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RESUMEN

El auge en el desarrollo y uso de extractos vegetales con aplicaciones terapéuticas,
cosméticas y nutracéuticas ha incrementado la necesidad de someter estas matrices a un
riguroso control de contaminantes quimicos. En el proceso de extracciéon de las materias primas,
los residuos de pesticidas se pueden concentrar, llegando en algunos casos a superar los limites
maximos de residuos establecidos por la legislacidn y constituyendo un potencial riesgo
toxicolégico para el consumidor. Ademas de sus implicaciones sanitarias y legislativas, la
presencia inadvertida de estos contaminantes en la investigacidn biotecnoldgica es un desafio
critico, ya que podrian interferir en las respuestas moleculares observadas y dificultar la
atribucion de la actividad biolégica observada exclusivamente a los compuestos presentes en el

extracto.

El objetivo de este proyecto fue desarrollar y validar un método analitico multirresiduo de alta
sensibilidad mediante cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS) para la determinacién simultdnea de
residuos de pesticidas en extractos vegetales complejos. Con este objetivo se selecciond un
panel inicial de 203 pesticidas y el método se aplicé a un extracto de granada con potencial

cosméticoy a un extracto bioactivo de paja de arroz.

Para ello, se desarrollé una base de datos con las transiciones MRM vy los tiempos de
retencién de los analitos, se optimizaron las condiciones cromatograficas y espectrométricas y
se validé el método para 168 pesticidas. Posteriormente, se aplicé al andlisis de dos extractos

vegetales con el fin de evaluar la presencia de residuos y determinar su calidad quimica.

El método desarrollado constituye una herramienta sensible y selectiva para el control de
residuos de pesticidas en extractos vegetales complejos, contribuyendo al control de su calidad
quimica y proporcionando una herramienta analitica fiable para la correcta interpretacion de

futuros estudios bioldgicos.

PALABRAS CLAVE: Residuos de pesticidas, extractos vegetales, UHPLC-MS/MS, validacion

analitica, analisis multirresiduo.



ABSTRACT

The increasing development and use of plant extracts with therapeutic, cosmetic and
nutraceutical applications have increased the need to subject these matrices to rigorous
monitoring of chemical contaminants. During the extraction of raw plant materials, there is a
possibility that pesticide residues may become concentrated, in some cases exceeding the
maximum residue limits that have been established by legislation. This could constitute a
potential toxicological risk to consumers. In addition to their health and regulatory implications,
the unintended presence of these contaminants in biotechnological research represents a critical
challenge, as they may interfere with the observed molecular responses and hinder the attribution

of the observed biological activity exclusively to the compounds present in the extract.

The objective of this project was to develop and validate a highly sensitive multiresidue
analytical method using ultra-high-performance liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) for the simultaneous determination of pesticide residues in
complex plant extracts. For the purpose of this study, an initial panel of 203 pesticides was
selected for analysis. The method was then applied to a pomegranate extract with cosmetic

potential and a bioactive rice straw extract.

In order to achieve this objective, a database was developed containing the MRM
transitions and retention times of the analytes. The chromatographic and mass spectrometric
conditions were then optimized, and the method was validated for 168 pesticides. Subsequently,
the method was applied to the analysis of two plant extracts to evaluate the presence of pesticide

residues and determine their chemical quality.

The developed method constitutes a sensitive and selective tool for the monitoring of
pesticide residues in complex plant extracts, thus contributing to the control of their chemical
quality and providing a reliable analytical tool for the correct interpretation of future biological

studies.

KEY WORDS: Pesticide residues, plant extracts, UHPLC-MS/MS, analytical validation,

multiresidue analysis.



ABREVIATURAS

UHPLC-MS/MS: cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién acoplada a espectrometria de

masas en tandem

QqQ: triple cuadrupolo

ESI: ionizacién por electrospray

CID: disociacién inducida por colisién

MRM: monitorizacidon de reacciones multiples
LMR: Limites Maximos de Residuos

LOD: limite de deteccidn

LOQ: limite de cuantificacion

ACN: acetonitrilo

DMSO: dimetilsulféxido

FST: Factor de Seguridad Toxicolégica
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1. INTRODUCCION
Elcreciente interés por los extractos vegetales como fuente de compuestos bioactivos ha
impulsado su uso en la industria farmacéutica, cosmética y nutracéutica, asi como en
investigacion biomédica. En estos ambitos, garantizar su calidad quimica es esencial, ya que la
presencia de contaminantes puede comprometer tanto su seguridad como la correcta

interpretacién de los estudios sobre su actividad biolégica.

Entre los principales contaminantes se encuentran los residuos de pesticidas. Aunque
estas sustancias son fundamentales para la proteccidon de los cultivos y el aumento de la
productividad agricola, pueden permanecer en la materia prima y concentrarse durante el
proceso de extracciéon. Como consecuencia, los extractos pueden contener niveles superiores a
los presentes inicialmente en la planta, lo que hace necesario disponer de estrategias analiticas
que permitan controlar estos residuos y verificar el cumplimiento de los limites maximos

establecidos por la legislacion vigente [ 2],

La elevada complejidad quimica de estas matrices y las bajas concentraciones a las que
suelen encontrarse estos contaminantes plantean importantes retos analiticos. En este
contexto, la cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas en tandem (UHPLC-MS/MS) se ha consolidado como una de las técnicas mas sensiblesy
selectivas para la determinacidn simultanea de residuos de pesticidas, proporcionando

resultados fiables en matrices complejas y facilitando su aplicacion en estudios bioldgicos.

1.1. Definicion de pesticidas
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
los pesticidas son sustancias o mezclas compuestas por ingredientes quimicos o bioldgicos
destinadas a repeler, destruir o controlar plagas que afecten a cultivos, asi como regular el

crecimiento vegetal °l,

La diversidad quimica de estos pesticidas, junto a su capacidad de bioacumulacién y
persistencia ambiental, favorecen que sus residuos permanezcan en suelos, aguas y cultivos
durante largos periodos de tiempo. Esta situacion, junto con el uso continuado de tratamientos
fitosanitarios, es lo que hace que su control analitico con técnicas de alta selectividad sea

imprescindible actualmente .

1.2. Clasificacion de pesticidas y mecanismos de accion
Los pesticidas constituyen un grupo de compuestos quimicos de elevada diversidad

estructuraly funcional. Aunque pueden clasificarse seguin distintos criterios, la clasificacion mas



utilizada se basa en su organismo diana, distinguiéndose principalmente insecticidas,

fungicidas, herbicidas, acaricidas y otros productos fitosanitarios especificos .

Independientemente de su clasificacion, los pesticidas se disefian para que interactuen

con las dianas moleculares especificas del organismo plaga. Su mecanismo de accién consiste

en la interaccidn con dianas moleculares implicadas en procesos fisioldgicos esenciales de los

organismos plaga, alterando rutas metabdlicas o funciones celulares que provocan su muerte o

inhiben su desarrollo .. Sin embargo, esta especificidad no es absoluta, ya que numerosos

organismos no diana comparten vias metabolicas y proteinas homélogas con las especies

objetivo. Como consecuencia, algunos pesticidas pueden interaccionar también con receptores,

enzimas o canales iénicos de mamiferos y otros organismos, lo que explica parte de su potencial

toxicolégico ©.

1.3. Efecto de pesticidas en la salud
En la actualidad el uso de plantas
medicinales y tratamientos naturales es cada vez
mas popular. Por ello, es importante saber que la
presencia de residuos de pesticidas en estas
matrices vegetales puede suponer un riesgo a la

salud de los consumidores ",

Una exposicién crénica a ciertos
pesticidas puede asociarse distintos efectos
adversos en la salud, impulsados por
mecanismos de dafio celular como el estrés
oxidativo, alteraciones genéticas o disfuncion
mitocondrial. Las principales patologias son los
trastornos neurodegenerativos como Parkinson o
Alzheimer, alteraciones endocrinas, efectos
carcinégenos y toxicidad reproductiva (Figura 1).
Ademads, también se ha encontrado relacién a
este riesgo toxicolégico con el desarrollo de
diabetes y afecciones respiratorias,

cardiovasculares y autoinmunes [©.,

EFECTOS DE LOS

PESTICIDAS EN SALUD

Desarrollo del
cerebro y aprendizaje

Alteraciones en el
sistema nervioso

Alteraciones del
sistema hormonal

Aumento del riesgo
de cancer

Alteraciones del
sistema reproductivo

Irritacion y
sensibilizacion de piel

Figura 1. Esquema de efectos de los pesticidas
sobre la salud. Fuente: Elaboracion propia
(Power Point).



1.4. Legislaciony Limites Maximos de Residuos
Ante la evidencia de los riesgos para la salud asociados a la exposicidén a pesticidas,
distintos organismos han desarrollado marcos regulatorios destinados a garantizar la seguridad
de los productos de origen vegetal, estableciendo concentraciones maximas de residuos que no

supongan un riesgo para la poblacién.

En la Unién Europea, toda sustancia activa destinada a productos fitosanitarios debe ser
evaluada por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) antes de su aprobacion por
la Comisién Europea Pl El Reglamento (CE) n°® 396/2005 establece los Limites Maximos de
Residuos (LMR) para estas sustancias y fija un valor genérico de 0,01 mg/kg para aquellas no

autorizadas debido a su elevada toxicidad "%,

En los productos vegetales transformados, los procesos de extraccidén pueden concentrar
los residuos presentes en la materia prima, por lo que su control debe ajustarse al uso previsto
del producto. Mientras los extractos destinados a la industria nutracéutica se regulan mediante
la normativa alimentaria, los de uso fitoterapéutico deben cumplir los requisitos de la

Farmacopea Europea ",

Dado que ambas normativas exigen mantener niveles muy bajos de residuos, resulta
imprescindible disponer de métodos analiticos con limites de cuantificacién suficientemente

bajos para su determinacién en matrices complejas.

Pese a la retirada o prohibicion de determinados pesticidas debido a sus efectos adversos
sobre la salud humana y el medio ambiente, algunos de estos compuestos siguen siendo
detectados en matrices vegetales. Informes recientes publicados por organismos como la EFSA
y PAN Europe, advierten que varios pesticidas prohibidos en la Unién Europea siguen presentes

en la cadena agroalimentaria ['2,

Como ejemplo, los pesticidas Linuron y N

Thiacloprid (Figura 2), ambos dentro de los analitos H\N/&O NE N />
objeto de estudio de este trabajo, estan asociados | _

o . cl N ©
con efectos toxicos para la reproduccion, como
disruptores endocrinos y ademas con elevado ol \\\

N

potencial carcinégeno. A pesar de su prohibicion, cl
siguen aplicandose en la agricultura europea Figura 2. Estructuras quimicas de Linuron

(izquierda) y Thiacloprid (derecha).

mediante la utilizaciéon de autorizaciones de Elaboracién propia (MarvinSketch).



emergencia otorgadas por los Estados miembros de la UE, las cuales permiten el uso de estos

pesticidas durante 120 dias !"®,

La constante reintroduccion de estos y otros muchos pesticidas no autorizados como el
Aldicarb, el Bendiocarb y el Imidacloprid 'Y en la cadena agricola hace indispensable la
aplicacién de métodos de analisis avanzados, como LC-MS/MS, con la sensibilidad y selectividad

necesarias para detectar las trazas de estos residuos.

1.5. Extractos vegetales
El conflicto de los pesticidas no se limita al consumo de frutas, verduras u otros
productos comestibles en la vida cotidiana. En el ambito de la biotecnologia y la industria
farmacéutica también supone un obstaculo, dado que también usan las plantas y las someten a

procesos de extraccién de los que se obtienen compuestos bioactivos.

Los extractos vegetales son ampliamente utilizados en la industria biomédica y
farmacéutica para tratar enfermedades, desarrollar suplementos nutracéuticos y formular
productos cosméticos. Su interés comercial se debe a que pueden poseer actividad antioxidante,

antinflamatoria, antimicrobiana, citotoxica o modular vias metabdlicas !\,

A pesar de las restricciones, la persistencia ambiental de estos compuestos provoca que
sigan presentes en la materia prima. Por ello, se debe comprobar previamente la calidad quimica
del extracto para poder garantizar la reproducibilidad experimental, la seguridad y la correcta
interpretacion de los resultados de los ensayos en los que se evallan sus efectos. Para ello se
realiza el analisis de la composicion quimica de estos extractos y la presencia de contaminantes
en ellos "l Estos residuos son potenciales contaminantes que pueden interferir en la respuesta
experimental observada alterando la evaluacién de la actividad del extracto. Debido a ello, la
deteccion de los residuos de pesticidas en estas matrices mediante técnicas analiticas es un

requisito esencial para asegurar la validez y la seguridad de la aplicacién de estos extractos "%l

1.6. Técnicas analiticas

La determinacién de estos contaminantes requiere técnicas analiticas con elevada
sensibilidad y selectividad, capaces de detectar residuos presentes a nivel de trazas en matrices
complejas. El desarrollo de técnicas analiticas de alta sensibilidad permite superar las
limitaciones tipicas de las técnicas cromatograficas clasicas. Monitorizar residuos en extractos
vegetales supone un gran desafio, ya que los compuestos de interés se encuentran a
concentraciones muy bajas en el rango de pg/kg o ppb. Conociendo estas dificultades, la
cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién acoplada a espectrometria de masas en

tandem (UHPLC-MS/MS) se consolida como la técnica mas eficiente para la deteccidn de estos



residuos de pesticidas ['"7'%, Este sistema instrumental tiene tres componentes fundamentales
(Figura 3): Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (UHPLC), lonizacién por Electrospray y

Espectrometria de Masas en Tandem.

A

Sistema de
datos y anélisis

Electrospray

Espectrometro
de masas
(triple cuadrupolo)

: Sistema
| UHPLC

- -
Figura 3. Diagrama de bloques del sistema UHPLC/MS.
Fuente: Elaboracién propia (PowerPoint).

El primer paso del analisis consiste en separar la mezcla compleja de compuestos
presentes en el extracto vegetal. En el UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography)
esto se consigue impulsando la muestra liquida a través de una columna empacada con
particulas microscdépicas que constituyen la fase estacionaria. La separacion se fundamenta en
la migracion diferencial de los analitos, que viene determinada por las interacciones

fisicoquimicas entre las moléculas del pesticida, la fase mévil y la fase estacionaria.

Gracias al pequefio tamafo de las particulas que componen la fase estacionaria esta
técnica cromatografica ofrece varias ventajas respecto a otras mas tradicionales, pues permite
obtener picos mas estrechos y una mejor separacion de los analitos que tienen estructuras
similares o isbmeros, ofreciendo asi un andlisis mas rapido y eficiente. La velocidad lineal es la
rapidez con la que los analitos atraviesan la columna, lo que define su tiempo de retencion (tg).
Este registra el intervalo desde la inyeccidn hasta la eluciéon del maximo del pico en el detector,
actuando como la "huella dactilar" cualitativa de cada pesticida bajo condiciones controladas.
Eltiempo de retencion debe ser reproducible, de forma que permita asignar cada analito con su

estdndar analitico ?%.

Como consecuencia del elevado empaquetamiento, el sistema debe ser capaz de vencer

una gran resistencia al flujo, lo que genera presiones que pueden alcanzar hasta los 20.000 psi.
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Esto posibilita el uso de velocidades lineales mas altas sin perder eficiencia, reduciendo el

tiempo de analisis 2",

Lentes
Para el andlisis mediante electrostaticas
——] .
Espectrémetro

M de masas de
cuadrupolo

en condiciones de alto vacio, mientras que 3

Il
la cromatografia liquida proporciona una Muestra H 2\ H| H El:

espectrometn’a de masas es necesario que Electrodo
cilindrico

los analitos se encuentren en fase gaseosay Capilar

liguida
muestra disuelta en un disolvente liquido. Cono
separador
Para resolver esta incompatibilidad se ]
Gas de Primera Segunda
ioni i6 etapa de etapa de
emplea la ionizacion por electrospray (ESI), secado |~ bombeo

que actua como interfase entre ambas . o
Figura 4. Esquema de la ionizacion por

técnicas. electrospray. Fuente: Adaptado de Skoog et al.

En este proceso, el eluyente atraviesa una aguja capilar sometida a un elevado potencial
eléctrico, generando una nube de gotas finamente nebulizadas y altamente cargadas mediante
un flujo de gas inerte (N,). Durante la desolvatacion, el disolvente se evapora progresivamente y
la densidad de carga aumenta hasta alcanzar el limite de Rayleigh, momento en el que se
produce la explosion couldmbica y la liberacidn de los iones del analito en fase gaseosa (Figura

4).

La principal ventaja de la ESI es que constituye una técnica de ionizacién suave, ya que
transfiere poca energia al analito y preserva la integridad del ion molecular, favoreciendo la

formacidn de aductos y permitiendo una deteccion mas fiable >,

La identificaciéon de compuestos basada Unicamente en el tiempo de retencién resulta
insuficiente en matrices complejas como los extractos vegetales, donde es frecuente la
coelucion de multiples compuestos. Por ello, el sistema cromatografico se acopla a un
espectrometro de masas en tandem (MS/MS), que permite identificar los analitos segun sus

caracteristicas estructurales, aumentando la selectividad y sensibilidad del analisis.

La espectrometria de masas en tdndem se basa en la seleccidn de un ion precursor, su
fragmentacion mediante disociaciéon inducida por colisién (CID) y el analisis de los iones
producto generados. El espectrémetro de triple cuadrupolo (QgQ), ampliamente utilizado en el

analisis multirresiduo de pesticidas, esta formado por tres elementos principales (Figura 5) 24
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- Primer Cuadrupolo (Q1): Actua como un filtro de masas que selecciona el ion de interés
(ion precursor).

- Celda de Colisién (g2): Es un cuadrupolo operado Unicamente en modo de
radiofrecuencia (RF) donde ocurre la CID con un gas inerte (como el argén) fragmentando
eniones productos.

- Tercer Cuadrupolo (Q3): Permite el analisis de masas de los iones producto formados,
permitiendo su deteccidn selectiva.

Este sistema permite utilizar el modo Multiple Reaction Monitoring (MRM), basado en el
seguimiento simultaneo de multiples transiciones precursor-producto durante la separacion
cromatografica. Esta estrategia proporciona una elevada sensibilidad y selectividad al reducir el

ruido de fondo y detectar inicamente las transiciones caracteristicas de cada analito®®,

Fuentedeiones  Cuadrupolo 1 Cuadrupolo 2 Cuadrupolo3  Multiplicador
\ | \ de electrones
Primera Segunda |
. L, 1 d L
lonizacién ~ —- Stapade Focode __,. etapade ____ noicccion
separacion colisién separacion
demasas de masas

It —

[
=11 |@’*®\WX i
|| :EI@L@

|l : 111
@)
Entrada de gas
de colisién

lonizador Analizador

N\ 7

Bombas turbomoleculares

Entrada de muestra

ﬂ
e

Figura 5. Esquema de un espectréometro de masas de
triple cuadrupolo. Fuente: Adaptado de Skoog et al.

1.7. Guia SANTE
La guia SANTE es un documento con orientaciones destinadas a los laboratorios que
participan en el control oficial de los residuos de plaguicidas en los alimentos y los piensos en
toda la Unidén Europea (UE). En el documento SANTE/11312/2021 se describen los requisitos de
validacion de métodos y de control de calidad analitica (AQC) para respaldar la validez de los
datos comunicados en el marco de los controles oficiales de residuos de plaguicidas. Estos
datos, que se remiten a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), constituyen la

base cientifica para comprobar el cumplimiento de los Limites Maximos de Residuos (LMR),
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aplicar medidas de ejecucion y evaluar la exposicidon real de los consumidores. Entre los

principales requisitos establecidos por la guia destacan®®:

- Muestreo, transporte y preparacion de muestras, garantizando su integridad desde la
recogida hasta el analisis.

- Analisis e identificacion de los analitos, definiendo los criterios cromatograficos y
espectrométricos necesarios para su correcta identificacion, incluyendo la coincidencia
del tiempo de retencidn, el empleo de al menos dos transiciones MRM y un ion ratio
dentro de los margenes aceptados.

- Validacién y control de calidad, estableciendo los criterios minimos de rendimiento del
método, como recuperaciones comprendidas entre el 70 y el 120 % y una desviacién

estandar relativa de repetibilidad (RSDr) < 20% para garantizar una precisién adecuada.

La guia SANTE le dedica una atencion especial al efecto matriz, pues se considera uno de
los mayores problemas de exactitud cuando se utiliza el andlisis LC-MS/MS en muestras

biolégicas complejas.

Este fendmeno consiste en el aumento o supresion de la sefal de los iones debido al
efecto de los compuestos co-eluyentes presentes en la muestra, afectando en gran medida a la
eficacia de ionizacidn y a la sensibilidad del método. La gravedad de los efectos de la matriz
depende directamente del rendimiento cromatografico debido principalmente a la complejidad

de las muestras y a las caracteristicas de la instrumentacién usada *.,

Concretamente, al usar extractos vegetales para analizar su contenido de residuos de
pesticidas, la elevada concentracion de metabolitos secundarios, lipidos y pigmentos acentua el
efecto matriz. Durante la desolvatacién en la fuente ESI, los compuestos de la matriz que salen
de la columna junto al pesticida compiten con él por las cargas eléctricas, provocando que el
pesticida no ionice adecuadamente, subestimando la concentracién real del residuo. Ademas,
los fragmentos de la matriz elevan el ruido quimico basal, haciendo que el limite de deteccién

(LOD) real empeore 1?8,

Por tanto, es preciso resolver estos problemas si los hay, para evitar resultados falsos
positivos o falsos negativos en el valor del limite maximo de residuos (LMR). Para ello, se aplican
estrategias analiticas de mitigaciéon como optimizar las etapas de limpieza o diluir el extracto.
Solo asegurando la inequivoca determinacion cuantitativa de los residuos en el extracto vegetal
sera posible evaluar de manera fiable y sin sesgos quimicos los efectos que estos contaminantes

puedan causar en los posteriores modelos de estudio in vitro e in vivo %,
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
En el grupo de Disefio y Desarrollo de Moléculas del Instituto de Investigacion, Desarrollo
e Innovacion en Biotecnologia Sanitaria de Elche (IDIBE) se investiga la actividad bioldgica de
compuestos bioactivos de origen natural con potencial en aplicaciones biomédicas, cosméticas
y nutracéuticas. Para ello, se emplean extractos vegetales cuya actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antimicrobiana o citotéxica es evaluada mediante diferentes modelos

experimentales.

Aunque los extractos utilizados actualmente proceden principalmente de cultivos a
pequefia escala, una futura produccion industrial implicaria el empleo de materias primas
obtenidas mediante sistemas agricolas convencionales, donde el uso de pesticidas es habitual.
En este contexto, la posible presencia de residuos de pesticidas en los extractos podria
comprometer su calidad quimica e interferir en la interpretacion de los ensayos bioldgicos,
dificultando la atribucidon de los efectos observados exclusivamente a los compuestos

bioactivos.

Con el fin de disponer de una herramienta que permita controlar este posible factor de
confusion, el objetivo general de este Trabajo de Fin de Grado fue desarrollary validar un método
analitico multirresiduo mediante UHPLC-MS/MS para la determinacion de residuos de pesticidas
en extractos vegetales, contribuyendo al control de la calidad quimica de estas matrices y la

fiabilidad de los estudios biolégicos realizados con ellas.
Para alcanzar este propdsito, se han planteado los siguientes objetivos mas especificos:

1. Generar una base de datos que comprenda los datos relevantes de los 203 analitos: sus
transiciones MRM, tiempos de retencion y posibles metabolitos.

2. Optimizar las condiciones analiticas del sistema UHPLC-MS/MS para maximizar la
sensibilidad, selectividad y reproducibilidad del método analitico.

3. Desarrollar una herramienta informatica para automatizar el tratamiento de los datos
experimentales y el calculo de los principales pardmetros de validaciéon analitica,
facilitando el procesamiento y la interpretacién de los resultados.

4. Aplicar el método desarrollado al analisis de extractos vegetales reales con el fin de
demostrar su aplicabilidad en matrices de interés biotecnolégico.

5. Evaluar la adecuacién de la sensibilidad del método para su aplicacién en estudios
biolégicos mediante una aproximacion toxicoldgica basada en la comparacién entre las
concentraciones detectables y las concentraciones con efecto citotéxico descritas en la

literatura.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos y estandares analiticos

Para la identificacién y cuantificacién de los residuos de pesticidas se emplearon
estandares de referencia de alta pureza. Los estandares de referencia certificados de los
pesticidas se obtuvieron a partir del kit comercial LC Multiresidue Pesticide Standards Kit (Cat.
No. 31971, Restek Corporation, Bellefonte, PA, EE. UU.). Este kit comercial consta de un set de

10 mezclas independientes, a partir de las cuales se seleccionaron 8 (Tabla 1) que contienen

entre todas 203 pesticidas puros, objetivo del estudio 2%,

(Nt’lmero de mezcla Referencia Numero de pesticidaa
#1 #31972 13
#2 #31973 16
#3 #31974 38
#4 #31975 63
#5 # 31976 30
#6 # 31977 28
#7 #31978 7
\_ #9 #31980 7 Y,

Tabla 1. Relacion de mezclas (o mix) de estandares certificados, referencias de
catalogo y numero de analitos incluidos en el kit multiresiduo para LC-MS/MS.

Esta es la lista con los nombres de los 203 pesticidas empleados en el trabajo:

Abamectin Dimethomorph Imidacloprid Propargite
Acephate Dimoxystrobin Ipconazole Propham
Acetamiprid Diniconazole Iprovalicarb Propiconazole
Acibenzolar-S-methyl Dinotefuran Isocarbofos Propoxur
Alanycarb Dioxacarb Isoprocarb Prothioconazole
Aldicarb Diuron Isoproturon Pymetrozine
Aldicarb-sulfone Doramectin Ivermectine Pyracarbolid

Aldicarb-sulfoxide

Emamectin benzoate a

Kresoxim-methyl

Pyraclostrobin

Ametryn Emamectin benzoate b Linuron Pyridaben
Aminocarb Epoxiconazole Lufenuron Pyrimethanil
Amitraz Eprinomectin Mandipropamid Pyriproxyfen
Azoxystrobin Etaconazole Mefenacet Quinoxyfen
Benalaxyl Ethiofencarb Mepanipyrim Rotenone
Bendiocarb Ethiprole Mepronil Secbumeton
Benfuracarb Ethirimol Mesotrione Siduron
Benzoximate Ethofumesate Metaflumizone Simetryn
Bifenazate Etoxazole Metalaxyl S-Indoxacarb
Bitertanol Famoxadone Metconazole Spinetoram
Boscalid Fenamidone Methabenzthiazuron Spinosad

Bromuconazole

Fenarimol

Methamidophos
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Bupirimate
Buprofezin
Butafenacil
Butocarboxim

Butocarboxim-sulfoxide

Carbaryl
Carbetamide
Carbofuran
Carbofuran-3-hydroxy
Carboxin
Carfentrazone-ethyl
Chlorantraniliprole
Chlorfluazuron
Chlorotoluron
Chloroxuron
Clethodim
Clofentezine
Clothianidin
Cyazofamid
Cycluron
Cymoxanil
Cyproconazole
Cyprodinil
Cyromazine
Desmedipham
Diclobutrazol
Dicrotophos
Diethofencarb
Difenoconazole
Diflubenzuron
Dimethoate

Fenazaquin
Fenbuconazole
Fenhexamid
Fenobucarb
Fenoxycarb
Fenpropimorph
Fenpyroximate
Fenuron
Fipronil
Flonicamid
Fluazinam
Flubendiamide
Fludioxonil
Flufenacet
Flufenoxuron
Fluometuron
Fluoxastrobin
Fluguinconazole
Flusilazole
Flutolanil
Flutriafol
Forchlorfenuron
Formetanate
Fuberidazole
Furalaxyl
Furathiocarb
Halofenozide
Hexaconazole
Hexaflumuron
Hexythiazox
Imazalil

Methiocarb
Methomyl
Methoprotryne
Methoxyfenozide
Metobromuron
Metribuzin
Mevinphos
Mexacarbate
Monceren (Pencycuron)
Monocrotophos
Monolinuron
Moxidectin
Myclobutanil
Neburon
Nitenpyram
Novaluron
Nuarimol
Omethoate
Oxadixyl
Oxamyl
Paclobutrazol
Penconazole
Phenmedipham
Picoxystrobin
Piperonyl butoxide
Pirimicarb
Prochloraz
Promecarb
Prometon
Prometryn
Propamocarb

Spiromesifen
Spirotetramat
Spiroxamine
Sulfentrazone
Tebuconazole
Tebufenozide
Tebufenpyrad
Tebuthiuron
Teflubenzuron
Temephos
Terbumeton
Terbutryn
Tetraconazole
Thiabendazole
Thiacloprid
Thiamethoxam
Thidiazuron
Thiobencarb
Thiofanox
Thiophanate-methyl
Triadimefon
Triadimenol
Trichlorfon
Tricyclazole
Trifloxystrobin
Triflumizole
Triflumuron
Triticonazole
Vamidothion
Zoxamide

Las mezclas #8 y #10 no se incluyeron por falta de disponibilidad, ademas de que cada
una de ellas solo contenia un pesticida. Todas las soluciones madre comerciales se encontraban
a una concentracion certificada de 100 yg/mL en acetonitrilo y se almacenaron en oscuridad a
una temperatura inferior a -10 °C antes de la preparaciéon de las soluciones de trabajo. Estas

mezclas de estandares tienen las siguientes aplicaciones en el desarrollo del método:

- Identificaciény Optimizacion de Transiciones MRM: Con cada mix se consigue identificar
los tiempos de retencién especificos y optimizar las transiciones de monitorizacién de
reacciones multiples (MRM) en el espectrometro de masas de cada residuo de pesticida

simultaneamente.
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- Rectas de Calibraciéon: Con todos los mix se preparan las diluciones seriadas con las que
se construyen las curvas de calibracién, se evalla la linealidad del método y se

cuantifican las concentraciones en las muestras reales.

El disolvente empleado con los kits es el acetonitrilo (J.T. Baker, UN1648), usado para el
analisis de pesticidas debido a que ofrece varias ventajas. En cuanto al proceso de extraccién de
la muestra, consigue desnaturalizar y precipitar proteinas indeseadas. Ademas, supone una
mayor eficiencia en la fuente de ionizacién, al poseer una elevada volatilidad, lo que hace que se
evapore rapidamente. Incluso, su baja viscosidad permite que en la cromatografia los picos sean

mas definidos.

3.2. Instrumentaciony condiciones analiticas
El andlisis de los residuos de pesticidas se llevd a cabo utilizando un sistema de
cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC) modelo Nexera (Shimadzu Scientific
Instruments, Inc., Tokio, Japén). La configuracion del sistema incluye un degasificador DGU-405,
una bomba binaria LC-40D =3, un inyector automatico SIL-40C, un horno de columna CTO-40Cy

un controlador de sistema CBM-40.

Para la separacion cromatografica, se empled una columna Poroshell 120 SB-C18 (4,6 x
150 mm, 2,7 pym) (Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, CA, EE. UU.), caracterizada por el uso de
particulas superficialmente porosas que permiten obtener una alta eficiencia con presiones de
operacién moderadas. Como fases moviles se utilizaron agua 0,1% de acido formico (Fase A), y

acetonitrilo 0,1% de formico (Fase B) y se aplicé el siguiente gradiente:

ﬁiempo (min) | Flujo | %FaseA | %Fase B )
0,00 0,25 90 10 [18.Cons [ A Conc
2,00 0,25 90 10
10,00 0,25 65 35 80
25,00 0,25 30 70 &0
30,00 0,25 0 100 it
34,00 0,25 0 100
38,00 0,25 90 10 )
\_ 40,00 0,25 90 R | T W R 3. O
Tabla 2. Condiciones del gradiente de elucidn por Figura 6. Perfil del gradiente de
fases moviles para la separacion cromatografica. elucién en LabSolutions.
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La detecciény cuantificacion se realizaron mediante un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo Shimadzu LCMS-8050 (Shimadzu, Kioto, Japdén) equipado con una fuente de
ionizacion por electrospray. El instrumento se operé en modos de ionizacién por electrospray
positivo y negativo (ESI+y ESI-) con adquisicion en modo de monitorizacidon de reaccién multiple
(MRM), optimizando de esta forma la deteccién de pesticidas de distinta naturaleza quimica en

una sola carrera analitica.

Los parametros de la fuente de ionizacién se optimizaron para maximizar la sensibilidad

de los analitos:

- Voltaje de la interfaz: 4,0 kV.

- Temperaturas: Interfaz a 300 °C, linea de desolvataciéon (DL) a 300 °C y bloque de
calentamiento a 400 °C.

- Flujos de gas: Gas de secado (N,) a 10 L/min, gas nebulizador (N,) a 3 L/min y gas de
calentamiento (aire sintético) a 10 L/min.

- Gasde colisidon: Argén (Ar) a una presion de 230 kPa.

Las transiciones MRM, definidas como pares deion precursor e ion producto, se anotaron
en la base de datos (Anexo 1) y en los casos en que no habia informacion se utilizé la opcidn de
optimizacion automatica por Product lon Scan que incluye el software Shimadzu LabSolutions,

con el que serealizé la adquisicion y el procesamiento de los datos (versiéon V5.109).

Aunqgue inicialmente el estudio se planted para un total de 203 pesticidas, durante la
optimizacion instrumental se observé que 35 de ellos presentaban una respuesta cromatografica
y espectrométrica insuficiente para cumplir los requisitos minimos de sensibilidad necesarios
para suvalidacion. Dado que la baja intensidad de sefnal impedia una cuantificacién fiable dentro
de las condiciones analiticas establecidas, estos compuestos no se incluyeron en la fase de
validacion del método. Su incorporacién requerird una reoptimizacidon especifica de los
parametros instrumentales o el desarrollo de estrategias adicionales, como procedimientos de
concentracién de muestra o modificaciones del método cromatografico, con el fin de mejorar su

respuesta analitica.

3.3. Preparacion de las Rectas de Calibracion
Para cuantificar los residuos de pesticidas presentes en los extractos vegetales es
necesario disponer de curvas de calibracién que permitan interpolar la respuesta instrumental,
es decir, el area del pico cromatografico para cada analito para calcular su concentracién. Con
este propdsito se prepararon disoluciones patrén en acetonitrilo a diferentes niveles de

concentracién para preparar una recta de calibracién y obtener la ecuacidn de la recta.
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Con las mezclas comerciales (con los pesticidas a una concentracion de 100 pg/mL en
acetonitrilo) se preparé una solucién multirresiduo (Stock 7), combinando 100 uL de cada una de
las 8 mezclas con 200 pL de acetonitrilo de grado LC-MS. En esta primera preparacién los analitos
de las mezclas originales presentaban un factor de dilucion de 1:10. A partir de la solucion Stock
1 se prepardé una dilucién seriada con factor de dilucién 1:2. Se obtuvo de esta forma un total de
20 viales, incluyendo el Stock 1y otro vial con tan solo el disolvente (Figura 6). La concentracién

de pesticidas en cada vial queda reflejada en la Tabla 3.

N
Mix #1 ’
Mix #2 3
Mix #3 1000 —
M?x #4 decadamix g 200 pL
Mix #5 ’ ' de acetonitrilo
Mix #6 '
Mix #7 - Volumen total:
Mix #9 8x 100 uL + 200 L
-~ =1000 pL (1 mL)
Stock 1
10 pg/mL
100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

N NS NN Y

S s ee s
| '

VY vy

|': | §

. )'“ =] =

Jual jul ju
N SN S8

Vial 1 Vial 19 Vial 20

Vial 2 Vial 3 Vial4 Vial5
200 L 100 yL 100 pL 100 pL 100 yL 100 pL 200 L
Stock 1 acetonitrilo  acetonitrilo acetonitrilo  acetonitrilo acetonitrilo  acetonitrilo

+

Figura 7. Esquema del procedimiento de preparacion de las diluciones seriadas en viales
HPLC para el anélisis de mezclas de pesticidas. Fuente: Elaboracién propia (BioRender).

(" Vial1 Vial 2 Vial 3 Vial4 vial5 )
10 5 2.5 1.25 0.625
Vial 11 Vialé Vial7 Vial 8 Vial9
0.009766 | 0.312500 | 0.156250 | 0.078125 | 0.039063
Vial 10 Vial 12 Vial 13 Vial 14 Vial 15
0.019531 | 0.004883 | 0.002441 | 0.001221 | 0.000610
Vial 16 Vial 17 Vial 18 Vial 19 Vial 20
L_0.000305 | 0.000153 | 0.000076 | 3.8147E-05 .

Tabla 3. Concentracion en ug/mL de pesticida en cada vial de la dilucidn seriada.
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Posteriormente, cada una de las disoluciones fue inyectada en el sistema LC-MS/MS bajo
las condiciones instrumentales previamente optimizadas. El procesamiento de los
cromatogramas y la construccidn de las curvas de calibracién se llevaron a cabo mediante el
maoédulo Quant Browser del software LabSolutions, correlacionando la concentracién con el area
de los picos cromatograficos correspondientes a las transiciones MRM seleccionadas. Aunque
el software realizdé una integracion automatizada de las senales, en aquellos casos donde la
delimitacién de la linea base no fue éptima debido al ruido de fondo o a la morfologia del pico, se
procedié a realizar una integracion manual, asegurando asi la maxima precisiéon en la

determinacidén de las areas.

Ademas, para evaluar la estabilidad de los analitos en las disoluciones patréon y garantizar
la robustez de este método frente al almacenamiento, los puntos de larecta de calibracion fueron
sometidos a diferentes condiciones temporales y térmicas. Para los ensayos de estabilidad, las
disoluciones se mantuvieron en condiciones de refrigeracion (aproximadamente 4 °C) y fueron

analizadas tras transcurrir 24 horas y 1 mes desde su preparacion.

3.4. Extractos
Unavez caracterizados los parametros de cada pesticida objetivo, se procedié a procesar
e inyectar los extractos para monitorizar y detectar la posible presencia de trazas de pesticidas
en las matrices. Dado que ambos extractos empleados tienen fines similares, es esencial
garantizar la ausencia de residuos en estas matrices, para que no supongan un riesgo para la

salud del consumidor.

Viqua® (adquirido a través de InnovationLabo), es un extracto organico, extraido de la
granada Royal Rubis (de la variedad Mollar de Elche, cosechada en Espafia). Esta patentado y

desarrollado comercialmente por Sethic Innovations en colaboracidon con Japan Innovation Labo.

Es un nutracéutico que se caracteriza por tener un perfil fitoquimico con un elevado
contenido en compuestos polifendlicos bioactivos antioxidantes y antinflamatorios, como la
punicalagina. Este extracto destaca por haber conseguido reducir la generaciéon de especies

reactivas de oxigenoy la liberacidon de citoquinas inflamatorias en distintos modelos celulares.

Las caracteristicas de este extracto lo hacen considerablemente util como agente
protector de la piel frente al dafio solar y la hiperpigmentacion, por ello se plantea su potencial

como ingrediente en formulaciones dermatoldgicas y cosméticas B,
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Para su anélisis instrumental mediante LC-MS/MS, el extracto se disolvi6 a una
concentracion final de 1 mg/mL utilizando como vehiculo de inyecciéon una mezcla de agua 'y

acetonitrilo (agua:ACN, 95:5, v/v).

El extracto de paja de arroz surge de los proyectos STRAW4FOOTWEAR y BioTECH-RICE
cuyo objetivo es transformar la paja de arroz en biomateriales e ingredientes de alto valor para la

industria cosmética y del calzado.

Buscan extraer compuestos bioactivos presentes en la paja de arroz mediante
tecnologias de extraccién sostenibles, purificar y concentrar los compuestos para obtener
ingredientes funcionales que se puedan aplicar en distintos sectores. En cuanto a su fin
cosmético, el extracto de paja de arroz contiene moléculas fendlicas y otros compuestos

naturales de los que se investiga su actividad antioxidante, antiinflamatoria y antienvejecimiento.

En este caso, para el andlisis instrumental, el extracto se disolvié a una concentracion
final de 1 mg/mL utilizando como vehiculo de inyeccién una mezcla de dimetilsulféxido y

acetonitrilo (DMSO:ACN, 1:9, v/v).

3.5. Validacion del método analitico

Para evaluar la viabilidad del método cromatografico se determinaron los siguientes

parametros analiticos 26323

1. Exactitud: Cercania del resultado obtenido respecto al valor verdadero. Este parametro se
evallia analizando muestras de concentracién conocida, es decir, mediante los estandares
de referencia. Esta evaluacién debe realizarse abarcando de 3 a 5 niveles de concentracién
diferentes y asegura que los componentes de la muestra no alteran la respuesta

instrumental. Se expresa mediante el porcentaje de recuperacion:

Valor Medido
Valor Verdadero

% Recuperacion = ( ) x 100

2. Precision: Evalua la dispersién de los resultados entre ensayos independientes y se expresa

habitualmente como el Porcentaje de Desviacion Estandar Relativa (%RSD):

%RSD=( )XlOO

Media

3. Linealidad: Capacidad del método analitico para proporcionar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracién del analito en la muestra. Su evaluacion

requiere la preparacion de varios niveles de concentracion, graficando el area del pico
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cromatografico frente a la concentracidon correspondiente. El criterio de aceptacién
matematica para verificar una proporcionalidad lineal adecuada requiere que el coeficiente
de determinacién (R?) sea igual o superior a 0.99:

y=mx+b

4. Limites de Deteccidon y Cuantificacion: parametros estadisticos fundamentales para
determinar la sensibilidad y el alcance operativo del método analitico:

- Limite de Deteccién (LOD): cantidad minima de analito presente en una muestra que

puede ser detectada con certeza, pero no necesariamente cuantificada de forma exacta.

- Limite de Cuantificacion (LOQ): concentracién mas baja del analito que puede ser

determinada cuantitativamente con un nivel adecuado de precisidon y exactitud.

Considerando la desviacion estandar de la respuesta analitica como o y la pendiente de la

curva de calibraciéon como S, los limites se calculan mediante estas relaciones:

LOD_B,BU L0 _100
S Q= S

Con el fin de manejar el tratamiento de los datos generados por el software LabSolutions
se desarrollé un entorno informatico personalizado para esta labor en el entorno Google Colab,
mediante lenguaje de programacion Python 3. Para su construccion, se empleé inteligencia

artificial como apoyo en el proceso de programacion. El script consté de los siguientes pasos:

1. Definicidn de objetivos y parametros de validacion: Se establecieron los parametros de
validacion del método cromatografico que debian calcularse automaticamente a partir de
los datos experimentales: la linealidad, los limites de deteccién y cuantificacion, la
especificidad, la exactitud, la precision, la robustez y la estabilidad del método analitico.

2. Estructuracion del algoritmo y preparacion de los datos: Se disefi6 la organizacion de
los archivos de entrada para que el programa pudiera identificar automaticamente los
distintos compuestos y procesar la informacién correspondiente a cada uno de ellos
(Anexo 2). Ademas, se establecio el blanco cromatografico (sin analito), mediante valores
con concentracion tedrica igual a 0.

3. Adaptacion de la estructura de lectura de datos: Se ajusté la importacidon de archivos 'y
la gestion de variables para garantizar la correcta lectura y organizacion de la informacién
experimental dentro del entorno Google Colab.

4. Automatizacion y formateo del informe de resultados: Para mostrar los resultados

estadisticos, se incorporé un médulo de generacion automatica de informes en formato
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Excel (Anexo 3). Este mdédulo permitié organizar los resultados de la validacién de forma
estructurada para su revision y presentacion.

5. Integracién del modulo de cuantificacién: Se incorporé una herramienta de
cuantificacion basada en las rectas de calibracién obtenidas de cada compuesto. De esa
forma, el script pudo utilizarse para calcular las concentraciones en las muestras reales
en funcion del area del pico, incluyéndose estos resultados en el informe de Excel.

6. Ensamblaje final y optimizacion del script: Se integraron cada uno de los médulos
explicados en un unico script (Anexo 4), del que se revisé su funcionamiento y asegurando
la correcta ejecucion de las etapas de procesamiento, validaciéon, cuantificaciéon y

generacion de informes.

Ademas de la validacién analitica convencional, se realizé una evaluacién tedrica con el
objetivo de determinar si la sensibilidad alcanzada por el método UHPLC-MS/MS era suficiente

para garantizar su aplicacion en extractos vegetales destinados a ensayos in vitro.

Para ello, se recopilé mediante revision bibliografica la concentracién minima descrita en
la literatura capaz de inducir efectos citotdxicos para cada uno de los pesticidas incluidos en la
validacion del método. Estos valores se compararon con la concentracién maxima que cada
pesticida podria alcanzar en el medio de cultivo celular a partir de las concentraciones maximas

cuantificables por el método analitico.

Con el fin de establecer un escenario conservador de exposicién, se consideré una
concentraciéon de extracto de 250 pg/mL, correspondiente a una de las dosis més elevadas

habitualmente empleadas en estudios de citotoxicidad con extractos vegetales.

Para estimar la concentracién maxima potencial que cada pesticida podria alcanzar en el
medio de cultivo se siguié un enfoque jerarquico. Cuando el pesticida fue cuantificado en los
extractos analizados, se empled la concentracidon experimental determinada, al representar la
exposicion mas realista en las condiciones del estudio. En aquellos casos en los que el
compuesto no pudo cuantificarse, bien por encontrarse por debajo del limite de cuantificaciéon o
por no haberse detectado en la muestra, se utilizé el correspondiente LOQ como estimacién
conservadora de la concentracion maxima potencial. Este criterio garantiza que la evaluacién no
subestime la posible exposiciéon celular y permite valorar la adecuacién del método incluso en

ausencia de cuantificaciones experimentales.
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Posteriormente se calculé el Factor de Seguridad Toxicoldgica (FST) para cada pesticida

mediante la siguiente expresion:

FST Concentracion minima con efecto citotéxico

Concentracién maxima potencial en el cultivo celular

Un valor de FST > 1 indica que la concentracién maxima potencialmente alcanzable en el
ensayo celular permanece por debajo de la concentracién minima descrita para producir efectos
citotéxicos, mientras que valores mas elevados representan un mayor margen de seguridad entre

ambas concentraciones.
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4. RESULTADOS
Los resultados obtenidos durante el desarrollo y la validacion del método analitico se
presentan a continuacién. En primer lugar, la Tabla 4 resume los principales pardmetros de
rendimiento alcanzados, que posteriormente se describen de forma individual. Estos resultados
permiten valorar la capacidad del método para la determinacién de residuos de pesticidas en

extractos vegetales complejos.

( Parametro de validacion Resultado obtenido Criterio \
SANTE
Pesticidas incluidos en la validacion 168 de 203 —
Linealidad (R?) 0,9905 - 0,9998 20,99
LOD (pg/mL) 0,030 - 0,207 —
LOQ (pg/mL) 0,091 -0,628 —
Precision (%RSD) 0,34 - 28,86 (media: 6,21) <20%
Exactitud (%Recuperacion) 77,83 -122,22 % (media: 95,60 %) 70-120 %
Estabilidad 24 h (%Recuperacion) 67,50 -117,43 % (media: 91,62 %) 70-120 %
\ Estabilidad 1 mes (%Recuperacién) | 60,17 -109,62 % (media: 85,73 %) | 70-120% /

Tabla 4. Resumen de los principales parametros obtenidos durante la validacion del método
UHPLC-MS/MS para la determinacion de residuos de pesticidas en extractos vegetales.

4.1. Optimizacion del método UHPLC-MS/MS

Para poder llevar a cabo una deteccién selectiva de los analitos, se procedié antes a la
optimizacion de las condiciones cromatograficas y de espectroscopia de masas. En una primera
fase tedrica, se elabord una base de datos en formato Excel que incluyé un listado de los 203
pesticidas objetivo de este método. Para cada uno de los compuestos se incluyd la siguiente
informacién: nombre del analito, mezcla estandar comercial (kit) de procedencia y los
parametros clave para su deteccidn (la relacién masa-carga (m/z) del ion precursor de cada
pesticida, asi como las relaciones m/z de sus correspondientes iones producto) (Anexo 1). Estos
ultimos se obtuvieron en la base de datos oficial de los Laboratorios de Referencia de la Unidn

Europea para Residuos de Pesticidas (EURL Data Pool).

Posteriormente, en la fase experimental, se prepararon disoluciones de trabajo a partir de
las mezclas comerciales de pesticidas utilizando acetonitrilo como disolvente. Estas mezclas de
estandares se inyectaron en el equipo LC-MS/MS. El objetivo de esta inyeccién fue determinar el
tiempo de retencion (Tg) especifico para cada uno de los 203 pesticidas (Figura 8) bajo las
condiciones cromatograficas y de fase mévil establecidas. La obtencion de estos tiempos de

retencién permitid6 completar la base de datos analitica, sentando las bases para la
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programacion del método de adquisicidn y el posterior procesamiento de las muestras de

extractos vegetales.
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Figura 8. Cromatograma MRM del pesticida Abamectin. Fuente LabSolutions.

La informacién obtenida en esta fase inicial fue necesaria para desarrollar una primera
version del método analitico en LabSolutions. Este método continudé siendo optimizado
progresivamente a medida que se obtenian nuevos datos experimentales, cambiando los ajustes
de la ventana de temporal adquisicién del cromatograma, reorganizando los eventos y asignando

las transiciones MRM de los distintos compuestos.

4.2. Curvas de calibraciony linealidad
El procedimiento empleado para la obtencién de las curvas de calibracién ya descrito en
metodologia permitio la obtencién de las rectas empleando un total de 20 disoluciones del
analito a distintas concentraciones. Con las rectas de calibrado en el método, se pudo obtener
el valor de ordenada en el origen, la pendiente y el coeficiente de determinacién (R?), y con ello
comprobar si los puntos del analito se ajustaban al modelo matematico de la ecuaciény si habia

linealidad, definida anteriormente.

De los 203 pesticidas incluidos inicialmente en el estudio, Unicamente se pudieron incluir

las curvas de calibraciéon para 168 compuestos. Los 35 pesticidas restantes se descartaron
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debido a que presentaban una respuesta instrumental insuficiente bajo las condiciones de
ionizacidon empleadas. A pesar de que en algunos casos si se observaba sefial del analito, la
intensidad registrada era muy baja, alcanzando valores maximos de 40 a 50 unidades. Estas
senales no eran lo suficientemente altas para obtener rectas de calibracidn fiables, por lo que se

optd por prescindir que dichos compuestos en el estudio de validacion.

Para garantizar la linealidad de las rectas, se establecié como criterio que R? fuera igual o
superior a 0,99. Esto se cumple todos los 168 pesticidas evaluados, obteniéndose valores de R?
comprendidos entre 0,9905 y 0,9998, mostrando una excelente correlaciéon entre la respuesta
instrumental y la concentracion del analito. Esta elevada linealidad confirma que el rango
seleccionado de calibracién ha sido adecuado, demostrando que el método da una respuesta
proporcional a la concentracién para todos los compuestos incluidos en la validacién. Como
ejemplo, en la Figura 9 se muestra la curva de calibracién para uno de los pesticidas analizados,

el Abamectin.
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Figura 9. Recta de calibracion del pesticida Abamectin.

4.3. Limites de deteccidony cuantificacion
Los limites de deteccidon (LOD) y cuantificacién (LOQ) se calcularon a partir de la
desviacion estandar de la respuesta analitica y de la pendiente de las curvas de calibracion
obtenidas para cada uno de los 168 pesticidas incluidos en la validacién. Los valores de LOD

oscilaron entre 0,030y 0,207 pg/mL, y los valores de LOQ se situaron entre 0,091y 0,628 pg/mL.

Estos valores se obtuvieron a partir de disoluciones patrdn y, por tanto, representan los
limites instrumentales de deteccidn y cuantificacion. No obstante, dado que el objetivo final del

método es determinar residuos de pesticidas en extractos vegetales destinados a su evaluacion
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bioldgica, resulta necesario valorar si dicha sensibilidad es suficiente para garantizar una

deteccion fiable en las condiciones reales de aplicaciéon del método.

Con el fin de determinar si la sensibilidad del método desarrollado resulta adecuada para
la evaluacion de extractos vegetales destinados a ensayos in vitro, se compararon los limites de
cuantificacion obtenidos experimentalmente con la concentracidn minima con efecto citotéxico

descrita en la literatura para cada uno de los pesticidas incluidos en la validacién.

Para ello se recopild informacién bibliografica correspondiente a los 168 pesticidas
validados, seleccionando en cada caso la menor concentraciéon capaz de inducir un efecto
citotoxico significativo en modelos celulares (Anexo 5) 1¥*®l Pgsteriormente se calculd la
concentracién maxima que podria alcanzar cada pesticida en el medio de cultivo suponiendo un
escenario conservador, en el que el extracto se emplea a una concentracion de 250 pg/mL,
correspondiente a una de las dosis mas elevadas habitualmente utilizadas en estudios de

citotoxicidad.

Los resultados muestran que, para la gran mayoria de los pesticidas evaluados, la
concentracién maxima que podria alcanzarse en el cultivo celular permanece muy por debajo de
la concentracion minima capaz de inducir efectos citotoxicos, indicando que la sensibilidad del
método resulta suficiente para garantizar que los residuos detectables en los extractos no
interfieran en la interpretacion de los ensayos bioldgicos. Unicamente un niimero reducido de
compuestos altamente citotdoxicos presentaron margenes de seguridad inferiores al resto,

constituyendo los escenarios mas conservadores de aplicacion del método.

En conjunto, estos resultados demuestran que el método desarrollado no solo presenta
una sensibilidad adecuada desde el punto de vista analitico, sino que también resulta apropiado
para su uso previsto, permitiendo detectary cuantificar residuos de pesticidas a concentraciones
considerablemente inferiores a aquellas asociadas con efectos citotoxicos en modelos

celulares.

4.4. Precisiony exactitud del método

La precisién del método se evalué mediante el coeficiente de variacion o %RSD obtenido
para cada uno de los 168 pesticidas. Los valores oscilaron entre 0,34 y 28,86%, con un valor
medio de 6,21%, indicando una buena reproducibilidad de las medidas. Ademas, el 97,6 % de los
compuestos presentaron valores de %RSD inferiores al 20 %, cumpliendo con los criterios de
aceptaciéon establecidos por la guia SANTE. Unicamente cuatro pesticidas (Azoxystrobin,
Carboxin, Doramectin e Isocarbofos) mostraron valores superiores a este limite, lo que podria

atribuirse a una menor estabilidad de la sefal analitica.
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Por otro lado, la exactitud del método se calculd a partir de los porcentajes de
recuperacion obtenidos de cada pesticida. Estos valores se encontraron comprendidos entre
77,83y 122,22%, con una recuperacién media de 95,60%, lo que demuestra una concordancia
entre las concentraciones tedricas y las experimentales. Por tanto, todas las recuperaciones
medias de todos los analitos analizados se situan en el rango del 70 % al 120 % aceptado por la

guia SANTE, excepto Prometryn que es superior al 120%.

4.5. Estabilidad de los patrones
Para determinar la estabilidad de las disoluciones patrén, se analizaron las muestras tras
24 horasy tras un mes de almacenamiento en refrigeracion. A corto plazo, se demuestra que las
disoluciones tienen una buena estabilidad, pues la recuperacién media a 24 horas es del 91,6%,
los valores se encuentran entre 67,50% y 117,43%, siendo solo 4 de los pesticidas los que tienen
un valor inferior a 70%. Por lo general, estos resultados indican que la gran mayoria de los
compuestos mantienen concentraciones préoximas a las iniciales durante un dia, lo que significa

que las condiciones de almacenamiento son adecuadas.

A largo plazo, en cambio, la recuperacion media baja a 85,73% cuando se almacenan
durante un mes. En este caso los valores de recuperacion oscilan entre 60,17 y 109,62%, siendo
un total de 13 los pesticidas que se encuentran por debajo del 70% recomendado por la guia
SANTE como minimo de recuperacién media. Esto indica que, a pesar de que la mayoria de los
compuestos siga manteniendo una estabilidad aceptable tras un mes de almacenamiento,
varios pesticidas mostraron una pérdida de sefal significativa que sugiere la pérdida de

estabilidad de estos compuestos en periodos prolongados de conservacion.

4.6. Aplicacion del método a los extractos vegetales
Con el método UHPLC-MS/MS validado se procedio al andlisis de un extracto de paja de
arroz (PASE) y de un extracto comercial de granada (Viqua), con el objetivo de determinar la
presencia de residuos de pesticidas y evaluar la capacidad del método para su detecciéon en

matrices vegetales reales.

En el extracto de paja de arroz se detectaron sefales correspondientes a 14 pesticidas,
mientras que en el extracto comercial de granada se identificaron 11 compuestos. No obstante,
la mayoria de las concentraciones determinadas se situaron por debajo del LOD, indicando que,
aunque el método fue capaz de detectar la presencia de estos residuos, la incertidumbre
asociada a su cuantificacion impide considerarlos cuantificables con la precisidon establecida

durante la validacion.
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En la muestra de paja de arroz, los pesticidas detectados fueron Alanycarb, Aldicarb,
Aldicarb-sulfone, Azoxystrobin, Bendiocarb, Butafenacil, Cyprodinil, Desmedipham,
Diclobutrazol, Dicrotophos, Dimethoate, Emamectin benzoate a, Forchlorfenuron e Imidacloprid
(9 de ellos no aprobados en la UE). Estos presentaron concentraciones inferiores al
correspondiente LOD, por lo que unicamente puede afirmarse la existencia de una senal

compatible con dichos compuestos.

En el extracto comercial Viqua se detectaron 11 pesticidas, todos ellos también con
concentraciones inferiores al LOD del método. Los compuestos identificados fueron Aldicarb,
Azoxystrobin, Bendiocarb, Butafenacil, Cyprodinil, Diclobutrazol, Dicrotophos, Dimethoate,
Emamectin benzoate a, Forchlorfenuron e Imidacloprid. Aunque estas detecciones indican la
presencia de residuos a nivel de trazas, las concentraciones registradas no permiten realizar una

cuantificacion fiable de acuerdo con los criterios de validacién establecidos.

4.7. Evaluacion de la adecuacion toxicologica del método para ensayos celulares

Ademas de la validacion analitica convencional, se realiz6 una evaluaciéon de la
adecuacion del método para su aplicacidn en extractos vegetales destinados a ensayos in vitro.
Esta aproximacion permitié integrar la sensibilidad analitica del método con la informacién

toxicologica disponible para cada uno de los pesticidas incluidos en la validacion.

Para ello se recopiléd la concentracién minima con efecto citotéxico descrita en la
literatura para los 168 pesticidas evaluados y se compard con la concentracidn maxima que cada
compuesto podria alcanzar en el medio de cultivo considerando un escenario conservador de
exposicion, correspondiente a una concentracion de extracto de 250 pg/mL, una de las dosis mas

elevadas habitualmente empleadas en estudios de citotoxicidad in vitro.

A partir de estos datos se calculé el Factor de Seguridad Toxicolégica (FST), definido como
la relacion entre la concentracion minima con efecto citotdxico descrita en la literatura y la
concentracién maxima potencialmente alcanzable por el pesticida durante el tratamiento celular

(Anexo 5).

Aunque el valor del FST fue variable entre compuestos, la mayoria de los pesticidas
presentaron margenes de seguridad elevados, indicando que las concentraciones maximas
previsibles durante los ensayos celulares permanecen considerablemente por debajo de
aquellas asociadas con efectos citotéxicos descritos experimentalmente. Unicamente un
reducido nimero de compuestos presenté los margenes de seguridad mas bajos (FST<1),

correspondiendo principalmente a pesticidas descritos previamente como altamente
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citotéxicos, entre ellos Rotenone, Pyraclostrobin, Fipronil, Ivermectin, Fenazaquin vy

Fenpyroximate.

Estos resultados indican que la sensibilidad alcanzada mediante el método UHPLC-
MS/MS no solo resulta adecuada desde el punto de vista instrumental, sino que también permite
detectar residuos de pesticidas a concentraciones inferiores a aquellas que previsiblemente
podrian interferir en la interpretacidon de ensayos celulares realizados con los extractos vegetales

analizados.

No obstante, debe considerarse que esta evaluacidon constituye una aproximacion
conservadora basada en datos de citotoxicidad publicados para diferentes modelos celulares y
condiciones experimentales. Por tanto, el FST debe interpretarse como una herramienta
orientativa para valorar la adecuacién del método al uso previsto, mas que como un indicador

absoluto del riesgo biolégico asociado a cada pesticida.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que el método desarrollado presenta
una sensibilidad compatible con la aplicacion prevista en estudios in vitro, proporcionando un
margen de seguridad suficiente para minimizar la probabilidad de que residuos de pesticidas

presentes a nivel de trazas condicionen la interpretacion de los ensayos biolégicos.
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5. DISCUSION

La cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas
en tandem fue una técnica apropiada para conseguir la separacion de la mayor parte de los
pesticidas incluidos en el estudio y regular sus tiempos de retencién. Las condiciones finales
descritas en la metodologia se eligieron tras larealizacidn de numerosas pruebasy ensayos hasta

determinar las 6ptimas para la correcta identificacion de los picos.

La optimizacién del método puso de manifiesto la complejidad del analisis simultaneo de
multiples analitos en matrices complejas. Este comportamiento es habitual en el desarrollo de
métodos multirresiduo mediante LC-MS/MS, donde pequefias diferencias en la instrumentacion
o en las condiciones cromatograficas pueden requerir ajustes especificos para mantener la
sensibilidad y selectividad del método, taly como han descrito Lopes et al. 8. Adema4s, evidencio
la necesidad de adaptar los métodos a la instrumentacién disponible en cada laboratorioy de

realizar ajustes metodolégicos para su implementacién en nuevos entornos de investigacion.

A pesar de que el estudio se planted inicialmente sobre 203 pesticidas, la validacién
efectiva solo se consiguid para 168 compuestos, pues 35 analitos presentaron una sefal
demasiado baja para las condiciones instrumentales empleadas. La exclusién de 35 analitos no
debe interpretarse como un fracaso de la metodologia, sino como una limitacion inherente al
desarrollo de métodos multirresiduo universales, en los que la optimizaciéon simultdnea para un
elevado numero de compuestos implica necesariamente un compromiso entre cobertura
analitica y rendimiento individual de cada analito. Esta limitacidn es consecuencia de la elevada
diversidad estructural y fisicoquimica de los pesticidas, que condiciona su eficiencia de
ionizacion y fragmentacion, dificultando que todos los compuestos respondan de forma éptima

bajo unas mismas condiciones instrumentales, como describen Stachniuk y Fornal 71,

Analiticamente, la linealidad, precisién y exactitud obtenidas respaldan la validez del
método para los compuestos finalmente incluidos. La mayoria de los pesticidas cumplieron los
criterios establecidos por la guia SANTE, lo que indica que el método proporciona una respuesta
proporcional a la concentracidon, que es reproducible y suficientemente exacta. La menor
estabilidad observada tras el almacenamiento prolongado concuerda con lo descrito por
Avramides P8, quien demostré6 que determinados pesticidas pueden sufrir procesos de
degradacion incluso durante el almacenamiento de patrones y disoluciones estandar, lo que
justifica la necesidad de emplear patrones recientes o verificar periédicamente su estabilidad

para evitar pérdidas de sefial.
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Los parametros de validaciéon obtenidos son comparables a los publicados para métodos
LC-MS/MS desarrollados en frutas, hortalizas y otras matrices vegetales, donde habitualmente
se alcanzan coeficientes de determinacidn superiores a 0,99 y recuperaciones comprendidas
entre el 70y el 120 % %%, Pero lo cierto es que la mayoria de las publicaciones se centran en la
materia prima vegetal como tal, siendo menos frecuentes los estudios dirigidos especificamente
a los extractos vegetales destinados a ensayos celulares. En este sentido, este trabajo adapta un
enfoque analitico ya conocido a demostrar la necesidad de comprobar que los extractos no

contienen contaminantes capaces de comprometer la interpretaciéon de sus efectos bioldgicos.

La aplicacion del método permitié evaluar la posible presencia de residuos de
pesticidastanto en el extracto de paja de arroz como en el extracto comercial de
granada Viqua. La presencia de sefales en ambos casos indica que incluso extractos con distinto
origen y grado de control pueden contener trazas de contaminantes. No obstante, la
interpretacion debe ser prudente: los compuestos detectados se situaron por debajo del LOD,

por lo que no puede afirmarse una cuantificacién fiable ni una carga contaminante elevada.

Debido a las diferencias en el origen y las condiciones de produccién de ambas matrices,
era razonable plantear expectativas distintas respecto a la posible presencia de contaminantes,
siendo el extracto de paja de arrozel que presentara una mayor probabilidad de contener
residuos por su origen agricola. En Viqua, la deteccién de trazas evidencia que los procesos de
produccidén y purificacién en productos comerciales no garantizan por si solos la ausencia
absoluta de residuos. Esto refuerza el deber de incorporar controles analiticos previos al uso de

estos extractos en ensayos celulares.

La incorporacion delFactor de Seguridad Toxicoldgica (FST)al trabajo conectala
validaciéon analitica con el uso real del método en ensayos celulares. El FST cuestiona si
la sensibilidad alcanzada es suficiente para descartar que los pesticidas presentes a nivel de
trazas puedan interferir en los ensayos in vitro. Comparando la concentracién maxima potencial
de cada pesticida en el medio celular con las concentraciones citotéxicas descritas en la
literatura, el FST es capaz de transformar un pardmetro analitico en un criterio de seguridad

experimental.

Los resultados del FSTdemuestran que, para la mayoria delos pesticidas, las
concentraciones las concentraciones potencialmente presentes durante el tratamiento celular
serian inferiores a las asociadas con efectos citotdxicos. Por tanto, el método da un margen
razonable para minimizar el riesgo de atribuir erréneamente el extracto vegetal una respuesta

bioldégica causada por residuos de pesticidas. De todas formas, los compuestos con menor
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margen de seguridad deberian considerarse prioritarios en futuros controles, ya que pequefas
variaciones en su concentracion podrian tener mayor relevancia biolégica. Por ello, para estos
casos se deberia optimizar el método para reducir sus limites de detecciéon vy
cuantificacion. Esto se podria conseguir mejorando el proceso de preparacién de la muestra,
consiguiendo una mayor concentraciéon del extracto o limpiando de forma mas eficaz la matriz

vegetal.

Para implementar el método en el laboratorio, este se podria emplear como control de
calidad previo al uso de extractos vegetales en los ensayos celulares. Su aplicacion permitiria
la seleccion de lotes de extractos mas seguros, procedentes de diferentes proveedores o de
distintos procesos de extraccion para usarlos posteriormente en los ensayos de
bioactividad. Gracias a la automatizacién del tratamiento de los datos mediante Python, su uso
rutinario es mas facil, reduciendo el tiempo de andlisis y disminuyendo la variabilidad asociada

al procesamiento manual de la informacion.

Las principales limitaciones del estudio son el nimero reducido de matrices analizadas y
la imposibilidad de validar los 203 pesticidas inicialmente planteados. Es mas, el FST se basa en
datos bibliograficos de citotoxicidad obtenidos en modelos celulares y condiciones
experimentales heterogéneas. Es por ello por lo que esta medida solo debe interpretarse como

una herramienta orientativa y no como una medida absoluta del riesgo.

Independientemente de las diferencias observadas en el contenido de pesticidas entre
ambas matrices, cabe resaltar que la deteccién de residuos de pesticidas no permite establecer
de forma directa una relacion con la actividad biolégica de los extractos. Este trabajo se ha
centrado en su identificacion y cuantificacién, proporcionando informacién sobre la calidad
quimica de estas matrices, lo cual no implica que su presencia o ausencia suponga una
alteracién de sus propiedades bioactivas, aunque es una posibilidad que se plantea. La
influencia real de estos contaminantes sobre los efectos terapéuticos, antioxidantes,
antiinflamatorios o citotoxicos atribuidos a los extractos, asi como sus posibles efectos

combinados, requiere estudios especificos que evallien directamente la respuesta bioldgica.

De este modo, el método analitico desarrollado constituye una herramienta fundamental
para futuros estudios de calidad, seguridad y caracterizacién funcional de extractos vegetales,
aportando datos esenciales para interpretar correctamente los resultados biolégicos obtenidos

en investigaciones posteriores.
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6. CONCLUSION

v Se desarrollo y validé un método mediante UHPLC-MS/MS para la determinacion
simultanea de 168 pesticidas en extractos vegetales, obteniéndose parametros de
linealidad, precision, exactitud, estabilidad y sensibilidad acordes con los criterios
establecidos por la guia SANTE/11312/2021.

v/ Laautomatizacién del tratamiento de datos mediante Python permitio agilizar el calculo de
los pardmetros de validacién y estandarizar el procesamiento de los resultados analiticos.

v' La aplicacion del método a extractos vegetales reales permitié detectar residuos de
pesticidas a nivel de trazas, demostrando su aplicabilidad en este tipo de matrices.

v' La comparacién entre las concentraciones detectadas y los valores de citotoxicidad
descritos en la literatura indicé que, en las condiciones evaluadas, las concentraciones
estimadas de los pesticidas fueron inferiores a las asociadas con efectos citotéxicos.

v' La incorporacién del Factor de Seguridad Toxicolégica (FST) permiti6 complementar la
validacion analitica mediante una evaluacion orientada al uso previsto del método en
estudios in vitro.

v" En conjunto, los resultados obtenidos indican que el método desarrollado constituye una
alternativa adecuada para el analisis de residuos de pesticidas en extractos vegetales

destinados a estudios biolégicos.

Como futuras lineas de investigacion, seria de interés evaluar experimentalmente si los
residuos de pesticidas presentes en extractos vegetales son capaces de modificar la respuesta
biolégica observada en modelos empleados para estudiar su potencial terapéutico. Para ello,
podrian compararse los efectos biolégicos de extractos antes y después de la eliminacion de los
residuos de pesticidas mediante procedimientos de purificacién adecuados. Estos estudios
podrian realizarse inicialmente en modelos celulares in vitro y, posteriormente, ampliarse a
modelos in vivo, permitiendo confirmar si los residuos detectados ejercen alguna influencia
sobre la actividad bioldgica de los extractos y validar experimentalmente la aproximacion

toxicologica propuesta en este trabajo.
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9. ANEXOS
1. Base de datos Excel obtenida de EURL Data Pool con transiciones MRM: recoge la
masa/carga de los iones parentales y sus fragmentos.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/19KLyMV8kukmgpFx1Rz1QWG5dSdGfFCY2/e

dit?usp=sharing&ouid=111481315993613512691&rtpof=true&sd=true

2. Archivos para cargar en el Google Colab que contiene: datos de calibracion, su replicado,
datos de 24 horas y de un dia de estabilidad.
https://drive.google.com/drive/folders/1TPJ_ub9H8Qwm02MnPqPzSKvdGpfh6NUe?usp=
drive_link

3. Archivo generado en Google Colab con los resultados de la validacion y cuantificacion.
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1uxqfRPESVh34GKk2710NS7dKOYxZWx2w/edi
t?usp=sharing&ouid=111481315993613512691&rtpof=true&sd=true

4. Cddigo desarrollado en Google Colab para el calculo de los parametros de validacion.

https://colab.research.google.com/drive/1fv_mBS6InfkgwNVpFxhzI8RTS1iWtUge?usp=s

haring
5. Tabla con el calculo del Factor de Seguridad Toxicolégica (FST) para los pesticidas
validados.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1SKCjmsGHgKZAVN-

8mJrQYs97m9OWvAX6k/edit?usp=sharing&ouid=111481315993613512691 &rtpof=true&s

d=true
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