supercritical fluid chromatography coupled to mass spec-
trometry has been used for the analysis of compounds in dif-
ferent fields, including environmental and food analysis. The
online extraction coupled with SFC-MS/MS provides a fast
and reliable determination of natural products like carotenoids
and apocarotenoids in food and biological matrices [11]. This
type of extraction is also hyphenated to SFC-MS/MS for the
analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in soil
matrix [12]. SFC coupled to high-resolution mass spectrome-
try (HRMS) provides a robust analytical method for the simul-
taneous quantification of persistent and mobile organic sub-
stances [13]. Moreover, this type of hyphenation of HRMS
with SFC is often used in the metabolomic field where the
matrix effect reduction seems to improve the analysis in com-
plex matrices like urine or plasma [14]. However, one of the
most important applications of supercritical fluid chromatog-
raphy is the analysis and quantification of stereoisomers in
chiral compounds [15]. In the last decades, this enantiomer
separation with SFC has remarkably increased in the pharma-
ceutical industry [16]. Furthermore, preparative LC is being
replaced by preparative SFC due to the advantages of using
carbon dioxide as the mobile phase: high flow rate, short
equilibration time, no dilution effect, and lower solvent con-
sumption [17].

Regarding pesticides, the interest in using SFC to detect
and quantify these residues has increased in recent years
[18]. Some evaluations of multiresidue methods have been
performed using tandem mass spectrometry [19, 20] and
HRMS [21, 22]. As pesticides are often chiral compounds,
enantioseparation of pesticides by SFC-MS/MS was previous-
ly researched [23-25]. Since the commercialization of ultra-
high performance supercritical fluid chromatography, there is
an increasing tendency to use this system for food analysis
applications.

The advantages of SFC-MS/MS have been profusely de-
scribed: low matrix effects, short run times, lower solvent
consumption, etc. However, there is not a vast number of
bibliographic references about direct comparison of SFC with
reverse-phase LC in pesticide residue analysis. The main
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objective of the present paper is to compare the results of the
analysis of 215 pesticides using SFC-MS/MS and LC-MS/MS
through different experiments. Both types of chromatography
were performed with the same mass spectrometry platform.
BPR and CO, pump devices were disconnected while using
the LC mode. The configuration remained the same, except
for the mobile phase composition and column length (SFC 25
cm, LC 15 c¢m). The same extracts were injected on the same
day on both platforms. The sensitivity using both chromato-
graphic tools was compared through different ESI tempera-
tures and different matrices analyzed. Matrix effects were also
evaluated. The results of these experiments can help routine
laboratories select the technic which fits better with their
scope.

Materials and methods
Reagents and materials

The standards of pesticides included in the multiresidue meth-
od of study were provided by LGC (Teddington, UK) and Dr.
Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). The analytical standards
were stored at —30°C. The standard-mix solution was pre-
pared using individual stock solutions. Individual stock solu-
tions (800-1000 mg/L) were prepared from each standard and
stored in the dark at —30°C in amber glass vials.

Carbon dioxide (CO,) 5.3 quality was supplied by Abello
Linde (Madrid, Spain); LC-MS quality methanol used for mo-
bile phase preparation was obtained from Fluka Analytical
(Steinheim, Germany). LC-MS grade water from Fisher
Chemical (Fair Lawn, NJ, USA) was used. The additives am-
monium formate and formic acid were purchased from Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany). The salts employed in the
QuEChERS extraction (anhydrous magnesium sulphate, sodi-
um chloride, sodium hydrogenocitrate sesquihydrate, and so-
dium citrate tribasic dihydrate) were supplied by Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany) except for PSA that was ob-
tained from Supelco (Bellefonte, PA, USA).

Sample preparation

The four matrices studied (tomato, onion, orange, and leek)
were obtained from a local market in Almeria (Spain). These
matrices were extracted by Citrate buffered QuEChERS with
dispersive solid phase extraction (dSPE) cleanup [26] and
analyzed to ensure that they did not have any detectable pes-
ticide residue that could interfere with the study. The final
extract resulting from the extraction method contained 1 g of
matrix per milliliter. Matrix-matched vials were prepared by
evaporating 100 puL of each blank extract under a gentle
stream of nitrogen and reconstituted with the same volume
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of acetonitrile containing the mixture of the analyzed pesti-
cides at the desired concentration.

Supercritical fluid chromatography

The SFC analysis was performed using a Nexera UC
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). In addition to the stan-
dard devices of liquid chromatography (binary pumps, col-
umn oven, and autosampler), this system was equipped with
a CO, pump and a back-pressure regulator (BPR) splitless
device just before the MS source.

Methanol with | mM ammonium formate was used as a co-
solvent (modifier) and mixed with the carbon dioxide during
the gradient. The make-up solvent used after the column was
methanol containing SmM ammonium formate, 0.1% formic
acid, and 5% of water. The make-up solvent was introduced in
the system isocratically at 0.080 mL/min. The SFC separation
was carried out on a C18 stationary phase column Shimpack
UC-X RP (3um, 250 x 2.1 mm). The oven temperature was
set at 40 °C. The BPR pressure and temperature were
established at 150 bar and 50 °C, respectively. The total flow
used was kept constant at 1.3 mL/min and 2uL was the injec-
tion volume. The gradient used during the analysis was as
follows: an isocratic flow of 1% of modifier was kept for 2
min; the modifier percentage increased linearly to 4% at min 4
and was increased to 8% at minute 8. After 1 min, the modifier
percentage increased to 40%, and this condition was kept for 2
min. The modifier percentage was then reduced from40 to 1%
to recover initial conditions and maintained over 2 min.

Liquid chromatography

The LC analysis was performed using the same system de-
scribed above but avoiding the use of the CO» pump and the
BPR. The LC separation was carried out on a C18 stationary
phase column Shimpack UC-X RP (3um, 150 x 2.1 mm). The
mobile phase flow used was 0.3 mL/min, and the injection
volume was the same as in SFC (2uL). The mobile phase A
was 98% water and 2% methanol, whereas mobile phase B
was 98% methanol and 2% water. Both mobile phases
contained 5 mM ammonium formate and 0.1% formic acid.
The mobile phase gradient started with 100% of mobile phase
A. It was reduced to 75% at minute 1.5 and to 50% at minute
2.5. Afier that, it started increasing until minute 7.5, where it
reached 100%, and was maintained for 2 min. At minute 11,
initial conditions (100% of mobile phase A) were recovered
and kept for 2 min for re-equilibration.

Mass spectrometer
The SFC/LC chromatograph was coupled to a triple quadru-

pole mass spectrometer 8060 (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan). The study was carried out employing an ESI source.

The interface temperature was set at 350 °C and 300 °C for LC
and SFC, respectively. The desolvation line (DL) was set at
200 °C. Heat block was set at 400 °C. The interface voltage
used was 4 kV. Regarding nebulizer, heating, and drying gas
flows: 3 L/min, 10 L/min, and 10 L/min were used,
respectively.

Optimization of the MS/MS parameters

A Shimadzu extended multireaction monitoring (MRM) li-
brary was used for the development of the multiresidue meth-
od. As that feature shows many transitions for each pesticide;
only three of them were selected following the sensitivity
rank. Individual standard solutions of the pesticides were
injected to confirm the transition with the highest signal
(quantifier) and the second most sensitive (qualifier). Some
compounds, such as internal standards (dimethoate-d6,
carbendazim-d3, malathion-d10, and dichlorvos-d6), were
not present in the library and had to be manually optimized
using a precursor ion search. For proper identification, two
transitions must be detected with an ion ratio difference less
than 30% and a retention time drift below + 0.1 min.
Acquisition windows of + 0.35 min were established for each
pesticide. The 215 pesticides of the multiresidue method and
their MS parameters appear on the Supplementary
Information Table S1. The retention times observed in each
chromatography are also described in Table S1.

Results and discussion
lon source temperature evaluation

The effect of the ESI interface temperatures was evaluated
considering the sensitivity obtained keeping standard voltages
(4 kV) and gas flows (nebulizer 3 L/min, heating gas 10
L/min, and drying gas 10 L/min). A majority of the com-
pounds were correctly identified (two transitions with an ade-
quate ion ratio) at the concentration level of 5 pg/kg by both
techniques, and the study was focused at 2 ug/kg concentra-
tion level in spiked extracts of tomato, onion, leek, and orange
to evaluate the differences in the number of compounds iden-
tified for each case. The identification criteria applied were
those described in the SANTE document [27]. As can be
observed in Figure 1, the interface temperatures tested were
350°C, 200 °C, and 125 °C. Very similar results were obtain-
ed with pesticides in a pure solvent at the three temperatures
studied: all the compounds were identified in the 95-99%
range in both chromatographic methodologies. We had almost
an identical situation with the tomato matrix, when 92-95% of
the pesticides were identified at the different temperatures
using both chromatographies. Regarding the onion matrix,
there were no vast differences between techniques (80-89%
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IDENTIFIED COMPOUNDS

Concentration: 2 pg/Kg
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Fig. 1 Percentage of identified compounds at the three ion source temperatures tested. The 215 pesticides were evaluated in solvent and tomato, onion,

leek, and orange matrices by both techniques

range) being the results slightly better using SFC at 200 °C. In
leek matrix, using LC, 80% of the compounds were identified
at 200 °C and 350 °C; however, 69% of the compounds were
identified at a lower temperature of 125 °C. In SFC, the per-
centages of identified compound in leeck were between 83—
85% in all the temperatures. A similar situation was found in
the orange matrix analyzed by LC, with percentages of iden-
tified compounds at 200 °C and 350 °C of 78% and 79%,
respectively. Analogous to what happened with the onion ma-
trix, in orange, there was a decrease of identified compounds
at 125 °C, where the percentage of identified compounds was
67%. Again, the interface temperatures using SFC did not
have a strong impact on the results. The percentages of iden-
tified compounds in orange using this technic were in the 86—
89% range in all the temperatures tested. Considering LC, the
highest temperature provided better results in all the matrices,
obtaining lower areas as the temperature decreased. This data
confirms that high ESI interface temperature favors ionization
and provides a general increase of sensitivity in the LC pesti-
cide multiresidue methods. This increase of sensitivity of
analytes at higher temperatures using LC coupled to ESI
sources has been described many times before [28, 29].
Faster drying of the droplets allows reaching the Rayleigh
limit faster, and therefore produces more progeny droplets at
the same time. In the case of ESI droplets with high organic
solvent content, as is the case of SFC and late eluting com-
pounds in LC, a higher drying gas temperature does not in-
crease this drying rate as much as it does for water-rich drop-
lets [30]. Regarding SFC, although there were a higher num-
ber of identified compounds at 350 °C, a similar percentage
was obtained at the lowest temperature tested (125 °C). Unlike
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LC, no significant sensitivity differences were observed be-
tween the three temperatures tested.

Focusing on SFC area values, the differences between
areas using the highest and lowest temperatures were lower
than 30% in nearly all the compounds studied. Therefore, SFC
did not show a very pronounced preference for higher or lower
ESI interface temperature. This can bring additional benefits
by analyzing some complex/thermolabile compounds at low
temperatures, as previously demonstrated with captan and
folpet [31]. Focusing on figure 2, we can observe the non-
identified compounds per technique and matrix at the temper-
ature test of 200 °C. Considering the number of pesticides not
identified in each matrix, in LC we have an increase of ap-
proximately 30% per matrix compared to SFC, except in the
orange matrix, where the non-identified compounds were al-
most twice in LC. Regarding solvent results, avermectin bla
was the only pesticide undetected in both chromatographies.
The other two pesticides non-identified in SFC were
cyazofamid and malathion (both presented isobaric interfer-
ences in the second transition). Considering LC, in addition to
avermectin bla, 5 pesticides were not identified: Bendiocarb
and haloxyfop showed interferences in the second transition,
iprodione presented low sensitivity and it decreased as the
interface temperature was reduced; EPN and methamidophos
also presented low sensitivity and they did not fulfill the ion
ratio criteria at that low concentration level.

It is important to note that the spray emitter electrode used
in the electrospray source is specifically designed for LC sys-
tems. Additional improvements in sensitivity can be expected
by using a smaller diameter emitter electrode [32, 33].
Sampling efficiency in ESI using SFC is better due to the
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NON-IDENTIFIED COMPOUNDS

SOLVENT TOMATO  ONION

SFC

LEEK ORANGE

low flow reaching the source. In LC, the solvent flow is 300
puL/min; on the other hand, 75% of compounds in SFC elutes
with a solvent flow below 140 puL/min. However, this mobile
phase flow modification is not a dramatic reduction compared
to LC typical flows. Moreover, there is a difference in the
composition that arrives at the ESI source of the mobile phase
depending on the type of chromatography. In the case of LC,
the mobile phase starts at 100% water and increases to 100%
of methanol during the elution, while in the case of SFC the
elution in all cases is nearly 100% MeOH. Additionally, con-
sidering the gradient used in LC during the experiment, ap-
proximately 60% of the compounds eluted with 100% of
methanol in the mobile phase and thus the inconveniences
related to the presence of water during the ionization affected
to a reduced percentage of pesticides in the multiresidue meth-
od. These factors could explain that even though the results
were better using SFC, not huge sensitivity differences could
be observed between both methodologies.

Chemical groups and polarity

Another comparative study was performed in pure solvent to
determine if there were physicochemical parameters that af-
fected the sensitivity of compounds in each type of chroma-
tography. A vial with a mix of pesticides at the concentration
of 5 ug/L in solvent was injected in both techniques. The areas
of the pesticides were compared, and those with a difference
higher than 50% between methodologies were considered as
more sensitive in the technic with the higher value and they
were evaluated in terms of polarity and chemical group.

Interface temperature: 200°C
Concentration: 2ug/Kg

SOLVENT TOMATO  ONION

LC

Fig. 2 Number of non-identified compounds by SFC and LC in solvent and four different matrices at the concentration level of 2 pg/kg

LEEK ORANGE

Regarding the compounds in LC, 70 pesticides presented an
area value higher than 50% compared to the same com-
pound’s SFC values. From these compounds, there were a
wide variety of chemical groups. However, organophosphates
were the predominant group, with 19 pesticides (27%):
azinphos-methyl, chlompyirifos, demeton-s-methyl, diazinon,
ethion, ethoprophos, fenthion, malathion, methidathion,
phenthoate, phosmet, phoxim, pirimiphos-methyl, profeno-
fos, prothiophos, and quinalphos. The following most preva-
lent groups were carbamates with 10 cases (carbaryl,
fenobucarb, isoprocarb, methiocarb, methomyl, metolcarb,
pirimicarb, promecarb, propoxur, XMC), urea derivatives her-
bicides with 7 pesticides (chlorbromuron, chlorotoluron,
fenuron, isoproturon, linuron, metobromuron, and
monolinuron), and triazines with 6 cases (atrazine, prometryn,
propazine, simazine, terbuthylazine, terbutryn). The remain-
ing pesticides had 3 or fewer matches per substance group. On
the other hand, using SFC, 77 pesticides showed differences
in their chromatographic areas higher than 50% compared to
LC. In this case, triazoles were the most representative chem-
ical group, with 17 compounds (22%): bromuconazole,
cyproconazole, difenoconazole, diniconazole, epoxiconazole,
fenbuconazole, fluquinconazole, flusilazole, flutriafol,
hexaconazole, metconazole, myclobutanil, paclobutrazol,
propiconazole, tebuconazole, tetraconazole, and triticonazole.
Triazoles were followed by 11 organophosphates (demeton-s-
methyl sulfone, EPN, fenamiphos, fenamiphos sulfone,
fenamiphos sulfoxide, fenthion sulfone, fenthion sulfoxide,
methamidophos, omethoate, and pyridaphention), 7
benzoylureas (chlorfluazuron, diflubenzuron, flufenoxuron,
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hexaflumuron, lufenuron, novaluron, and triflumuron), and 5
neonicotinoids (acetamiprid, imidacloprid, nitenpyram,
thiacloprid, and thiamethoxam). The remaining chemical
groups were not repeated more than 3 times.

It is already known that the compound elution in SFC does
not follow the same trend as it does with LC [20]. While in
reverse-phase LC the compounds elute in decreasing order of
polarity, in SFC there are other factors involved in retention
mechanisms like fluid density and modifier interactions [34],
as supercritical CO; is a non-polar mobile phase (a modifier
gradient of MeOH gradually changes this situation). The pes-
ticides that showed a higher sensitivity for each technique (70
pesticides in LC and 77 pesticides in the case of SFC) were
evaluated using the octanol/water partition coefficient (k).
The LogP,,, data were obtained from two different sources
[35, 36]. The average LogP,,, of the most sensitive pesticides
in SFC was 2.87. On the other hand, 3.27 was the average
LogP,,, for those of LC. Considering a value of 3 as an aver-
age LogP,,, for those pesticides evaluated, the percentage of
compounds below that value was 46% in LC and 44% in SFC.
In the light of the results, logP,,, does not seem to be a pa-
rameter that influences sensitivity in one type of chromatog-
raphy or another. Methomyl (0.09) and oxasulfuron (-0.81)
were the pesticides with the lowest LogP,,, in LC and SFC,
respectively. Bifenthrin was the pesticide with the highest
LogP,, in LC (6.60), while tau-fluvalinate was the pesticide
with the highest LogP,,, in SFC (7.02).

lon suppression

Matrix effects were evaluated through two different experi-
ments. First, matrix effects were calculated by comparing
the slope values of the calibration curves in solvent with those
values of the matrix-matched calibration curves [37]. Then,
the total ion chromatograms (TIC) of each matrix were com-
pared with the chromatograms of the corresponding
multiresidue method. The aim of these experiments was to
determine whether matrix ion suppression was also influenced
by the different elution profiles in each chromatography.
Matrix effects between 0 and 20% were considered low or
non-existent; however, modifications of the signal between
20 and 50% and >50% were considered as medium and strong
matrix effects, respectively. As exposed in Table 1, there were
no big differences between types of chromatography in toma-
to matrix, with the results being slightly better in LC.
However, focusing on the leek matrix, there was a huge dif-
ference in the percentage of compounds with a low or non-
existent matrix effect, 5% and 28% for LC and SFC, respec-
tively. Furthermore, the strong matrix effects in LC were 22%
higher in comparison with SFC. As can be observed in the
Table 1, the results in onion matrix were very similar to those
in leek. Regarding the orange matrix, this difference was even
more significant: 7% of compounds in LC had matrix effects
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Table1 Percentage of the 215 pesticides affected by the matrix effects
in tomato, leek, and orange matrices using reverse-phase liquid chroma-
tography and supercritical fluid chromatography

M.E.(%) LC-MS/ SFC-MS/
MS MS
Tomato 0-20 90% 83%
20-50 8% 13%
>50 1% 4%
0-20 11% 29%
Onion (CELL) 20-50 28% 21%
>50 61% 50%
Leek 0-20 5% 28%
20-50 23% 22%
>50 72% 50%
Orange 0-20 7% 53%
20-50 53% 18%
>50 39% 28%

below 20% while 53% of the pesticides showed low matrix
effects in SFC. Our previous studies denoted that SFC analy-
sis provides in general terms a low matrix effect due to its
nebulization and sampling efficiency in the ion source [22,
38]. These data confirm that SFC is effective in reducing ma-
trix effects in matrices with a high number of interfering com-
ponents like onion, leek, and orange. However, in matrices
like tomato, there were no vast differences.

To evaluate the performance of both chromatographies
against ion suppression, an injection of'a blank extract of each
matrix was carried out scanning the sample with the quadru-
poles Q1 and Q3 and analyzing in the range of 100 to 1000 m/
z (positive and negative polarity). The total ion chromato-
grams (TIC) were then overlapped with the chromatograms
of the multiresidue methods. The analytes overlapping with
the TIC of tomato, onion, and leek were challenging to eval-
uate. Based on the intensity of the TICs in matrix, the interac-
tions between the analytes and the interferents of tomato, on-
ion, and leek were similar in both methods. Tomato TIC in-
tensity was low compared to that of the other two matrices,
and no strong interference of the TIC with the compounds was
observed. The opposite situation was found in leek and onion
matrices, where a huge TIC intensity overlapped most of the
pesticide’s signals in both techniques. However, the most in-
teresting case involved the orange matrix, where the matrix
effect differences were higher. In Figure 3, both TIC and
multiresidue chromatograms have been equally scaled. At first
sight, one may think that matrix effects should be higher in
SFC due to the high TIC intensity. However, 75% of SFC
compounds eluted before minute 5 (the last compound eluted
at 7.622 min), and the intensity of the TIC in that region is
approximately half compared to the compound elution zone in
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the LC chromatogram. This approach implies that the reduc-
tion of matrix effects in SFC is not only related to its sampling
efficiency in the ESI source. The different elution mechanisms
between technics play an important role in matrix effects as
well. The data of identified compounds (see subsection “Ion
source temperature evaluation”) and matrix effects in leek and
onion showed better results in SFC compared to LC.
Furthermore, in orange, this enhancement was even stronger.
For example, azinphos-ethyl, diniconazole, fenpropathrin, and
propiconazole were not identified at 350 °C in leek and orange
matrices using LC. Regarding the SFC results for these pesti-
cides, they were not identified in leek, but they were identified
in orange matrix. All these compounds have retention times
ranging between minutes 1 and 4, which means that they
eluted with the lowest amount of coextracted matrix com-
pounds in SFC. This evidence suggests that the good results

of the orange matrix were thanks to a combination of the
ionization efficiency and reduction of ion suppression due to
the decrease of coelution with matrix components.

Conclusions

A comparison of two types of chromatography has been made
using the same ESI-MS platform. Different ion source tem-
peratures were studied: LC needed the highest temperature
tested (350 °C) to achieve the highest sensitivity. However,
in SFC, the sensitivity differences were much lower between
the higher and the lower temperatures tested. In terms of sen-
sitivity, SFC showed better results in complex matrices like
leek, onion, and orange. Focusing on the compounds that
presented higher sensitivity in all the studied matrices in each
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technic, it was observed that triazoles were the chemical group
whose sensitivity was higher in SFC, followed by organo-
phosphates. In LC, a majority correspond to organophos-
phates. The most sensitive pesticides in each technic were
studied in terms of their octanol/water partition coefficient
and the values were similar in both cases, concluding that this
parameter is not decisive in the prediction of which chroma-
tography is the best for each pesticide. Matrix effects were
evaluated in terms of ion suppression. Higher ion suppression
was observed in LC when complex matrices were analyzed.
Furthermore, a test comparing the TIC of the matrices proved
that the different elution mechanisms play an important factor
in the reduction of ion suppression. Considering the results,
SFC provides a better performance regarding LC when the
coextracts from the matrix are very high. Furthermore, the
SFC advantages are also of interest when low ion source tem-
peratures are necessary for thermolabile compound analysis.
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CONCLUSIONES

La conclusion general que se extrae de la presente Tesis Doctoral es que la cromatografia de fluidos

supercriticos es, sin duda, una técnica cromatografica que funciona como una perfecta alternativa a las

dos técnicas cromatogréficas empleadas con mayor asiduidad actualmente en los laboratorios de rutina

para el analisis de residuos de plaguicidas. Este sistema, ademas, proporciona una serie de ventajas a la

hora de analizar matrices complejas y ciertos compuestos que presentan dificultades para su analisis a
través de LC o GC.

A continuacion, se exponen las conclusiones concretas de los capitulos en los cuales se subdivide la

Tesis Doctoral.

Capitulo I:

Se ha validado un método analitico para la deteccion y cuantificacion de 162 plaguicidas en
cayena y pimienta negra. Se estudié la repetitividad y reproducibilidad del método y se
establecieron los limites de cuantificacion a 50 y 200 ug kg?, pudiendo detectarse la gran
mayoria de plaguicidas del método multiresiduo al punto mas bajo de la recta de calibrado (5
ug kgt), cumpliendo los criterios de linealidad recogidos en el documento DG-SANTE.

Utilizando el método validado, se analizaron 47 muestras reales de especias provenientes de
diferentes paises. El 81% de las muestras presentaba uno o mas plaguicidas, detectandose 46

plaguicidas diferentes, algunos de ellos por encima del limite maximo de residuo.

Capitulo I1:

Se evaluaron los plaguicidas termosensibles captan y folpet a diferentes temperaturas de la
fuente de ionizacion ESI y utilizando dos técnicas cromatograficas (SFC y LC). Se determind
que en SFC se podia operar con temperaturas inferiores a los 200°C, permitiendo la deteccién
y cuantificacion de estos compuestos a la concentracion de 10 pg kg™.

Se desarroll6 un método de extraccion que incluia la utilizacion de hielo seco y acido ascorbico
durante el triturado de la muestra. Gracias a esta etapa previa, se podia evitar la degradacion de
estos plaguicidas y obtener recuperaciones en el rango del 84-105%.

El método se valid6 en términos de linealidad y reproducibilidad siguiendo los criterios de la
DG-SANTE. Por ultimo, las recuperaciones se compararon con las obtenidas por GC a través

de sus metabolitos, siendo estas Ultimas inferiores a los resultados de SFC.

Capitulo IlI:

Se desarrollé un método multiresiduo con 215 plaguicidas y se evalué empleando SFC y LC,

ambas acopladas al mismo espectrémetro de masas con fuente ESI. Se observé que LC necesita
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las temperaturas de la fuente mas elevadas (350°C) para obtener la mayor sensibilidad. Sin
embargo, esta diferencia de sensibilidad entre temperaturas no se experiment6 usando SFC.
Se evaluaron los plaguicidas mas sensibles en cada técnica a través de sus propiedades
fisicoquimicas. Se determiné que ciertos grupos quimicos, como los triazoles, son mas
sensibles en SFC. Por otro lado, tras comparar los coeficientes de particiéon octanol/agua, se
observé que la polaridad no es un factor determinante en la sensibilidad.

Se realiz6 una comparacion del total ion chromatogram “TIC” de diferentes matrices y se
observo que la reduccion de los efectos matriz en SFC no esté solo relacionada con la eficiencia
en la ionizacién, sino también los diferentes mecanismos de elucion que pueden provocar que

los analitos eluyan con un menor nimero de componentes de la matriz.
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CONCLUSIONS

The general conclusion that can be extracted from this Thesis is that supercritical fluid chromatography

has proven to be an effective alternative to the conventional chromatographic technics used nowadays

at pesticide residue analysis routine laboratories. Moreover, SFC has some advantages for the analysis

of complex matrices and challenging compounds that present difficulties to be analyzed by LC and GC.

Below, more specific conclusions related to the chapters in which this thesis is subdivided can be

considered.

Chapter I:

An analytic method has been validated for the detection and quantification of 162 pesticides in
cayenne and black pepper. Repeatability and reproducibility of the method were studied, 50
and 200 pg kg™ were the limits of quantification established, but most of the pesticides were
detected at the lowest point of the calibration curve, fulfilling the DG-SANTE linearity criteria.
Forty-seven real samples of spices from different countries were analyzed using the validated
method. Around 81% of the spice samples presented one or more pesticides, 46 different

pesticides were detected, some of them were above the maximum residue level.

Chapter II:

An evaluation of two thermolabile compounds (captan and folpet) was performed at different
temperatures using an ESI ionization source coupled to SFC and LC. It was determined that
SFC can work at temperatures below 200°C allowing the detection and quantification of these
compounds at the 10 pg kg™ concentration level.

An extraction method using dry ice and ascorbic acid during sample treatment was developed.
Thanks to this step during the milling, the degradation of these pesticides was avoided and
recoveries in the range of 84-105% were obtained.

This method was validated in terms of linearity and reproducibility following the criteria of the
DG-SANTE document. Finally, the recoveries were compared with those obtained by GC

through their metabolites. The GC recoveries were lower compared to SFC results.

Chapter IlI:

A multiresidue method of 215 pesticides was developed. This method was tested using SFC
and LC, both coupled to the same mass spectrometer with an ESI ion source. It was observed
that LC needed the highest temperatures evaluated (350°C) to obtain the higher sensitivity,

however, this difference between temperatures was not observed using SFC.
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The pesticides that presented the highest sensitivity in each technic were evaluated in terms of
their physicochemical properties. It was determined that some chemical groups, like triazoles,
showed more sensitivity using SFC. On the other hand, after comparing the octanol/water
coefficients, it was observed that the polarity does not play an important role in sensitivity.

The total ion chromatogram (TIC) of different matrices was compared and it was noted that the
reduction of the matrix effects in SFC it is not only related to the ionization efficiency, but also
with the different elution mechanisms which can produce that the analytes elute with a lower

amount of coextracted matrix components.
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Anexo 1. indice de acrénimos

APCI
ARfD

APPI

BPA

BPR

CEN

Cl

CID
DG-SANTE
dSPE

EFSA

El

ESI

EURL
FDA

GC
GC-MS/MS
IDA

LC
LC-MS/MS

LC-TOF-MS

LMR
LOQ
MRM
MS

NRL

lonizacién quimica a presion atmosférica

Dosis de referencia aguda

Fotoionizacidn a presién atmosférica

Buenas précticas agricolas

Regulador de contrapresion

Comité Europeo de Normalizacion

lonizacion quimica

Disociacion inducida por colision

Direccion General de Salud y Seguridad Alimentaria.

Extraccién en fase solida dispersiva

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

lonizacién por impacto electronico

lonizacion por electroespray

Laboratorios de Referencia Europeo

Administracion norteamericana de Medicamentos y Alimentos
Cromatografia gaseosa

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en tindem
Ingesta diaria admisible

Cromatografia liquida

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con analizador
de masa exacta tiempo de vuelo.

Limites maximos de residuos
Limite de cuantificacion
Métodos multirresiduo
Espectrometria de masas

Laboratorio Nacional de Referencia
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QqQ Analizador triple cuadrupolo

Q-TOF Analizador hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo
RASFF Sistema de alerta rapido para alimentos y piensos
RSD Desviacion estandar relativa

SAX Intercambiador de aniones fuerte

SFC Cromatografia de fluidos supercriticos

Cromatografia de fluidos supercriticos acoplada a espectrometria de
SFC-MS/MS masas en tandem

TOF Analizador de tiempo de vuelo
UE Uni6n Europea
uv Detector Ultravioleta
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