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Resumen

El presente trabajo de tesis se enfoca en el analisis de algunos compuestos inddlicos en plantas
comestibles cultivadas en Guanajuato, desarrollando para ellos un procedimiento analitico
consistente de un tratamiento de muestra mediante la técnica QUEChERS, separacion por
cromatografia de liquidos en fase inversa y deteccién fluorimétrica (HPLC-FLD). Los compuestos de
interés han sido indol-3-acido carboxilico (ICA), indol-3-carboxaldehido (I3CHO), indol-3- &cido
acético (IAA), indol-3-acetil (I3A), indol-3-acido propidnico (IPA), indol-3-acetonitrilo (IAN), indol-3-
acido butirico (IBA) e indol-3- carbinol (I3C). En el primer capitulo se presenta una introduccién
general acerca de los indoles y algunos de sus derivados mas importantes, iniciando con una
descripcion de su biosintesis tanto enddégena como exégena. A continuacién, se describen
brevemente los principales beneficios de estos compuestos en el organismo humano, siendo los
vegetales su mayor fuente en la dieta. Asi mismo, se mencionan los riesgos en la salud, relacionados
con la ingesta de excesivas cantidades de compuestos indélicos, sobre todo en el contexto del uso
de algunos promotores del crecimiento en plantas (PGR). Enseguida se describen los principales
procedimientos de extraccion que se han aplicado a las muestras vegetales y se hace especial
énfasis en la técnica QUEChERS. Dicha técnica se describe como rapida, facil, barata, eficiente,
robusta y segura, y ha sido elegida para la extraccién de los indoles en este trabajo debido a sus
multiples ventajas que se resumen en esta parte del texto. Finalmente se realiza una revisién de las
técnicas analiticas utilizadas para la determinacion de compuestos inddlicos en material vegetal,
ademas se discute la importancia de la deteccion fluorimétrica para este trabajo.

En el capitulo dos se expone como objetivo principal, de este trabajo, la determinacién de algunos
compuestos indélicos en material de plantas, utilizando el procedimiento HPLC- FLD; también se
definen los objetivos particulares a cumplir para el desarrollo completo de este trabajo.

El capitulo tres corresponde a una revision bibliografica realizada a partir de las principales
aplicaciones encontradas para la técnica QUEChERS en los ultimos afos. En particular, se exponen
las mas importantes adaptaciones que se le han dado al método original para su efectiva aplicacion
a diferentes tipos de muestra y de analitos en diferentes areas de investigacion. En esta revisién, se
consideré el analisis multi- residual de pesticidas, micotoxinas en alimentos, algunas otras fuentes
de contaminacién alimentarias, asi como la autenticacion y la calidad de ciertos alimentos de alto
grado de importancia debi6 al incremento en las exportaciones de estos productos. También se han
incluido aplicaciones de QUEChERS en el andlisis de diversos biomarcadores de exposicién a
compuestos potencialmente téxicos presentes en alimentos y compuestos con potencial actividad
biolégica. Ademas de los estudios en alimentos, se resalta la importancia de esta técnica para areas
mas diversas como en el analisis farmacologicos y clinicos, en los cuales ha sido de gran ayuda el
implemento de esta técnica. Para finalizar este capitulo se presentan las conclusiones a los que
condujo la investigacién bibliografica y se resaltan, a manera de resumen, las principales
modificaciones al procedimiento que se encontraron.

Para el capitulo cuatro se enlistan los equipos, reactivos, materiales y programas de analisis de
datos, que se utilizaron durante el desarrollo de este proyecto.

En el capitulo cinco se describen los resultados obtenidos en el desarrollo de procedimiento
propuesto. En primer lugar, se realiza la seleccién del estandar interno (acido o-anisico) y de las
condiciones de separacién y deteccion a emplear. A continuacion, se integra en procedimiento
QUEChERS, se realiza el proceso de calibracion y se evallan principales parametros analiticos del
procedimiento. En aplicacion a muestras reales se le realiza una comparacion de cuatro diferentes
protocolos QUEChERS, observando que las condiciones originales arrojaron mejores resultados. Se
demuestra la formacién de glicoconjugados de algunos compuestos indélicos (principalmente 1AA),
mediante el tratamiento de la muestra con la enzima B-glucosidasa. Finalmente, se realizan los
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experimentos de recuperacion, utilizando muestras de rdbano y nabo a las que se agregan
estandares de compuestos de interés correspondientes a los cinco puntos de calibracion.

Como resultado de lo previamente investigado durante la parte introductoria, asi como lo expuesto
en los capitulos posteriores a este, se llegd a una serie de conclusiones generales que son
presentadas en el capitulo seis de esta tesis.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Compuestos indolicos enddgenos y exogenos en plantas.

En 1866, mientras Baeyer y Knop estudiaban la estructura del colorante indigo, redujeron la isatina
obteniendo dos productos que llamaron dioxindol y oxindol, el oxindol fue nombrado finalmente indol.
Los mismos investigadores en el afo 1869 propusieron la estructura quimica del indol (Figura 1) [1].
De ahi, el compuesto inddlico es aquel que contiene en su molécula una estructura biciclica
consistente en un anillo de benceno fusionado con un anillo de pirrol.

A\

N
H

Figura 1. Estructura del indol.
1.1.1. Biosintesis de compuestos inddlicos en plantas.

El grupo indol es un componente estructural de varios compuestos presentes en las plantas; su
biosintesis se lleva a cabo a partir del corismato producido en la ruta del &cido shikimico [2]. En la
Figura 2 se ubica al indol en la ruta de la sintesis de triptéfano.

Ruta del Acido shikimico Biosintesis deindol y Trp
coo-
S
0| k
N
WOPO ws\o Triptofano (Trp)
Fosfonenol piivato )l\ﬂ/
o NH
}———+ Corismato  -—— Indol 3—g||cero|
Indol
. fosfato
Eritrosa 4- fosfato !“go: f“l'.““f | = %
indol-3-glicer e
ol fosfato 5
liasa: Indol

Bx1: un substrato pama la biosintesis de benzoxazinoides
Igl1 y IN §: biosintesis libre de indol

En azul se encuentran las reacciones enzimaticas

Figura 2. Ruta de sintesis de Triptdéfano[3].

Especificamente, el corismato es convertido a indol-3-glicerol fosfato y después, con ayuda de la
subunidad alfa-sintasa Trp, se forma indol. A partir de indol, mediante accién enzimética de la
subunidad beta-sintasa Trp, se sintetiza el triptéfano [4]. Cabe mencionar que el indol-3-glicerol
fosfato es el precursor de varias rutas tales como la biosintesis de diterpeno indol alcaloides o
benzoxazinona (Figura 3) [3].

El triptéfano es el Unico aminoacido aromatico biosintetizado solamente por microorganismos y
plantas. Como en todos organismos vivos, las plantas utilizan el triptéfano en la sintesis de proteinas,
pero adicionalmente, el triptéfano actia como precursor de una serie de metabolitos secundarios
gue tienen importancia en el crecimiento de las plantas y en su defensa contra diferentes tipos de
estrés. En este contexto, los metabolitos secundarios derivados del triptofano (Trp) son
principalmente auxinas, fitoalexinas, glucosinolatos y alcaloides [4]. Como se presenta
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esquematicamente en la Figura 3, varios de los productos del metabolismo del Trp son compuestos

inddlicos [5].
’ CN 0]
EICTNHZ — (:(C Y r\} Nitrilasa { oH
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Figura 3. Biosintesis de indoles a partir del triptéfano (Trp):
IAOx — indol-3-acetaldoxima, IAN- indol-3-acetonitrilo, IAA-
indol-3-acido acético, GBR- glucobrassicina, 13C- indol-3-
carbinol, I3CHO- indol-3-carboxaldehido, ABG- ascorbigen
[5].

Ademas de su papel importante en organismos vegetales (crecimiento, defensa del estrés), algunos
compuestos de indol producidos por plantas presentan actividad biol6gica de relevancia en la salud
humana [6]. Los metabolitos secundarios suelen acumularse en flores, frutos, hojas maduras, raices
maduras o corteza [7], de donde se pueden extraer para estudiar sus propiedades y, en su caso,
para el uso humano. Tipicos procedimientos se basan en la extraccion con disolventes y posterior
destilacién del extracto, obteniéndose cantidades relativamente pequenas [1].

1.1.2. Indol-3-Acido acético y las rutas de su biosintesis.

Entre los metabolitos secundarios indolicos, derivados del Trp se encuentra el indol-3-acido acético
(IAA), catalogado dentro del grupo de hormonas vegetales, como auxina principal [8]. Las auxinas
regulan varios procesos relacionados con el crecimiento y desarrollo de plantas, incluyendo la
division celular, la formacién y alargamiento de raices, sefalizacion entre células, tejidos y érganos,
entre otros [9]. Las auxinas se han estudiado ampliamente durante décadas aunque sus rutas
biosintéticas en las plantas solo se han revelado recientemente [9]; estos compuestos forman parte
de los llamados reguladores del crecimiento de las plantas (PGR por sus siglas en ingles) y ademas
de su formacion enddgena, pueden ser biosintetizadas por microorganismos endofiticos y/o
aplicados a los cultivos dentro de las practicas agricultoras.

La principal ruta de biosintesis de auxina en plantas, que juega un papel esencial en muchos
procesos relacionados con el crecimiento y desarrollo de estos organismos, es la ruta dependiente
del Trp la cual incluye el indol-3-acido piravico (IPA) como intermediario [3]. Dicha ruta se presenta
esquematicamente en la Figura 4 [10]. Como se observa en esta Figura, mediante la actividad de
enzimas de la familia TAA aminotransferasas, Trp se convierte primero en indol-3-4cido pirtvico
(IPA); en el siguiente paso se forma el indol-3-acetilaldehido (IAAIld) con ayuda de descarboxilasa
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perteneciente a la familia YUC de flavin monooxigenasas y finalmente, IAAId es oxidado a IAA
mediante las enzimas aldehido deshidrogenasa, mutasa u oxidasa [3].

TP H,-CH-COOH RCCOOH 1AAld «CH A H,-COOH
B
> [ NH ———————p
Aminotrasferasa Descarboxilasa Aldehido oxidasa

Triptofano oxidasa de cadena lateral

Figura 4. La via de biosintesis de IAA dependiente de triptéfano[3].

En la misma Figura 4 se observa una via alternativa en la que el triptéfano se convierte directamente
en IAAId por una enzima monooxigenasa de cadena lateral de triptéfano, obviando la formacion del
IPA, el IAAd se oxida posteriormente a IAA. Esta ruta se ha informado principalmente en bacterias y
se conoce como la via de triptéfano de cadena lateral oxidasa (TSO) [3]. Aun no hay indicios de que
esta via exista en las plantas [11].

El triptéfano también puede convertirse en indol-3-acetaldehido e IAA a través de la ruta donde el
intermediario es la triptamina (TAM). Esta ruta se ha identificado en bacterias mediante la
identificacién de la actividad de la descarboxilasa de triptéfano y por la detecciéon de la conversién
de triptamina exdgena a IAA en estos organismos. En las plantas, la triptamina se identificé como un
compuesto enddégeno y los genes que codifican para las descarboxilasas de triptéfano se han
clonado y caracterizado en diferentes plantas, lo que soporta la existencia de esta via biosintética
del 1AA a través de triptamina en las plantas. El paso limitante de esta via en las plantas es
probablemente aquel catalizado por una proteina similar a la monooxigenasa de flavina (YUCCA),
es decir, el paso de la conversion de triptamina en N-hidroxil-triptamina, aunque los intermedios
posteriores a la N-hidroxil-triptamina (presumiblemente indol-3-acetaldoxima e indol-3-acetaldehido),
aun deben confirmarse. El Gltimo paso es diferente entre bacterias y plantas, ya que en bacterias, la
TAM es convertida directamente a IAAId por una amina oxidasa [12, 13].

Otra ruta de la biosintesis del IAA, estudiada principalmente en células bacterianas, corresponde a
la via de indol-3-acetamida (IAM) [14], la cual se presenta brevemente en la (Figura 5). En el primer
paso, ocurre la conversion de triptéfano en IAM con ayuda de la enzima triptéfano 2-monooxigenasa;
la segunda reaccién es catalizada por una hidrolasa / amidasa especifica de IAM, que hidroliza IAM
a IAA. Cabe mencionar que la evidencia experimental de esta ruta se obtuvo mediante
deteccidén/identificacion del “C-IAM y del '#*C-1AA en cultivos bacterianos obtenidos en presencia de
tript6fano marcado con este isotopo radioactivo de carbono [3].

15



Proyecto Maestria
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Figura 5. La via del indol-3-acetamida[3].

En la Figura 5 se incluye al indol-3-acetonitrilo (IAN) y al indol-3-acetaldoxima (IAOx), como
alternativos intermediarios en la conversién del Trp en IAM. La denominada via IAOx / AN ha sido
estudiada en plantas y, aunque menos, también en bacterias.

En la Figura 6 se presenta la via IAOx / IAN de manera més detallada. El primer paso de esta via es
la conversién de triptéfano en indol-3-acetaldoxima; en las plantas este paso es catalizado por
oxidorreductasas del citocromo p450 mientras que en bacterias la identidad de enzima(s)
participante(s) no se conoce con exactitud. En el segundo paso, el IAOx se convierte en IAN por una
indol acetaldoxima deshidratasa; dichas enzimas se conocen en bacterias donde son codificadas
por el gen oxd. En plantas, dichas enzimas no han sido encontradas aun. Finalmente, el IAN es
convertido en IAA por una enzima nitrilasa en un solo paso o por una nitrilahidratasa y una amidasa
en un proceso de dos pasos [3].

™ CH: (|3H -COCH IAOx H,-COCH
[y
/ _ﬁ

NH Oxldnra:luctasa NH Deshldratasa Nitrasa
acetaldoxima

Figura 6. La via del indol-3- acetaldoxima/ indol-3- acetonitrilo[3].

Cabe mencionar que en plantas existe la ruta de la biosintesis de IAA independiente de Trp, aunque
no se conocen con exactitud los componentes moleculares y las funciones fisiolégicas de esta via
[15].

En resumen, los diferentes procesos involucrados en la sintesis de IAA dan origen a compuestos
inddlicos de carécter intermediario. Estos compuestos tienen importancia no solamente en la planta,
algunos de ellos cuentan con demostrada actividad bioldgica en organismo humano.

1.1.3. Compuestos indolicos derivados de glucobrassicina (GBR).

Los glucosinolatos son un grupo de metabolitos secundarios de plantas que se biosintetizan a partir
de aminoacidos (principalmente metionina) por alargamiento de cadena, y contienen en su estructura
una glucosa unida mediante azufre. Como parte de la respuesta defensiva contra el estrés, las
plantas emplean mirosinasa (enzima de la familia de las glucésido hidrolasas) que, en presencia de
agua, elimina el grupo glucosa iniciando la conversion rdpida de glucosinolatos a tiocianatos,
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isotiocianatos y nitrilos. Entre una gran cantidad de glucosinolatos y productos de su hidrolisis, los
mejor caracterizados y bien estudiados comprenden glucobrassicina, glucorafanina, sulforafano,
erucina y alilglucosinatos derivados de la metionina, asi como varios glucosinolatos aromaticos.

En el contexto de este trabajo de tesis es importante que, ademaés de las rutas de sintesis del IAA
descritas en el apartado anterior, compuestos indolicos tienen origen en la hidrélisis enzimatica de
glucosinolatos. En la Figura 3 se representa dicha hidrolisis para glucobrassicina (GBR) - un
glucosinolato abundante en todos los vegetales de la familia Brassicaceae (Cruciferae), como el
brocoli, el repollo, el rdbano, el nabo y la coliflor, entre otras [16]. Durante la hidrolisis enzimatica de
GBR se forman el indol-3-acetonitrilo (IAN) y el indol-3-carbinol (I3C), los cuales son precursores del
indol-3- acido acético (IAA), indol-3-carboxaldehido (I3CHQO), ascorbigen (ABG) y una serie de
isotiocianatos y nitrilos [17].

1.1.4. Diferentes fuentes de compuestos indolicos en relacion a crecimiento de plantas.

Ademas de la sintesis enddgena de compuestos inddlicos en plantas, existen algunas fuentes
exogenas de estos compuestos. Tal es el caso de microrganismos endofiticos (baterias, hongos y
actinomicetos), que habitan de manera simbiética las plantas. Los organismos endofiticos se
benefician de la planta al tener mayor acceso a los nutrientes, ademas de tener un habitad comodo
y protegido del estrés ambiental como la desecacion, radiacién UV e invasién de hongos parasitos.
Por su parte, los beneficios para las plantas hospedadoras incluyen un mejor crecimiento y una mejor
resistencia a estrés bibtico y abiotico. En particular, endéfitos producen y proveen al huésped de los
PGR, siendo uno de ellos el IAA [18]. El IAA bacteriano estimula la formacién del vello radicular al
tiempo que aumenta el nimero y la longitud de las raices laterales y primarias; sin embargo, el
exceso de este compuesto puede provocar efectos adversos, principalmente en términos de
inhibicién del crecimiento primario de la raiz [3].

Las rutas de sintesis del IAA en bacterias se han descrito brevemente en la seccion 1.1.1.

Cabe sefalar que las fitohormonas endogenas, entre ellos auxinas, se presentan en plantas en muy
bajas concentraciones [6], pero desde hace décadas sus analogos sintéticos se usan ampliamente
en la agricultura como aditivos para mejorar la produccion. De manera general, se habla de los
reguladores del crecimiento de las plantas (PGR por sus siglas en ingles), que son una clase de
hormonas vegetales sintéticas y que exhiben actividades fisiolégicas similares a las de las hormonas
enddgenas. El uso de los PGR es una importante fuente externa de los compuestos inddlicos en
plantas. En funcién de sus diferentes mecanismos de accién, los PGR se clasifican principalmente
en dos grupos: promotores del crecimiento vegetal (auxinas, giberelinas, citoquininas, etc.) y
bioinhibidores (acido abscisico, metiljasmonato, etc.) [19]. Entre estos compuestos, el IAA es un
regulador del crecimiento muy comun. Otro ejemplo de fitohormonas utilizados como PGR es el &cido
giberélico (GA3 y GA4) perteneciente a las giberelinas. Cabe también mencionar el &cido abscisico
(ABA) como uno de los principales inhibidores que controla la senescencia de las plantas. Ademas
de estas fitohormonas, se han utilizado algunas fitohormonas sintéticas de bajo costo, incluido el
acido indol butirico (IBA), el acido 1-naftaleno acético (a-NAA) y el acido 2,4-dicloro-fenoxiacético
(2,4-D) [20].

El empleo de los PGR fomenta la agricultura ecoldgica, disminuyendo la necesidad del uso masivo
de pesticidas y/o fertilizantes tradicionales. El uso de los PGR se ha implementado en algunas partes
del mundo, incluido México, ya que tienen como principal ventaja la disminucion del uso de pesticidas
y/o fertilizantes clasicos, pero es importante mencionar que pese a dichos beneficios, existen
residuos que pueden permanecer en la tierra después de cultivar los alimentos, los cuales pueden
acumularse tanto en el ambiente como en los consumidores, por lo cual pueden ser peligrosos para
la salud [21, 22].
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1.2. Riesgos y beneficios relacionados con ingesta de compuestos indolicos
provenientes de plantas.

1.2.1. Beneficios de compuestos indélicos en humanos.

Aunado a la importancia de indoles dentro de los organismos de las plantas, varios de estos
compuestos poseen actividad bioldgica de relevancia en la salud humana y en particular, el consumo
de vegetales cruciferos, ricos en glucosinolatos y respectivos indoles, ha sido asociado con un bajo
riesgo de desarrollar cancer, de las enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. Un
vinculo comun entre estas enfermedades degenerativas oxidativas y el cancer puede ser un
agravamiento por inflamacion. Los componentes del brocoli pueden proteger contra la inflamacién,
inhibiendo la produccion de citoquinas; se ha estudiado el potencial antiinflamatorio de la fraccién
que contiene indol en las raices de Brassica rapa (IBR) (familia Brassicaceae) y los mecanismos
subyacentes. Los resultados de esta investigacién sugieren que las inhibiciones de expresion de
iINOS, TNF-a e IL-6 causadas por una atenuacion de la activacion de NF-kB son responsables de la
actividad antiinflamatoria y antinociceptiva de IBR [8].

Para algunos de los compuestos derivados de los glucosinolatos, como el I13C, I3A, y el 3,3-
diindolilmetano (DIM) existen evidencias de su caracter quimiopreventivo y éstos son considerados
prometedores en casos de cancer de mama, de prostata y de colon [23]. Especificamente, el indol
3- carbinol (I3C) es una molécula bioactiva, que ha sido muy estudiada en el contexto de la
prevencion de algunos tipos de cancer colono-rectal, linfoma, seno, cadncer transplacentario y cancer
de proéstata. El I3C puede convertirse en dimero biolégicamente activo, 3,3'-diindolilmetano (DIM),
dentro del tracto gastrointestinal. Dado que DIM se acumula en el nlcleo celular, es probable que
contribuya a los eventos nucleares celulares que se han atribuido al I13C. Las propiedades
anticancerigenas de I13C / DIM, han sido asociadas a la inhibicién de los cambios en la progresién
del ciclo celular, la apoptosis, la bioactivacién de carcin6genos y la reparacion del ADN; también se
informd que I3C tiene efectos antiinflamatorios al inhibir la produccién de NO, TNF e IL-10 en
macrofagos, estimulados por lipopolisacarido (LPS). El metil -3-indolacetato (MIA), otro compuesto
inddlico presente en vegetales cruciferos, inhibe la invasion de células cancerosas al apuntar a la
via de sefalizacién MEK1 / 2-ERK1 / 2 [8].

Por otro lado, se ha informado sobre utilidad de indoles en alivio del insomnio, para incrementar la
actividad anticonvulsiva de los medicamentos antiepilépticos; algunos de los indoles presentan
actividad antioxidante y/o han sido utilizados como materiales de partida para sintetizar
medicamentos antiinflamatorios, etc. Por ejemplo, IPA es un farmaco potencial utilizado para tratar
la ansiedad y el insomnio [24]. Otro medicamento derivado de indoles es la indometacina el cual es
un antiinflamatorio no esteroideo comunmente utilizado para reducir la fiebre, el dolor, la rigidez y la
hinchazén; su funcién se basa en la inhibicién de la produccién de prostaglandinas. Es de notar
también el uso de IAA sintético, derivado de indometacina para el tratamiento de la artritis
reumatoide. La dietilamida del acido lisérgico (LDS) se ha empleado en una variedad de tratamientos,
como en trastornos psiquiatricos, tratamiento de alcoholismo, alivio del dolor y cefalea [8].

Aunque hoy en dia muchas de las sustancias utilizadas en medicamentos son de origen sintético,
en el pasado, las potentes propiedades fisiolégicas de los compuestos inddlicos derivados del
metabolismo de triptéfano en plantas, llevaron a que estos se usaran como base en varios
medicamentos como la vincristina, un alcaloide inddlico dimerico, el cual ha cobrado gran importancia
en el tratamiento de leucemia, ésta junto con la vinblastina, también derivado de grupos inddlicos,
son utilizados como antitumorales, debido a su actividad como inhibidores de la polimerizacion de la
tubulina [8].

Finalizando, es necesario enfatizar que los efectos benéficos de compuestos indolicos ingeridos con
plantas y/o administrados en formulaciones farmacéuticas, se presentan en humanos solamente
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cuando las dosis son adecuadas. Como en muchos otros casos, el exceso se relaciona con efectos
adversos y riesgos para la salud.

1.2.2. Riesgos del uso de las PGRs.

Desde la década de 1940, los PGR se han utilizado ampliamente en cultivos para regular la
produccion de frutos y la floracién para el crecimiento y para reducir el riesgo de plagas. Los PGR
se aplican al trigo y al arroz, y su uso se ha extendido a los arboles frutales y hortalizas. Segun las
estadisticas, durante las Ultimas décadas, la venta de las PGR ha aumentado 15% en escala anual.
Se estima que dichas ventas aumentaron mas rapido que para los herbicidas e insecticidas,
especialmente en el periodo comprendido entre 1960 y 1983 [25]. Hoy en dia, los PGR son
extensivamente utilizados en cultivos de plantas comestibles en muchos paises, como Estados
Unidos de Norteamérica, Australia, Japén, China e India, incluyendo también México. A pesar de
obvios beneficios para la produccion, los residuos que permanecen en las plantas en la etapa de
cosecha imponen riesgos de contaminacion medioambiental y también pueden ser nocivos para los
consumidores (humanos y animales) [22]. El uso irregular o el abuso de los PGR puede provocar su
acumulacion en el cuerpo humano, lo que a su vez ha sido asociado con incidencia de diversas
enfermedades, como enfermedad renal crénica, trastornos inmunes y hematopoyéticos, cancer y
trastornos de digestion / secrecién [21]. Aunque la mayoria de los PGR se consideran de baja
toxicidad, investigaciones recientes han demostrado su potencial impacto nocivo. Como un ejemplo,
el producto denominado clomequat afecta la fertilidad de los mamiferos, mientras que el etefon
aumenta potencialmente la actividad estrogénica, debido a que actia sobre el eje hipotalamico-
hipofisario como anticolinesterasa [25].

En la percepcion general, los PGR se consideran como productos seguros, pero para evitar posibles
efectos adversos en el medioambiente y en los consumidores, es necesario aplicar concentraciones
apropiadas en etapas adecuadas del crecimiento y también hacer uso del equipo de seguridad. Un
ejemplo de los PGR que suelen utilizarse en exceso es la cianamida de hidrogeno, la cual es muy
efectiva y econdmica, se usa para garantizar la rotura uniforme de brotes en frutas como duraznos,
kiwis y uvas, y asi poder cosechar todos los frutos al mismo tiempo. Cabe mencionar que el mismo
compuesto también se ha usado en el tratamiento de alcoholismo, en concentraciones menores a
las que se utilizan en las plantas, debido a que combinada con alcohol ésta produce nauseas,
vémitos, vértigo, hipotensién, en casos extremos, colapso circulatorio y muerte [26]. Aunque tampoco
pertenecientes al grupo de compuestos indolicos, otros ejemplos de los PGR son los derivados de
naftaleno: el acido 2- (1-naftil) acético (NAA) y 2- (naftalen-1-ilo) acetamida (NAD) [27]. Ambos se
han utilizado durante afos en la agricultura para promover el crecimiento de frutas, raices, inducir la
floracién, prevenir la fructificacion prematura, y como fungicidas. Dichos PGR generalmente se
rocian sobre las plantas utilizando concentraciones de 20—100 mg/L. Como consecuencia, segun la
Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU. (EPA), en Estados Unidos de Norteamérica se
consumen aproximadamente 20,000 Ib (aprox. 9,000 kg) de derivados de acetato de naftaleno como
NAD y NAA cada afio. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la EPA han considerado a
ambos como peligrosos [27].

Para proteger a las personas contra la contaminacién y los posibles efectos nocivos, varios érganos
legislativos, incluidos los de la Unién Europea, de los Estados Unidos, de Japén y China han
establecido limites maximos de residuos (LMR) para algunos PGR en alimentos comestibles
especificos [28]. Como ejemplo, en la Comunidad Europea, el valor de LMR para IAA y para IBA es
de 0.1 mg/kg en citricos y en otro tipo de frutos [21]. De ahi deriva una demanda de procedimientos
analiticos que permitan llevar a cabo un control riguroso de los alimentos vegetales y de esta manera
asegurar la no violacién de los LMR [5, 19, 29]. Desafortunadamente, la regulacién de los PGR no
aplica en otros paises ni para los PGR tradicionales, ni para los més recientes. Por lo que en México
es necesario contar con las herramientas adecuadas para analizar cualitativa- y cuantitativamente
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los compuestos utilizados como PGR,; los resultados de los analisis realizados seran de utilidad para
conocer la identidad de los compuestos presentes en plantas comestibles, sus concentraciones y
por lo tanto seran también de utilidad para evaluar posibles riesgos a la salud de la poblacién.

1.3. Compuestos indolicos de interés.

Los compuestos indélicos como metabolitos secundarios de las plantas y como PGR, tienen claros
y demostrados beneficios tanto para los cultivos como para la salud humana, pero el uso
indiscriminado de los PGR impone riesgos debido a la excesiva ingesta de estos compuestos. En el
estado de Guanajuato se producen cantidades considerables de vegetales cruciferos (de la familia
Brassicaceae) tales como brécoli, coliflor, repollo, entre otros, pero no se encontraron datos sobre
contenido de los compuestos indélicos provenientes del uso de PGR y/o del metabolismo secundario
de estas plantas. Es por ello que, el trabajo de tesis se enfoca en el analisis de compuestos indédlicos
en estas plantas comestibles producidas en nuestro estado. Con base en la revisién bibliografica,
resumida en secciones anteriores, se eligieron los siguientes compuestos indélicos: indol-3-acido
carboxilico (ICA), indol-3-carboxaldehido (I3CHO), indol-3- acido acético (IAA), indol-3-acetil (I3A),
indol-3-4cido propidnico (IPA), indol-3-acetonitrilo (IAN), indol-3-4cido butirico (IBA) e indol-3-
carbinol (I3C). Las estructuras de estos compuestos se presentan en la Figura 7, donde se incluye
ademas el acido orto anisico, propuesto como un estandar interno.

0 0 HO CH, =

A
49 ) ¢ )
NHTNZ NH T J NH ™2 ]
NH
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Figura 7. Compuestos indélicos seleccionados junto con el &cido orto anisico como estandar interno.

1.4. Analisis de compuestos inddlicos en plantas.

Es necesario enfatizar que la identificacion y determinacion de compuestos inddlicos en plantas es
relevante en dos contextos: (1) metabolismo secundario en condiciones del cultivo y (2) seguridad
alimenticia relacionada con el uso de los PGR en agricultura. A continuacién, se presenta una
revision bibliografica enfocada a los procedimientos analiticos utilizados para este tipo de analisis.
Cabe mencionar que, en este trabajo se propone utilizar la cromatografia de liquidos con deteccién
fluorimétrica como herramienta analitica.
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1.4.1. Tratamiento de muestra.

El tratamiento de muestra es una etapa crucial durante cada procedimiento analitico y su objetivo
principal es convertir el material de partida (muestra) a una forma que puede ser introducida al
sistema de medicion, proporcionando la informacion confiable sobre los compuestos/especies de
interés. En muchos casos, esta es la etapa més desafiante del procedimiento debido a diferentes
propiedades de los compuestos de interés (polaridad, carga ibnica) y debido a la compleja
composicion quimica de la muestra.

En la Tabla 3, se describen brevemente algunos procedimientos utilizados en el analisis de
compuestos indolicos en plantas cruciferas. Hay que senalar que la seleccion siempre depende del
propésito del analisis. Al manejar tejidos frescos se recomienda que las extracciones se lleven a
cabo inmediatamente después de la cosecha o, de no ser esto posible, las muestras deben
congelarse para evitar cambios enzimaticos (por ejemplo con: la mirosinasa [30], las oxidasas y
estereasas) y quimicos (acidos o bases) de compuestos presentes en los tejidos. Los compuestos
encontrados en las cruciferas son susceptibles a dichos cambios [31]. Tal es el caso de la
degradacion de la glucobrassicina enddgena con la formacién de una gama de productos indolicos
(IAN, 1AA, 13C, IBCHO y ascorbigen). Se ha propuesto que la presencia de estos compuestos en
extractos son consecuencia de no inactivar la mirosinasa antes de la extraccion o por la
descomposicion de la glucobrasicina (o sus productos de degradacién) cuando se utilizan
condiciones muy acidas o basicas durante la extraccion o purificacion [32]. Ademas de estas
trasformaciones que se acaban de mencionar, los compuestos presentes en los extractos obtenidos
a partir de la muestra a menudo son inestables como por ejemplo el IAA, el cual, al exponerse por
periodos prolongados al aire o la luz, se degrada por procesos de oxidacion. Para evitar dicha
degradacion, se ha propuesto el uso de estabilizadores como dietilditiocarbamato de sodio, acido
ascorbico y diéxido de carbono, pero es preferible la experimentacién con el cuidado de la exposicion
a estos factores, ya que es dificil discernir entre compuestos que provienen originalmente de la planta
de los que son considerados artefactos [31].

La extraccién de analitos es un proceso tipico, pero de vital importancia. En general en esta etapa
pueden integrarse otros procesos como limpieza de la muestra (eliminacién de potenciales
interferentes), preconcentracion de analitos y/o su derivatizacién. En otras palabras, el objetivo de la
etapa de extraccion es separar y preconcentrar los analitos de interés a partir de una matriz compleja,
obteniéndose una forma de analito y composicion quimica del extracto que sean compatibles con el
sistema instrumental que se usara para su andlisis posterior. Un procedimiento de extraccién se
establece considerando cuatro factores principales: (i) el (los) analito(s), (ii) tipo del extractante y
fase de agregacién de materia en la que se encuentra; (iii) el dispositivo de extraccion, (iv) tipo de
proceso (batch o en flujo)[33]. Al tratarse de varios analitos que presentan diferentes propiedades
fisicoguimicas y diferente distribucién en el sistema estudiado y, ademas, se encuentran en bajas
concentraciones, resulta dificil hallar las condiciones que aseguren una eficaz extraccién de todos
los compuestos en una sola corrida y al mismo tiempo eliminar la abundante matriz quimica de la
muestra. Tal es el caso de andlisis de los compuestos inddlicos en frutas y verduras.

Para la extraccién y preconcentracién de los compuestos a partir de plantas, se utilizan cominmente
dos métodos clasicos; la extraccion liquido-liquido (LLE) [34] y la extraccion en fase solida (SPE). La
principal desventaja de las extracciones mediante el uso de solventes es que se tienen incompletas
recuperaciones y que se usan relativamente grandes cantidades de solventes organicos. Es por ello
por lo que se prefieren métodos alternos de extraccidn y limpieza principalmente extracciones y
microextracciones en fase solida. Ambas requieren tiempo y operaciones manuales para llevar
acabo la separacién de los analitos [32]. Para la purificacion de fitohormonas en plantas se han
empleado la extraccién en fase liquida (LPE), extraccién en fase solida (SPE), extraccion en fase
vapor y microextracciéon en fase solida (SPME). Sin embargo, LPE es extremadamente costoso y
tiene efectos negativos en el medio ambiente y la salud humana debido al uso de grandes cantidades
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de solventes organicos [35]. SPE usa mucho menos solventes organicos con una recuperacion
satisfactoria, por lo que SPE se ha convertido en el principal método de extraccién y/o purificacion
de extractos crudos, y ha ido reemplazando gradualmente a LPE [11].

Al escoger un método de extraccion es importante tomar en cuenta los siguientes aspectos; utilizar
volumenes pequenos de muestra y reactivos, obtener procesos faciles y rapidos a un menor costo y
ajustar las condiciones a la composicién quimica de la matriz por analizar [33]. Del mismo modo, un
método de preparacion de muestra se considera efectivo si permite: (a) determinar analitos con un
limite bajo de deteccion, (b) usar un pequerio volumen de solvente organico, (c) disminuir el nimero
de etapas/operaciones, (d) lograr la preconcentracion del (los) analito(s) de interés, (e) eliminar
eficazmente la matriz de la muestra, (f) conservar la forma fisicoquimica del (los) analito(s), y (g)
extraer simultdneamente diferentes clases de analitos con recuperacién satisfactoria [27].

Los compuestos presentes en vegetales generalmente se extraen con solventes miscibles en agua
como metanol, etanol y/o acetona. Aunque resulta ventajoso el uso de este tipo de solventes ya que
pueden extraer una gran variedad de compuestos, en algunos casos estos pueden causar
dificultades en la purificacién debido a la presencia de contaminantes con propiedades similares a
los de los analitos. Anteriormente era comun utilizar el éter (sin peréxido) y/o el acetato de etilo como
disolventes, pero con éter, se han observado incompletas extracciones de auxinas. Ademas, se ha
reportado que dichas extracciones con éter pueden provocar la hidrolisis de las auxinas unidas, como
resultado de la actividad enzimatica de la esterasa, para dar IAA. En este sentido algunos reportes
mencionan que el alcohol puede inactivar la mayoria de las enzimas por lo cual podria funcionar, a
primera vista, como un buen solvente de extraccién, sin embargo, otros reportes mencionan que las
extracciones con este solvente pueden producir productos de etanolisis. En tal caso se puede
emplear en su lugar acetona. El benceno también se ha utilizado para extraer IAA de la fase acuosa,
pero no se recomienda debido a su toxicidad [31].

Ultimamente la tendencia en el desarrollo de técnicas de extraccién se enfoca en la miniaturizacion,
la automatizacion, la versatilidad y la selectividad [33]. En este contexto, se han propuesto variantes
de las técnicas clésicas para eliminar o minimizar el uso de disolventes organicos como es el caso
de la microextraccién en fase solida (SPME) [32]. En 2007, se aplic6 SPME para la extraccién de
hormonas vegetales por primera vez. Aunque SPME es un proceso libre de solventes, también tiene
algunas desventajas; por ejemplo, la fibra con el sorbente es costosa y fragil y tiene una vida util
limitada. Otra técnica que aparecié como resultados de miniaturizacion de LLE, es la denominada
microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME) y fue introducida por primera vez en 2006. En el
sistema DLLME, el disolvente de extraccién inmiscible en agua se mezcla con un disolvente
dispersante miscible en agua y esta mezcla se inyecta rapidamente en una solucién acuosa de
muestra. Como resultado, se forma una emulsion turbia en la que el disolvente de extraccién queda
separado del disolvente dispersante y matriz acuosa que contiene los analitos diana. La enorme area
de contacto entre las gotas organicas y la solucion de muestra es beneficiosa para la transferencia
rapida de masa de los analitos diana, que se extraen en gotas finas del extractante, mismas que se
agregan en el fondo del tubo conico durante la centrifugacion. De esta manera, los compuestos
objetivo extraidos a la fase organica se recogen en ella para su posterior determinacién. Como una
buena alternativa a SPME, DLLME se ha vuelto cada vez mas popular por sus méritos superiores,
como su alta capacidad de enriquecimiento, operacion simple, sin necesidad de dispositivos
especiales (fibras, cartuchos), bajo consumo de solventes organicos y rapidez. Hasta el momento,
DLLME ha demostrado su viabilidad en la preparacion de muestras para el analisis multicomponente
en diferentes sistemas instrumentales [11]. En la Tabla 1 y 2 se muestran descripciones resumidas
asi como sus ventajas y desventajas, de las técnicas clésicas asi como de otros ejemplos de
variantes de estas técnicas para muestras liquidas y sélidas [36].
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Tabla 1. Técnicas de extraccion con aplicacién a muestras liquidas o extractos crudos de muestras

solidas.
LLE SPE SPME CPE
Breve El analito se Analito es Equilibrio de El analito se
descripcion reparte entre dos retenido en un particién de divide entre dos
disolventes sorbente sélido analitos entre una fases isotrépicas:
inmiscibles. fase estacionaria “fase rica en
poliméricay la tensioactivo” y
matriz de muestra | “fase acuosa”
Tiempo de Hasta 24 h 20-30 min Hasta 60 min 20 min
extraccion
Uso de Disolvente Disolvente Ninguno Agente
solvente orgénico organico tensoactivo
Costo Bajo Relativamente Relativamente bajo | Bajo
bajo
Facilidad de | Facil Relativamente Relativamente Facil
operacion facil Facil

Desventajas

Alto consumo de
solvente y
extracciéon/
preconcentracion
no efectiva

Retencién
dependiente de
la seleccién del
adsorbente.

-Eleccion de fibra y
optimizacién de
procedimiento
requerido

-Puede ocurrir una
contaminacién
cruzada entre las

Optimizacién de
condiciones de
operacion

muestras

Extraccion liquido-liquido (LLE), extraccion en fase solida (SPE), microextraccion en fase sélida
(SPME) y extraccion en punto de nube (CPE) [36].

Tabla 2. Técnicas de extraccién para muestras sélidas.

Soxhlet Sonicacion SFE PLE MAE
Breve La muestra Extraccién con | La muestra se | La muestra se | La muestra se
descripcion | se coloca en | solvente(s) coloca en un coloca junto coloca en
un matraz asistida por sistema con el un recipiente
de agitacion cerrado para solvente abierto junto
extraccion mediante lograr extractante en | con el
para lograr ultrasonicador. | extracciéon con | un recipiente | solvente
lixiviacion un de extraccién | extractante y
del (los) fluido cerrado se realiza
analito(s) supercritico aplicando el calentamiento
con solvente calentamiento | mediante
caliente, en por encima de | energia de
un sistema punto de microondas
cerrado. ebullicién del
extracctante
Tiempo de hasta 24-4 | 30-60 min 30-60 min 15 min 20-30 min
extraccion h
Uso de Grandes Disolvente Pequenas Pequenias Pequefias
solvente cantidades organico cantidades de | cantidades de | cantidades de
de fluido solvente disolvente
disolvente supercritico organico con organico
organico (tipicamente elevadas calentado con
Cc0,) temperaturas | energia de
y microondas
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presiones

Costo Bajo Bajo Alto Alto Moderado

Facilidad de | Facil Facil Relativamente | Relativamente | Relativamente

operacion facil facil facil

Desventajas | Gran Gran cantidad | Tamafo de -Dependencia | - limpieza
cantidad de | de muestra de la necesaria
solvente y solvente y limitado matriz -el disolvente
evaporacion | filtracién y dependencia | -Alto costo de | debe poder
de extracto son requeridos | de inversion. absorber las
son matriz y microondas
necesarios analito - enfriamiento

de recipientes

Extraccién de fluido supercritico (SFE), extraccion de liquido a presion (PLE) y extraccién asistida
por microondas (MAE) [36].

Ademas de las variantes antes mencionadas, se han reportado otras técnicas derivadas de SPE,
donde se usan como sorbentes los polimeros impresos molecularmente (MIP), nanotubos de carbon
(CNT), hidroxidos dobles en capas, nanoparticulas de Ti0,, grafeno, y la técnica de redes metal-
organicas (MOF) [33].

Debido a la composicién compleja de algunas muestras y cada vez mas grandes exigencias en
cuanto a los compuestos de interés, existe una demanda de nuevos procedimientos innovadores,
los cuales requieren el empleo de nuevos materiales o combinaciones con metodologias ya
existentes con las que se puede lograr una mejor eliminacién de la matriz, un mayor rendimiento
analitico (como la sensibilidad) y una selectividad mejorada hacia los analitos objetivo en
comparacion con los métodos clasicos [33]. Un ejemplo relativamente reciente de la integracion de
diferentes procedimientos de extraccién en un solo procedimiento es la técnica de extraccion por
QUuEChERS, la cual es de interés para este trabajo. En particular existen reportes de aplicaciones
de QUEChERS, para la extraccion de multi-residuos de pesticidas y mas especificamente, para los
PGR en alimentos y en los productos agrarios [21, 27, 29, 37].

El acronimo QUEChERS deriva del nombre de la técnica (método rapido, facil, barato, efectivo,
robusto y seguro, por sus siglas en ingles) que fue introducida en el afio 2003 por Anastassiades y
col. La técnica combina dos procesos de extraccién:

(1) extraccion dispersiva con solucion acuosa de un adecuado regulador de pH (citratos, fosfatos) y
un solvente organico (acetonitrilo), adicionando una sal (NaCl, MgSQa4) para eliminar el agua (efecto
“salting out”) y controlar mejor la eficacia de extraccion dentro del intervalo de polaridad de
compuestos de interés;

(2) purificacion del extracto organico mediante la extraccién en fase soélida.

En la Figura 8, se muestra en diagrama de flujo de QUEChERS, propuesto originalmente [38].
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Pesar 10 g de muestra (tubo de teflén, 50 mL)

v
| Agregar 10 mL de acetonitrilo |

l Agitar, T min
| Agregar 4 g MgS04 y 1g NaCl |

Extraccion

dispersiva
l Agitar, 1 min
| Agregar estandar interno |
l Agitar, 30 s y centrifugar
Tomar una alicuota del sobrenadante,
agregar MgS0. y un sorbente adecuado
Clean -up" _ )
mediante l Agitar, 30 s y centrifugar
SPE Tomar sobrenadante,
acidificar con 0.1% acido
acetico

!

| Introduccir al sistema instrumental |

Figura 8. Esquema original del método QUEChERS.

De acuerdo con su nombre, el método es muy rapido, reduce el nimero de operaciones, minimiza
el uso de solventes y de material del laboratorio, permite preconcentracion y purificacion del extracto,
y puede ser adoptado para la extraccion de diferentes tipos de compuestos a partir de diferentes
matrices quimicas. La flexibilidad de QUEChERS se basa en la seleccion del sistema de solventes y
de la sal utilizada para lograr el efecto “salting out” y también de la seleccion del sorbente y de las
condiciones de sorcion/elucion en la etapa SPE [39]. El intento de este trabajo es emplear el método
QUEChERS adecuando las condiciones para el andlisis de compuestos inddlicos en vegetales
cruciferos cultivados en Guanajuato, en largas series de muestras. En enfoque especifico esta en
reducir al maximo el uso de solventes y reactivos, tener un procedimiento operacionalmente simple
y lograr la composicién final compatible con el analisis por cromatografia de liquidos en fase inversa
con deteccion fluorimétrica y espectrofotométrica.

Desde la introduccion del método QUEChERS, han surgido una gran cantidad de variantes de este,
las cuales abarcan modificaciones de cada uno de los pasos del protocolo original. En el caso de
compuestos inddlicos en plantas [27, 38], como tratamiento previo de la extraccién, se ha propuesto
congelacion o vy liofilizacién del material de planta. La homogenizacién se ha realizado mediante
trituracion con nitrégeno liquido, hielo seco, o con ayuda del politron. Con estos tratamientos se ha
logrado mejorar la eficacia de extraccion. Durante la etapa de extraccion, ademas de la seleccion del
solvente, los parametros importantes son el tamano de la muestra y volumen del solvente [38]. El
objetivo es obtener una buena separacién de las fases, logrando la extraccion cuantitativa de los
analitos en cantidades adecuadas para su determinacion. En la revisidn bibliografica se encontraron
cantidades de muestra entre 5y 15 g, siendo la de 10 g la cantidad mas usada [38] (Tabla 3). El
solvente de extraccion propuesto originalmente es el acetonitrilo (MeCN), pero para compuestos de
alta polaridad, se propuso utilizar la mezcla de acetonitrilo y acido acético glacial 99:1% [29, 38, 40].
Se han examinado también otros solventes orgénicos tales como acetona y acetato de etilo (EtAc),
pero ninguno de ellos resultd tan efectivo como acetonitrilo (solo 0 en mezcla con acido acético y/o
diferentes tipos de reguladores de pH) [40]. En el caso de acetona, este es altamente miscible con
agua por lo que la separacion de las fases por efecto de “salting out” es dificil de lograr [38], incluso
utilizando como co-disolventes el metanol o el etanol [29, 38, 41]. Por su parte, el punto débil de
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acetona y EtAc es que extraen también lipidos (componentes de matriz de muestra) y que no son
solventes adecuados para cromatografia de liquidos. En este sentido, MeCN es realmente la mejor
opcion. En particular, el material lipofilico, por ejemplo, ceras, grasas y pigmentos lipofilicos no se
solubilizan en MeCN, lo que simplifica el proceso de limpieza posterior [38]. Por otro lado, durante la
etapa de extraccion es importante el uso de reguladores del pH, lo que permite aumentar la
selectividad hacia compuestos de interés y lograr mejor eficacia de su extraccién [40].

Otra modificacién de QUEChERs original se encuentra en la parte de la eleccion de las sales, en el
método original se utilizé la mezcla de MgSO4y NaCl, pero también se han reportado otras sales
tales como NaNO;, Na,SO,, LiCl y fructosa; también se probaron diferentes relaciones entre estas
sales que van desde 4g de MgSO4y 1g de NaCl [38, 40], reportadas en el método original a 2g
MgSO4y 0.5g de NaCl [38]. De hecho, los propios creadores del método, Anastassiades y col
sugirieron que las cantidades de sales y de sus proporciones deben ser adecuados al tipo de muestra
y de los analitos [38]. En este sentido, ademés de estudiar mezclas de MgSOa4 y NaCl, se examind
también acetato de sodio (NaAc) para tener un mejor control de pH [29, 38]. La agitacion durante la
extraccion dispersiva es un parametro esencial; para asegurar el mezclado eficiente, se recomienda
el uso de vortex y/o sonicacién de la mezcla [38]. Finalmente, en la etapa de SPE se han utilizado
una gran variedad de sorbetes y sus mezclas con MgSO4 anhidro [29, 38, 40]; el sorbente mas
utilizado ha sido, la amina primaria secundaria (PSA) que permite eliminar varios acidos organicos,
pigmentos polares, algunos azlcares y acidos grasos [40]. Otro sorbente ha sido negro de carbén
grafitado (GCB), mismo que permite eliminar esteroles y pigmentos como la clorofila. Por su parte,
octadecilsilano (ODS o C18) [38] elimina efectivamente compuestos interferentes no polares como
los lipidos [21, 40]. Otros sorbentes utilizados para eliminar compuestos apolares incluyen al
sorbente polimerico Nexus (Varian), o alumina neutra (alimina-N). Para retenciéon de compuestos
altamente polares y iones, se han utilizado los intercambiadores fuertes de aniones o cationes (SAX,
SCX, respectivamente) asi como los sorbentes con grupos cianopropilo (-CN) y aminopropilo (-NH,)
[38].

1.4.2. Técnicas analiticas.

Desde principios de los afios 70, se han publicado varios estudios sobre la determinacion de
diferentes fitohormonas, compuestos indélicos entre ellos. La mayoria de estos estudios se enfoca
en la separacion por cromatografia de liquidos, misma que dependiendo del sistema de deteccién
permite detectar, confirmar/identificar y cuantificar diferentes compuestos en una sola corrida
analitica [42]. Sin embargo, la tarea suele ser retadora debido a todos los factores ya antes
mencionados y debido a usualmente bajas concentraciones de fitohormonas [27] y a que varios de
ellos tienen estructuras similares [42-44]. Es por ello que se han propuesto varios procedimientos
para su determinacion dependiendo de los compuestos especificos y del tipo de muestra [27]. Entre
dichos procedimientos se encuentra la separacién por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), los tipicos sistemas de deteccidén abarcan detectores espectrofotométricos [35, 41, 45, 46],
espectrofluorimétrico (FLD)[44, 47, 48] o por espectrometria de masas [5, 14, 30, 41, 44, 49]. Existen
también reportes de procedimientos basado en cromatografia de gases acoplada con espectrometria
de masas (GC-MS), electroforesis capilar acoplada a MS (EC-MS), ademas de procedimientos
basados en el radioinmunoensayo y ELISA [11, 42, 43]. Algunos autores reportaron aplicaciones de
separacion electroforética [23, 50]. En la Tabla 3, se describen brevemente algunos ejemplos de
dichos procedimientos utilizados en el andlisis de compuestos inddlicos en plantas cruciferas.

Cuando el objetivo del estudio es conocer la identidad de los compuestos, los detectores masicos
son sin duda los mas adecuados, especialmente los sistemas de alta resolucién con capacidad de
fragmentacién de iones y adquisicién de espectros MS/MS. Para la cuantificacion de compuestos
conocidos con sus estdndares auténticos disponibles en el laboratorio, los detectores masicos
también resultan atractivos, sobre todo empleado las técnicas de monitoreo selectivo de iones (SIM)
o monitoreo de reacciones multiples (MRM). Especificamente, la técnica MRM ofrece muy alta
selectividad y sensibilidad gracias a la adquisicion de sefal para un fragmento del ion precursor y a
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la eliminacion efectiva del ruido [29]. Esta ventaja es especialmente importante cuando los
componentes de las muestras causan interferencias en espectros de masas y con ello la
sobreestimacion de las concentraciones de analitos [42].

En cuanto a aplicaciones de GC-MS, esta herramienta principalmente se utiliza en el analisis de
compuestos indoélicos volatiles tales como alcaloides inddlicos [51, 52], con una clara ventaja de alta
resolucién y sensibilidad [20]. Sin embargo, la técnica GC-MS no es muy recomendada para
compuestos indélicos no volatiles debido al requerimiento de una derivatizacién previa, y debido a
que las altas temperaturas alcanzadas en el inyector y la columna GC podria descomponer las
fitohormonas labiles [35].

Se ha demostrado que HPLC es una técnica poderosa y versatil que puede ser utilizada en el andlisis
de compuestos en un amplio intervalo de su polaridad, diferente carga idnica y tamano molecular.
Aunado a ello y en contraste a cromatografia de gases, la separacion no requiere de altas
temperaturas evitando la descomposicidon no deseable o isomerizacién de algunos compuestos
inddlicos y/o PGR. Ademas de una gran variedad de fases estacionarias y moviles, asi como de
diferentes escalas cromatograficas, una ventaja importante de LC es la disponibilidad de diferentes
tipos de detectores, siendo ya mencionada la espectrometria de masas uno de ellos; de hecho, los
sistemas LC-MS han sido ampliamente utilizados para analisis cuantitativo de hormonas vegetales
en extractos de plantas [20, 37, 43]. En el disefio de actuales sistemas LC-MS, el eluyente de la
columna es transportado directamente a la entrada de uno de los dispositivos de ionizacién tales
como la ionizacion quimica a presién atmosférica (APCI), fotoionizacion a presién atmosférica (APPI)
y, en muchos casos de ionizacién por electronebulizacion (ESI) [42]. Se utilizan principalmente
instrumentos MS en tandem basados en cuadrupolos triples (QqQ), trampa de iones (IT) y
analizadores de tiempo de vuelo (TOF) [53]. Al combinar la separacién cromatografica con una muy
selectiva y sensible deteccion, LC - MS permite una determinacién rapida y confiable de muchos
compuestos en una sola corrida, lo que no seria posible utilizando tipicos detectores LC ni mediante
introduccién directa de muestra al sistema de ionizacién. Como un ejemplo, puede mencionarse el
estudio donde se determinaron las hormonas de plantas utilizando cromatografia de liquidos de ultra-
alta resolucion, ionizacién por ESl y con deteccion por espectrometria de masas en tandem (UHPLC-
MS / MS) [37, 42]. Cabe mencionar sin embargo que, la instrumentacion LC - MS es costosa,
compleja y su operacién requiere de un analista con mucha experiencia. Uno de los aspectos de
importancia es el uso de las fases adecuadas moviles que efectldan la ionizacion de los solutos sin
causar interferencias en las etapas de ionizacion y/o en espectros de masa [27].

Por otro lado, en el analisis de fitohormonas, compuestos indélicos y PGR por HPLC, hay que
mencionar los detectores espectrofotométricos, electroquimicos o fluorimétricos. Especificamente,
el detector fluorimétrico (FLD) proporciona muy alta selectividad y sensibilidad para solutos
naturalmente fluorescentes, como lo son los compuestos indélicos; en este caso, una ventaja
adicional del HPLC-FLD es simplicidad del procedimiento ya que no es necesario incluir una etapa
de derivatizacion [11].

Ademéds de las técnicas antes mencionadas se encontraron informes donde para resolver algunos
problemas que se pueden presentar por la naturaleza polar y la falta de interaccion de estas
hormonas u otros compuestos indélicos con algunas fases estacionarias, se propuso el uso de
cromatografia electrocinética micelar (MEKC). Dicha técnica es una extension de electroforesis
capilar (EC) y permite la separacién de compuestos neutros. MEKC se ha aplicado a la determinacion
de algunos compuestos de indol en plantas tales como brocoli; sin embargo se ha resaltado el
requisito de eficiente eliminacién de matriz mediante pretratamiento de muestras de multiples pasos,
como extraccion liquido-liquido y extraccion en fase sélida antes de la cromatografia [23]. Otra
alternativa ha sido el uso de la cromatografia de intercambio iénico para andlisis de algunos PGR,
logrando una buena separacién con buena pureza y simetria de picos y al mismo tiempo, reduciendo
el uso de solventes organicos [27].

Independientemente del mecanismo de separaciéon por LC y del tipo de detector utilizado, la
preparacion de muestra sigue siendo una etapa muy importante tal como se discutié en la seccién
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anterior y como se presenta en la Tabla 3. A manera de ejemplo, se puede mencionar el analisis de
siete reguladores del crecimiento de las plantas realizado por HPLC-FLD, donde fue necesario la
limpieza de muestra mediante LLE y SPE para lograr una retencién adecuada de los solutos y buena
simetria de los picos cromatogréficos [11]. La extraccion eficiente de solutos y eliminacion de matriz
ha sido también importante en la determinacion de fitohormonas por UHPLC-MS / MS [37]. Como se
demuestra en la Tabla 3, la preparacion de muestra mediante QUEChERS ha sido usada en el
andlisis de compuestos inddlicos, pesticidas y PGR.

Por su parte, es necesario mencionar el uso del ensayo inmunoabsorbente enzimatico (ELISA),
reportado en el andlisis de fitohormonas u otros compuestos inddlicos. Esta técnica se caracteriza
por su buena sensibilidad y especificidad como resultado de la uniéon especifica de ligando-
anticuerpo. Ademas, tales inmunoensayos permiten el uso de pequenas cantidades de material
vegetal y el procesamiento de una gran cantidad de muestras en un corto periodo de tiempo [42].
Sin embargo, cuando se aplica este método, solo se determina los compuestos que pertenecen a
una familia. Otra desventaja de este método es que la preparacion de anticuerpos es bastante
laboriosa y la reactividad cruzada del anticuerpo con otros compuestos vegetales de estructura
similar, incluidos los analogos hormonales, disminuye la confiabilidad de los resultados [37].

Con base en la revision bibliografica realizada, para el analisis de compuestos indélicos considerados
en este trabajo (seccion 1.3) se propone emplear el método QUEChERS en la etapa de extraccién y
la técnica HPLC-FLD en la etapa de separacién / determinacion. Debido a la relativa polaridad de
los compuestos inddlicos, se propone llevar a cabo su separacion en una columna de fase inversa.
La presencia del grupo indol confiere a los analitos propiedades fluorescentes y el uso del detector
fluorimétrico (FLD) parece interesante debido a su alta selectividad y sensibilidad. Como ya se
menciond en secciones anteriores, FLD asegura una alta relacién sefial / ruido, es relativamente facil
de usar, cubre una amplia gama de longitudes de onda de excitacion y emisién y representa un
relativo bajo costo, sobre todo comparado con detectores masicos.
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Tabla 3. Algunas aplicaciones del método QUEChERS en el analisis de PGR y pesticidas en plantas.

Muestra Analitos Preparacion de muestray | Limpieza del extracto Técnica analitica Ref
extraccion
Lechugay Pesticidas (carbamatos, | 10 g de muestra A 1 mL de sobrenadante, agregar 25 GC -MS. [38]
fresa organoclorados y homogeneizada, 10 mL mg de sorbente PSA 'y 150 mg de Cuantificacion:
organofosforados) de MeCN, Vortex 1 min; MgSO0, anhidro, vortex 30 s, calibracion externa,
agregar 4 g de MgSo0, centrifugar 6000 rpm, 1 min, recuperar | MRM, uso de
anhidro y 1 g de NaCl, sobrenadante. estandar interno
vortex 1 min; agregar El
50 pL, vortex 30 s;
centrifugar (5000 rpm, 5
min), recuperar
sobrenadante
Durazno, Pesticidas 10 g de muestra en un 5 mL de sobrenadante, agregar 300mg | GC-FPD y [40]
guisantes y (organoclorados, y tubo de 50 mL, 10 mL de | de MgS0, y 125 mg PSA, HPLC-FLD
frijoles organofosforados) HAc 0.1% en MeCN, homogeneizar por 30 s y centrifugar.
verdes, mezclar 1 min. Adicionar
manzana, 4 g MgSo, y 1g de NaCl,
repollo vortex 1 min; centrifugar a
1000 rpm
Calabacin fitohormonas auxinas, 10 g de calabacin UHPLC-MS/MS [37]
citoquininas y homogeneizado en un ESlIen modo ty
giberelinas tubo de 50 mL, afiadir 10 MRM
(IAA, GA, NAA, 2,4-D, mL de HAc al 1% en Cuantificacion:
NA, IBA) MeCN. Agitar a mano 1 adicién de estandar.
min. Adicionar 4 g de
MgS0, anhidro, 1 g de
NaCl, 1 gde SCTDy 0,5
g de SCDS agitar 1 min.
Centrifugar a 4500 g, 5
min.
Tomates, 10 promotores de 10 g de muestra 5 mL sobrenadante a un tubo con 50 HPLC-ESI-QqQ [29]
pepinos, crecimiento vegetal homogeneizada en un mg de PSA'y 150 mg de MgSO0,. Agitar | MRM
sandias y (PGR) (2,4-D, Etilozato, | tubo de 50 mL. 10 mL de | 1 minuto y centrifugar 5 minutos a Cuantificacion
manzanas NAAmida, GA3, NAA, HAc 0.1% en MeCN, 5000 rpm. Filtrar antes del andlisis con | calibracion externa

IBA, 6-BA,

vértex y ultrasonicador

membrana de 0.22mm
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Forclorfenurony 1-
Naftilaetico metil ester)

por 30 minutos. Afadir
4,0 gde MgSo, y 1,0 gde
NaAc. Agitar y centrifugar
por 5 min a 5000 rpm.

Suplementos | Compuestos inddlicos Moler 3 capsulas, pesar Filtrar con disco de acetato de celulosa | MEKC con deteccion | [23]
dietéticos (I3C, IAN, IAA 'y DIM) 30 mg y disolveren 5 mL | de 0,45 mm y diluir con tampén de uVv.
comerciales de DMF. Vortex y sonicar | borato (1: 20 para muestras A, Cy Dy | Cuantificacion:
5 minutos. 1:40 paraBy E). calibracién externa

Jugo de cafa | Compuestos indélicos 500 mL de jugo fresco de | Pasar por papel de filtro (Whatman, HPLC-PDAy LC- [41]
de azucar (5 isbmeros de indol de | cafa de azlcar. El pH se | 12.5 cm, No. 542). SPE con cartuchos | MS/MS en modo

Ac. carboxilico, 1AA, ajustd a 3 con AF. C18. Liofilizar a sequedad el eluato y MRM

indol-3-acético reconstituir en 1 mL de metanol. Cuantificacion:

hidrazida, 1AM, IPA 'y calibracién externa

I3A)
Coliflor Compuestos indolicos Liofilizar muestras, y Pasar por papel de filtro. Extraer UHPLC-Q-TOF-MS [5]
blanca, col (I3C, ABG, ISCHO, IAA | moler. A1 g agregar 25 residuo solido 2 veces con 30 mL de Cuantificacion: area
roja, col y IAN) mL de agua destilada (pH | CH,Cl,. Combinar filtrados en embudo | del pico de los
blanca, 7.0), incubar en bafio de | de separacion agregar 1 g de NaSO, cromatogramas de
brécoli verde, agua 3 horas a45 +3° C | anhidro. Evaporar el disolvente con iones extraidos.
brocoli y enfriar 30 min. Adicion evaporador rotativo a 35°C a vacio.
pUrpura, de 30 mL de CH,ClL, Disolver residuo en 1 mL de MeOH.
rabano y agitar 15 min. Diluir 100 L del extracto con 100 pL
nabo. de MeOH e inyectar al sistema.
Naranja, Reguladores del Muestras picadas y Fase organica colocar en tubo con IC-FLD / UV [27]
cascara de crecimiento de las almacenadas a -4 ° C. 0.12 g de NaCly 50 mg / mL de PS- Cuantificacion:
platano, plantas (PGR) (NAD y pesar 2 g, triturar en DVB. Agitar a mano, centrifugar 5 min | adicion de estandar
limon, pera, NAA) mortero, adicién continda | a 9000 rpm. Reducir volumen bajo
durazno, de 2 mLy 4 mL de agua corriente de N,, completar a 2 mL con
cereza, desionizada y MeCN. 50% de MeCN. Usar filtro de
mango, Transferir a tubo de 10 membrana de 0.22 um.
Sandiay mL. Anadir 1 g de NaCl.
manzana; Agitar a mano, colocar en
leche sonicador a 40 ° C, 8 min.

Centrifugar 15 min a 9000
rpm.

Fresas, uvas,
mandarinas,

28 reguladores del
crecimiento

10 g de muestra
homogeneizada, vértex
con 20 mL de MeCN que

2 mL de fase organica con 50 mg de
C18 mezclar por vértex por 2 minutos.
Centrifugar 5 min (8000 rpm, =10 ° C),

UHPLC-MS/MS
MRM

[21]
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manzanas y (CCC, Pix, FLM, 2,3,5- | contenia 1% de HAc, 4,0 | sobrenadante se diluyé con MeOH / Cuantificacion:
kiwis TIBA, CP, 2,4-CPPA, 4- | gde MgS0,y 1,0 g de H,0 (50:50). Pasar por filtros de calibracion interna

CPA, CYC, GA,, IBA,
IAA, TE, PNP, 5NG,
DA-6, Z-IP, ZT, 6-BA,
TDZ, ECZ, CPIC, IBF,
PBZ, CPPU, BR, UCZ y
TRIAP).

NaCl por 2 min.
Centrifugar a 8000 rpm 10
min (=10 ° C).

jeringa de PTFE de 0,22 uym,
almacenar a 4 ° C antes de un
analisis.

Solventes y sales: Acetonitrilo (MeCN), acido formico (AF), acido acético (HAc), metanol (MeOH), SCTD - citrato de trisodio
dihidratado (Na;C4Hs0, - 2H,0); SCDS - citrato de hidrogeno disodico sesquihidratado (Na,HC4Hs0; - 1.5H,0), poliestireno-divinilbenceno (PS-
DVB), N, N-dimetilformamida (DMF), sulfato de sodio ( NaS0,).
Sorbente utilizado en SPE: amina primaria secundaria (PSA) y politetrafluoroetileno (PTFE)
Técnicas analiticas y métodos de deteccion: Cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas (GC-MS),cromatografia de
liquidos de alta resolucién con deteccién de fluorimétrica (HPLC-FLD), cromatografia de gases con detector fotométrico de flama (GC-FPD),
cromatografia de liquidos de ultra-alta resolucién acoplada con espectrometria de masas masas (UHPLC-MS / MS), cromatografia de liquidos
de alta resolucién con ionizacion por electroespray acoplado a un triple cuadruplo (HPLC-ESI-QqQ), cromatografia electrocinética micelar
(MEKC), cromatografia de liquidos de alta resolucion con Detector de matriz de fotodiodos (HPLC-PDA), cromatografia de liquidos acoplado a
espectrometria de masas-masas (LC-MS-MS), cromatografia de liquidos de ultra-alta resoluciéon cuadruplo tiempo de vuelo espectrometria de
masas (UHPLC-Q-TOF-MS), cromatografia de intercambio i6nico con deteccion de fluorescencia-Uv (IC-FLD / UV) y monitoreo de reacciones
multiples (MRM).
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2. Objetivos.
2.1. Objetivo principal.

Desarrollar un procedimiento analitico basado en QUEChERS y cromatografia de liquidos de alta
resolucion en fase inversa, con deteccion espectrofluorimétrica para su aplicacion en la
determinacion de algunos compuestos indélicos en plantas comestibles cultivadas en el estado de
Guanajuato.

2.2, Objetivos particulares.

¢ Realizar un estudio bibliografico sobre modificaciones y aplicaciones del método
QUEChERS en el analisis de multi-residuos.

e Establecer las condiciones de extraccion en base en la técnica QUEChERS, centrandose
en los compuestos indélicos seleccionados previamente.

e Poner a punto un procedimiento para la determinacion de compuestos inddlicos
seleccionados, por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) con detectores
fluorimétrico (FLD) y espectrofotométrico de arreglo de diodos (DAD).

e Examinar la formacién de aductos de compuestos indélicos con azucares, empleando el
tratamiento de muestras con B-glucosidasa.

¢ Realizar de determinacién de compuestos indélicos en una serie de vegetales adquiridos en
el mercado local.

3. Parte experimental:
3.1. Equipo de laboratorio.

3.1.1. Equipos utilizados en el procesamiento de muestra y preparacion de reactivos:

e Se utilizé un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC) con deteccion por arreglo
de diodos (DAD) y de fluorescencia (FLD) modelo 1200 de Agilent Technologies, equipado
con automuestreador, termostato y una bomba cuaternaria, controlados por el software
Chemstation.

e La columna analitica fue ODS Hypersil (125 x 4.6 mm, 3 um). Thermo Hypersil-Keystone,
con una precolumna C18, 3 um

e Purificador de agua Mili Q WaterPro PS (Labconco)

e pH-metro 240 Corning

e Centrifuga Z 36 HK (Hermle)

e Centrifuga Sorvall Legend Micro 17 (Thermo scientific)

e Concentrador al vacio Vacufuge Plus (Eppendorf)

o Digital Ultrasonic Cleaner, 2500 mL (KENDAL)

e Ultrasonic Cleaner Bk-2000, 1.47 L, 60 w.

3.2. Estandares y Reactivos:

Agua desionizada 18.2 MQ cm (Labconco)

Estandares analiticos de &cido orto anisico (estandar interno, EI-AOA), indol-3-acido carboxilico
(ICA), indol-3-carboxaldehido (I3CHO), indol-3- &cido acético (IAA), indol-3-acetil (I3A), indol-3-acido
propiénico (IPA), indol-3-acetonitrilo (IAN), indol-3-acido butirico (IBA) e indol-3- carbinol (I3C),
fueron reactivos Sigma-Aldrich con una pureza mayor a 96%. Se prepararon soluciones stock de
compuestos individuales (1000 ug/mL) pesando 20 mg del polvo y disolviendo en 20 mL de MeCN
(grado HPLC de Sigma-Aldrich). Estas soluciones se almacenaron a 4°C. Se prepararon soluciones
estandar de trabajo de los compuestos a concentraciones variables (400 -20 pg/mL) mediante la
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dilucién de las soluciones madre con fase moévil (FM: H,O, MeCN, AF (0.1%)70:20:10) y se
almacenaron en tubos eppendorf a 4°C.

Para las extracciones QUEChERS vy otros ensayos se utilizaron, alcohol metilico y acetonitrilo grado
HPLC (Karal), acido acético glacial (Vetec quimica fina), solucion de acido férmico para HPLC, 50%
(Funka analytical), acido clorhidrico, sulfato de magnesio anhidro grado reactivo (Karal), cloruro de
sodio reactivo analitico (Karal), acetato de sodio 99+% (Sigma- Aldrich), acido citrico (Sigma-
Aldrich), citrato de sodio cristales (Baker Analyzed), bicarbonato de sodio (Sigma- Aldrich) y acido
ascoérbico (Karal).

3.3. Programas de analisis de datos:

e Software Chemstation
e Excel office 365

3.4. Muestras:

Rabano (Raphanus sativus) y Nabo (Brassica rapa subsp. rapa) obtenidos de comercios locales de
Guanajuato, Guanajuato.

4. Resultados y discusion.
4.1. Revision bibliografica sobre las diferentes aplicaciones de la técnica QUEChERS.

En base a la descripcion de la problematica relacionada con el andlisis de compuestos indolicos en
vegetales, presenta en la introduccidn, en este trabajo se opt6 por utilizar el método QUEChERS en
la etapa de pretratamiento de muestra. Esta técnica fue introducida en el afio 2003 por
Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher y Schenck, y en su versién original se enfocé en la
determinacion de residuos de pesticidas en frutas y verduras [38]. Desde entonces, se han
propuesto un gran nimero de modificaciones logrando ampliar el campo de aplicaciones de manera
muy significativa. Entre las variables de importancia para una buena eficacia de extraccién a partir
de una muestra dada, se han considerado: la composicion y cantidad de muestras, el pH, el tipo y
proporcién de solvente respecto a la cantidad de la muestra, temperatura, tiempo y tipo de agitacién
durante la extraccién, adiccién de la sal y/o de un co-solvente, tipo de sorbente y condiciones en la
etapa de limpieza [54]. Como resultado, diferentes modalidades de QUEChERS se encuentran
actualmente entre las mas utilizadas técnicas de extraccion de compuestos organicos a partir de
muestras de alimentos, muestras medioambientales y de interés biomédico, especialmente en
aplicaciones enfocadas en el analisis multicomponente y/o multi residuo. Cabe sefalar que esta
técnica ha sido adoptada como método oficial para determinacién de pesticidas en frutas y verduras
por el comité Europeo de Estandarizacién (CEN) y por la Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos
(AOAC internacional).

El objetivo de esta compilacion es presentar las diferentes aplicaciones que se le han dado a la
técnica QUEChERS, asi como las modificaciones mas trascendentes que se le realizaron con el fin
de mejorar la eficacia de extraccion y de limpieza, dependiendo del tipo del(los) analito(s) y de la
composicién de la muestra. En apego al tema de proyecto de tesis centrado en los compuestos
inddlicos, el enfoque principal esta en el analisis de pesticidas, reguladores de crecimiento en plantas
(PGR), metabolitos con actividad biol6gica, entre otros, contenidos en frutas, verduras y alimentos
relacionados.

Tal como ya se mencioné en la seccién de introduccion, el procedimiento QUEChERS combina
dos procesos de extraccioén: (1) extraccion dispersiva con solucién acuosa de un adecuado regulado
de pH (citratos, fosfatos) y solvente organico (acetonitrilo), adicionando una sal (NaCl, MgSOa4) para
eliminar el agua (efecto “salting-out”) y controlar mejor la eficacia de extraccion dentro del intervalo
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de polaridad de compuestos de interés; (2) purificacion del extracto organico mediante la extraccion
en fase sélida (Figura 8).

De acuerdo con su nombre, el método es muy rapido, reduce el nimero de operaciones, minimiza
el uso de solventes de material de laboratorio, permite preconcentracion y purificaciéon del extracto,
y puede ser adoptado para la extraccion de diferentes tipos de compuestos a partir de diferentes
matrices quimicas. La flexibilidad de QUEChERS se basa en la seleccion del sistema de solventes y
de la sal utilizada para lograr el efecto “salting-out” y también de la seleccion del sorbente (s) y de
las condiciones de sorcidn/elucion en la etapa SPE [39]. Cabe también mencionar que, en algunas
aplicaciones es posible obviar el paso de limpieza de muestra, sin sacrificar la selectividad y
sensibilidad del procedimiento [54].

En cuanto a las técnicas del andlisis instrumental, QUEChERS ha sido empleado en combinacién
con diferentes tipos de cromatografia de liquidos y de gases, ambas con una variedad de sistemas
de deteccidn, tal como se ha descrito en el capitulo 1 de esta tesis.

En las siguientes secciones se presenta la revisién bibliografica de aplicaciones de QUEChERS en
el andlisis de pesticidas, PGR y de algunos compuestos bioactivos en muestras de frutas, verduras
y alimentos relacionados, cubriendo articulos publicados a partir del afio 2016.

Dicha revision se realizé con el fin de facilitar puesta de punto de QUEChERS para el analisis de
compuestos indolicos en plantas cruciferas.
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Tabla 4. Aplicaciones de la técnica QUEChERS
QuEChERS Parametros de
validacion
Analitos Muestra Masa de | Extractante Sales de Limpieza Técnica Rec LQ Ref
muestra particion SPE analitica (RSD)
/buffers (cuantificaci
on)
Pesticidas
21 plaguicidas Aceites 69 20 mL 2 g NaCl, 500 mg Z-sep | HPLC-DAD | 50-130 %; | 0.04- [55]
(organoclorados | comestibles MeCN, 14 89 MgSo, (MAE, CE) (<22.1%) 0.79
, ureas, mL H,0 pg/mL
dinitroanilinas,
piretroides,
triazinas)
3 herbicidas de | Arroz y paja de 10gy2g | 10 mL H,0, 4 g MgSo,, 25 mg C18, LC- MS/MS 78-114,5 [56]
sulfonilurea y arroz (respectiv | 10 mL MeCN | 1 g NaCl, 150 mg MgSo, | (MRM, MMC) | %; (<18%)
sus metabolitos amente) 1 g SCDS,
0.5g SCTD
Plaguicidas Tejidos de peces 05¢g 9.2mL 29 Na,S0,, 0.1 g PSA, GC-ECD 77.3-110.8 | 0.8-9.6 | [57]
organoclorados MeCN/Hx 49 MgSo,, 0.023 g C18, (CE, MMC) %; (<13%) | ug/Kg
(OCPs) (1:1 VIV) 1 g NaCl 0.4 g MgSo,
55 pesticidas Bivalvas (S. plana) | 59 5mL MeCN | 500 mg NaAC, | 125 mg PSA, GC-MS/MS. | 78-119%; | 0.3- [58]
(organofosforad (1%HAC) 29 MgSso, 375 mg MgSo, | (SIM, El, CE, | (2-27%) 10.3
0s, MMC) ug/g
organoclorados,
piretroides,
triazinas,
carbamatos,
dinitroanilinas)
Plaguicidas y 46 muestras de 5¢ 10 mL MeCN | 1 g NaCl, 25 mg PSA, GC- ECD 70-120 %; | 0.009 - | [59]
sus metabolitos | frutas 49 MgSso,, 150 mg (MAE) (3.9-7.2%) | 0.03
(organoclorados 0.5 g SCDS, MgSo, mg/Kg
; 1gSCTD
6rganofosforado
s, piretroides)
Pesticidas Guayaba 10 g 10 mL MeCN | 1 g NaCl, 600 mg GC/MS 73.97- 0.1-0.5 | [60]
(organoclorados 49 MgSo,, MgSo,, 100 (SIM, MMC) | 119.38 %; | mg/Kg
, triazinas, 0.5 g SCDS, mg PSA, (<20%)
organofosforado 19 SCTD 30 mg GCB
s,piretroides)
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Residuos de Arroz 109 10 mL 4 g MgSo,, 250 mg LC-MS/MS | 70-120%; | 5-20 [61]
pesticidas MeCN, 1.7 g NaAC MgSo,,75 mg | (SRM, CE, (£20%) Hg/Kg
(estrobilurinas, (1%HAc) C18 0125 mg | MAE)
tiadiazinas, quitosano
organoclorados,
triazoles,
organofosforado
S,
neonicotinoides)
Bistrifluron Pera asiatica 20 ¢ 100 mL Ace | 50 mL sol. cartucho de HPLC- UV- 84.92- 0.05 [62]
saturada de amino Strata vis 83.87 %; mg/L
NaCl, de 1000 mg (CE) (<8.14%)
450 mL H,0,
150 mL Hx
12 plaguicidas Granos de quinua 109 10 mL H,0, 6 g MgSso,, 50 mg MgS0,, | GC-uECD 73,66 - 0,001- | [63]
organoclorados 15 mL AcEt 1.5 g NaCl 150 mg PSA (MMC) 128,09 %; | 0,010
(1%HAc) (£16%) mg/Kg
Residuos de Pulpas de frutas 05¢g 7 mL MeCN, | 4g MgSo0,, 150 GC-ECD. 69 -110 %; | 1.55- [64]
plaguicidas brasilefas 3 mL H,0 1 g NaCl, mg MgSO0,, (MMC, EI) (2—15%) 18.67
organoclorados 0.5 g SCDS, 50 mg PSA, Mg/Kg
1g SCTD 50 mg C18,
50 mg GCB
39 plaguicidas y | Bebidas abasede | 10 mL 10 mL MeCN | 4 g MgSO0,, 120 mg C18, UHPLC- 70-122 %; | 10-25 | [65]
2 PGR soja 1 g NaCl, 375 mg MS/MS (<19%) pg/L
(benzimidazoles 0.5 g SCDS, MgSo, (SRM, MMC,
, imidazolinona, 1gSCTD El)
organoclorados,
triazoles,
organofosforado
S,
dicarboximidas,
piretroide)
28 carbamatos Quesos de alto 39 7 mL H,0, 49 MgSo0,, 100 mg Z- UHPLC- 70-115%; | 5.4 [66]
(CRB) contenido graso 10 mL MeCN | 1 g NaCl Sep+ MS/MS (<13%) Mg/Kg
(Gorgonzola, (1% HAc) (MRM, CE,
Roquefort y Queso MMC)
Camembert)
8 herbicidas de | Aceite de colza 159 10 mL H,0, 69 MgSo,, 75 mg C18, HPLC-DAD | 67-133 %; | 20 ng/g | [67]
sulfonilurea 15 mL MeCN | 3 g NaCl 75 mg z-sep (<15%)
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Determinacion 27 muestras de 19 10 mL MeCN | 4 g MgSoO,, 200 mg UHPLC-MS/ | 70-120 %; | 2 ug/Kg | [68]
de 28 hierbas aromaticas 1 g NaCl MgSo,, 200 MS (<20%)
carbamatos mg C18 (MRM, CE,
MMCQ)
Residuos de Tomate 159 15 mL MeCN | 6 g MgSO,, 100 mg PSA, HPLC-DAD | 93-98 %; 0.04 [69]
metalaxilo 1.5 g NaCl 20 mg GCB, (CE, MMC) (<12.3%) mg/Kg
600 mg MgSo0,
Espirotetramaty | Hojas, raices y 59 10 mL MeCN | 4 g MgSO0,, 6 mL MeCN LC-MS/MS, 70-120 %; | 0.001 [70]
sus cuatro suelos (FA 1%) 1 g NaCl (FA 1%), (MMC) (<20%) mg/Kg
metabolitos (B- 200 mg FL
enol, B-ceto, B-
mono y B-glu)
30 plaguicidas Leche cruda de 20 mL 16 mL MeCN | 8 g MgSO,, 125 mg PSA, HPLC-DAD 70-120 %; | 0.3- [71]
multiples bovina 2 g NaCl 25 mg Z-Sep, | (CE) (£20%) 18.7
residuos 5 mg Z-Sep ng/mL
(triazinas, ureas, Plus
organoclorados,
organofluorados
, triazoles,
dinitroanilinas,
benzoilureas)
pesticidas Comida orgéanica 109,59 |[6010mL NaCl, MgSo0,, | Congelar LC-MS/MS [72]
acidos (residuos y2g H,0, sales de (MRM, EI,
de 2,4-D, 10 mL citrato MMC)
diclorprop, MeCN, 102
fluazifop, mL NaOH 5
haloxyfop, N
MCPA y MCPB)
26 pesticidas Coliflor, pepino, 109 10 mL H,0, | 49 MgSo,, 150 mg GC-ECDy 70-120 3.42— [73]
(organofosforad | platano, manzana, 10 mL MeCN | 1 g NaCl MgS0o,, 10 mg | GC-MS/MS | %; (<15%) | 16.60
0s, trigo y gramo negro ACF (SIM,; MMC) ng/g
organoclorados,
piretroides
sintéticos y
herbicidas)
235 residuos de | 46 muestras de 29 10 mL MeCN | 4 g MgSO0,, 150 mg PSA, GC-MS/MS | 60-128 %; | 0.001- | [74]
plaguicidas hierbas secas 1 g NaCl, 45 mg ENVI- (MRM, El, (<18%) 0.002
(cloronitrilo, 19 SCTD Carb, MMC) mg/ Kg
organoclorado, 0.5 g SCDS 900 mg
organofosforado MgSo0,, 50 yL
y piretroide) FA al 5%,
gotitas DC
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Residuos de 4 tipos de miel 29 12 mL MeCN | 4g MgSO,, 150 mg PSA, LC- MS/MS 62.06 - 0.001- | [75]
plaguicidas 1 g NaCl, 150 mg C18, (MRM, MMC) | 108.79 %; | 0.005
(piretroides, 1 g SCTD, 900 mg MgSo0, (<12%) mg/ Kg
organofosforado 0.5g SCDS
S,
organoclorados)
38 pesticidas Frutos secos 59 10 mL MeCN | 6 g MgSO0,, 150 mg GC-MS/MS | 70-120 %; | <5 ng/g | [76]
multiclase (fresa, mora, (1% HAc), 1.5 g NaCl MgSo,,50 mg | (MRM, El, (£20%)
(carbamatos, maracuya, pifay 10 mL H,0 PSA, MMC)
triazinas, uvas) 50 mg C18
acilalaninas,
organofosforado
S,
organoclorados,
imidazoles,
piretroide)
25 residuos de Leche y productos | 10 g 10 mL MeCN | 5,7 g NaCl, 0,5 g DE, GC/MS 72.5-120 [77]
Pesticidas lacticos (queso, (1% FA) 6 g Na,S0,, 150 mg C18, (SIM, El, %; (1.45-
yogur y nata) 4,2 g NaAc 300 mg MgS0, | MMC) 17.94%)
64 plaguicidas Manzana, guayaba | 15¢g 15 mL MeCN | 1.5 g NaCl, 250 mg PSA, GC-MS 80-120 %; | 0.005- | [78]
(dinitroanilina, y banano 49 MgSo, 25 mg PGC, LC - MS/MS | (£20%) 0.11m
triazinas, 750 mg (SIM, MRM, 9/Kg
organoclorados, MgSo, CE, MMC)
organofosforado
s,piretroide,
neonicotinoide,
triazoles,
imidazolinonas,
benzonitrilos,
carbamatos )
47 plaguicidas 17 nueces pecanas | 5¢g 10 mL MeCN | 1 g NaCl, 250 mg C18, LC-MS/MS | 70-120%; | 5-10 [79]
(triazinas, 49 MgSo, 50 mg PSA, (SRM, El, (<20%) Mg/Kg
estrobilurina, 300 mg MMC)
triazoles, MgSo,
carboxamida,
carbamato,
benzimidazoles,
organofosforado
s, azoles,

neonicotinoide,
cloronitrilos)
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Acaricidas Judias verdes 29 5mLMeCN | 0.59g MgSo,, | 0.05gPSA, HPLC-HR- 77.64 - 0.0303- | [80]
(abamectina, (1% HAc) 0.1 g NaCl, 0.15g Mgso,, | VWD 91.39 %; 0.0072
clorfenapir y 0.15 g NaAc 0.05gCA (CE) (<4.24%) mg/L
piridabén)
Otros contaminantes de alimentos

Bifenilo Productos carnicos | 1 g 10 mL Ace 400 mg PSA, GC-MS 95.7- 0.479- | [81]
policlorado (salami, soudjouk y 600 mg MgSo0, | (SIM, El, 101%; 1.274

salchicha) MMC) (<3.5%) ng/g
Residuos de 5 Musculo de 1g 5mLMeCN | 1.25¢ 50 mg C18 UHPLCMS/ | 80-105%; | 4.4 [82]
tetraciclinas pescado (NH,),S0, MS (<18.5%) Mg/Kg
comunes (MRM, MMC)
(TCs)
Residuos de Tomates 109 10 mL AcEt 20 g MgSo,, 50 mg PSA, GC-FPD 70-120 %; | 0.01 [83]
fenitrotion 10 mg PGC (MMC) (220%) mg/Kg
Hidrocarburos Alimentos de 59 5 mL H,0, 49 MgSo0,, 900 mg GC-MS/MS | 75- 108 %; | 0.1-1 [84]
aromaticos origen vegetal y 10 mL MeCN | 1 g NaCl, MgSo,, 150 (MRM, EI) (2-20%) Mg/Kg
policiclicos animal 0.5 g SCDS, mg PSA, 150
(PAH4) 1gSCTD mg C18
74 Rabano, lechugay | 10g 10 mL MeCN | 1.5 g NaAc, 125 mg C18, LC-MS/MS | 70-120 0.001-2 | [85]
microcontamina | fresa (1% HAc) 69 MgSo, 750 mg (MRM, MMC) | %; (<20%) | ng/g
ntes (MCs) MgSo,
Residuos 37 muestras de 109 100 pL HAc, | 4 g MgSo, 50 mg LC-MS/MS 62— 125 1-50 [86]
multiples de leche 10 mL MeCN quitosano, (MRM, CE, %; (<20%) | ug/Kg
medicamentos 150 mg MMC)
veterinarios MgSo,
(sulfonamidas,
benzimidazoles,
macrdlidos,
beta-lactamas,
fenicol, anisol,
piperidina)
5-nitroimidazol Productos lacteos 2.5mL 5mL MeCN | 0.59g MgSO,, 150 mg UHPLC- 63.2-94.1 | 0.08- [87]
(5-ND2) infantiles. 0.1 g NaCl MgSo,, 100 MS/MS %; 0.65

mg PSA (MRM, CE, (<10,3%) pg/L
MMCQC)

Hidrocarburos Productos grasos 19 5 mL H,0, 59 Mgso,, EMR-lipid, 5 GC-MS 50-120 %; | 0.38 [88]
aromaticos ahumados de 10 mL MeCN | 1.5 g NaCl mL H,0, (SIM, EI) (<16.7%) Mo/Kg
policiclicos origen animal 59 MgSo,,
(HAP) (pescado, queso y 1.5 g NaCl

embutidos).

Autenticacion y calidad
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3-alquil-2- Vinos blancos y 30 mL 1 mL Tol 12 g MgSo,, 25 mg CaCl,, GC-MS 71-87 %; [89]
metoxipirazinas | rojos 3 g NaCl 25 mg MgSso,, | (SIR, CE) (<21%)
(MP) 10 mg PSA
Multiresiduos en muestras bioldgicas
Microcontamina | Macroinvertebrado | 200 mg 1 mL MeCN | 800 mg 50 mg PSA, LC-MS/MS | 47-127 %; | 0.01 - [90]
ntes organicos s (gammaridos) del MgSo0,, 200 400 mg MgSo, | (MRM, MMC) | (<5.8%) 2.13
(organofosforad | rio Danubio mg NaCl ng/ g
0s,
neonicotinoides,
triazoles,
triazina)
Diclofenaco Bivalvo (mejillon 100 mg 10 mL LC-MS/MS | 78-117 %; | <1ng/g | [91]
(DCF) y cebra Dreissena MeCN, 5 mL (MRM, EI, (<18%)
productos de polymorpha) H,0, MMC)
transformacion 200 pL nH,
biodtica y abidtica 200 pL
DMSO
Organosiloxano | 36 productos de 500 mg 3 mL Hx 60 mg MgSo, | 60 mg PSA, GC-MS 74-104 %; | 0.17- [92]
) cuidado personal 30 mg C18 (SIM, El, (<18%) 3.75
metilsiloxanos (PCPs) MAE) ng/g
volatiles (VMS)
Plaguicidas Plasma humano 15 mL 3 mL AcEt 0,4g MgsSo, 50 mg PSA GC-MS/MS | 74- 109 %; | 0,12- [93]
multiclase (2% HAc) (MRM, MMC) | (<10%) 13,53
(organofosforad ng/mL
0s,
organoclorados
y piretroides
sintéticos)
Pesticidas sangre de polluelos | 500 pL 1500 yL HAc | 1.2 g MgSo,, 180 mg HPLC/TOF- 59-76 %; 2-10 [94]
(neonicotinoides | de buho real (Bubo 1% en MeCN | 0.3 g NaAc MgSo,, MS (4-11 %) ng/mL
) bubo) en libertad 30 mg PSA, (MMC)
30 mg DSC-18

Compuestos Embriones de pez 10 ng/mL | 70 uL MeCN | 7 mg NaCl, GC-MS/MS | 63-133%; | 1-25 [95]
organicos cebra (Danio rerio) 28 mg MgSo, (MRM, MMC) ng/mL
volatiles
Nicotina Unas y cabello 10 mg 5 mL MeCN | 800 150 mg PSA LC-MS/MS | 65.3-87.2 | 10 [96]

(26 bebes mg MgSo,, (MRM, ElI, %; (0.3- pg/mg

coreanos) 200 mg NaCl MAE) 12.3%)
Solventes y sales: tampdn Mcllvaine — tampén citrato-fosfato; MeCN — acetonitrilo; HAc - acido acético; DCM - diclorometano, AcEt - acetato de etilo;
Hx — hexano; EtOH- etanol; Ace — acetona; Tol — tolueno; MeOH -metanol; FA — acido férmico; cHx — ciclohexano; AcBut — acetato de butilo; nH - n-
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heptano; DMSO -dimetil sulféxido; NaAc - acetato de sodio; SCTD - citrato de trisodio dihidratado (Na;C¢Hs0, - 2H,0); SCDS - citrato de hidrogeno
disodico sesquihidratado (Na,HC4Hs0, - 1.5H,0); EDTA - acido etilendiaminotetraacético;

Fases estacionarias utilizadas en SPE en cartuchos y/o en SPE dispersiva: C18 — fase estacionaria de silice unida con octadecilo; PSA - amina
primaria/secundaria; PGC - carbdn poroso grafitizado; GCB- carbdn negro grafitizado; FL — florisil; ENVI-carb™ - carbono grafitizado no-poroso; EMR-
lipid — cartuchos de Agilent para eliminacién de lipidos; EVN - estireno divinilbenceno; Z-sep, Z-sep+, Z-sep/C18 — sorbentes comerciales Supelco para
SPE dispersivo en base a zirconia o zirconia y C18, enlazados a particulas de silice; Mycosep™ - columnas para limpieza de muestras en el andlisis de
micotoxinas; SAX — strong anion exchange; HLB - copolimero de divinibenceno y vinil pirrolidinona (hidroéfilo lipéfilo equilibrado); DE - tierra de diatomeas;
ACF - fibras de carb6n activado; CA — carbén activado; DC-dodecano; DSC-18 — sorbente de silice C18 trifuncional unido poliméricamente.

Técnicas analiticas y modos de deteccién: LC - cromatografia de liquidos; HPLC - cromatografia liquida de alta resolucién; UHPLC - cromatografia
liquida de ultra alto rendimiento; GC - cromatografia de gases; MS - espectrometria de masas; MS/MS — espectrometria de masas en tandem; ESI —
ionizacién por electro nebulizacion; HR — alta resolucién; TOF — analizador de tiempo de vuelo; SIM (SIR) — monitoreo de iones seleccionados; MRM —
monitoreo de reacciones multiples; SRM — monitoreo de reacciones seleccionadas; VWD - detector espectrofotométrico de longitud de onda variable;
DAD - detector espectrofotométrico de arreglo de diodos (DAD); ECD/ pECD (micro)detector de captura de electrones (UECD); FPD - detector
fotométrico de llama;

Otras abreviaciones: Rec — porcentaje de recuperacion; RSD — desviacion estandar relativa (%); LQ — limite de cuantificacién, El — estandar interno;
MAE — método de adicién de estandar, CE — calibracion externa; MMC — calibracién en presencia de matriz de muestra.
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4.1.1. Pesticidas.

Los plaguicidas comprenden un gran numero de sustancias con actividad antimicrobiana y se
caracterizan por distintos grados de persistencia en medio ambiente; estos compuestos pueden
dividirse en diferentes clases incluyendo herbicidas, fungicidas, insecticidas, etc.[97] Su introduccion
se dio a la par con la creciente poblacion mundial y con la creciente demanda de produccién de
alimentos. Cuando surgi6 la necesidad de proteger los cultivos agricolas de diversas enfermedades
y asegurar altos rendimientos y alta calidad nutritiva de las cosechas; se ha normalizado empleo de
plaguicidas[61, 62, 97, 98]. Como se coment6 durante la parte introductoria de este trabajo, el uso
imprudente de plaguicidas durante las etapas de produccion, procesamiento, almacenamiento,
transporte o comercializacién puede dejar residuos en los alimentos con ciertos riesgos para la salud
de consumidores, ademas de causar contaminacién medioambiental por su persistencia [97, 99-
101]. Aunque algunos plaguicidas tienen un bajo potencial de toxicidad, o pueden degradarse casi
totalmente en el medio ambiente, esto no garantiza su seguridad, ya que productos de
descomposicién a menudo presentan una mayor persistencia y efectos adversos en la salud,
comparando con el compuesto original. Las rutas de degradacién asi como la cinética de dichos
procesos depende de diferentes pardmetros del medio como la humedad, el pH, temperatura y luz,
entre otros [101].

Para el monitoreo de pesticidas y sus productos de degradacion/transformacion, se requiere en
primer lugar un procedimiento de extraccion eficiente, que permita obtener un alto numero de
compuestos y realizar el analisis del tipo multiresiduo [102]. Hay que sefalar sin embargo que la
falta de selectividad en este tipo de extraccién puede introducir errores en posteriores etapas del
andlisis; para evitar estos problemas, a menudo se integra un paso de limpieza, en el que se eliminan
potenciales interferentes extraidos junto con los analitos con el fin de minimizar los efectos de matriz
y los falsos positivos, obteniendo resultados confiables[61]. Entre diferentes estrategias de
preparacion de muestras para el andlisis de residuos de plaguicidas, QUEChERS ofrece importantes
ventajas, especialmente en el andlisis de vegetales y alimentos derivados de ellos [60, 61, 100, 103].
En la Tabla 4, se presentan de manera resumida algunos estudios de los Ultimos cuatro afos,
enfatizando tipos de muestras y variables especificas del procedimiento QUEChERS aplicadas.

En cuanto al tamario de muestra, en varios estudios se repitieron las condiciones originales (10 g del
homogenado para analisis de frutas y vegetales), pero también se demostr6é la factibilidad de
disminuir la escala, cuidando siempre mantener gran superficie de contacto y buena eficacia de
extraccion.

Desde la propuesta inicial, acetonitrilo ha sido el solvente preferencial en la etapa de extraccion;
entre sus ventajas hay que mencionar: (i) miscibilidad con agua en cualquier proporcién; (ii) efectiva
separacion del agua por el efecto de “salting-out”; (iii) eliminaciéon de trazas de agua con MgSOa4
(secado); (iv) su polaridad permite extraccién de un amplio rango de compuestos; (v) compatible con
GC y HPLGC; (vi) baja toxicidad. En algunos casos se han explorado otros solventes, como
diclorometano, acetona, acetato de etilo o sus mezclas, pero debido a su capacidad de extraer
compuestos lipofilicos, era necesaria una etapa adicional de limpieza [62, 63].

El efecto “salting-out” se refiere a la separacién de dos solventes miscibles después de agregar un
electrolito a su mezcla. Se han propuesto dos siguientes mecanismos subyacentes: (i) el solvente
de mayor polaridad es atraido preferencialmente a los iones de la sal por fuerzas electrostaticas; (ii)
el solvente de mayor polaridad solvata el electrolito impidiendo acceso del otro solvente y de esta
manera provocando formacion de un sistema bifasico. En la seleccién del tipo de la sal, se
consideran aquellas solubles en agua y poco solubles en solvente organico (acetonitrilo), siendo
MgSO4 y NaCl (o sus mezclas) las mas utilizadas. Sus ventajas no solamente abarcan una efectiva
eliminacién del agua, pero también un buen control de la polaridad del extractante [104]. Para
procedimientos basados en espectrometria de masas con ionizacion ESI, se recomienda el uso de
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sales voléatiles, especificamente de amonio, que favorecen formacion de iones de moléculas
protonadas y limitan su cationizaciéon con metales.

Existe el consenso que el pH 5.0 — 5.5 ofrece condiciones robustas en la etapa de extraccion; para
ello se han utilizado diferentes tipos de tampones, incluyendo los de formiatos, acetatos, citratos y
fosfatos. En la seleccion del tampén y del pH, obviamente se toma en cuenta el tipo de pesticidas a
analizar, pero es importante mencionar que ambos parametros pueden influir sobre la eficacia de la
posterior limpieza de muestra. Como ejemplo, se ha demostrado que el tampédn de citratos es el méas
adecuado si para la limpieza se utiliza PSA.

Antes de la extraccion en fase sélida, es necesario eliminar trazas de agua, para lo cual se agrega
al extracto un agente de secado, principalmente MgSOs4 o CaClz, seleccionando cuidadosamente la
cantidad dependiendo de la polaridad de los analitos, cantidad de extracto y solubilidad de la sal en
estas condiciones.

Tal vez el mayor esfuerzo en estudios sobre QUEChERS se ha dedicado al desarrollo de sorbentes
utilizados para la extraccion dispersiva en fase sélida. Hoy en dia varias compafias tales como
Supelco, Agilent u otros, ofrecen mas de 50 diferentes tipos, cada uno de ellos desarrollado
especificamente para cierta polaridad de analitos y ciertos tipos de las muestras. Algunos de estos
sorbentes estan incluidos en la tabla y descritos debajo de ella.

Para mencionar algunos ejemplos recientes de estudios sobre QUEChERS en el andlisis de
pesticidas, Kemmerich. Y col. evaluaron diferentes métodos para la extracciéon en peras, examinando
acetato y con citrato, mini-Luke, acetato de etilo y el método oficial de referencia de la Unién Europea
para residuos de pesticidas en frutas y vegetales. Ademas, para la extraccion dispersiva en fase
solida (d-SPE) se evaluaron diferentes sorbentes (C18, PSA y florisil) y las combinaciones de ellos,
también se probé el analisis directo del extracto por UHPLC-MS/MS obviando etapa de limpieza.
Este proyecto demostré la eficiencia de la técnica QUEChERS con acetato, pues de 170 compuestos
que se evaluaban alli, se logré recuperar 156 pesticidas en un porcentaje de recuperacién del 70-
120% y un rango RSD <20%. Por otro lado, la evaluacion de los sorbentes mostré que no existian
diferencias significativas entre ellos e incluso cuando no se aplicaba este paso; por lo tanto, este
paso se elimind haciendo el método mas rapido y econémico[102]. Li y col. utilizaron QUEChERS
empelando acetonitrilo en la etapa de extraccion, para la determinaciéon de varios insecticidas
piretroides, en frutas y verduras; los extractos se limpiaron con cartuchos de extraccion en fase solida
(SPE) de carbono no poroso grafitizado o C18 y el analisis se realizé6 mediante cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)[105]. Ramadan y col. aplicaron
QUEChERS con ligeras modificaciones para la extraccion de cuatro insecticidas; en concreto,
evaluaron los niveles residuales y la distribucién de abamectina, tiametoxam, espinosad y clorpirifos
en jitomate (Solanum lycopersicumL.). Los andlisis se realizaron por HPLC-DAD. Las extracciones
se llevaron a cabo con una mezcla de acetonitrilo con 1% de acido acético, mientras que para el
paso de particion se usaron sulfato de magnesio anhidro y acetato de sodio. Para la limpieza, la
muestra fue mezclada con PSA, GCBy MgS0,. Los resultados de esta investigacién mostraron que
los frutos se pueden consumir de forma segura después de 15 dias de la aplicacion de estos 4
insecticidas, a las dosis recomendadas por la UE[106].

A partir de las modificaciones realizadas al método original y su éxito en muestras vegetales; ha
crecido el interés en otras modificaciones que permitieran adaptar la técnica a muestras ain mas
complejas. Faraji y col. investigaron, por primera vez, los residuos de acetamiprid, imidacloprid,
espirotetramat y de sus metabolitos relevantes en muestras de pistaches, mediante LC-MS/MS, el
cual combinado con QUEChERS maodificado (combinacion de acetonitrilo con el kit ¢, que contenia
NaHCO03) mostrd una excelente eficiencia de extracciéon y extractos muy limpios[107]. Janaki y col.
sugirieron que la extraccion de metil-bensulfuron (BSM) de muestras de arroz y suelos, debia llevarse
con una mezcla de tres solventes, acido acético al 1% en acetonitrilo y diclorometano con una mezcla
de sales (MgS0, y NaOAC- 3 H,0), mientras que el paso de limpieza se realizd6 con C18. Las
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recuperaciones fueron superiores al 80%[100]. Una de las muestras mas complejas debido a su alto
contenido de azucares es la miel. En este caso, Zheng y col. analizaron cuatro tipos de miel
provenientes de supermercados de Seul, mediante el método QUEChERS modificado para la
cuantificacién simultanea de residuos de plaguicidas (cimiazol, fipronil, cumafos, fluvalinato, amitraz
y 2,4-dimetilamina). Las modificaciones abarcan el uso de tampon de fosfatos 0.2 M (pH 9) y
posteriormente una extraccidbn con acetonitrilo, para el paso de purificacion se utilizé una
combinacion de amina primaria/secundaria (PSA) y C18 para finalmente realizar un andlisis por LC-
MS/MS. Se detectaron residuos de plaguicidas en las muestras, pero solo en tres de ellas se logré
cuantificacién[75]. Otra muestra quimicamente compleja debido a la alta cantidad de grasas es el
cacao, por lo que Zainudin y Salleh adaptaron QUEChERS a esta matriz. Hay que recordar que el
método original se enfoca en el analisis de compuestos no lipofilicos, mientras que alto contenido de
grasas en la muestra favorece la acumulacién de ingredientes activos de pesticidas lipofilicos.
Durante este experimento se evalud el efecto de la hidratacion, asi como el efecto de la cantidad de
muestra y el volumen de agua, sobre la eficiencia de extraccion de 19 residuos de plaguicidas y para
ello se aplicd un disefo factorial completo donde las recuperaciones porcentuales fungieron como
variables de respuesta. Fue imposible obtener una maxima recuperacion para todos los analitos en
las mismas condiciones, pero en resumen el 76 % mostré una mejor extraccion con 2g de muestra,
para 76% resulto favorable 15 min de hidratacién y 56 % mostraron preferencia por 10 mL de
volumen de agua. En conclusién, reducir la cantidad de la muestra y aumentar la cantidad de agua
pueden resultar en mejores recuperaciones, por lo que este paso de hidratacién de la matriz es
importante en el caso de granos de cacao que contienen poca agua y altos porcentajes de grasas
[108]. También Grande-Martinez y col. recomendaron realizar las extracciones con adiciéon de agua,
ya que la humedad adecuada mejoré la eficacia de extraccién. Ellos utilizaron acetato de etilo para
la extraccién en lugar de acetonitrilo recomendada en la metodologia original, y un paso de limpieza
final con un cartucho de florisil; con estas modificaciones pretendian extraer alrededor de 100
pesticidas en muestras de harina de arroz y trigo para finalmente analizarlas por medio de GC-
MS/MS[109]. Rahman y col. Aplicaron la técnica QUEChERS con acetonitrilo para la extraccion de
insecticidas organofosforados en huevos, musculos de cerdo y pollo; para el paso de limpieza, se
sugiri6 mantener el extracto a -20°C por 30 min seguido del uso de un sorbente dSPE obteniendo
una muestra mas limpia sin perjudicar la recuperacién[110]. Rutkowska y col. también aplicaron el
método basado en la extraccién con acetonitrilo junto con GC-MS/MS para la determinacion
simultanea de 235 pesticidas en diferentes hierbas, en este proyecto se analiza el impacto del
tamano de muestra (1, 2, 5 g), el tipo de sorbente (chloroFil, ENVI-carb, GCB, octadecil, PSAy Z-
sep) y los efectos de matriz. El método mas efectivo resulto con 2 g de muestra seguida la extraccion
con acetonitrilo y limpieza con PSA/Envi-carb/Mgs0,, asi minimizaron los efectos de matriz [74]. De
O. Stremel y col. encontraron a través de un disefio factorial 23 que no existe diferencia significativa
con respecto al tamafo de muestra por lo que se puede elegir cantidades menores[57]. Algunos
autores como Mandal y col. siguieren el uso de combinaciones de sorbentes para la completa
eliminacién de co-extractos como carotenoides, ya que uno solo sorbente puede no resultar efectivo
en aplicacién a muestras con matriz compleja[78]. Guedes y col. proponen después del paso de
limpieza el uso de 10 uL de una solucion de acido férmico 5% para la estabilizacion de los extractos
de pesticidas[60].

4.1.2. Micotoxinas.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de hongos filamentosos como Aspergillus, Penicillium
y/o Fusarium [111]. La agencia de la Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacién y la
agricultura (FAO) estima que el 25% de los cultivos son afectados por la presencia de estos
productos, lo que se traduce en pérdidas de miles de millones de dolares[112]. La importancia de la
determinacion de las micotoxinas se centra en que estos compuestos tienen efectos adversos en la
salud humana y animal, para garantizar la seguridad de los consumidores estas deben ser
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reguladas[111]. Dependiendo del organismo flngico y del organismo huésped, principales tipos de
micotoxinas incluyen aflatoxinas, ocratoxina A, tricotecenas, zearaleonas y fumisinas; estos
compuestos presentan diferentes estructuras y polaridades lo que hace su extraccién completa como
un solo extractante practicamente imposible. Se han encontrado varios procedimientos analiticos
para la determinaciéon de micotoxinas basados en el uso de QUEChERS; para ello se han probado
varias mezclas de disolventes incluyendo acetonitrilo[113], metanol, acetona, cloroformo[111],
diclorometano, acetato de etilo[113], &cido acético [114], hexano [113] y en algunos casos se agregd
el acido formico[113, 115]. Cabe sefalar que acetonitrilo-agua ha sido una de las mezclas mas
empleadas[111-113]. En la etapa de limpieza por SPE dispersivo, se han utilizado sorbentes tales
como EMRIipid [115], mezclas de C18 y PSA[113, 115] o con MgS0, [113, 114], GCB con CaCl,
[113] y columnas multifuncionales Mycosep [112]; sin embargo, debido a la amplia gama de
polaridades y propiedades fisicas de las micotoxinas, se sugiere evitar, esta segunda etapa de
QUuEChERS para asegurar efectiva extraccion de mayor numero de compuestos [112]. Entre estudios
reportados, Peromingo y col. lograron determinar algunas micotoxinas sin dSPE, mediante UHPLC-
MS/MS. La determinacién es dificil pues algunas suelen reaccionar con el oxigeno ambiental, el
material de plastico e inclusive con la fase estacionaria de la columna. En este trabajo de
investigacion se evaluaron cuatro métodos diferentes de extraccién de micotoxinas, dos basados en
extraccion liquido-liquido, y los otros dos en la metodologia QUEChERS modificada, todos aplicados
a muestras de jamon curado. En el primer método de extraccién se utilizé cloroformo, el segundo
consistia en una mezcla de agua y acido acético, después de ser mezclados se agregaba una nueva
mezcla de acetonitrilo y acido acético al 0.1%, el tercero consistié en agregar en el segundo método
una sal para eliminacién de trazas de agua (NaCl y MgS0, anhidro), y finalmente el cuarto método
solo reducia a la mitad los voliumenes y cantidades de reactivos utilizados. Los cuatro métodos
resultaron efectivos, ya que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
resultados obtenidos en cada uno de ellos; sin embargo, los autores enfatizaron ventajas del método
cuarto, en el que se redujo drasticamente el tiempo de andlisis y el uso de disolventes.
Adicionalmente se remarca la efectividad de estos cuatro métodos, pues ninguno de ellos requirid
un paso de limpieza por dSPE para eliminar grasas, como se reporta en otros estudios[111]. Debido
a la complejidad de las muestras analizadas, varios autores mencionan diferentes modificaciones
para la eliminacién de los efectos de matriz los cuales se muestran a continuaciéon. Dagnac y col,
para analizar micotoxinas en maiz, aplicaron el primer paso de extraccion del procedimiento
QUEChERS y compararon resultados obtenidos sin el segundo paso contra los resultados arrojados
empleando columnas Mycosep TM 400. Como técnica analitica, en este estudio se utiliz el sistema
LC-HESI-MS/MS; observandose que dSPE no permitié eliminar supresiones de ionizacion de
compuestos de interés en las muestras; por ello se recomenddé obviar la segunda etapa de
QUuEChERS y llevar a cabo la cuantificacién mediante calibracién externa en presencia de matriz de
muestra [112]. Alcantara-Duran y col. desarrollaron un método para el andlisis de semillas, basado
en QUEChERS y en LC-HRMS. La extraccion se llevé a cabo con 10 mL de MeCN-&cido férmico
(grado LC-MS) (99.9/0.1 v/v) para después evaluar dos estrategias de limpieza. Una de ellas
consistié en la eliminacién de lipidos utilizando EMRIipid en la etapa de dSPE; mientras que en la
segunda se aplicé una mezcla de sorbentes PSA y C18. Se prepararon curvas de calibracién con
estandares puros contra la calibracién externa en presencia de la matriz quimica de muestra. Se
concluyé que el sorbentes EMR-Lipid reduce el efecto matriz, logrando mejores recuperaciones
(superiores al 75%) en comparacion con la mezcla de sorbentes C18 + PSA [115]. En otro estudio,
Gonzalez-Jartin y col. optimizaron los parametros QUEChERS vy los del sistema UHPLC-MS/MS,
para eliminar interferencias y de esta manera evitar la presencia de muestra en soluciones de
calibracién o el uso de estandares marcados con isotopos pesados (método de dilucién isotdpica).
En el analisis cromatografico evaluaron diferentes mezclas y proporciones de disolventes,
seleccionando finalmente la mezcla de acetonitrilo/agua/acético (2%) 49/50/1 (v/v/v). Una vez
establecidas las condiciones UHPLC-MS/MS, se procedié con la optimizacién del procedimiento de
extraccion, el cual incluia un paso previo de preconcentracion después que las muestras se
extrajeron con &cido acético y acetonitrilo. Para el paso de limpieza, se evaluaron tres procedimientos
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con mezclas de 400 mg de MgS0, con variable cantidad de C18 (100, 200, 300 mg), eligiendo 100
mg de C18. El procedimiento fue aplicado en cerveza, en el cual se determinaron 23 micotoxinas en
una corrida analitica de 13 min [114]. Es evidente que se debe tener en cuenta las propiedades
fisicoquimicas de los analitos y la composicion de muestra para poder ajustar las condiciones que
permitan obtener mejores recuperaciones. En otro trabajo enfocado en el andlisis de uvas, se
evaluaron acetonitrilo, hexano y acetato de etilo, siendo este ultimo elegido como disolvente para la
extraccion del acido tenuazénico (TA); para la seleccién de extractante se tomé en cuenta la
solubilidad del analito y se ajusté el volumen para una cantidad de muestra. También se encontr6
que, para aumentar el rendimiento de extraccién, era necesario agregar a la muestra agua y ajustar
el pH mediante adiciones del &cido. Para el paso de limpieza se evaluaron sales y sorbentes (PSA,
C18, GCB, MgS0,y CaCl,); cada uno de manera individual o en combinaciones. Como resultado de
experimentos sistematicos, se selecciond finalmente Cacl, el cual ayudo a eliminar agua del extracto
de manera eficiente y de esta manera se logro la precipitacion de potenciales interferentes polares
co-extraidos con micotoxinas, sin necesidad de la etapa de dSPE, la determinacion se realizé por
medio de HPLC-UV[113].

4.1.3. Otras fuentes de contaminacion alimentaria.

Ademas de los pesticidas y micotoxinas, en los alimentos se pueden encontrar diversos tipos de
compuestos, muchos de ellos agregados con un propésito, pero en multiples ocasiones en
cantidades no adecuadas, sin regulaciéon o inclusive prohibidos. Por otro lado, es necesario
considerar la presencia de xenobio6ticos en materia prima y la contaminacién de los alimentos durante
su elaboracién, procesamiento o almacenamiento; de cualquier manera, los contaminantes pueden
afectar la salud de los consumidores por lo que es importante mantener una regulacion constante de
ellos.

Entre los contaminantes agregados con un propoésito especifico en los alimentos se encuentran los
conservadores. Aunque los potenciales efectos adversos de los conservadores son de conocimiento
comun y se ha tratado de restringir su uso, existen varios informes sobre los efectos adversos de
estos inclusive a bajas concentraciones. De Oliveira Arias y col. modificaron la técnica QUEChERS,
para el andlisis de 82 muestras de diferentes alimentos procesados, de super mercados locales de
Rio Grande, Brasil. Entre las modificaciones a la técnica se contemplan la reduccién de la cantidad
de lamuestrade 10 ga 1 g, realizar la extraccion con una mezcla de acetonitrilo- acido acético (96%)
y agregar NaCl y MgS0, para eliminar trazas de agua y mejorar la migracion de los analitos al
acetonitrilo. Los autores argumentan que QUEChERS supera todas las limitaciones de los métodos
clasicos, ya que se puede aplicar tanto en muestras liquidas como sélidas, ademas la extraccion
presentada por los autores se puede llevar acabo en 10 min y presenta porcentajes de recuperacion
de 91-107% con RSD< 5.3, por lo que es una buena alternativa para la determinacion de
conservantes [116].

Como se discute en la introduccion de este proyecto, otro de los contaminantes de alimentos son los
reguladores del crecimiento en plantas (PGR). Pu y col. Han determinado 24 PGR en 50 muestras
de uvas de Taiwan, mediante la técnica QUEChERS y LC-MS/MS; el método de extraccion fue
modificado, se emplearon 10 g de cada muestra a las cuales se les adiciond el acido férmico 1% en
una solucién de acetonitrilo/metanol (4:1, V/V); una vez mezclado, se le agreg6 6.5 g de una mezcla
de sales (sulfato de magnesio anhidro, cloruro de sodio, citrato de trisodio dihidratado y citrato de
hidrogeno disodico sesquihidratado), la mezcla se agit6 nuevamente y después se centrifugé. El
extracto fue purificado en el paso de limpieza con una mezcla de PSA y MgS0, anhidro; el
sobrenadante se secé con flujo de gas nitrégeno y se reconstituyd en la solucién de acido férmico al
0.05% en metanol. Antes de la introduccion al sistema LC-MS/MS el extracto se filtr6. En estas
condiciones, se obtuvieron recuperaciones superiores al 70% con una precisién a corto y mediano
plazo aceptable (RSD <20%) [117]. Algunos investigadores como Neely y col. han planteado el uso
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de la técnica QUEChERS como un complemento a otras técnicas de extraccién. Ellos encontraron
mejores porcentajes de recuperacion de los PGR en diferentes tipos de alimentos con el uso de un
tampén a pH 10. En este mismo trabajo se comparé la efectividad de extraccion entre acetonitrilo y
acetato de etilo. Se observé que el acetato de etilo provocaba la perdida de analitos, ademas de que
este solvente no era compatible con las condiciones en la columna cromatografica y tuvo que ser
evaporado y sustituido por acetonitrilo o metanol. El procedimiento fue validado para el analisis de
lechuga, uvas, leche, pollo, cerdo y ternera encontrdndose la eliminacién de interferencias en todos
los casos con un corto tiempo de analisis, adecuado para los casos de emergencia como lo es
terrorismo alimentario[118]. En otro trabajo, Kuzukiran y Filazi opinaron que la eficiencia de
extraccion depende principalmente de los disolventes y evaluaron comparativamente tres de ellos:
acetona, metanol y acetonitrilo, recomendando el uso de metanol, especialmente para muestras con
bajo contenido de grasas. En muchos casos, el punto critico de QUEChERS es la eliminacion de
lipidos, para lo cual se ha demostrado la factibilidad del tratamiento con &acido sulfurico
(descomposicion de grasas) y de la congelacion/ centrifugacion [81].

Por otro lado, entre los contaminantes agregados a los alimentos sin intencion durante alguna etapa
del procesamiento se encuentran los componentes que migran desde envolturas/recipientes de
plastico. De esta manera Ramos y col. determinaron 12 esteres de acido ftalico (PAE) en cerveza,
sidra y jugo de uva; la extraccion y preconcentracién de los analitos se realizé con acetonitrilo
seguido de una adicién de agua para lograr la cantidad requerida para una extraccién eficiente. A
continuacion, se agregaron las sales de particion (MgS0,y NaCl) y para la limpieza de extractos de
cerveza y sidra se utilizé6 una mezcla de MgS0, con PSA mientras que para jugo de uva se usé C18.
Los extractos obtenidos fueron introducidos al sistema de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en tdndem (GC-TQMS). En la aplicacion del procedimiento desarrollado,
se obtuvieron valores de recuperacion que varian entre el 75 y el 120% para todas las matrices con
valores de desviacion estandar relativa inferiores al 20%, los limites de cuantificacién se encontraban
entre 0.034 y 1.415 ug/L [119].

4.1.4. Autenticacion y calidad.

La procedencia geogréfica y/o autenticidad de bebidas y alimentos han tomado importancia debido
a la competencia mercantil con imitaciones, falsificaciones o adulteraciones de dichos productos,
surgiendo asi la necesidad de identificar los productos originales con la llamada denominacién de
origen. Aunado a ello, la composiciéon quimica de un producto permite dictaminar sobre su valor
nutritivo, posibles contaminaciones y por ende, evaluar su calidad. En este tipo de estudios, sobre
todo enfocados en los compuestos organicos, se han demostrado la utilidad de QUEChERS en la
etapa de tratamiento de muestra. Como un ejemplo, Silva y col. analizaron 52 muestras de miel, en
las cuales se determinaron compuestos fendlicos, estableciendo las condiciones para cada una de
las etapas QUEChERS, es decir extraccion, “salting-out” y limpieza; en los extractos obtenidos se
determinaron 16 compuestos por HPLC-DAD y se utilizé el andlisis de componentes principales para
separar las muestras con respecto a su composicion fendlica. Como resultado de experimentos
sistematicos, se recomendo el uso de sales NaCly MgSO, en el paso de “salting-out”, y para el paso
de limpieza el uso la mezcla de CaCl,, PSA y C18. Los autores concluyeron que la hesperidina y el
acido siringico podrian usarse como marcadores de la autenticacién de mieles[120]. Para evaluar la
calidad del proceso de elaboracién de vinos, Fontana y Bottini propusieron como indicadores las
metoxipirazinas. Se establecié el método QUEChERS maodificado, en el que se utilizé el tolueno en
lugar de acetonitrilo para el paso de extraccion; cabe mencionar que también se probaron hexano y
acetato de etilo, pero para ambos se observé una co-extraccion de contaminantes. Entre las ventajas
del tolueno, se mencioné su relativamente alto punto de ebullicién (110°C). Por otro lado, ya que el
pH es un parametro critico para la extraccion, se probaron NaOH (0.5, 0.8 y 1.2%, p/ v) o FA (1%,
v/v)apHde 2y 6 respectivamente; se observan mayores problemas de co-extraccion a pH bajos
(pH 2), mientras que pH 6 asegurd una reduccién en la extraccion de potenciales interferentes a la
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fase de tolueno y una mejor relacion S/R. Se mantuvo el uso de NaCly MgSO, para el paso de
particion ya que este Ultimo retiene el agua restante de la muestra; como ya se ha mencionado antes,
al aumentar la fuerza iénica de la fase acuosa, mejora la extraccién de los analitos neutros al solvente
orgénico (tolueno). Para la limpieza del extracto se evaluaron PSA y C18 de manera individual y en
combinaciones, también se probo la adicién de CaCl,, para reducir la solubilidad de los ésteres
aumentando la capacidad de sorciéon del PSA hacia los acidos grasos. Finalmente se eligié una
combinacion de CaCl,anhidro, MgS0, anhidro y PSA; esta mezcla resulté muy efectiva para reducir
los efectos de matriz[89]. Gressler y col. determinaron residuos de ractopamina, un aditivo utilizado
para aumentar el crecimiento de animales para consumo humano, demostrando que el
procesamiento térmico de carne no elimina totalmente el farmaco. El procedimiento propuesto
consistié en una hidrélisis enzimatica de la muestra de carne, seguida un ajuste de pH >12 con NaOH
10 M; la extraccion se realiz6 con acetonitrilo y se agregaron NaCl, MgS0,, citrato de sodio tribasico
dihidrato y citrato de sodio dibasico sesquihidratado; finalmente, para la limpieza dSPE se aplicé
MgSo,, PSAy C18 [121].

4.1.5. Biomarcadores y evaluacion de exposicion a compuestos potencialmente téxicos
mediante consumo de alimentos.

Otra de las multiples aplicaciones de QUEChERS encontradas en la bibliografia es la determinacion
de biomarcadores de enfermedades. Este tipo de analisis se realiza en muestras tales, como leche
materna o animal [122-125], cabello[126], heces de ratones[127] y alimentos variados[128-132]. En
todos los estudios citados se utilizé la técnica de extraccion QUEChERS, pero en cada uno de ellos,
al igual que en otras aplicaciones se realizaron modificaciones aprovechando su adaptabilidad para
mejorar la extraccion de compuestos especificos. Dependiendo del tipo de compuestos de interés y
de la composicién de la muestra, se examinaron diferentes solventes en la etapa de extraccion; entre
ellos acetonitrilo[123, 125, 128, 129, 132, 133], metanol[127], etanol[123], acetona[123], hexano[125,
128, 131], tolueno[132] y acido férmico[125], estos han sido usados solos 0 en mezclas. En la
mayoria de los casos, las sales de particién fuero MgS0, y/o NaCl[123, 128, 129, 132, 133]. La
mayor variedad corresponde a la etapa de dSPE, donde se han reportado sorbentes como PSA solo
o mezclado con MgS0,[123, 127, 128, 132, 133], C18[123, 125, 133], PSA[133], SAX[131], Florisil
(FL)[131], estireno divinilbenceno (EVN)[131], materiales agricolas[124]. Después del tratamiento de
muestra, el andlisis se llevd a cabo utilizado, diferentes técnicas analiticas, principalmente UHPLC-
MS/MS[123, 126-128], GC-MS[125, 126, 129, 131, 132, 134] y HPLC-DAD[122].

El objetivo de uno de los estudios ha sido la identificacion de acidos grasos de cadena corta (SCFA)
en heces de ratones, como una evidencia de asociacion entre enfermedades cronicas y el estatus
de la flora intestinal. A las heces se agregd metanol como solvente de extraccion en QUECHERS y
después, los acidos grasos fueron derivatizados con 2-picolilamina; con este método se obtuvieron
recuperaciones arriba del 90%[127]. En otro trabajo, Feddern y col. determinaron ractopamina
(RAC), un aditivo en la dieta porcina empleado para promover la sintesis de proteinas y la lipolisis
de grasas, cuyo uso esta prohibido en varios paises. Las maximas concentraciones de RAC
sugeridas por el Codex Alimenticio en rifidn y en higado porcinos corresponden a 90 y 40 ug/Kg,
respectivamente. El andlisis se llevé a cabo en muestras de rifion, higado y pulmones; después de
protedlisis, el farmaco fue liberado de sus conjugados con el uso enzima (-glucoronidasa y a
continuacion se aplico QUEChERS utilizando, acetonitrilo, MgS0, y NacCl, citrato de sodio tribasico
dihidratado y citrato de sodio dibasico sesquihidratado. En la etapa de dSPE, se us6 una mezcla de
MgS0,,PSAy C18; el extracto obtenido se analizé6 mediante LC-MS. Con este trabajo se pretendia
evaluar el cumplimiento de las normas, como medida de control de calidad y la seguridad alimentaria
de los productos carnicos. Se concluy6 que el método analitico propuesto era capaz de cuantificar
los residuos de RAC en las 3 matrices pudiéndose observar el cumplimiento de los limites propuestos
en el Codex Alimenticio[133]. Para la determinacién de acrilamida, un compuesto clasificado como
posible cancerigeno, Shahrbabki y col. utilizaron QUEChERS junto con el sistema UHPLC-MS/MS;
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ademas se realizd la simulacién Monte Carlo (MCS) con el fin de evaluar la probabilidad de
exposicién de nifos y adultos a este compuesto relacionada con el consumo de alimentos. Para ello,
se analizaron 27 muestras de producto Tah-dig (papa, arroz y pan). Se demostré que los tiempos
largos de coccion y altas temperaturas influyen en la formacion de acrilamida y se recomend6
modificar los métodos de coccién. En este caso las recuperaciones oscilaron entre el 80%-106% y
el RSD% entre 11.3 y 20% [128]. Surma y col. también determinaron acrilamida con esta técnica de
extraccion, pero debido a que el andlisis se realizé por GC-MS se aplicd un paso de derivatizacion,
el procedimiento se aplicé a muestras de café tostado e instantaneo y sucedaneos del café,
encontrandose en todas las muestras acrilamida, pero relativamente mayores cantidades
correspondieron a café tostado. En cuanto a QUEChERS, con el uso de hexano como solvente de
extraccion y de los sorbentes PSA y SAX en la etapa dSPE, se obtuvieron recuperaciones de
95%[131]. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) también pueden ser encontrados en
alimentos como productos de procesos térmicos aplicados en su elaboracion; Rociek y col.
determinaron PAHs en diferentes tipos de alimentos, empleando QUEChERS como pretratamiento
de muestra. Se evalué el efecto de congelacion de muestra previo y posterior al paso de limpieza
dSPE, llegando a la conclusién de que la congelacién previa al dSPE favorece la eliminaciéon de
lipidos en esta etapa, aunque con el riesgo de empeorar la recuperacion de los analitos. Otra variable
estudiada en este trabajo era la adicién de sulfato de magnesio, el cual en el método original es
utilizado en ambas etapas (extraccién y limpieza del extracto). Los resultados mostraron que MgS0,
agregado en la etapa de extraccién afecta mas a los rendimientos de recuperacién que la etapa de
limpieza, pero ambas adiciones son indispensables para asegurar aceptables niveles de
recuperacion los cuales se encontraron entre 50-110% y RDS,<5.6% RDSz<7.7% [129]. Petrarca y
Godoy realizaron un experimento similar en determinaciéon 12 PAHs, en alimentos procesados para
bebés, pero ellos después de la extraccion QUEChERS agregaron la microextraccién liquido-liquido
dispersiva en disolventes de baja densidad (LDS-DLLME) y de igual manera se recurrié a la
congelacion para la eliminacién de grasas. La implementacion de este procedimiento junto con el
andlisis de extractos obtenidos mediante GC-MS arrojo las recuperaciones del 72-112% con los
valores RDS £11% [132]. También preocupados por la salud de bebés, Vela-Soria y col. decidieron
determinar algunos compuestos clasificados como disruptores endocrinos (EDC), especificamente
parabenos (PB) vy filtros ultravioleta (UVF); estos andlisis se realizaron en 15 muestras de leche
materna. Para establecer condiciones QUEChERS, se examinaron tres solventes (etanol, acetonitrilo
y acetona) a diferentes volimenes, utilizando el disefio experimental factorial 23; como resultado se
selecciond acetonitrilo. En cuanto a sales de particion, la cantidad de NaCl y MgS0, no tenia un
efecto notorio por lo que se eligié la menor posible cantidad de estas sales. En la etapa dSPE, se
eligié la mezcla de MgS0, y C18 lo que permitio eliminar lipidos. El procedimiento propuesto permitié
realizar el andlisis en corto tiempo, con bajos volimenes de solventes y obteniéndose las
recuperaciones en el intervalo de 87% a 112%, lo que permite recomendar este procedimiento para
los estudios de biomonitoreo[123]. Por su parte, Adenuga y col. han determinado la exposicion de
lactantes a ésteres de ftalato. Estos compuestos son contaminantes ubicuos, provenientes de
plasticos donde se utilizan como plastificadores. A través de la técnica QUEChERS modificada se
evaluo el uso de materiales agricolas (semillas y cascaras de coco) como sorbentes en la etapa
dSPE contra sorbentes clasicos (C18); la determinacion de ftalatos en extractos obtenidos se llevé
a cabo mediante GC-FID. Los resultados de este trabajo mostraron la factibilidad de estos sorbentes
nuevos en el andlisis de tipicos ftalatos en leche materna [124]. El muestreo de leche materna es
una alternativa no invasiva para el andlisis de ciertos contaminantes como pesticidas o hepatoxinas
en evaluacion de la exposicién de los bebés. Ferronato y col. desarrollaron y validaron un
procedimiento analitico para la evaluacibn de exposiciobn a niveles traza de compuestos
organoclorados en 20 muestras de leche materna empleando un QUEChERS modificado seguido
por un procedimiento analitico de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas con
ionizacién quimica negativa reduciendo las interferencias en la etapa de andlisis instrumental. En
cuanto a las condiciones QUEChERS, se probaron dos diferentes solventes de extraccion (n-hexano
y acetonitrilo), seleccionando finalmente la mezcla de acetonitrilo con acido férmico lo que permitié
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precipitar las proteinas y eliminar interferencias debidas a co-extraccién de componentes de leche.
Se eligi6 el sorbente C18 para el paso de limpieza dSPE. En este caso, el procedimiento también
resulto ser rapido, confiable y econdmicamente viable, por lo que se considerd atractivo para el
andlisis de rutina [125]. Entre compuestos de riesgo para lactantes, la leche materna puede proveer
diferentes antibiéticos ingeridos por las madres con alimentos de origen animal. Karageorgou y col.
presentaron un trabajo donde demuestran la efectividad de QUEChERS y HPLC-DAD al compararlo
con ensayos de inhibicién microbiana (MIA) para antibiéticos del grupo B-lactamicos y cloranfenicol.
En este sentido, se demostré una ventaja puesto que la sensibilidad de los kits MIA se veia altamente
comprometida en aplicacién a las muestras deterioradas, mientras que la técnica QUEChERS no se
ve afectada por este factor [122].

Para evaluacién de la exposicion de humanos a pesticidas, algunos investigadores utilizaron
muestras de cabello, ya que su recoleccion es sencilla, no es invasiva, puede llevarse a cabo fuera
de laboratorio y no requiere un tipo especial de almacenamiento. Lehmann y col. determinaron 37
plaguicidas de multiples clases en cabello, utilizando QUEChERS, GC-MS y UHPLC-MS. En este
estudio se evaluaron tres sorbentes de limpieza (PSA, Z-Sep+, Z-Sep/C18), observandose mejores
resultados para Z-Sep+ con el cual se consigui6é la cuantificacién de 28 pesticidas con alta
sensibilidad, buena precisiéon y exactitud. Cabe resaltar que QUEChERS proporcioné efectiva
extraccion de plaguicidas multiclase en un solo procedimiento, lo que finalmente simplificé todo el
tratamiento de muestra y acorté el tiempo de andlisis [126].

El uso de biomarcadores puede ir mas alla de la evaluacion de exposicion a ciertos quimicos como
lo demuestran Herrera-Herrera y col. realizando los andlisis en materiales arqueol6gicos. Estos
autores, aprovecharon la fuerte resistencia de los n-alcanos a la degradacion para buscar restos de
materia organica en sitios de entierro. Se determinaron 29n alcanos (C;, — C4,) Yy dos hidrocarburos
aciclicos isoprenoides en cinco muestras de sedimentos arqueoldgicos obtenidos del sitio
arqueoldgico Wollersdorf-Heidelberg (Austria). El pretratamiento fue mediante QUEChERS vy el
andlisis mediante GC-MS. Debido a la complejidad de la muestra, se optimizaron los factores que
afectan la eficiencia de extraccién. Debido a poca cantidad de muestra disponible, se disminuy6 la
escala del procedimiento, se remplazé el acetonitrilo por una mezcla de diclorometano (DCM) con
hexano, ya que estos proporcionan un mejor rendimiento de extraccion. La adicién de agua durante
la extraccion no favorecio la eficacia de esta etapa QUEChERS; el modo de agitacion (manual vortex,
ultrasonidos y agitadores orbitales rotatorio) tampoco tuvo efecto significativo, por lo que se opté por
agitacion manual. En cuanto a las sales de particion (MgS0, y NaCl), se evaluaron diferentes
cantidades de ellas, seleccionando finalmente 4 g y 1 g, respectivamente. Aunque los resultados
fueron similares sin y con aplicacion de la etapa dSPE (PSA como sorbentes), se prefirié incluir la
limpieza de extracto para evitar interferencias por compuestos lipidicos potencialmente presentes en
la muestra. Gracias a este proyecto se detectaron (C,, — C3,) €n cuatro muestras en un intervalo de
concentraciones 5.8- 27.8 ng/g. La deteccién de estos alcanos en las muestras sugiere la presencia
de restos de plantas vasculares terrestres, aunque los autores enfatizan que se requieren estudios
isotopicos para obtener pruebas contundentes[134].

4.1.6. Determinaciéon de compuestos bioactivos.

La busqueda de compuestos bioactivos en diferentes alimentos proporciona informacién acerca sus
potenciales beneficios para la salud, asociados con el consumo de los mismos; se pueden mencionar
aqui los compuestos con propiedades antioxidantes[135-137], antiinflamatorias[135], relajantes[135]
antibacterianos, y antimicrobianos[137], o inclusive propiedades que pueden ser utilizadas en el
ambito cosmético como despigmentantes[138]. Tal vez los mas estudiados han sido los compuestos
fendlicos del origen de plantas y se han reportado diferentes aplicaciones de QUEChERS para su
extraccion. Rotta y col. determinaron compuestos fendélicos en extractos de fruta (Passiflora sppp.)
mediante UHPLC-MS/MS, ajustando para ello las condiciones QUEChERS. Se probaron diferentes
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solventes y sales de particion y también sorbentes en la etapa dSPE (PSA, GCB, C18, Oasis®HLB),
encontrandose que el método original con C18 proporcion6 las mejores condiciones para extraccion/
limpieza en la cuantificacion de quercetina, rutina y de los acido 4- hidroxibenzoéico, clorogénico,
ferdlico, vanillico, cafeico, trans-cinammico y p-coumarico[135]. Utilizando una herramienta
instrumental similar (UHPLC-MS/MS), Rodrigues y col. determinaron &cidos 4-hidroxibenzéico,
cafeico, p-coumarico, ferulico, ellagico, sinapico, vanillico y naringenina en chile rojo dulce (Capsicum
annuum L.). En este trabajo también se optimizaron las condiciones QUEChERS; el procedimiento
final consisti6 en la extraccion con 1% acido acético en acetonitrilo, adicion de sulfato de magnesio
y citrato de sodio para “salting-out” y limpieza de extracto utilizado mezcla de sorbentes C18 con
GCB en presencia de sulfato de magnesio anhidro [136]. Cabe mencionar que el ajuste de pH en
QuEChERS es muy importante para asegurar buena recuperacion de compuestos fendlicos debido
a la presencia de grupos hidroxilo y/o carboxilicos en sus estructuras [135]. En varios estudios se
han evaluado modificaciones de QUEChERS original consistentes en adicién de sales de citratos o
acetatos en etapa de “salting-out”. Como ejemplo, Nicacio y col [137] y el grupo de Rodrigues[136]
llegaron a la conclusiéon que el mejor método era el que aplicaba el tampén de acetatos, mientras
gue Rotta y col.[135] obtuvieron mejores resultados utilizando condiciones originales. Para el analisis
de compuestos fendlicos en plantas y alimentos también se probaron modificaciones de la etapa
dSPE utilizando diversos sorbentes y sus combinaciones, entre ellos PSA [135-137] solo combinado
con MgS0,[137], C18 [135-137], GCB [135-137], HLB [135, 136], quitosano[136], tierra de diatomeas
(DE)[137] y sorbente fluorado[136]. Para controlar y mejorar la confiabilidad de los resultados,
algunos investigadores proponen el uso de método de adicion estandar[135] y/o el uso de ensayos
espectrofotométricos para verificar la eliminacion de potenciales contaminantes en la etapa de dSPE
[136, 137]. Las recuperaciones reportadas en estos trabajos se encuentran por encima del 70% en
todos los casos. Finalmente, el andlisis por UHPLC-MS/MS es el mas empleado para compuestos
fendlicos [135-137].

Kim y col. También utilizaron la técnica QUEChERS y LC-MS/MS para determinar arbutina en
cascaras de peras. Cabe mencionar que este es un glucésido conocido por sus diferentes
propiedades beneficiosas, pero también por sus efectos téxicos de sus altas concentraciones. Para
QUuEChERS, se propuso utilizar mezcla de agua con acetonitrilo en la etapa de extraccion y para el
efecto de “salting-out” se agregd solamente NaCl [138].

4.1.7. Andlisis farmacolégicos y clinicos.

La identificacién y cuantificacion de drogas en sangre son tareas importantes en las areas de
farmacologia, toxicologia clinica, andlisis forense, en el control de drogas al volante, entre otras[139-
141]. Por lo general, debido a la importancia y urgencia de contar con resultados fiables, se requieren
procedimientos analisticos confiables, robustos, rapidos, relativamente simples y amigables al medio
ambiente[140]. En base al caracter de la mayoria de los compuestos de interés, la herramienta que
cumple con la mayoria de estos requisitos es la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS)[139, 140]. En cuanto al pretratamiento de muestra, es el paso
critico puesto que los analitos se encuentran en concentraciones bajas, en una matriz quimica
compleja constituida por proteinas, lipoproteinas, lipidos y sales[139]. Entre técnicas de
pretratamiento, varios autores han sugerido la implementacion de extraccion en fase solida
(SPE)[142], extraccion liquido-liquido (LLE)[140-142] y QUEChERS como una de sus mas
novedosas aplicaciones [139-141]. Con esta Ultima técnica, Pouliopoulos y col. se enfocaron en la
determinacion de fa&rmacos psiquiatricos (6 antipsicoticos, 8 antidepresivos y 1 hipnoético) en suero
post mortem. Los autores propusieron realizar mini-QUEChERS, la cual requiere pequefios
voliumenes de muestra y solventes- condiciones adecuadas para muestras forenses; ademas,
evaluaron varios solventes de extraccion entre ellos ciclohexano, acetato de butilo, 1-clorobutano,
diclorometano y acetonitrilo, de los cuales el ultimo proporciond el mejor rendimiento de extraccion.
Asi mismo, se probaron NaCly K, C0; como sales de particion, seleccionando carbonato que aseguré
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condiciones basicas; en el protocolo final se utilizé6 una mezcla de K,C0; y MgS0,. Se compararon
los resultados de mini-QUEChERS sin y con el paso de limpieza con PSA, obteniéndose mejores
porcentajes de recuperacion sin dSPE. El extracto obtenido fue sometido al analisis por UHPLC-
MS/MS[140]. Kusano y col. analizaron muestras de sangre, para la determinaciéon de drogas y
algunos pesticidas, utilizando dos diferentes condiciones de QUEChERS; en ambos se utilizd
acetonitrilo, pero para la determinacion de fentolaminas se adicioné acido acético al 0.2%. En el paso
de limpieza dSPE, en ambos procedimientos se utiliz6 MgS0, y C18, pero para el analisis de
fentolaminas era necesario agregar una mezcla de HCl y metanol (5 % p/v); después de agitacion,
los sobrenadantes se evaporaron a sequedad y fueron reconstituidos en acetato de etilo para su
introduccién al sistema GC-MS/MS en modo MRM. Para las fenetilaminas, se efectué una
derivatizacion mediante trifluoroacetilaciéon (TFA) en columna. Cabe sefalar que el procedimiento
propuesto permitié separar y cuantificar isémeros estructurales. Como parte adicional en este trabajo
los resultados validados se emplearon en el desarrollo de un software toxicolégico cuantitativo
“Quick-DB Forensic”, el cual fue probado con muestras reales demostrando ser rapido y facil de usar.
Como la principal ventaja del software, los autores mencionan que no es necesario realizar la
calibracién de cada dia [142].

En otro estudio, realizado por Dulaurent y col., se utilizé QUEChERS para la determinaciéon de 35
drogas de abuso, asi como sus respectivos metabolitos en 253 sospechosos de consumir y conducir
bajo los efectos de estos quimicos. El analisis se llevo a cabo en sangre total, mediante LC-MS/MS
(6 min). Se encontré que la cantidad de sales de particiobn no es un parametro critico, siempre y
cuando se agregan entre 10 y 70 mg [140]. Dybowski y Dawidowicz también eligieron QUEChERS
para analizar muestras sanguineas de 30 personas con sospecha por conducir bajo los efectos de
las drogas (DUID). En este caso, se determino tetrahidrocannabinol (THC) y dos de sus metabolitos.
La herramienta instrumental era GC-MS/MS para lo cual se agregaron a las muestras estandares
internos deuterados. Como resultado de este analisis se pudo determinar el tiempo aproximado
desde que se consumié la droga, ademas este método se caracterizé por una buena linealidad, bajos
limites de deteccion y precisiones inter-e intradias satisfactorias[141].

4.1.8. Conclusiones:

En base a la revisién bibliografica realizada, se observa la creciente popularidad de la técnica
QUEChERS debido a su versatilidad, eficacia, sencillez y caracter amigable al medio ambiente.
Aunque la técnica originalmente se desarrolld para la determinacion de pesticidas en frutas y
vegetales, a lo largo de las ultimas décadas se han realizado varias modificaciones y adecuaciones
ampliando el espectro de compuestos y de matrices quimicas, entre las cuales se incluyen diferentes
tipos de alimentos. Cabe sefialar que la seleccién de las condiciones QUEChERS siempre es dictada
por polaridad de los analitos y su concentracién, por la composicion quimica de muestra y también
depende de la técnica instrumental elegida para el andlisis. Aunque no es posible establecer
parametros QUEChERS universales, en varios estudios se logré la extraccion efectiva de un gran
namero de compuestos tales como pesticidas, micotoxinas, farmacos, drogas y sus metabolitos,
compuestos fendlicos, entre otros.

Entre las modificaciones/adecuaciones de QUEChERS se deben mencionar las siguientes:

-Reduccion de la escala del procedimiento, especialmente para muestras disponibles en
pequenas cantidades, para largas series de muestras y buscando cumplir con postulados de
quimica verde;

-Control de pH como un paso vital para lograr extracciones con altos rendimientos y evitar la
degradacion de la molécula objetivo durante el procesamiento;

-Adicion de agua para mejorar extraccién/particién de los analitos a partir de muestras de
baja humedad y/o alto contenido de lipidos (la técnica original se propuso para el analisis de
muestra con relativamente alto contenido de agua);
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-Seleccion del tipo y cantidad de solvente(s), buscando el mayor posible rendimiento de
extraccion de los analitos;

- Uso o eliminacion del paso de limpieza mediante dSPE;

-Seleccion de un sorbente (o mezcla de varios) y de la sal para la etapa de limpieza;

- Congelacion de extracto crudo antes de etapa dSPE para mas eficiente eliminacion de
lipidos;

- Seleccion de modo y tiempo de agitacioén en etapa de extraccion y de limpieza.

Cabe sefalar que, en muchos estudios, las condiciones QUEChERS fueron optimizadas basandose
en el uso de disenos experimentales, lo que permitié obtener resultados estadisticamente fiables con
menor gasto de muestras, reactivos y solventes.

Las modificaciones realizadas al método original se presentan mediante un diagrama en la Figura 9.
Aunque en el esquema no se incluyen ni el tipo de analitos ni de muestras, estos datos siempre son
clave para seleccionar las condiciones para una aplicaciéon dada.

Finalmente, en el contexto de trabajo de tesis cabe mencionar que en los Ultimos cuatro afios no han
encontrado aplicaciones de QUEChERS para extraccion de compuestos inddlicos a partir de

vegetales, lo que asegura la contribucion original del proyecto.

L—’ (

Con ajuste de pH:

Sin ajuste de pH t 3 . )
Mcllvaine, citrato-fosfato, acetato, OHA
MeCN ® MeCN, HOAc, DCM, AcEt, Hx, EtOH, Ace, Tol, MeOH, AF, q
cHx, AcBut, 1-CIBut, nH, DMSO
MgS0, + NaCl ¥ MgS0,, NaCl, NaAC, SCTD, SCDS, CIAm, CK, EDTA, AcBo

( ]

MgS0,, C18, PSA,PGC, GCB, CaCl, , Na,S0,,FL, ENVi-carb, Cﬂ
MgS0, + sorbente : EMRIipid, EVN, Z-sep, Z-sep+, Z-sep/C18, Mycosep™, SAX, HLB,
quitosano, DE, ACF, CA, MA, DC, DSC-18

( )

Manual Manual, vortex , ultrasonicador, agitadores orbitales rotatorios

Figura 9. Comparacion de QUEChERS original con sus modificaciones propuestas posteriormente

Se marcaron con una “X” roja los pasos que en algunos estudios fueron eliminados, con circulos
azules se marcaron los pasos en los cuales se utilizd un solo reactivo o una combinacién de varios.
Con flechas verdes se marca la posibilidad de agregar el agua para mejorar rendimiento de
extraccion o de congelar los extractos para mas eficiente eliminacion de lipidos.

Solventes y sales: tampdn Mcllvaine — tampén citrato-fosfato- tampdn acetato- OHA- hidroxido de
amonio; MeCN - acetonitrilo; HOAc - acido acético; DCM - diclorometano, AcEt - acetato de etilo; Hx
— hexano; EtOH- etanol; Ace — acetona; Tol — tolueno; MeOH -metanol; AF — acido férmico; cHx —
ciclohexano; AcBut — acetato de butilo; 1-CIBut- 1cloro butano nH - n-heptano; DMSO -dimetil
sulfoxido; NaAc - acetato de sodio; SCTD - citrato de trisodio dihidratado (Na;C¢Hs0, - 2H,0); SCDS
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- citrato de hidrogeno disodico sesquihidratado (Na,HCzHs0; - 1.5H,0); CIAm- cloruro de amonio;
CK- carbonato de potasio; AcBo- acido bérico; EDTA - acido etilendiaminotetraacético;

Fases estacionarias utilizadas en SPE en cartuchos y/o en SPE dispersiva: C18 — fase estacionaria
de silice unida con octadecilo; PSA - amina primaria/secundaria; PGC - carb6on poroso
grafitizado; GCB- carbdn negro grafitizado; FL — florisil; ENVI-carb™ - carbono grafitizado no-poroso;
EMR-lipid — cartuchos de Agilent para eliminacion de lipidos; EVN - estireno divinilbenceno; Z-sep,
Z-sep+, Z-sep/C18 — sorbentes comerciales Supelco para SPE dispersivo en base a zirconia o
zirconia y C18, enlazados a particulas de silice; Mycosep™ - columnas para limpieza de muestras
en el analisis de micotoxinas; SAX — strong anion exchange; HLB - copolimero de divinibenceno y
vinil pirrolidinona (hidrdfilo lipéfilo equilibrado); DE - tierra de diatomeas; ACF - fibras de carbon
activado; CA — carbon activado; MA- materiales agricolas. DC-dodecano; DSC-18 — sorbente de
silice C18 trifuncional unido poliméricamente.

4.2. Puesta a punto de las condiciones HPLC- FLD/DAD para analisis de compuestos
inddlicos seleccionados.

Soluciones de estandares de nueve compuestos

En primer lugar, se procedié con la seleccién de un estandar interno, buscando un compuesto con
estructura similar a los indoles, estable y ausente en las muestras. Bajo estos criterios, se optd por
el acido orto anisico (EI-AOA), el cual presenta estructura ciclica y conjugada, similar que los
compuestos indélicos, AOA es un compuesto fluorescente y puede ser detectado bajo las mismas
condiciones que resulten adecuadas para otros compuestos de interés. Aunado a ello, se puede
esperar muy similar comportamiento del AOA y de los analitos en el procedimiento QUEChERS,
permitiendo mejorar la precision y exactitud de los resultados a pesar de no ser un riguroso protocolo
analitico. El estandar interno se agregaba directamente a la muestra y a todas las soluciones de
calibraciéon en la misma cantidad, asegurando su concentracién en las soluciones introducidas a la
columna de 1.069 pg/mL.

Para definir las condiciones adecuadas de separacion, se partié de procedimientos reportados en la
bibliografia [143-146]. Con base en estos trabajos, se realizaron experimentos sistematicos donde
se probaron diferentes columnas de fase inversa, se variaron la composicion de fases méviles y el
programa de gradiente. En primer lugar, se evaluaron dos diferentes columnas: ODS Hypersil 125 x
4.6 mm, 3 um y Kinetex 2.6 um C18 150 x 3 mm, 3 um; ambas permitieron la separacién de ocho
compuestos de interés (ICA, ISBCHO, IAA, I3A, IPA, IAN, IBA, 13C) y del estandar interno (AOA-EI).
La mas corta, con particulas de diametro 3 um y de mayor diametro interno, columna ODS Hypersil,
proporcion6 mejor forma de las sefiales cromatogréaficas y mas corto tiempo de separacién por lo
que esta se utilizo para todos los estudios posteriores. Las fases moéviles consideradas inicialmente
eran el agua y acetonitrilo variando las proporciones de ambos, ya que estos dos solventes eran los
mas utilizados en la bibliografia para algunos compuestos indolicos [144-146]. Posteriormente, se
decidi6 acidificar la fase mévil agregando el acido formico (0.1%) en proporcién de 10% durante toda
la corrida. También se agregd metanol como un segundo modificador organico y se variaron
proporciones entre fases durante la elucion de compuestos, buscando una mejor posible resolucién
y el corto tiempo de cromatograma. Las condiciones finales se resumen en la Tabla 5. Estas
condiciones permitieron la separacion de los nueve compuestos en 20 min tal como se observa en
la Figura 10.

Del mismo modo que para las condiciones de separacién se comenzd a establecer las condiciones
de deteccion. En el caso de deteccion espectrofotometria con detector de arreglo de diodos (DAD),
como en la mayoria de los estudios previos [146, 147], se opt6 por la longitud de onda de 280 nm y
también se probé la longitud de 260 nm, ambas con referencia en 400 nm; el detector DAD fue
empleado para estudiar condiciones de separacidn y era también necesario para la deteccion de los
compuestos que presentan baja fluorescencia (ICA, I3CHO, I3A, I13C, ademas de AOA-EIl). De
acuerdo con el objetivo del proyecto, se buscaron las mas adecuadas condiciones de deteccién
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fluorimétrica (FLD); cabe mencionar que en la revision bibliografica se encontraron diferentes
longitudes de onda tanto de excitacion como de fluorescencia, dependiendo del (de los)
compuesto(s) estudiados; estos valores iban en un rango de 220-335 nm para excitacién y 350-538
nm para la emision [44, 144, 148-154]. Como resultado de experimentos sistematicos realizados con
los estandares de nueve compuestos, se eligié la longitud de onda de 280 nm para la excitacion y
se evaluaron dos longitudes diferentes para la emision, 320 y 360 nm. En la revision de espectro de
absorcién y de fluorescencia, se observaron pequefas variaciones en la posicion del maximo de las
bandas correspondientes, teniendo en cuenta estas diferencias, se eligié 280 nm para la excitacion
y 360 nm para la emisién para la deteccién FLD, mientras que para DAD se opté 280 nm como la
longitud de onda analitica y 400 nm como la de referencia. Cabe resaltar que el criterio de seleccién
era lograr la mas alta posible relacién senal/ ruido (S/R) para un mayor posible numero de analitos.

Tabla 5. Parametros utilizados para el analisis cromatografico de ocho compuestos indélicos y
AOQOA-EI, mediante HPLC-DAD/FLD.

Columna ODS Hypersil 125 x4.6 mm, 3 um. Thermo Hypersil-Keystone

Temperatura | 40 °C

Velocidad de | 1 mL/ min

flujo

Gradientede | Tiempo, min MeCN AF (0.1%) MeOH H,0

elucién
0-8 20 10 0 30
10 30 10 25 65
15 60 10 25 95
18 60 10 25 95
20 20 10 0 30

DAD 280 nm; Ref 400 nm (I3CHO, AOA-EI)

FLD AEx:280; AEm:360 (ICA, IAA, I3A, IPA, IAN, IBA, I3C, AOA-EI)
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Figura 10. Tipico cromatograma de la mezcla de estdndares de compuestos inddlicos: a)- deteccion
fluorimétrica para la cuantificacion de ICA, IAA, IPA, IAN, IBA, I3C; b)- deteccién DAD- para la
cuantificacién de I3CHO; todos los estdndares se encontraban a una concentracion de 20 pg/mL.

Es de notar que los resultados obtenidos confirman que AOA puede ser utilizado como estandar
interno, debido a su resolucién cromatografica y deteccion en las mismas condiciones DAD y FLD
que los analitos de interés en este trabajo.

Utilizando las condiciones seleccionadas, se obtuvo la separacion de todos los compuestos, con los
siguientes tiempos de retencién: AOA 4.94 £ 0.01 min, ICA 5.66 £ 0.01 min, I3BCHO 6.09 £ 0.03 min,
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IAA 6.83 £ 0.01 min, I3A 7.31 = 0.01 min, IPA 11.50 + 0.01 min, IAN 11.93 + 0.01 min; IBA 12.37
0.01 min, IBA212.52 £0.01min, I3C 14.90 £0.01 min, I83C 2 15.47 £ 0.01 min, I3C 3 16.06 + 0.01min,
(dando un tiempo total de corrida cromatografica de 20 min). Cabe sefalar que IBA se eluy6 en forma
de dos picos y el I3C se eluy6 en forma de tres picos, reportando para cada uno de ellos el tiempo
de retencién de la sefal mas intensa.

Extracto de rabano

La composicién quimica del extracto de cualquier muestra real difiere de la solucidén preparada a
partir de estdndares auténticos de los analitos y la matriz de muestra puede afectar tanto el proceso
de separacién cromatografica como de deteccién. Es por ello por lo que, la siguiente etapa de trabajo
era realizar experimentos con extracto de una muestra real, obtenido mediante el procedimiento
QuEChERS original, sin extraccion en fase solida. Se trabaj6 con el extracto de rabano y los objetivos
eran: (i) evaluar la factibilidad de las condiciones seleccionadas para el analisis de compuestos
seleccionados en muestras reales; (ii) ajustar adecuadamente la dilucion del extracto y (iii) ajustar la
ganancia del detector fluorimétrico.

Se inicié con la dilucién del extracto 1:2 y la ganancia 10 del detector FLD, obteniéndose un
cromatograma marcado en verde en la Figura 11a. Como se puede observar, en estas condiciones
se presentan fuertes interferencias de matriz con una ancha senal detectada entre 7.5y 10 min de
la corrida cromatografica, que no correspondié a la elucién de ninguno de los estandares
(cromatograma azul en Fig. 11a). Por otro lado, en este mismo cromatograma se aprecia la presencia
de indol-3 acetonitrilo (IAN) con deteccién FLD (Fig. 11a) y del indol-3- carboxaldehido (I3CHO) con
deteccion por DAD (Fig. 11c). Variando la dilucién del extracto, se logré una linea base baja sin
sefales de fluorescencia fuera de los tiempos de retencién de los analitos (cromatograma rojo en la
Figura 11a); sin embargo, no se detectaron los compuestos de interés ni tampoco la sefial del El. Se
decidié aumentar la sensibilidad de deteccién mediante el aumento de ganancia del detector FLD.
En la Figura 11b, se muestra el cromatograma obtenido para el mismo extracto de rabano diluido,
sobrepuesto con el cromatograma de estandares utilizando ganancia 14 del detector FLD. Se
observa claramente la senal del El y de algunos compuestos inddlicos en la muestra con tiempos de
retencion acordes a los obtenidos en ausencia de matriz quimica. En base a estos resultados, en
todos los experimentos posteriores, se utilizé6 ganancia del detector FLD 14 y la dilucién de extractos
1:20. También cabe sefalar que la deteccion DAD era menos susceptible a la presencia de matriz.
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4.3. Proceso de calibracion directa
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Figura 11. Cromatogramas sobrepuestos de la mezcla de estandares (en azul) y cromatogramas de
extracto de rdbano utilizando el procedimiento QUEChERS original (en rojo):

a) Deteccién Fluorimetrica, ganancia 10: sin dilucién (azul), con dilucion 1:20 (rojo)

b) Deteccion fluorimetrica, ganancia 14: con dilucién 1:20 (rojo)

c) Deteccién espectrofotométrica, 280 nm, con dilucién 1:20 (rojo).
Las letras en la parte superior derecha ESTD corresponeden a la mezcla de estandares, MD a la
muestra diluida y MSD a la muestra sin dilucién.

Una vez establecidos los parametros antes discutidos, se procedié a realizar el proceso de
calibracion directa, utilizando una serie de soluciones mixtas de estdndares en los intervalos de
concentracién que se muestran en la Tabla 6. Cabe hacer notar que los intervalos de calibracién no
eran idénticos para todos los compuestos ya que el intento era obtener similares intensidades de las
sefales FLD para todos los compuestos en cada uno de los puntos de calibracién. El protocolo
detallado de preparacién de soluciones estandar se presenta en forma de un esquema, como
ANEXO 1, las soluciones de calibracion se introdujeron directamente al sistema HPLC-FLD/DAD,
sin realizar el proceso QUEChERS. Las curvas de calibracion se construyeron realizando un analisis
de regresion lineal, tomando como la senal analitica la relacion entre la altura del pico del analito y
del estandar interno (EI-AOA), frente a la relacion de la concentracion del analito con dicho estandar
interno. Se utilizaron valores promedio de las sefales adquiridos en tres replicas.

Tabla 6. Concentraciones de las soluciones de calibracién

Analito | Conc pg/mL. Conc pg/mL. Conc pg/mL. Conc pg/mL. Conc pg/mL.
P1 P2 P3 P4 P5
=) = =) =) )
El- 1.069 1.069 1.069 1.069 1.069
AOA
ICA 0.346 0.692 2.076 3.460 4.845
I3CHO 0.301 0.602 1.807 3.011 4.216
IAA 0.020 0.040 0.121 0.202 0.283
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I3A 0.712 1.424 4.272 7.119 9.967
IPA 0.018 0.036 0.107 0.178 0.249
IAN 0.032 0.064 0.193 0.322 0.451
IBA 0.015 0.030 0.089 0.148 0.207
I3C 0.310 0.619 1.858 3.097 4.335

En la Figura 12 se muestran los cromatogramas de las soluciones de calibracion y en la Figura 13
se presentan las curvas de calibracién obtenidas para cada analito las cuales se calcularon a partir
de las senales (alturas) obtenidas por el detector de fluorescencia (FLD) para todos los casos
excepto para los analitos indol-3-carboxaldehido (I3CHO) para el cual se tomé en cuenta las sefiales
obtenidas por el detector espectrofotométrico (DAD), ya que su respuesta a estas concentraciones
no es muy buena mediante fluorescencia comparada con la que se observa en DAD.
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Figura 12. Cromatogramas de las soluciones de calibracién (a)- detecciéon fluorimétrica para la
cuantificacién de ICA, I1AA, I3A, IPA, IAN, IBA, I13C; b)- deteccién UV para la cuantificacién de ISCHO;
las letras P1-P5 corresponden a las soluciones de calibracién a las concentraciones que se muestran
en la Tabla 6).
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Figura 13. Curvas de calibracion de compuestos indélicos para la cuantificacién de ICA, 1AA, I3A,
IPA, 1AN, IBA, 13C, mediante la deteccién FLD y DAD para la cuantificacién de I3CHO.

Calibracion integrando el proceso QUEChERS

Las curvas de calibracion directas sirvieron para verificar los intervalos de concentraciones y la
linealidad de funciones de regresion lineal construidas a partir de la relacién entre las alturas de
sefales del analito y del EI-AOA, frente a la relacién de la concentracion del analito con dicho
estandar interno. Una vez demostrada la linealidad en el intervalo de concentraciones utilizadas, se
procedio a realizar las curvas de calibraciéon integrando el proceso QUEChERS original. En base a
varios estudios previos, en la primera etapa del procedimiento, en lugar de puro acetonitrilo, se utilizd
este solvente con 1% de acido acético [37, 111]. De ahi, las soluciones mixtas de los estandares,
correspondientes a cada uno de los puntos de calibracion se preparacion en 10 mL de acetonitrilo
conteniendo 1% de &cido aceético (9.9 mL MeCN y 0.1 mL HAc 99.7%). De manera similar como se
hizo en la calibracién directa, los puntos de calibracion se prepararon partiendo de una solucién mixta
de estandares. Para observar el protocolo de preparacion de soluciones, en la Tabla 7 a manera de
ejemplo se presentan los datos para IAA.

Tabla 7. Protocolo de preparacion de soluciones de calibracion para el proceso QUEChERS. En

la primera columna se presenta la concentracion de IAA en la solucion mixta de ocho estdndares,

en la segunda columna se anota el volumen de esta solucién y en la tercera la concentracién de

IAA en la solucion final preparada para QUEChERS. En la udltima columna, se presentan las

concentraciones en las soluciones después de QUEChERS.

Conc. | Volumen Conc. | Volumen | Volumen | El Volumen | Punto | Conc.

inicial | de mezcla | Final | de de Hac (267 total (mix después del
de en10 | MeCN (99.7%) | ug/mL) | STD+ proceso
estandares | mL MeCN+ QUuEChERS

Hac)

0 0 pL 0 9.9 mL 0.1 mL 200 uL | 10 mL 0 0 pg/mL

pg/mL pg/mL

36.4 0.2 mL 0.728 | 9.7 mL 0.1 mL 200 uL | 10 mL 1 0.146

pg/mL pg/mL pg/mL

36.4 0.4 mL 1.46 9.5 mL 0.1 mL 200 uL | 10 mL 2 0.291

pg/mL pg/mL pg/mL

36.4 0.6 mL 2.18 9.3 mL 0.1 mL 200 uL | 10 mL 3 0.437

pg/mL pg/mL pg/mL

36.4 0.8 mL 2.91 9.1 mL 0.1 mL 200 uL | 10 mL 4 0.583

pg/mL pg/mL pg/mL

36.4 1 mL 3.64 8.9 mL 0.1 mL 200 uL | 10 mL 5 0.728

pg/mL pg/mL pg/mL
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A las soluciones obtenidas (10 mL), se agregaron las sales de particion (4 g MgSOasy 1 g NaCl) y las
mezclas se agitaron. Después de centrifugar a 5000 rpm por 10 min, se tomaron alicuotas de 2 mL
del sobrenadante y cada uno se colocé en un tubo eppendorf para evaporacién en el Speed vac
(45°C por 75 min) hasta un volumen final de aproximadamente 100 pL. Las muestras se aforaron a
500 pL con acido férmico 0.1% (70:20:10). Posteriormente se centrifugaron a 10000 g por 10 min.
Los sobrenadantes se diluyeron tomando 100 pL y completando el volumen a 2000 pL con fase movil
(H,0: MECN: AF al 0.1% 70:20:10). Finalmente, la muestra se introdujo al sistema HPLC
(concentracion de estandares se calcularon de igual manera como se muestra para IAA en la Ultima
columna de la Tabla 7).

Puesto que el El se agregaba directamente a la muestra y a las soluciones estandar antes de la
etapa de extraccion, con la normalizacion de las senales por la sefal del El se esperaba al menos
reducir los errores cometidos durante el procedimiento QUEChERS y en el andlisis cromatografico.
Los cromatogramas obtenidos en el proceso de calibracién con QUEChERS se muestran en la Figura
14. En la Figura 15 se muestran las curvas de calibracién obtenidas en base a los valores promedio
de cada senal (ires replicas), donde se puede observar una buena linealidad de las funciones de
calibracién con R?>0.98.
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Figura 14. Cromatogramas de soluciones de calibracién obtenidos mediante el proceso de extraccion
QUEChERS (a)- deteccion fluorimétrica para la cuantificacién de ICA, 1AA, I3A, IPA, IAN, IBA, 13C;
b)- deteccién UV para la cuantificacion de I3CHO; las letras PO y P1-P5 corresponden al blanco y a
las soluciones de calibracién a diferentes concentraciones).
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Figura 15. curvas de calibracion de compuestos inddlicos obtenidas mediante el método de
extraccion QUEChERS, para la cuantificacion por deteccion fluorimétrica ICA, 1AA, 13A, IPA, 1AN,
IBA, I3C y la cuantificacion de I3CHO por deteccion UV.

4.4. Parametros analiticos

Utilizando los datos obtenidos en el proceso de calibracién con QUEChERS integrado, se calcularon
las funciones de regresion lineal, mismas cuyas pendientes e interceptos se presentan en la Tabla
8. Ademas, en esta tabla también se presentan los errores estandar de la pendiente e intercepto, los
cuales demuestran la poca variacion entre cada inyeccion. En cuanto a la linealidad, para ICA,
I3CHO, IAA, IPA e IBA2, se obtuvieron valores R?>0.99, mientras que para el resto de los
compuestos la linealidad era un poco peor R? > 0.98. También en esta tabla se encuentran los
limites de deteccién (LD) y limites de cuantificacién (LQ) para cada analito, obtenidos a partir de un
blanco procesado con el método QUEChERS, estos fueron calculados en base a la relacion senal /
ruido; adoptando los criterios de tres y diez desviaciones estandar, respectivamente, y calculados a
partir del promedio de la sefal del blanco mas tres o diez veces la desviacién estandar de la
respuesta y la pendiente del grafico de calibracion. Para todos los compuestos de interés, los valores
LQ mostraron factibilidad de su determinacion cuando la solucién introducida a la columna contenia
las concentraciones del orden de sub- partes por billén.
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Tabla 8. Parametros analiticos evaluados en base al proceso de calibracién integrado QUEChERS
(LD-limite de deteccion, LC- limite de cuantificacion).

TR+DE Funcion de calibracion Error estandar LD,ng |LQ, ng
Analito  |(min) Pendiente [Intercepto R? [pendiente |[Intercepto - mt

(*ug/mL) (*ug/mL)
ICA ©.66£0.01 [8.97E-2  [1.98E-02 [0.9991 |5.48E-3 [4.72E-2 |70 232
I3CHO [6.09+0.03 [2.83 1.70E-1  |0.9933 [2.36E-1  [1.92E-1 (44 146
IAA 6.83+0.01  [1.00 1.58E-02 [0.9973 [8.05E-2 [3.64E-2 [3.9 13
I3A 7.31£0.01  [2.00E-03 [1.90E-04 [0.9875 [1.86E-4  [3.42E-3  [4.2* 14*
IPA 11.50£0.01 [2.15 6.27E-03 [0.9980 [1.59E-1 [3.24E-2 [5.2 17
IAN 11.9310.01 |6.5 4.78E-02 [0.9892 [2.39E-1  [9.42E-3 [1.9 6.4
IBA 12.3740.01 13.8 -3.56E-02 [0.9902 [6.24E-1  [1.09E-1 [1.1 3.8
IBA2  [12.52+0.01 [2.22 11.91E-02 [0.9945 [1.56E-1 [2.83E-2 [9.1 30
I3C 14.90+0.01 |2.72E-1  |4.89E-02 |0.9838 [3.08E-2  [8.01E-2 |78 260
13C2 15.47+0.01 |1.39€-1  [3.11E-02 [0.9913 [9.50e-3  [2.46E-2 (85 284
I3C3  [16.06+0.01 [|1.23E-1  [1.38E-02 [0.9933 [2.95E-09 [5.51E-09 [247 822

Para mostrar la importancia de usar el estandar interno, en la Tabla 9 se hace una comparacién de
los valores R? y de coeficiente de variacion obtenidos para cada uno de los analitos, utilizando sus
sefales sin y con normalizacion por estandar interno. Como se puede observar, en todos los casos,
el uso de El permitié mejorar la linealidad de las curvas de calibraciéon y también disminuir los valores
de CV lo que es indicativo de una mejor precisién. Con estos resultados se confirma la adecuada
seleccion de AOA como El en el procedimiento propuesto.

Tabla 9. Comparacion de los valores R? de funciones de calibracion y de coeficientes de variacion
(CV, %) obtenidas en calibracién con QUEChERS integrado sin y con AOA como El. Para cada
compuesto, CV se calculé en base de 3 réplicas del punto P1 de calibracién.

Analito Con El Sin El
R? CV, % R? CV, %
ICA 0.9991 17.1 0.9901 24.1
I3CHO 0.9933 2.76 0.9722 9.42
IAA 0.9973 3.71 0.9840 9.74
I3A 0.9875 2.25 0.9915 1.73
IPA 0.9980 1.31 0.9876 6.41
IAN 0.9892 9.82 0.9721 2.92
IBA 0.9902 27.7 0.9960 323
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IBA2 0.9945 25.0 0.9933 28.8
I3C 0.9838 24.1 0.9865 31.0
13C2 0.9913 75.0 0.9900 79.1
I13C3 0.9933 6.86 0.9880 6.35

4.5. Evaluacion comparativa de diferentes condiciones QUEChERS para analisis de
compuestos inddlicos en vegetales.

La siguiente etapa de trabajo consistié en examinar si con la modificacion del método QUEChERS
original podria lograrse una mejor eficacia de extraccion de compuestos inddlicos de muestras de
vegetales. Se siguié trabajando con rabano. Con base en la revision bibliografica presentada en el
capitulo 3 de esta tesis se evaluaron dos tipos de modificaciones: (i) adiccién de un tamp6n para
regular el pH durante la extraccion y (ii) cantidad y tipo de sales de particion. Los procedimientos
empleados se detallan a continuacion.

En cada uno de los casos, se congelé una porcion de aproximadamente 100 g de rdbano fresco, una
vez congelada la muestra se molié con mortero y pistilo, se pesaron 10 g y se colocaron en tubos
falcén de 50 mL. Se agregaron 10 mL de una mezcla de MeCN y HAc 1%. Se agregaron 200 pL del
estandar interno (EI-AOA) de concentracion 267 pg/mL y enseguida se agité a mano por un min.

a) Método QUEChERS sin adicional control de pH (original)
Se agregaron las sales de particién, 4 g de MgSO4y 1 g de NaCl.

b) Método QUEChERS agregando el tampon de acetatos, sin cloruro de sodio.
Se agrego la sal de particion (4 g de MgSO4) y 1 g de acetato de sodio (NaAC).

c) Meétodo QUEChERS agregando tampodn de acetatos y cloruro de sodio
Se agregaron las sales de particién (4 g de MgSOsy 1 g de NaCl) y 1 g de NaAC.

d) Método QUEChERS agregando tampon de citratos y cloruro de sodio
Se agregaron las sales de particion (4 g de MgSO4y 1 g de NaCl) y las sales para formar le
tampédn de citratos (1 g de acido citrico y 0.5 g citrato de sodio).

Para todos los métodos, después agregadas las sales de particién y/o las sales de buffer, las mezclas
se agitaron por un minuto, a mano, posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm por 10 min y se
extrajo el sobrenadante de cada una de ellas. Se tomaron alicuotas de 2 mL de sobrenadantes y se
colocaron en un tubo eppendorf para evaporacion en el Speed vac (45°C por 75 min) hasta un
volumen final de aproximadamente 100 pL. Las muestras se acidificaron al aforar a 500 uL con acido
formico 0.1% (AF) y posteriormente se centrifugaron a 10000 g por 10 min. Los sobrenadantes se
diluyeron tomando 100 pL y completando el volumen a 2000 pL con fase mévil (H20: MeCN: AF al
0.1% 70:20:10). Finalmente, las muestras se introdujeron al sistema HPLC. El procedimiento general
de extraccién se presenta en la Figura 16.
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Figura 16. Procedimiento general de extraccion QUEChERS.

Para cada una de las condiciones definidas arriba (a, b, c, d), se registraron los cromatogramas y se
tomaron las sefales analiticas de los compuestos de interés sin normalizar por El. De manera de
ejemplo, en la Tabla 10 se presentan detalladamente las modificaciones utilizadas, pH del extracto
final y las sefales relativas del IAN y de AOA-EI. En la Figura 17 se muestran cromatogramas
registrados para cada una de las condiciones, donde se observa para todos los compuestos la misma
tendencia que se presenta en la Tabla 10 para IAN. Los cromatogramas y los datos presentados en
la Tabla 10 claramente demuestran que la acidificacion inicial con el acido acético proporcioné la
mejor eficacia de extraccién. La adicion del tampon de acetatos o de citratos, aunque favorable en
el caso de otras aplicaciones (ver capitulo 3), no resulto apropiada para compuestos indolicos ni para
El, en esta muestra.

Tabla 10. Condiciones del método QUEChERS examinadas y sefales cromatograficas relativas
de IAN y el El (se tomé la sefal obtenida en condiciones originales como 100%).

Método | Masa de | Extractante | Sales de | Senal Senal pH del
muestra particién/ | cromatogréfica cromatografica extracto
buffers relativa del IAN relativa del AOA-
El
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a) 10 g 9.9 mL 449 100 % 100 %
MeCN MgSOs,
0.1 mL HAc | 1 g NaCl
(99.7 %) 2.45
b) 10 g 9.9 mL 49 83.6 % 55.7 %
MeCN MgSOs4,
0.1 mLHAc | 1 g NaAC
(99.7 %) 5.46
C) 10 g 9.9 mL 49 75.9 % 49.0 %
MeCN MgSOs4,
0.1 mL HAc | 1 g NaCl,
99.7 %
( ) 1 g NaAC 5.09
d) 10 g 9.9 mL 49 89.4 % 64.3 %
MeCN MgSOs,
0.1 mL HAc | 1 g NaCl,
(99.7 %) ,
1 g CitAc
05¢
NaCit 2.65
Solventes y sales: MeCN- acetonitrilo, HAc- acido acético, NaAC- acetato de sodio, CitAC- &cido
citrico, NaCit- citrato de sodio.

Cabe senalar que la mayoria de los compuestos de interés presentan valores de pKa en el intervalo
de 3.5-4.9, por lo que su extraccién a acetonitrilo se debe ver beneficiada a pH < 2.5 (prevalencia de
moléculas no disociadas). En el método original (a), la adiccidn inicial del acido acético confiere el
pH 2.45 al extracto final y por ello, la eficacia de extraccion es relativamente buena. Por su parte, la
adicién de tampones de citratos o acetatos produce un no deseado aumento de pH lo que resulta en
la presencia de parcialmente disociados grupos acidos de compuestos indélicos y peor eficacia de
su extraccién a solvente organico. Como resultado de los experimentos realizados, se opt6é por
utilizar el procedimiento QUEChERS original, con acidificacion inicial con acido acético.

Por otro lado, en la Figura 17 se observa la elucidon de compuestos con altas sefales tanto FLD como
DAD a tiempos de retencién cortos (previos al EI-AOA), los cuales no se pudieron identificar, pero
sugieren la formacion de conjugados de los compuestos ind6licos con azucares (glucésidos) ya que
esta modificacién aumenta la polaridad de la molécula de indol acortando con ello el tiempo de
retencién. Estos resultados estan de acuerdo con otros estudios, donde se hace mencién sobre la
presencia de reacciones metabolicas de o-glucosilacién en el tejido folicular de las plantas [155].
Para examinar la posible formacién de gluco-conjugados, se utilizé la enzima B-glucosidasa que
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cataliza la hidrolisis de enlaces glicosidicos en arilo y alquil B-glucosidos, liberando glucosa y su
correspondiente algicona. Los resultados se describen en la siguiente seccién.

LU 1 Deteccién de fluorescencia (-FLD: Em: 280; Ex: 360; Ganancia: 14) IAN = ESTD
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Figura 17. Cromatogramas de estandares y los cuatro diferentes métodos de extraccion QUEChERS
probados en la muestra de rabano (a)-deteccion fluorimétrica para ICA, 1AA, I13A, IPA, IAN, IBA, I13C,
AOA; b)- deteccion UV para IBCHO, AOA); Las letras mostradas en la parte superior derecha de
cada cromatograma corresponden a: a) QUEChERS sin adicional control de pH, b) agregando
tampén de acetatos, sin cloruro de sodio, c) agregando tampon de acetatos y cloruro de sodio, d)
agregando citratos y cloruro de sodio.
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4.6. Efecto de tratamiento con beta- glucosidasa sobre el perfil de compuestos indodlicos.

Para esta prueba, se adoptaron las condiciones de hidrolisis enzimatica de un estudio previo [155].
En concreto, se realizé la extraccion de dos alicuotas de muestra de rabano utilizando QUEChERS
con acidificacién inicial de HAc. Después de la evaporacién a un volumen aproximado de 100 pL,
cada una de las soluciones se aforé a 500 pL con fase movil y enseguida se ariadieron 200 pL de
acetato de sodio (pH 5.0, ajustado con HCI), y se sénico por 10 minutos a 20°C. A continuacion,
una porcion se incubd con 2 unidades o 100 uL de B-glucosidasa, previamente diluidas en el tampoén
de acetatos (5 mg/mL), (EC 3.2.1.21; Sigma-Aldrich) bajo agitacion continua a 37 ° C durante 2 h;
la segunda porcién de muestra se procesé en paralelo, pero sin agregar la enzima. La reaccién se
detuvo con la adiciéon de 500 pL de una solucién de bicarbonato de sodio 0.10 M, este reactivo se
agregd a ambas porciones de muestra. Para la dilucion, se tomaron 180 pL de muestra y se llevaron
a 1000 pL con fase movil (H20: MeCN: AF al 0.1% 70:20:10). Una vez centrifugadas las soluciones
se introdujeron al sistema HPLC. El proceso general se presenta en la Figura 18; en este esquema,
para la muestra sin tratamiento enzimatico (control), en el paso 4 se agregaron 100 uL del agua.

Aforo a 100 200 10 min
&0 100 pL 200 pL —
500 pL con Buffer 20°C 00 pL 37°C

™ acetatos enzima
pH=5

5

|
|

|
o —
- l
S -

|
\=

500 pL
NaHCO;
HPLC DAD/FLD

Figura 18. Esquema general del tratamiento con B-glucosidasa.

En la Figura 19, se presentan los cromatogramas obtenidos para dos muestras de rabano, una siny
otra con tratamiento enzimatico (rojo-Rab SB y verde-Rab CB, respectivamente) y un cromatograma
de estandares correspondiente a punto de calibracion P1 (azul- ESTD). En primer lugar, el
tratamiento con B-glucosidasa caus6 una clara disminucion de las sefales con tiempo de retencion
de aproximadamente 2 min (tentativamente asignados como conjugados de compuestos inddlicos)
y se observaron cambios en el perfil de elucién en tiempos de retencion mas largos. Tal es el caso
de un pico cuyo tiempo de retencién coincide con el estandar IAA y el cual aparece en la muestra
hidrolizada (deteccién FLD), lo que sugiere la liberacién de indol-3-4cido acético de sus conjugados
glucosidicos existentes en rabano. De manera similar, utilizando deteccion DAD, se observa un
aumento de la sefal IBCHO después del tratamiento con B-glucosidasa respecto a la muestra sin
tratamiento con esta enzima (Fig. 19 abajo). En el caso de IAN, el tratamiento enzimético no afect6
de manera significativa su sefial cromatografica registrada con FLD, lo que indica que este
compuesto aparentemente no forma conjugados con azucares. Hay que resaltar que la sefal de El
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es practicamente idéntica en tres cromatogramas (estandares, Rab SB, Rab CB), lo que sustenta
los efectos observados para otras sefiales cromatograficas. Cabe también notar la aparicién de una
serie de senales registradas con detector DAD después del tratamiento enzimatico, los cuales
sugieren presencia de glucésidos de algunos compuestos no fluorescentes en rabano.

U 1 Deteccion de fluorescencia (-FLD: Em: 280; Ex: 360; Ganancia: 14) = ESTD
= Rab SB
=== Rab CB

175 (1

1507

N
33

00, |

N\

Fluorescencia relativa

~
q

= ESTD
= Rab SB
= Rab CB

Absorbancia

Tiempo

Figura 19. Cromatogramas de los estandares correspondientes al punto de calibracién P1 (azul-
ESTD), muestra de rabano después del método QUEChERS y sin tratamiento enzimatico (rojo- Rab
SB) y con tratamiento con B-glucosidasa (verde- Rab CB). a) deteccion fluorimétrica para ICA, IAA,
I3A, IPA, IAN, IBA, 13, AOA; b)-deteccion UV para la cuantificacion de IBCHO, AOA).
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Para confirmar la presencia de glucésidos de compuestos indélicos en otros vegetales, se realiz6 el
mismo experimento con la muestra de nabo, mostrando los cromatogramas obtenidos en la Figura
20. En esta figura se observan efectos parecidos que los descritos para la muestra de rdbano.
Mediante deteccion de fluorimétrica, se detecta una nueva senal correspondiente a IAA (pico verde),
igualmente se aprecia el desplazamiento del pico correspondiente a este analito cuando no es
adicionada la enzima (pico 7.0 - 7.5 min).

" | Deteccion de fluorescencia (-FLD: Em: 280; Ex: 360; Ganancia: 14) = ESTD
50 = Nab SB
= Nab CB

AOA

IBA

Fluorescencia relativa

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mih
Tiempo
i 3
Deteccién de matriz de diodos (-DAD: Sing :280.8; Ref: 400.20) = ESTD
s = Nab SB
= Nab CB
7]
6]
ICA

Absorbancia

Tiempo

Figura 20. Cromatogramas de estdndares correspondientes a punto de calibracién P1 (azul-ESTD),
muestra de nabo después de QUEChERS y sin tratamiento enzimatico (rojo-Rab SB) y con
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tratamiento con B-glucosidasa (verde-Nab CB). a)-deteccion fluorimétrica para ICA, IAA, 13A, IPA,
IAN, IBA, I13C, AOA; b)- deteccién UV para la cuantificacién de ISCHO, AOA).

Por ultimo, al igual que en la muestra de rabano, se observa una ligera disminucion de las alturas de
los picos encontrados entre el tiempo de retencion 1.5 y 2, lo cual demuestra la hidrolisis de
glucésidos mediante tratamiento con B-glucosidasa. Con la deteccién DAD se nota un aumento de
la senal antes identificada como I3CHO cuando se sigue el proceso de la hidrolisis enzimatica.

De manera importante para este trabajo, los experimentos realizados con B-glucosidasa ponen de
manifiesto que, sin uso de esta enzima, el procedimiento QUEChERS HPLC-DAD/FLD propuesto
proporciona informacion sobre compuestos inddlicos libres (no conjugados).

4.7. Estudio de recuperacion en el analisis de muestras reales.

Para examinar la factibilidad de la determinaciéon de compuestos indélicos en rdbano y nabo y
confiabilidad de los resultados, se realizaron experimentos de adiccion de estandar evaluando la
recuperacion de cada uno de analitos. En concreto, a las muestras de rabano y nabo, se agregaron
estédndares en cantidades correspondientes a los cinco puntos de calibracion (P1-P5).

Las adiciones se realizaron agregando alicuotas de solucion patron directamente a las muestras y
después las muestras se procesaron tal y como se indica en la seccién 4.5.

Los cromatogramas registrados en este experimento para rabano y nabo considerando adiccién de
todos los puntos de calibracion (P1-P5), se muestran en las Figuras 21 y 22, respectivamente. En
las Tablas 11 y 12 se reportan los resultados obtenidos en el proceso de cuantificacion para dos
puntos de adiccién de estdndares (P1y P2).

En las primeras dos filas de estas Tablas, se reportan pendientes de las funciones de regresion lineal
obtenidas para adiccién de estandar a la muestra y para la curva de calibracién. La relacion entre
estas pendientes, expresada en porcentaje, es la medida de supresién o aumento de las sefales
debido a la presencia de matriz (SSE- por sus siglas en inglés: signal suppression/enhancement).
Como se puede observar en la tercera fila de las Tablas 11 y 12, practicamente para todos los
analitos y en ambas muestras se presentaron importantes interferencias de matriz con valores SSE
mayores de 120% o menores de 80%. De alli, los resultados de cuantificacién por adiccion estandar
se consideran mas confiables respecto a aquellos calculados en base a la calibracién externa.

Para calcular la recuperacion de cada analito en el experimento realizado, en las tablas se reporta
masa del analito en un gramo de muestra, correspondiente a la muestra sin adiccion de estandar
(solamente para I3CHO y IAN, mientras que otros compuestos no fueron detectados), la masa
agregada por 1 g de muestra, y la masa encontrada después de adiccion estandar.

Los porcentajes de recuperacion se calcularon utilizando la siguiente formula:
Yad —-Y
%R = (T) + 100

Donde:
Yad-ug del analito encontrado en muestra después de adiccion de estandar

Y-ug del analito encontrado en muestra sin agregar el estandar (solamente para I3CHO y IAN,
mientras que otros compuestos no fueron detectados).

76



Proyecto Maestria

X- ug del analito agregados a la muestra

Para rabano (Tabla 11), los analitos I3CHO e IAN fueron detectados en los extractos y sus
concentraciones estimados por el método de calibracion externa, mientras que otros compuestos no
fueron detectados. Los valores de porcentajes de recuperacién fueron satisfactorios para la mayoria
de los analitos, ya que estaban en el intervalo de 97.4%-108% para el primer punto de adiccion y
94.5% -101% para el segundo punto de adiccién. En el caso de IBCHO, su concentraciéon natural en
la muestra era solamente estimada mediante calibracion externa y el error cometido en esta
estimacién, claramente afecto el resultado de recuperacion (209% para el primer punto de adiccidn
y 131% para la segunda). Los resultados arrojados para I3C tampoco eran aceptables (154% y
77.5% para el primero y segundo punto de adiccion, respectivamente) porque este compuesto se
eluy6 en forma de tres picos lo que perjudico la magnitud de las senales.
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Tabla 11. Resultados de experimento de adicién estandar para la muestra de rabano.

Analito | ICA | 13cHO | 1IAA [ 1BA [ IPA | IAN [ IBA IBA2 I3C
Efecto de matriz

Pend.,

calibracion 8.97E-02 2.83 1.00 2.00E-03 2.15 6.50 13.8 2.22 2.72E-01

Pend.,

adiccion de

ESTD 1.20E-01 4.66 1.59 2.83E-03 4,51 9.4 4,52 7.24 0.141

SSE, % 133 165 159 142 210 145 32.7 326 51.7
Experimentos de recobro

ugen1gde ND ND ND ND ND ND

muestra ND 0.600 0.01

Hg

adicionados

(1) 139 13.1 7.28 295 3.28 0.70 2.93 2.93 44.6

Hg

encontrados

(1) 135 28.03 7.37 301 3.32 0.741 3.17 2.94 68.6

Recobro 1,

% 97.4 209 101 102 101 105 108 100 154

Mg

adicionados

(2) 277 26.3 14.6 591 6.56 1.39 5.87 5.87 89.2

Mg

encontrados

(2) 280 34.9 14.2 566 6.46 1.34 5.54 5.81 69.1

Recobro 2,

% 101 131 97.6 95.7 98.5 95.7 94.5 99.0 77.5

ND: NO DETECTADO
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Figura 21. Cromatogramas del extracto de muestra de rabano sin y con adiccion de estandares (a)-
deteccion fluorimétrica para la cuantificacion de ICA, IAA, I13A, IPA, IAN, IBA, I3C; b)-deteccion UV
para la cuantificacién de I3CHO; las letras PO y P1-P5 corresponden a la muestra sin adiccion de
estandar y a la misma muestra con adiciones de concentraciones iguales que en las soluciones de
calibracion).

En la muestra de nabo se encontraron los mismos dos compuestos indélicos (I3CHO, IAN) y se
obtuvieron resultados de recuperacion similares a los del rdbano (Tabla 12). Debido al error cometido
en la estimacién de concentraciones de los dos analitos por calibracion externa, las recuperaciones
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se vieron afectadas en el caso de ISCHO (128% para el primer punto de adiccién) y para IAN (220%
y 158%, para dos puntos de adicion, respectivamente).

En general, los resultados de experimentos de recuperacion indican la factibilidad de la
determinacion de compuestos indélicos en extractos de vegetales por el procedimiento propuesto,
siempre y cuando la cuantificacion se realice por el método de adiccion de estandar.

Hay que recordar que los resultados presentados en la Tabla 11 y 12 corresponden al contenido de
compuestos inddlicos libres. En un trabajo futuro, seria interesante integrar en el procedimiento la
etapa de tratamiento enzimatico para cuantificar la fraccion de indélicos en forma de glicésidos. De
estas Tablas se percibe la necesidad de aumenta la sensibilidad del procedimiento propuesto, lo que
forma otro reto para estudios posteriores.

Finalmente, cabe resaltar que las muestras de nabo y de rdbano analizadas en este trabajo
contenian ISCHO y IAN en forma libre, ademas de IAA conjugado con azucares.
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Tabla 12. Resultados de experimentos de adicién estdndar para la muestra de nabo.

Analito | ICA | I3CHO | IAA | I3A | IPA | IAN | IBA | IBA2 I3C
Efecto de matriz

Pend.,

calibracion 8.97E-02 | 2.83 1.00 2.00E-03 | 2.15 6.50 13.8 2.22 2.72E-01

Pend.,

adiccion de

ESTD 1.27E-01 | 3.57 1.43 2.45E-03 | 3.32 21.02 8.14 4.25 0.248

SSE, % 142 126 143 123 154 323 58.9 192 91.3
Experimentos de recobro

ugen1gde ND ND ND ND ND ND

muestra ND 0.140 0.051

Hg

adicionados

(1) 139 13.1 7.28 295 3.28 0.70 2.93 2.93 44.6

Hg

encontrados

(1) 129 16.9 7.85 326 3.49 1.58 2.37 3.16 48.8

Recobro 1,

% 93.2 128 108 110 106 220 81 108 109

Hg

adicionados

(2) 277 26.3 14.6 590 6.56 1.39 5.87 5.87 89.2

Hg

encontrados

(2) 272 28.5 14.6 568 6.73 2.25 6.19 6.14 84.6

Recobro 2,

% 97.9 108 100 96.1 103 158 106 105 95

NC: NO DETECTADO
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Figura 22. Cromatogramas del extracto de muestra de nabo sin y con adiccion de estandares (a)-
deteccion fluorimétrica para la cuantificacion de ICA, IAA, I3A, IPA, IAN, IBA, 13C; b)- deteccion UV
para la cuantificacién de I3CHO; las letras PO y P1-P5 corresponden a la muestra sin adiccion de
estandar y la misma muestra con adiciones de concentraciones iguales a las soluciones de
calibracion.
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5. Conclusiones

El trabajo de tesis ha sido enfocado en la determinacién de los siguientes compuestos inddlicos en
plantas comestibles cultivadas en el estado de Guanajuato; indo-3-acido carboxilico (ICA), Indol-3-
carboxaldehido (I3CHO), indol-3-4cido acético (IAA), Indol-3- acetil (I3A), indol-3-acido propidnico
(IPA), indol-3- acetonitrilo (IAN), indol-3-acido butirico (IBA) e indol-3-carbinol (13C). Para ello, se ha
desarrollado un procedimiento analitico basado en QUEChERS y cromatografia de liquidos de alta
resolucion con deteccién espectrofluorimétrica y espectrofotométrica. A continuacién, se presentan
las conclusiones del trabajo realizado:

1. Se ha demostrado que el acido o-anisico puede ser utilizado como el estandar interno
mejorando el desempefio del procedimiento propuesto.

2. Los experimentos sistematicos han permitido seleccionar las condiciones de separacion y
deteccion de ocho compuestos y del El en 20 min, logrando limites de deteccién en el
intervalo de partes por billon (70 ng/mL ICA, 44 ng/mL I3CHO, 3.9 ng/mL IAA, 4.2 pug/mL
I3A, 5.2 ng/mL IPA, 1.9 ng/mL IAN, 1.1 ng/mL IBA, 9.1 ng/mL IBA2, 78 ng/mL 13C, 85 ng/mL
I3C2, 247 ng/mL 13C3). El punto clave para la deteccién FLD era seleccionar
adecuadamente el grado de dilucién del extracto vegetal y ajustar la sensibilidad relativa del
detector (ganancia).

3. En base a la revision bibliografica sobre recientes modificaciones y aplicaciones de
QUuEChERS y considerando propiedades fisicoquimicas de los compuestos de interés, se
evaluaron comparativamente cuatro protocolos de este método de extraccion encontrdndose
la mejor eficacia de extraccién con el método original (sin etapa de extraccién en fase soélida
y con adiccién de acido acético al acetonitrilo- el pH del extracto 2.45).

4. Mediante el tratamiento con enzima (-glucosidasa, se ha demostrado la formacion de
glicoconjugados de algunos compuestos indolicos en vegetales analizados (principalmente
IAA).

5. Se han propuesto integrar el procedimiento QUEChERS en la preparaciéon de soluciones
estandar para el proceso de calibracion

6. Debido a fuertes interferencias de matriz, observadas en el andlisis de nabo y de rdbano
(valores SSE fuera del intervalo de 80-120%), en el procedimiento propuesto, la
cuantificacién debe llevarse a cabo por el método de adiccién estandar.

7. Las muestras de rabano y nabo contenian concentraciones de I3CHO y de IAN (en forma
no-conjugada), que pudieron ser cuantificados por el procedimiento propuesto, mientras que
otros analitos no fueron detectados en estas condiciones.

8. Los experimentos de recuperacion arrojaron resultados satisfactorios para los compuestos
no detectados en las muestras. Para I3CHO y IAN, los resultados no fueron satisfactorios,
debido a error de estimacién de su concentracién natural en la muestra. En un experimento
futuro, sera necesario repetir el experimento de recuperacién para estos compuestos
utilizando la muestra real mas diluida o una muestra que no contenga detectables
concentraciones de estos dos compuestos.

En resumen, en este trabajo se ha demostrado la factibilidad de QUEChERS como método de
tratamiento de material de planta para el analisis de compuestos indélicos por cromatografia de
liquidos en fase inversa con deteccion espectrofluorimétrica. Por otro lado, en el trabajo futuro, es
necesario mejorar las condiciones de extraccion para eliminar interferencias de matriz que afectaron
la pendiente de las curvas de calibracion practicamente de todos los compuestos. También seria
interesantes integrar en el procedimiento la etapa de tratamiento enzimatico para cuantificar la
fraccion de inddlicos en forma de glicésidos. Otro reto es adecuar el procedimiento para
cuantificacién de mas bajas concentraciones de compuestos inddlicos.
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Figura 23. Esquema de preparacion de las soluciones de calibracién directa y concentraciones
finales de indoles en cada punto de la curva de calibracién por HPLC con detecciéon de FLD y DAD.
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