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Resumen y Abstract IX

Resumen

Evaluacién de residuos de plaguicidas, micotoxinas y contaminantes de
procesamiento como descriptores claves de inocuidad quimica en la poscosecha
de la cadena de produccién cafetera de laregion del Tolima empleando estrategias
analiticas basadas en marcado de is6topos estables (SIL)

Se presenta el desarrollo y validacion de un procedimiento simple, integral y amigable con
el medio ambiente para determinar residuos de plaguicidas, contaminantes naturales y de
procesamiento en el café tostado por LC-HRMS, e hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) via GC-MS/MS. Para la primera técnica se extraen plaguicidas y micotoxinas con
acetato de etilo, con una particiéon simultanea de acrilamida (AA) en fase acuosa en la
misma porcion analitica. Una microextraccion en fase sélida dispersiva 'en tubo' (dASPME)
retiene la AA para inyectarla de forma independiente de los compuestos de la fase
organica. A través de novedoso método de cromatografia liquida de espectrometria de
masas de alta resolucion (LC-HRMS) se cuantificaron 186 compuestos a 10 pg/kg, 226 a
5 pg/kg y la AA a 200 pg/kg, para un total de 414 moléculas con recuperacion (70%-120%)
y precisiones aceptables (RSD<20%). Se confirmé la presencia de clorpirifos, AA y
ocratoxina A (OTA) en muestras de diferente origen por debajo del limite de cuantificacion.
No hubo evidencia de enmascaramiento de OTA durante el almacenamiento del café; sin
embargo, se evidencié condensacion con glucosa durante experimentos de procesamiento
térmico con sacarosa mediante el uso de marcado con is6topos estables (SIL). No se
encontraron conjugados en muestras de café tostado ni torrefacto. Entre las alternativas
revisadas para determinar los HAPs, una transesterificacion precedio la cuantificacion que
fue validada para un grupo de HAPs que incluyé los 4 indicadores en la regulacion vigente.
Algunos hallazgos en muestras comerciales fueron cuantificados por GC-MS/MS y
confirmados por LC-HRMS.

Palabras clave: Ocratoxin A; Acrilamida; plaguicidas; hidrocarburos aromaticos

policiclicos, marcado de is6topos estables; validacién; ambientalmente amigable.
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Abstract

Evaluation of pesticide residues, mycotoxins, and processing contaminants as key
descriptors of food safety in the post-harvest of the coffee production chain in the

Tolima region using analytical strategies based on stable isotope labeling (SIL)

The development and validation of a simple, comprehensive, and environmentally friendly
procedure is presented to determine pesticide residues, natural and processing
contaminants in roasted coffee by LC-HRMS, and polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs) via GC-MS/ MS. For the first technique, pesticides and mycotoxins are extracted
with ethyl acetate, along a simultaneous partition of acrylamide (AA) in the aqueous phase
in the same analytical portion. An 'in-tube' dispersive solid phase microextraction (ASPME)
retains the AA for injection independently of the organic phase compounds. A novel liquid
chromatography high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) method allows the
quantification of 186 compounds at 10 pg/kg, 226 at 5 pug/kg and AA at 200 ug/kg for a total
of 414 molecules with recovery (70%-120%) and acceptable precisions (RSD<20%). The
presence of chlorpyrifos, AA and OTA was confirmed in samples of different origins below
the limit of quantification. There was no evidence of OTA masking during coffee storage;
however, condensation with glucose molecules was evident during thermal processing
experiments with sucrose using stable isotope labeling (SIL). No conjugates were found in
roasted or torrefacto coffee samples. Among the tested alternatives to determine PAHs, a
transesterification process allowed a determination validated for a group that included
selected indicative 4 PAHSs in the current regulation. Some findings in commercial samples
were quantified by GC-MS/MS and confirmed by LC-HRMS.

Keywords: Ochratoxin A; acrylamide; pesticides; polycyclic aromatic hydrocarbons; stable

isotope labelling; validation; eco-friendly.
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Introduccion

El café es una de las bebidas més populares a nivel global. El café tipo exportacion que es
cultivado en el territorio nacional es conocido como “Café de Colombia”, [1, 2] y se convirtié
en marca insignia de la méas alta calidad en todo el mundo. No obstante, los riesgos a la
inocuidad tienen un impacto directo en su calidad y, por ende, en la cadena productiva. A
través de los afios, el pais se ha abocado al desarrollo de un proceso de produccion
robusto, clave en una economia andina tipicamente agricola, para asi lograr tal
reconocimiento a nivel internacional. Ya sea a través de mecanismos de registro bajo la
figura de marca, indicacion geografica o denominacién de origen [3], la Fundacion para la
Certificacibn del Café de Colombia (CAFECERT) busca constantemente proteccion
comercial que relacione la calidad particular de cada café con su valor en el mercado.
Especificamente, la produccion de cafetos cultivados en la regién del departamento del
Tolima (coffea arabica) cuenta con un enorme potencial y se destaca por un perfil de taza
suave con notas frutales. La agroindustria tolimense del café se ha distinguido como triple
ganadora del Concurso Nacional de Calidad de Café Colombia por sus atributos de
balance, cuerpo y acidez, donde en la subasta internacional del afio 2018 logré los 20 USD
por libra [4]. Ademas, el café en este departamento es fuente de trabajo para 38 municipios
cafeteros, que registran cerca de 117.000 hectareas sembradas en café en mas de 71.000
fincas pertenecientes a 61.000 caficultores que representan el 11% de los productores del
pais segun el ultimo informe de los comités departamentales de la Federacion Nacional de
Cafeteros [5]. ElI 79% de su parque cafetero se ha tecnificado joven y a noviembre de 2018
se renovaron 9.327 hectéreas, lo que significa un muy buen potencial productivo para el

departamento [4].

Coffea arabica (café arabica), C. canephora var. robusta (café robusta), C. liberica (café
liberica) y C. liberica var. dewevrei (café excelso) son algunos ejemplos de especies de
gran importancia en el mercado del café. Dado que esta bebida de uso diario cuenta con

un sabor universalmente apreciado, los controles que garantizan la confianza en este
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producto deben incluir posibles contaminantes provenientes de la poscosecha y ademas
del procesamiento. Las micotoxinas son un grupo diverso de productos metabdlicos
secundarios altamente toxicos de varias especies de hongos que podrian considerarse
ubicuos en el medio ambiente. Una vez que las especies productoras de micotoxinas
infectan el campo, pueden terminar en los granos maduros [6], luego desarrollarse durante
las etapas de procesamiento y sus productos pueden incluso resistir duras condiciones
como el tostado del café [7]. En este sentido, los pequefios operadores deben prestar
atencion a los programas destinados a garantizar el cumplimiento de buenas practicas
para evitar la formacién de mohos [8]. También resulta importante abordar la infestaciéon
durante el almacenamiento, ya que puede generar riesgos potenciales fuera del alcance
de los productores de café, poniendo en peligro una industria basada en la calidad
suprema. De hecho, las recomendaciones dirigidas a mitigar estos riesgos pueden
enfrentar desafios durante la extension de los tiempos de almacenamiento, y, ademas, en
condiciones inusuales como la pandemia, la crisis comercial global o los cambios subitos
en la dindmica acelerada del mercado, que pueden llegar a obstaculizar gravemente las
exportaciones de café [9, 10]. La ochratoxin A (OTA) es la variante mas toxica de las
ocratoxinas y representa un grave riesgo para la salud animal y humana [11]. Aunque la
forma mas efectiva de prevenir la contaminacion por OTA es asegurar un contenido de
humedad <12,5% [12, 13], en algunas regiones el café se vende humedo (>50%)
principalmente debido a la falta de infraestructura (secadores eléctricos vs. secado al sol).
Esta situacion se ha estudiado recientemente, no obstante, no se presentaron diferencias
significativas en la carga de moho al mantener el café humedo (35%-45%) después de 96
h hasta el secado en contra de un valor estricto de humedad [14]. Sin embargo, mantener
la humedad en los sacos de café durante el transporte puede terminar en el detrimento de
la calidad, que puede darse no sélo por los frecuentes retrasos en los caminos
rudimentarios en el recorrido que cruza la montafia, sino a largo plazo, durante el
almacenamiento y transporte al extranjero. Dado que no se deben comercializar alimentos
gue contengan un contaminante en cantidades inaceptables [15], el Reglamento
1881/2006 de la Comisidn establecié niveles méaximos de contaminantes, incluidas
micotoxinas, y las enmiendas en vigencia sobre algunos contaminantes criticos [16—-18].
Posteriormente, las regulaciones CE 105/2010 [19] y CE 594/2012 [20] incluyeron un nivel
méximo de OTA en productos que no habian sido considerados en la normativa anterior.
Esta regulacion se actualizé recientemente para reducir el nivel a 3 ug/kg en el café tostado

[21]. Los métodos basados en extraccion y limpieza por columnas de inmunoafinidad para
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analizar OTA en café son bastante convencionales en laboratorios de rutina, desde hace
mas de 20 afios solo existe una actualizacion de la norma europea bajo el mismo esquema
de trabajo [22, 23]. Las politicas de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
cubren todos los asuntos relacionados con la seguridad de los alimentos y piensos en la
UE y han indicado que las formas modificadas de micotoxinas pueden afiadir cantidades
sustanciales a los niveles detectados en el producto, ya que podrian contribuir a la
toxicidad general. Se esta estudiando la apariciéon de algunas formas modificadas de
toxinas desde que se establecié como criterio fundamental comprender la exposicion de
manera integral [24]. Sin embargo, las posibles formas modificadas de OTA no se han
considerado en la legislacion hasta el momento [25], por lo que es imperativo profundizar
mas para comprender el potencial de cualquier forma transformada que surja de una
contaminacion preexistente durante el almacenamiento a largo plazo. Es por eso que,
buscar las modificaciones que podria sufrir la OTA es de vital importancia ya que, si se
encuentra, tiene el potencial de liberar la toxina de la matriz o terminar hidrolizada a partir
de una estructura que contenga la micotoxina activa. Esta situacion daria lugar a valores
superiores a los limites, incluso si el producto esta etiquetado como conforme mediante
métodos rutinarios bien establecidos. Ademas, existen tendencias del mercado que
abogan por la diferenciacién de las caracteristicas organolépticas en taza y se estan
promoviendo cambios en los protocolos estandarizados a medida que los consumidores
exigen innovacién y novedad. Precisamente esto fue lo que popularizé el comercio de la
cereza seca que mantiene la piel exterior, es decir, sin ningln tipo de descascarado
(natural), ademas de un proceso que no retira las capas de cascara y 'pulpa’ de endocarpio
de los granos, 6sea sin retirar el mucilago (honey). Estas variedades artesanales suelen
encontrarse en mercados de cafés especiales, donde los comerciantes pueden obtener
beneficios adicionales promocionando los matices exéticos derivados del café
parcialmente intacto. Sin embargo, las desviaciones del estandar de café para exportacion
(café lavado) podrian mantener la humedad dentro del grano por mas tiempo. Por lo tanto,
los peligros potenciales derivados de las modificaciones de la OTA en condiciones de
almacenamiento a largo plazo también deben abordarse en estos tipos alternativos de café
“verde” o crudo, asi como durante los tratamientos térmicos que tienen lugar en
reconocidas fabricas industriales de café. Es cierto que la mejora facilita el acceso de los
productores al mercado del café de alto valor y a menudo se asocia con mayores ingresos
agricolas, ya que los consumidores suelen pagar un sobreprecio a cambio de mayor

calidad [9]. Un ejemplo de ello es que ahora los agricultores también poseen tostadoras de



4 Introduccién

pequefia escala, lo que les permite aprovechar al maximo su produccion. Sin embargo,
durante el proceso térmico, el grano verde comienza a adquirir un color marrén y se
producen una serie de reacciones complejas en el café. Junto con varios subproductos de
la reaccion de Maillard, en el proceso también se crea acrylamide (AA). Las evidencias de
la presencia de este compuesto cancerigeno fueron publicadas por primera vez en
productos ricos en almidon [26], luego se detect6 en el café molido e instantaneo ya que
parece originarse después del tratamiento térmico que es necesario para liberar su aroma
y sabor particular [27]. Luego se establecieron niveles de referencia (BML) para promover
la reduccién de la presencia de AA en los alimentos, ya que el contenido promedio en el
café permanece en 400 pg/kg segun el informe del Reglamento (UE) 2017/2158 de la

Comision [28].

Es de comln conocimiento otro tipo de problematicas que también afectan la inocuidad del
café. En general, en los cultivos de café se utilizan plaguicidas para evitar enfermedades
gue afecten la calidad y cantidad de la produccién. En el producto final, los residuos pueden
llegar hasta el consumidor, y aunque sélo algunos productos fitosanitarios estan
registrados para el café, cualquier mal uso eventual o simplemente la filtracion subterranea
desde la montafia o colinas empinadas adyacentes a los cultivos, pueden generar un tipo
de contaminacion cruzada no intencional, por lo cual la deteccion de contaminantes en
general es esencial para cumplir con las regulaciones. Por otro lado, los Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (HAPs) representan una clase importante de carcinégenos, su
presencia en los alimentos deberia ser lo mas baja posible. EI Comité Cientifico de la
Alimentacién (SCF) de la UE ha identificado 15 HAP que son motivo de gran preocupacion
para la salud humana [29]. A pesar de que siempre se ha prestado especial atencién al
benzo[a]pyrene, altamente cancerigeno [30], sus niveles méaximos y la suma de
benzo(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene y crysene (conocidos como el grupo “PAH4”)
se especifican en el Reglamento de la Comision, UE 835/2011 en una gran variedad de
productos alimenticios. Con excepcion de los suplementos nutricionales, los HAPs son
analizados en la mayoria de las categorias de alimentos, tal como se encuentra regulado
en la actualizaciébn mas reciente de la Comision Europea (EC) 915/2023. No obstante, a
pesar de que se incluyen productos similares como el cacao, el café ain no se encuentra

en este listado.
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Planteamiento del problema

La dinamica de mercado del café suele ser compleja y normalmente el precio internacional
impacta al agricultor de manera indirecta en las regiones productoras. En medio de una
grave crisis del precio del café, el CONPES 3418 [31] impuls6 de manera estratégica
procesos de innovacion en la cultura cafetera a través de la diferenciacién. Encaminados
a una reconversion tactica hacia la calidad en taza y como carta de navegacion, se elevé
el impacto del producto y sus descriptores sensoriales en el marco del informe de la
Comision de Ajuste de la Institucionalidad Cafetera [32] y el programa de “Fortalecimiento
de la Calidad del Café de Colombia” propuesto por el Gobierno Nacional. Gracias a la
volatilidad usual del mercado, este comodity contaba con un precio apalancado por el délar
junto con otros factores. Sin embargo, en febrero del 2019 una nueva crisis tuvo eco, la
produccion cay6 8,7% frente al mismo periodo del afio anterior, luego de pasar de 1,21
millones de sacos a 1,10 millones de sacos. A pesar de los ndmeros negativos
relacionados con la produccién, al comparar el mismo periodo las exportaciones del grano
mantuvieron un buen comportamiento cerrando con un crecimiento de 14,4% y un 6% al
contrastar el afio cafetero anterior [33]. Es precisamente en este escenario en el que se
evidencia el regreso del fenomeno denominado Coffee Paradox [1], un precio de mercado
inferior a 1 USD desde finales de 2018 [34] que revive la coexistencia de precios bajos en
los paises productores en conjunto con el aumento de beneficios para distribuidores y que
solo aumenta la brecha que separa al agricultor del producto final. Bajo tales
circunstancias, desde el afio pasado productores africanos han tenido que migrar a otros
productos mas rentables como el aguacate [35], asumiendo ineludiblemente todos los
costos de implementacion a gran escala desde la base productiva. Una situacion similar
se podria llegar a presentar en el sector cafetero colombiano. Asi las cosas, el gremio de
cafeteros manifesto, siendo un verdadero hito, la intencién de retirar el café colombiano de
la negocion en la bolsa de Nueva York (NYSE). Esta situacion que puede tener mas

perjuicios que beneficios al dejar el producto sin estandarizacion y llevandolo a que se
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negocie solo fuera de mostrador. En consecuencia, apostar todos los esfuerzos a una
mejor oferta en términos de calidad e inocuidad es vital para el pais, ya que ademas de la
proteccion del consumidor, s6lo se lograra un mayor precio si se demuestra a los
compradores y brokers (intermediarios bursatiles) que la calidad del café colombiano es
superior a la del café de referencia en la bolsa [36].

De esta manera queda claro que la calidad es ahora mas que nunca un factor importante
en la dindmica del mercado, y asi mismo la inocuidad se perfila como aspecto critico al ser
un factor determinante en la negociacion del producto a expensas del riesgo de rechazo.
Por lo tanto y sabiendo que los atributos Unicos del café del Tolima han logrado el
reconocimiento actual con diferenciacion en los estantes a nivel internacional, es
imperativo invertir recursos y tiempo respecto a los aspectos en materia de inocuidad, ya
gue son asuntos decisorios de suma importancia en la negociacién de mercancia. Sumado
al caracter comercial estratégico del café, el soporte a la agroindustria cafetera redunda en
iniciativas amigables con el ambiente tales como las asociaciones que de manera
responsable trabajan para obtener la mejor calidad de café especial sostenible del Tolima
[37] y al mismo tiempo asumir un rol ambientalmente responsable. Un ejemplo de esto son
las iniciativas de conservacion del habitat de la ranita venenosa tolimense (Andinobates
tolimensis), perteneciente a la familia Dendrobatidae del vertebrado mas téxico del mundo
“la rana dardo dorada de Colombia” que fue declarada en estado vulnerable [38]. Estos
esfuerzos hacia la cohesidn del sector productivo mas importante en la region del Tolima
estan en consonancia con el entorno y permiten fortalecer el tejido social alrededor del

café como factor clave en el desarrollo responsable del pais.

A principios de 2019, el gobierno nacional publicé el Documento CONPES 3957 como
politica para mejorar los estandares de calidad. Esta Politica Nacional de Laboratorios
destaca, de manera estratégica y respondiendo a requisitos legales, la necesidad de
asegurar la inocuidad del café, como parte medular de la agroindustria y como mecanismo
de beneficio multiple en donde, ademas de las claras ventajas comerciales de los
productores, son los consumidores los grandes beneficiarios [39]. Ahora bien, se requieren
esfuerzos urgentes en cuanto al fortalecimiento de la capacidad de deteccién de residuos
gue puedan afectar la inocuidad del producto, como de los plaguicidas y otros productos
de proteccion de cultivos, contaminantes de procesamiento, la OTA, y en particular su
transformacién hacia estructuras modificadas. Resulta evidente que la evaluaciéon de las

transformaciones de la OTA en café debe ser estudiada a profundidad de manera que el
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riesgo de liberacion de la toxina se pueda estimar con precision para la puesta en marcha
de acciones preventivas eficaces. A la fecha y a diferencia de otras micotoxinas [24], las
formas modificadas de la OTA no han sido consideradas en la legislacion europea, aun
cuando un subregistro de la cantidad de OTA enmascarada puede representar, de hecho,

incertidumbre en la estimacién del riesgo para la salud del consumidor.

Los resultados de esta investigacion deben contribuir a desarrollar la capacidad de andlisis
del pais y a un mayor entendimiento de las formas en las que la OTA puede estar presente
en el producto. Asi mismo, es importante tener en cuenta que las infecciones de plantas y
animales con microorganismos patdgenos también estén influenciadas por las condiciones
ambientales. Por lo tanto, no se debe olvidar que el cambio climatico tiene el potencial de
repercutir directamente en la inocuidad alimentaria [13, 40]. Factores como la temperatura,
la disponibilidad de agua y la humedad tienen efecto tanto en la cosecha como en la
cadena logistica que aumentan la probabilidad de contaminacién flingica y, por lo tanto,
en una posible acumulaciéon de micotoxinas, que pueden derivar en su transformacion a
formas no detectadas por los métodos de rutina. Precisamente, de la situacién anterior
deriva el adjetivo “masked” que indica que, a pesar de encontrarse presente y que se
manifiesten afectaciones a la salud, no hay una correlacion durante el monitoreo. Existen
algunos precedentes importantes, por ejemplo, a finales de los afios 80 se observaron
hallazgos que indican que la zearalenona puede ser metabolizada en la planta, generando
compuestos conjugados con un grado de toxicidad comparable y que su forma modificada
es facilmente hidrolizada durante la digestién en cerdos, liberando la aglicona que es la

responsable de los efectos sobre la salud animal [41] y humana [42].

Bajo este escenario, los riesgos potenciales para la salud y para la dinAmica de mercado
del café son realmente serios. El estudio propuesto es pertinente ya que, al configurarse
como un estudio pionero en el campo, cuenta con un alcance exploratorio secuencial
similar al empleado en otras disciplinas [43] y que estuvo encaminado a la basqueda de
diferentes contaminantes, y, ademas, un enfoque especial en las transformaciones de la
OTA como principal contaminante fungico del café. En este aspecto, esta investigacion
implicé un estudio inicial centrado en la determinacion de la micotoxina, seguido de una
fase experimental para la caracterizacion y analisis de las posibles formas modificadas.
Asi mismo, se evaluaron una multitud de residuos de plaguicidas, contaminantes de
procesamiento como la AA y los HAPs. Asimismo, se pusieron a prueba alternativas que

permiten una determinacion integral de estos contaminantes en pro de la inocuidad, con la
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firme intencion de que el sector cafetero se pueda preparar ante la inminente actualizacion
de los estatutos claves para el comercio. La revision constante de los contaminantes
emergentes antes no considerados por las autoridades y de los ultimos hallazgos
cientificos, dan cuenta de la importancia de estimar un riesgo latente para la salud que
yace en la presencia de potenciales contaminantes en el café. No obstante, es importante
reconocer que el analisis de cientos de plaguicidas puede resultar complicado porque las
propiedades fisicoquimicas de estos compuestos varian ampliamente. Desde la
investigacion hasta la rutina, poder diferenciar los analitos reales entre los compuestos
enddgenos en esta compleja matriz puede convertirse en una tarea desafiante. Por
ejemplo, los laboratorios suelen invertir recursos en diferentes métodos individuales (single
residue methods, SRM) para abordar la OTAy la AA por separado; sin embargo, un método
de residuos multiclase que incluya productos de proteccién de cultivos podria ser una gran
ventaja para una rapida toma de decisiones. Ahora bien, aunque la espectrometria de
masas con analizador de triple cuadrupolo (QgQ) brinda una sensibilidad incomparable
[44], la identificacion y confirmacion mediante una combinacion de modos de adquisicion
basados en espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) puede brindar mayor
confianza, consoliddndose como un factor clave para un alcance mas amplio sumado al
potencial del andlisis retrospectivo [45, 46]. Ademas, con relacion al desarrollo de métodos,
los organismos de control buscan continuamente nuevos procedimientos para identificar
con precision los peligros y verificar el cumplimiento, centrandose en simplificar la

preparacion de muestras siempre que sea posible.

Del mismo modo, vale la pena resaltar que los HAPs también son contaminantes de interés
abordados en este trabajo, ya que son un grupo de compuestos quimicos que presentan
un potencial riesgo para la salud humana, pues se sabe que son altamente cancerigenos
y representan un riesgo considerable a la inocuidad quimica del producto. Los niveles
maximos de HAP y otros contaminantes alimentarios en diferentes productos alimenticios
se establecen en el Reglamento (UE) 2023/9152 [21]. A pesar de que se ha demostrado
gue muchos de estos compuestos son genotoxicos, no es necesario analizarlos
individualmente, pero esta legislacion impone limites a la presencia del grupo indicador
PAH4. Numerosos estudios han sugerido que los HAPs pueden formarse en el proceso de
tostado o pueden ser el resultado de la contaminacion ambiental de los granos de café,
aunque en el caso de los hallazgos en té negro, los contenidos estan asociados al tipo de

procesamiento y el secado de las hojas [47-53].
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Hipotesis
Hay una posible presencia de residuos de plaguicidas, micotoxinas y contaminantes de

procesamiento que se relacionan como descriptores de inocuidad quimica claves en la

poscosecha de la cadena de produccion del café del departamento del Tolima.

Pregunta de Investigacion

¢Como se pueden determinar los posibles residuos de plaguicidas, micotoxinas y
contaminantes de procesamiento que se relacionan como descriptores de inocuidad

guimica claves en la poscosecha de la cadena de produccién del café del departamento

del Tolima?
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Objetivo General

Investigar los descriptores de inocuidad quimica que son clave en la poscosecha de la

cadena de produccion del café a través del desarrollo de técnicas de analisis basadas en

marcado de is6topos estables (SIL) para determinar residuos de plaguicidas, micotoxinas

y contaminantes de procesamiento en muestras provenientes del departamento del

Tolima.

Objetivos especificos

1.

Determinar OTA en diferentes etapas del procesamiento del café mediante el
desarrollo y validacion de un método analitico para su deteccion y
cuantificacion.

Evaluar la presencia de posibles estructuras modificadas de OTA a través de
métodos basados en SIL para la identificacion de su composicion en diferentes
clases de café de las cuatro regiones cafeteras del departamento del Tolima.
Estudiar la incidencia del procesamiento sobre los contaminantes y productos
de transformacién potencialmente formados por medio de su evaluacién en
diferentes etapas y tipos de muestras de café.

Proponer una estrategia para determinar los descriptores de inocuidad quimica
del café a través del desarrollo y validacion de una metodologia integral basada
en SIL para determinar residuos de plaguicidas y micotoxinas, ademas de
posibles productos de transformacion que puedan ser generados en las etapas

de procesamiento como los HAPs y la AA.
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Estado del arte

A pesar de que existen diferentes clasificaciones para los productos de transformacion de
las micotoxinas, el término masked o ‘enmascarada’ aparecio por primera vez hace tres
décadas [41], aunque ha sufrido cambios a través del tiempo [54]. Un compilado sobre el
tema ha indicado su uso exclusivamente para derivados de los mecanismos de defensa
de las plantas [55]. No obstante, se usan varios términos ademas de estos ya que también
pueden generarse otros compuestos relacionados a través del procesamiento y el
metabolismo animal. Por ejemplo, cuando la micotoxina reacciona con componentes de la
matriz se le denomina “conjugada” como en el caso de la OTA durante el tostado del café
[56], pero cuando se trata de una interaccion no covalente se le denomina “enlazada u
oculta” [57]. La Figura 1 muestra un mapa basado en informacion bibliografica empleando
un andlisis de co-ocurrencia de términos clave que muestra la evolucion de los términos
hacia el adjetivo “modified” [58] después del afio 2016 en la escala de color amarillo. En
resumen, el término “micotoxina modificada” denota diferentes formas sin importar el
origen [25].

Figura 0-1: Mapa basado en informacidn bibliografica empleando un andlisis de co-ocurrencia de términos
clave.?
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Adicionalmente, se realiz6 una revision de articulos publicados con el término Mycotoxins
en conjunto con las palabras “masked” y “modified”, los resultados luego se refinaron al
incluir los términos LC-MS® y HRMS* realizando una busqueda con operadores de sintaxis
booleana [59]. Finalmente se acotd la busqueda al incluir el término OTA, con lo cual el
namero de articulos se redujo sustancialmente, al punto no se obtuvo resultados de
publicaciones en las bases de datos mas indicadas para una recopilacion bibliogréfica
eficiente [60, 61]. Ahora bien, aunque no hubo hallazgos especificos del tema de estudio,
esto no quiere decir gue no se haya encontrado informacion relacionada con otras especies
0 productos; por ejemplo, la determinacién de desoxyvalenol 3-gulucésido se destaca en
puerro, trigo y té con hallazgos relacionados con el término “masked mycotoxin” [62], asi
como la identificacién de su producto de descaboxilacién junto con OTA-ethylamide,
moléculas relacionadas con la formacion de las alli nombradas “modified mycooxins” en
diferentes etapas de maduracion de la uva [63]. En general, los resultados indican que
existen pocas publicaciones relacionadas con el temay, en particular, respecto a la OTAy
el café solo hay hallazgos de un producto de degradacién térmica en plasma a alta
concentracion [64, 65], y un estudio que revela la unién con derivados de la celulosa [56].
Por otro lado, informacion diversa para otros tipos de micotoxinas si se encuentra, puesto

gue ya vienen siendo reguladas en Europa [24].

Se pueden distinguir dos estrategias para el estudio de estos metabolitos, por un lado,
estan los métodos de analisis con un enfoque general no definido (non-targted) y por el
otro, los que cuentan con un enfoque particular o previamente definido (targeted). Como
su nombre lo indica, las aproximaciones generales no cuentan con un enfoque definido por
una hipétesis previa, sino que revisan el espacio metabdlico en blsqueda de elementos o
relaciones de las que no se tiene informacion y es precisamente de este modo en que se
puede generar una hipotesis a probar a través de un enfoque particular definido. El uso de
HRMS permite realizar un analisis con un enfoque general no definido, teniendo en cuenta
que se hace la adquisicién de la mayor cantidad de informacién (MS1°% y MS2°) en alta

resolucion. El analisis de los datos generados puede hacerse para encontrar aspectos

3 Liquid Chromatography — Mass Spectrometry

4 High Resolution Mass Spectrometry

5 Espectrometria de masas sin fragmentacion inducida por colision: “Full Scan” o single stage acquisition.
6 Espectrometria de masas con fragmentacion inducida por colision: tandem o MS/MS.
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nuevos que no se conocen previamente. Asi mismo, en caso de que se desee buscar
informacion puntual en datos ya adquiridos por HRMS, se puede usar una de las
estrategias de andlisis retrospectivo [66], originalmente llamada post-target [67-69] y que
ahora se ha renombrado de manera conjunta con el modo de adquisicibn como non-target
acquisition target analysis (nDATA) [70] para dar una idea global de las ventajas y
limitaciones del esquema de trabajo. Este tipo de analisis permite hacer una revision de
compuestos limitada sélo por su capacidad de ionizarse en la interfaz (p.e. ESI, APCI,
APPI)" y por la extension de la base de datos. En este flujo de trabajo el andlisis de datos
se realiza con informacién a priori, datos compilados en una lista con compuestos que son
buscados por medio de filtros y que, en caso de coincidencias, se procede con la revision
de criterios de confirmacion al detalle. En este sentido y pese a que el analisis de los datos
tiene un enfoque definido, aqui es donde la ventaja de trabajar en el modo de adquisicién
Data Independent Acquisition (DIA) se pone de manifiesto. En este modo de adquisicion
en el que no se define transiciones previamente, es posible aprovechar toda la informacién
adquirida en MS2 para hacer un andlisis retrospectivo si se hayan nuevas hipotesis a
probar. Lo anterior difiere de los flujos de trabajo target acquisition target analysis (tDATA)
donde multiples transiciones secuenciales o Single Reaction Monitoring (SRM) se
acomodan de manera muy eficiente y sensible, pero que no permiten realizar busquedas

a parte de las condiciones predefinidas antes de la adquisicion.

En términos generales, los datos adquiridos en MS1 consisten en la separacion ortogonal
de los compuestos en el tiempo (cromatograma) y en masa (espectro) de los iones
producidos en la interfaz y que, junto a su abundancia, forman una matriz tridimensional
gue constituyen los datos a analizar. En esta matriz, las sefiales adquiridas son picos que
tienen una combinacién Unica de tiempo de retencién y relacion m/z, conocidos como
features [71]. Estos features, caracteristicas o rasgos de la matriz constituyen, en principio,
lo que se denomina como una pieza de informaciéon o “unknown” [72] ya que pueden
representar compuestos desconocidos, pero realmente también podria tratarse de
artefactos o contaminantes del sistema y no de la muestra, es decir features sin relevancia
biol6gica. Por otro lado, los rasgos que si podrian jugar un rol importante y que son
candidatos a la asignacion de identidad a través de la anotacion pueden entenderse como

‘rasgos metabdlicos”. En este sentido, un metabolito puede producir varios rasgos

7 Electrospray ionization (ESI), Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI), Atmospheric Pressure Photo lonization (APPI)
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metabdlicos asociados a su identidad, estos rasgos individuales forman lo que se
denomina un feature group que representa al metabolito [73]. La complejidad de esta
matriz es tal, que para lograr extraer las sefiales se debe realizar una rutina automatizada.
En el desarrollo de un método por GC-MS8 [74], se realiz6 la identificacién de analitos por
medio de informacién estructural por ionizacion estandar EI° y los resultados se analizaron
con el software AMDIS™ a través de la deconvoluciéon de espectros de menor complejidad.
Sin embargo, en LC-HRMS los algoritmos desarrollados a principios de la década como
XCMS [71] o MetAlign [75] realmente abordan un reto mayor, lograr recopilar informacion,
generar feature groups y sugerir férmulas de los iones detectados que son originados en
una interfaz bajo un mecanismo no especifico, y que, ademas, exhibe un efecto matriz
marcado y muy complejo [76, 77]. El reconocimiento de las sefales adquiridas no es un
proceso simple, a pesar del refinamiento permanente de los algoritmos se genera una gran
cantidad de falsos positivos que requieren un filtrado adicional que, por su magnitud,
también debe ser automatizado [78]. Las dltimas herramientas automatizan el proceso
para obtener mejores resultados para su interpretacion estadistica [79]. No obstante, hay
gue recordar que se trata de s6lo una identificacion tentativa o anotacién putativa, ya se

requiere el estdndar si se desea alcanzar el mayor nivel de confianza [80].

En general, la posibilidad de realizar la anotacion de una férmula a un rasgo metabdélico
depende en gran medida de la capacidad una alta exactitud en la medida (<5 ppm),
capacidad asociada, en cierta medida, a un alto poder de resolucion (p.e.: 70000 FWHM
@ m/z 200). Sin embargo, se ha demostrado que la combinacion de atomos que origina
el nimero de compuestos posibles aumenta con la masa, dificultando la anotacién incluso
con una exactitud < 1 ppm [81]. A pesar de esto, trabajar en alta resolucién confiere un alto
grado de selectividad que permite, por ende, la adicion de ciertas restricciones como por
ejemplo emplear el patron isotopico. El patrén isotépico restringe de manera significativa
el numero de férmulas probables, y esta incluido como factor clave en las llamadas “Seven
golden rules” [82]. Junto a la masa, el aprovechamiento de la informacién que aporta el
patron isotopico puede ayudar a la identificacién efectiva de rasgos de interés particular
dentro de la complejidad propia de este tipo de aplicaciones. La IUPAC define como patrén

isotopico al conjunto de picos relacionados con iones con la misma férmula quimica, pero

8 Gas Chromatography — Mass spectrometry
9 Electron ionization
10 Automated Mass spectral Deconvolution and Identification System (AMDIS)
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gue estan formados por diferentes iso6topos, nucleos que difieren en su masa en el nimero
de neutrones. Por otro lado, las moléculas que difieren el nUmero de sustituciones con
isétopos (CH4, CH3?H, CH2?H,) se denominan isotopélogos [83]. El conjunto de picos que
se observan junto a la masa monoisotépica (M) son is6topos estables y su relacion de
abundancias indica la proporcion en la que se encuentran estas especies en la naturaleza.
El patrén caracteristico entre el isotopélogo con atomos 2C (M) y el reemplazo por un
is6topo 3C (M+1) es el patron isotdpico caracteristico que normalmente se observa en los
espectros e indica la proporcion en la que se encuentran estas especies en la naturaleza.
La técnica de marcado con is6topos estables (SIL!), originalmente usada en proteémica
[84] emplea un medio nutritivo enriquecido con un isétopo en particular (**C, *N) que
incorporaba aminoacidos (SILAC?) al organismo in vivo para poder fijar estos atomos en
compuestos marcados con una proporcion diferente a la natural (M’). Este enriquecimiento
es global, ya que todos los compuestos derivados cuentan con atomos de la misma fuente
gue se encuentran fijados en el organismo. El isétopo estable del carbono 3C, a diferencia
de otros atomos (p.e.: 2H, 80), no participa en reacciones espontaneas de intercambio
isotopico [85]. Por consiguiente, el enriquecimiento in vivo a partir de 1*CO2 o una fuente
con todos los &tomos marcados da lugar a la incorporacion del isétopo al metabolismo de
modo tal que todas las moléculas quedan marcadas de manera uniforme (U), exhibiendo
isotopdlogos (M’-1) donde en el isotopdlogo, un *C es reemplazado con un isétopo *?C.

Figura 0-2:. Estrategias basadas en el uso de SIL en metabolomica para asistir a las estrategias de
determinacion de compuestos relacionados. Tomado de [86] 12
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Estos son conceptos claves para entender la manera en que las estrategias de la Figura 2
permite reconocer la identidad del trazador y el nimero de carbonos marcados que
conserva. Las estrategias de mayor interés para la deteccion de los productos de
transformaciéon de la OTA se encuentran en el recuadro rojo, especificamente para la
cuantificacion (c) y en las fases de exploracién de las transformaciones (d) durante el

almacenamiento y el procesamiento.

Por otro lado, en abril de 2002, la Universidad de Estocolmo y la Administracién Nacional
de Alimentos anunciaron conjuntamente en una conferencia de prensa celebrada en
Estocolmo los hallazgos sobre altas cantidades de AA en varios alimentos cocinados
comunes. Desde entonces, la determinacion de AA sigue siendo un desafio para algunos
productos, especialmente en el café [87]. Adicionalmente, a pesar de que reportes
recientes abordan la presencia de otros contaminantes de interés en café tostado como
los HAPs [88], resulta interesante destacar que a pesar de que para el cacao en grano y
productos derivados si se ha hecho un estudio extensivo por cerca de 13 afios con
excelentes resultados en el marco de la aplicacion del “Codigo de practicas para la
reduccion de la contaminacion de los alimentos con HAP procedentes de procesos de
ahumado y secado directo” en los paises productores de cacao [89], realmente los HAPs
son raramente incluidos en la regulacién del café y han sido pocas las ocasiones en las
gue su analisis se incluye como parte estructural de la evaluacién de su inocuidad, como
en el caso del Instituto de Estandares de Alimentos de Australia y Nueva Zelanda (FSANZ)
gue ha incorporado el analisis de HAPs, junto a la AA y la OTA empleando métodos
convencionales [90]. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos métodos para su analisis resulta

de importancia tactica para abordar un desarrollo integral del alcance de este trabajo.
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En particular, las métricas de la Green Chemistry o quimica verde [91] son consideradas
cada vez mas como un factor crucial a tener en cuenta en el desarrollo de métodos. La
“Ecoescala Analitica” es un enfoque semicuantitativo que se ha popularizado, sin embargo,
solo tiene que ver con el impacto de los solventes utilizados [92]. Por otro lado, GAPI** es
un método integral que evalla todo el flujo de trabajo, aunque realmente la mayoria de los
métodos de estimacion del impacto ambiental no cubren la sintesis antes de la preparacion
de la muestra. En la busqueda de enfoques més ecoldgicos como alternativa a los métodos
actuales que utilizan grandes cantidades de solventes tdxicos y desechos por muestra, es
clave prever un enfoque verde y amigable con el medio (eco-friendly) al evaluar tantos
aspectos como sea posible durante el desarrollo para seleccionar una soluciéon que ayude
a mitigar el impacto que los métodos analiticos suele tener sobre el medio ambiente. Este
estudio tiene como objetivo explorar las amenazas a la inocuidad quimica del café y, por
lo tanto, desarrollar un enfoque relevante, integral y adecuado para los contaminantes
clave en el café tostado, pero desde una perspectiva respetuosa con el medio ambiente

gue idealmente logre abarcar un alcance multiclase.

1.1 Materiales

1.1.1 Productos quimicos, estandares y consumibles

La OTA de alta pureza se adquiri6 de Sigma-Aldrich (Saint Louis, EE. UU.) y se prepar6 a
500 pg/mL en acetonitrilo (ACN) grado LC-MS. La mezcla de aflatoxinas (2 pg/mL Bl y
G1, 0,5 ug/mL B2 y G2, en ACN) se adquiri6 de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). Se

prepararon estdndares internos marcados con isétopos estables (ILIS) de AA-ds (98 %) de

14 Green Analytical Procedure Index
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Polymer Source Inc. (Dorval, Canada), AA- *C (99 %) de CDN Isotopes Inc. (Pointe-Claire,
Canadé) a 10 mg/mL en agua de calidad HPLC y se almacenaron a -20°C. La OTA - 1*Cy
(10 pg/mL en ACN) se adquiri6 de Sigma-Aldrich (Saint Louis, EE. UU.). Ademas, se
adquirié atrazina-ds (99,0 %) de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania), se prepar6 a 10
pg/mL en ACN grado LC-MS y se almacend a -20 °C. Se prepar6 una solucion de trabajo
con aproximadamente 700 compuestos a 1 pg/mL de cinco mezclas estandar disponibles
comercialmente del kit estdindar Smart Solutions ™ v700 PestiMix de Dr. Ehrenstorfer -
LGC (North Charleston, EE. UU.), que estaban originalmente a 5 ug/mL y se almacenaron
a -20°C. El estdndar multianalito final se prepard antes de los experimentos de adicion
mezclando las soluciones de trabajo intermedias para diluirlas hasta 50 ng/mL para poder
fortificar con volumenes razonables (es decir: a 10 pug/kg con 10 pL). Las soluciones de
trabajo diluidas a 5 pug/mL fueron preparadas a partir de una solucién mezcla de 16 HAPs
(500 pug/mL en ACN/acetona/tolueno a 6:3:1) de Agilent Technologies (Palo Alto, EE. UU.),
una solucién comercial para el método EPA 525 de 4 HAPs perdeuterados (2000 pg/mL
en diclorometano) adquirida de Dr. Ehrenstorfer -LGC (North Charleston, EE. UU.) y otra
de 13 HAPs perdeuterados (50 pg/mL en ciclohexano) adquirida de Teknolab A.B.
(Kungsbacka, Suecia). Todas las soluciones se almacenaron a -20 °C. El metanol (MeOH)
de calidad LC-MS se adquirié de Scharlau (Barcelona, Espafia), el acetato de etilo grado
residuos (AcOEt) y el ACN grado LC-MS se adquirieron de JT Baker (Radnor, EE. UU.).
Se consiguié agua de grado tipo | (18,2 MQ) a partir de un sistema de purificacién de agua
Direct Q de Merck (Darmstadt, Alemania). El acido galico se adquirié de Merck Schuchardt
OHG (Hohenbrunn, Alemania), D (+)-glucono-1,5-lactone de Alfa Aesar (Ward Hill, MA,
EE. UU.), D (-)-sorbitol de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) y sacarosa de Supelco
(Bellefonte, PA, EE. UU.). El adsorbente de silica modificada con amina primaria
secundaria, Bondesil ® PSA (ethylenediamine-N-propyl) y el carbdn grafitizado (GCB), se
adquirieron de Agilent technologies (Santa Clara, EE. UU.), el Isolute ® ENV+ de Biotage
(Uppsala, Suecia). El &cido formico y el formiato de amonio de grado LC-MS se adquirieron
de Scharlau (Barcelona, Espafia), el carbonato de amonio, el florisil y el 6xido de aluminio
de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania), los filtros para tubo de centrifuga Spin-X® se
adquirieron de Corning (Glendale, EE. UU.) y se adquirieron filtros de poliamida (0,2 pm

de diametro de poro, 13 mm) de Sartorius Stedim Biotech GmbH (Goettingen, Alemania).
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1.1.2 Muestras

El departamento del Tolima en Colombia tiene la ventaja de tener una cosecha principal y
una segunda cosecha llamada “mitaca”, menos abundante, pero que se encuentra
dispersa en todo el territorio. Las muestras crudas se recolectaron en enero de 2022 en
fincas rurales cercanas al municipio y se etiquetaron de manera correspondiente. Las tres
regiones estan ubicadas en areas separadas a diferentes altitudes. Las siguientes
coordenadas y elevacion muestran el origen de las muestras recolectadas: San Juan de la
China a 4°32'27.6"N 75°04'30.0"W (SJ), 2000 msnm; San Antonio a 3°55'12.0"N
75°29'24.0"W y 1500 msnm (SA); vy, Libano a 4°54'43.6"N 75°00'12.2"W, 1400 msnm (LB).
De cada localidad, se muestrearon tres tipos diferentes de granos de café que representan
un procesamiento diferencial o también llamado “beneficio” natural (N), honey (H) y café
lavado (W). Los items del ensayo de aptitud (PT) de las rondas del programa de quimica
de alimentos de FAPAS®, de muestras de café molido e instantaneo, se adquirieron de
Fera Science Ltd. (York, Reino Unido), se almacenaron a -20 °C hasta su uso y no se
sometieron a ningun pretratamiento particular y se utilizaron sin procesamiento adicional.
La torrefaccion es un proceso de tostado en el que se afiade azlcar que pretende mejorar
el amargor y enmascarar los sabores negativos [93-96]. Se compraron muestras
comerciales de café tostado y torrefacto en granos enteros en mercados locales de varios
lugares, se transportaron y homogeneizaron mediante un procedimiento de molienda
convencional a temperatura ambiente poco después de abrir el paquete. Estas muestras
se almacenaron a -20 °C hasta su uso en los experimentos de extraccion y limpieza y con

fines de validacion.
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1.2 Condiciones instrumentales

1.2.1 LC-HRMS

Se realizd una separacién cromatografica seguida de un andlisis de espectrometria de
masas en un UHPLC Dionex ™ Ultimate 3000 (Thermo Scientific ™, San José, CA, EE.
UU.) acoplado a un espectrémetro de masas Q Exactive ™ Focus (Thermo Scientific ™,
Bremen, Alemania). La fase movil A y la fase movil B consistieron en una mezcla de 98%
de agua + 2 % de MeOH y 98 % de MeOH + 2 % de agua, respectivamente. Los aditivos
para ambas fases moéviles consistieron en formiato de amonio 5 mM con la adicién de &cido
férmico al 0,1 % para mejorar la ionizacién. La separacién se realiz6 en una columna
UHPLC de fase estacionaria C18 Accucore aQ (Thermo Scientific ™, San Jose, CA, USA)
de longitud, diametro y tamafio de particula de 100 mm, 2,1 mmy 2,6 um, respectivamente.
Se conecté una precolumna a la columna con la misma fase estacionaria y las dimensiones
correspondientes y se utilizé un loop de 100 pL que conectaba la precolumna con la valvula
del muestreador automéatico para mejorar la forma del pico de los compuestos de elucién
temprana. La temperatura del compartimiento termostatado de columnas se ajusté a 30°C
durante el analisis. El flujo utilizado fue de 300 puL/min, el volumen de inyeccion fue de 10
pL y el muestreador automatico se mantuvo a 10°C. El gradiente comenz6 con 100% de
A. Después de 1 min, el porcentaje de B se increment6 al 40%, seguido de otro incremento
al 70% a los 3 min, y finalmente alcanz6 el 100% a los 7 min. Esta Ultima composicion se
mantuvo adicionalmente durante 5 min y luego se redujo a 0% en 0,1 min, finalmente se
mantuvo durante 2 min para permitir el equilibrio de la columna para la siguiente ejecucion,
el tiempo total de ejecucion fue de 15 min. El espectrémetro de masas estaba equipado
con una fuente de ionizacién tipo heated electrospray (HESI 1l). Los parametros de la
fuente HESI Il se optimizaron anteriormente [97] y se configuraron de la siguiente manera:
voltaje de electrospray de 3,5 kV en modo positivo, flujo de gas de nebulizacién (sheath
gas) 35 unidades arbitrarias (au), flujo de gas auxiliar 12 au, flujo de gas de barrido (sweep
gas) 0 au, temperatura del tubo de transferencia o capilar de 210°C, temperatura del gas

auxiliar de 350°C y radiofrecuencia del S-lens de 50. Diariamente se realizé una calibraciéon
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de masa externa con una mezcla de n-butylamine, caffeine, Ultramark 1621 y MRFA?®®. Si
no se indica lo contrario, el analisis de los datos siempre se realiz6 con el software
TraceFinder v4.0 (Thermo Scientific ™, San José, CA, EE. UU.). La configuracién de los
parametros para la adquisicion de datos en el analizador orbitrap se variaron segun el tipo
de experimento y se puede encontrar descrita detalladamente en el Anexo A - Tabla Al
como intercambio de polaridad en Full Scan (FS) codificada como “Método 1”, Full Scan -
Data dependent MS2 (FS-ddMS2) como “Método 2”, Parallel Reaction Monitoring (PRM)
“Método 3", y Full Scan — wide Parallel Reaction Monitoring (FS- wPRM) o “Método 4”.

1.2.2 GC-MS/MS

Las soluciones con HAPs se empacaron siempre en viales color &mbar y se analizaron con
un cromatografo de gases modelo 8890A de Agilent Technologies acoplado a un
espectrémetro de masas de triple cuadrupolo (MS/MS) 7000D (Palo Alto, CA, EE. UU.). El
sistema estaba equipado con un inyector Multimodo (MMI), control electrénico de presién
(EPC) en el puerto de inyeccién y un automuestreador 7693A equipado con una jeringa de
10 pL. Se utilizé el software MassHunter® mejorado para el control del instrumento y el
andlisis de datos. Las condiciones de separacion no fueron optimizadas, sino que fueron
escogidas haciendo pruebas preliminares basadas en notas de aplicacion del fabricante
con el objetivo de contar con la separacién més eficiente y que no superara los 20 min. El
modo de inyeccion fue Splitless Pulsado (SLP), la temperatura se mantuvo a 320 °C y la
presion a 10,722 psi, con un pulso de presion de 50 psi hasta 0,9 min, un flujo de purga
del septum de 3 mL/min, un flujo de 50 mL/min por la vélvula de division (split) a 1 min
pasando posteriormente al modo de ahorro de gas a 20 mL/min después de los 2 min. Se
uso un inserto de vidrio Ultra Inert tipo splitless de 800 uL (5190-3983). El analisis de GC
se realizé a 1,2 mL/min en modo de flujo constante en una configuracién de dos columnas
capilares HP-5MS Ultra Inert (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) de 15 m, 0,25 mm de
diametro interno y 0,25 um de espesor de pelicula acopladas con un conector de cuarzo y
He como gas de arrastre. Para el espectrometro de masas se utilizaron las siguientes
condiciones: ionizacién por impacto electronico a 70 eV, tiempo de retraso del encendido

del filamento (solvent delay) de 2,25 min, temperatura de la linea de transferencia en 320

15 péptido de referencia para la calibracién (Met-Arg-Phe-Ala)
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°C y la temperatura del cuadrupolo se mantuvo en 150 °C. El flujo de la celda de colision
se mantuvo en 1,5 mL/min de N2y el gas de Quenching en 2,25 mL/min de He. El programa
de temperatura del horno inicié con 75 °C durante 1 min; luego una rampa de 40 °C/min
hasta 170 °C seguida de una rampa de 10 °C/min hasta 310 °C y mantenida durante 3 min.
El tiempo total de ejecucién fue de 20,37 min y posteriormente durante el postrun se
mantuvo la temperatura del horno a 325 °C por 2 min. En la primera parte del estudio, se
utilizé el modo Full Scan (50-450 m/z) para explorar la composicion de los perfiles de los
extractos e identificar los tiempos de retencién de los analitos en la configuracion del
método. No obstante, después de optimizar la energia de colision (CE) de las transiciones
seleccionadas en el modo de monitoreo dinAmico de reaccién maltiple (dAMRM) se realizé

la cuantificacion en todos los experimentos con las condiciones de la Tabla A6.

1.3 Validacion

Para realizar la validacion del método All-in-one (AIO) o “todo en uno” y del método de
HAPs, se tuvo en cuenta el documento guia sobre identificacion de micotoxinas en
alimentos y piensos SANTE/12089/2016 [98], y toda la validacion cuantitativa se realizé
considerando SANTE/11312/2021 [99]. Se incluyeron los parametros selectividad,
linealidad, veracidad y precisién. Para evaluar la veracidad, la precisién y el limite de
cuantificacién (LOQ), las muestras se fortificaron con soluciones multianalito, mezclas que
contienen los analitos en tres concentraciones diferentes, correspondientes a 0,005; 0,010
y 0,020 mg/kg. En particular, la OTA también se evalué a 0,0025 mg/kg para evaluar el
rendimiento del método por debajo de los niveles reglamentarios vigentes. Se utilizaron
muestras de diferentes origenes y caracteristicas (robusta y arabica, tostado y torrefacto)
para evaluar la aplicabilidad del método y su capacidad para ofrecer resultados confiables
en algunas variedades del mercado de cafés especiales y ademas de cafés comerciales

internacionales.



2.Capitulo 2: Ochratoxin Ay
formas modificadas

2.1 Condiciones preliminares para LC-HRMS

Las micotoxinas son conocidas como compuestos toxicos para la salud animal y humana.
Estos compuestos se consideran metabolitos secundarios que presentan estructuras
guimicas de diferente naturaleza, por lo cual exhiben un amplio rango de propiedades
fisicoquimicas. Esta gran diversidad representa un reto para los métodos analiticos ya que
puede afectar de manera significativa la robustez y sensibilidad en los métodos de rutina.
Se analiz6é un grupo de micotoxinas usadas como modelo de diferentes clases en modo
de intercambio de polaridad (Método 1). Lo anterior debido a que la aflatoxin B (AFB)
presenta ionizacién en modo positivo, mientras que la altertoxin (ATX), el alternariol (AOH)
y el alternariol 9-methyl ether (AME) en modo negativo. En particular, en el caso de la OTA
se presenta ionizacién en ambas polaridades. En el Anexo A, la Figura A1 muestra un
diagrama de distribucion de especies en donde se observa que a un pH cercano a 3
coexiste la especie acida, en conjunto con la especie desprotonada que da lugar a la
deteccion de la especie [M-H]. El efecto de factores como la composicion de la fase maovil
en la respuesta ya ha sido evaluada [100], y se ha encontrado que los grupos con mayor
afinidad por esta tienden a disminuir la respuesta. Por esta razén se realizé la comparacién
entre el uso de ACN con HCOONH4 5 mM y HCOOH al 1%, respecto al uso de MeOH el
cual se consideré como referencia y con los mismos aditivos. La evaluacién preliminar de
la eficiencia de ionizacién para el grupo de micotoxinas con respecto al solvente y la
presencia de matriz se calcul6 como la relacion de las pendientes de curvas de calibracion,
aqui “efecto de ionizacion” (%IE) en la seccion b y c. La respuesta en solvente puro (ACN
y MeOH) siempre mayor con MeOH en HESI, mientras que en APCI se observa un
comportamiento diferencial, que, para el caso de la OTA, da cuenta de una mayor
eficiencia de ionizacion empleando ACN (%IEacnmmeon >> 100%). No obstante, esto puede

deberse a que en esta parte del estudio se usaron condiciones manuales de las sondas
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HESI y APCI que fueron ajustadas a partir del software del fabricante sin estar previamente
optimizadas.

Asi como en solvente puro, para la comparacion solvente vs. matriz (extracto de prueba)
el caso de la OTA también tiene un comportamiento distinto a los de las demas micotoxinas
empleando la sonda HESI y MeOH. A pesar de que el ACN ayuda a minimizar el efecto
matriz como se muestra en c), al mismo tiempo result6 claro que en HESI el uso de MeOH
tiene una mayor eficiencia generalizada. Esta situacion es similar a los hallazgos
publicados con condiciones instrumentales optimizadas para moléculas de baja polaridad,
en principio candidatos ideales para ser determinados con la sonda APCI, pero que, en la
practica, tiene una sensibilidad limitada [101], a pesar de presentar menos efecto matriz.
En conclusion, se escogi6 la sonda HESI empleando MeOH como solvente base de la fase
organica para la determinacién de la OTA ya que para esta molécula no se encontrd
evidencia de una competencia tan fuerte que pudiera llevar a un efecto matriz marcado, al
menos en estas condiciones de prueba preliminares con el extracto de matriz genérica a

base de material vegetal de alto contenido de agua.

2.2 Evaluacion enfocada en la OTA

En la primera parte del estudio la evaluacién incluyé el uso de los diferentes tipos de café
crudo o sin tostar (H, N, V) con el fin de identificar cualquier posible conjugacion de OTA
durante el almacenamiento. El potencial para liberar la micotoxina puede aumentar la
toxicidad, por lo que los compuestos objetivo son cualquier producto de transformacion de
la OTA gue mantenga los atomos marcados de una fuente conocida. Para lograr esto, se
agregaron porciones de 1 g (entre 10 granos en promedio) por triplicado de cada tipo de
café a 5 pg/kg tanto con OTA sin marcar, como con OTA-¥Cy; como se ha llevado a cabo
en experimentos utilizando técnicas de marcado con isétopos estables en otros estudios
[102-105]. La concentracion que se utilizé para la fortificacion desde el principio del
experimento corresponde al nivel regulado. Se afiadié a una muestra de café una solucién
con la misma fraccién de solvente organico (sin OTA) y se utiliz6 como un control para
detectar contaminacion preexistente. Ademas, se incluyeron dos controles de calidad (QC)
con 250 pg/kg y una version diluida (dQC) de 25 pg/kg para considerar la concentraciéon
utilizada durante el experimento, que, por ser bastante baja, podria dificultar la deteccion.
Las muestras se colocaron en matraces conicos de 500 mL y se dejaron en la oscuridad

en un horno de aire forzado en condiciones monitoreadas de exposicién a humedad (40-
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60) % y 40 °C durante 6 meses. Después de este periodo, todo el contenido se procesé
con un molino hasta obtener un polvo homogéneo que se dejé en viales de vidrio en el
congelador a -20 °C hasta su andlisis. La extraccion de la muestra se realiz6 el mismo dia
para todo el lote de muestras después de alcanzar la temperatura ambiente. En esta fase
se investigo la capacidad de tres solventes (ACN, MeOH y H»0) y sus combinaciones para
extraer los tres tipos de café. Se utilizé un disefio de experimentos (DOE) para proponer
diferentes combinaciones para realizar la extraccion y luego compararlas buscando lograr
una capacidad de extraccién maxima. Los disefios D-Optimal son una especie de método
DOE pensado para minimizar la varianza generalizada de los coeficientes de regresion
estimados. Este tipo de disefio es conveniente cuando existen limitaciones practicas como
el nimero de experimentos que es factible realizar o cuando no es posible que el espacio
experimental se explore por completo. En este caso, las restricciones sobre la composicién
del solvente de extraccidén consisten en mantener un 50% de agua para evitar terminar con
una combinacion que corresponda a una extraccion organica pura, y asi las condiciones
de la extraccién se puedan parecer a la de una bebida, al menos en cierta medida. En este
plan experimental, las pruebas a realizar se seleccionaron a partir de un disefio factorial
completo (FFD) de varios niveles [106] creando una matriz de puntos candidatos que se
muestra en la Tabla A2. Se tomaron 200 mg de polvo en tubos de centrifuga de
polipropileno de 50 mL y luego se agregaron 10 mL de cada una de las mezclas de
solventes (S1 a S10) para realizar una extraccion genérica y obtener diferentes perfiles de
extraccién que fueran lo mas completos posible. Se realiz6 la extraccion sélido-liquido
asistida por ultrasonido por 10 min, luego los tubos se agitaron durante 1 min y se
centrifugaron a 16000 g a 4 °C. El extracto crudo se filtr6 a través de filtros de 13 mmy 0,2
pm de poro sobre un vial de color &mbar para sumar 90 muestras fortificadas (3 tipos de
café, 3 ubicaciones, 10 composiciones de extraccion), sus 90 blancos correspondientes y
ambos controles de calidad para quedar listos para la adquisiciéon por LC-HRMS con el
Método 1, explicado en la seccién de condiciones instrumentales. Los blancos y las
muestras se inyectaron de manera aleatoria junto con viales con solvente puro a intervalos
regulares en la secuencia (cada 10 inyecciones). La inyeccion de la dilucién del QC
permitié verificar que la respuesta del sistema se mantuvo estable durante la secuencia.
Con el objetivo de elegir unas determinadas condiciones para la extraccion de la OTA, se
evaluo el efecto de las diferentes mezclas de solventes usadas previamente. Ademas, para
aprovechar la capacidad del enfoque non-targeted de la plataforma LC-HRMS que en

principio no presenta un sesgo, se evaluaron los perfiles de matriz de café verde y tostado
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obtenidos comercialmente, pero utilizando Unicamente la composicion que se selecciond
previamente como solvente de extraccion. En este caso, vale la pena mencionar que en
muchos estudios non-targeted de metabolomica en plantas se utilizan mezclas de
solventes con o sin acidificacion para la extraccion y muestran resultados diferenciales
[107], por lo que también se evalud el efecto de la acidificacién del solvente de extraccion
haciendo uso de &cido formico al 0,1%. Ademas de esto, el uso de adsorbentes para la
limpieza también fue parte de este disefio experimental. Asi fue como se evalué el uso de
adsorbentes altamente efectivos usados para extraccién en fase sélida (SPE) como los
son el Isolute ® ENV+ y el Bondesil ® PSA al mismo tiempo que la acidificacion sobre
ambas matrices, es decir, café verde, pero también café tostado. Por lo tanto, se colocaron
500 pL del extracto (acidificado y no acidificado) en diferentes tubos de polypropylene (PP)
gue contenian 50 mg de cada adsorbente con la cantidad de mezcla de solventes elegida
en el disefio D-6ptimo. La limpieza SPE tipo dispersiva se realiz6 con vértex durante 1 min
y se centrifugd a 16000 g a 4 °C. El extracto crudo se filtr6 a través de filtros de 13 mm de
0,2 um de poro en un vial de color ambar para inyeccion en LC-HRMS usando el Método
de adquisicion 2. Finalmente, la Gltima parte de los experimentos que se basaron en una
aproximacion non-targeted se describe brevemente a continuacion, y sus resultados se
discuten en una seccién posterior correspondiente. En este caso se abordé la formacién
de posibles formas modificadas de OTA, pero bajo condiciones intensas de calentamiento
gue contemplaron dos tipos de matriz, café tostado regular y torrefacto. La formacion de
conjugados de OTA se evalu6 primero calentando cada una de las moléculas modelo (galic
acid, D (+)-glucono-1,5-lactone, D (-)-sorbitol y sucrose) en mezcla con la OTA a 175 °C
siguiendo un procedimiento ya descrito [56], para su posterior analisis por LC-HRMS
mediante el Método de adquisicién 1. Luego, se realizdé un experimento de calentamiento
usando la matriz de café contaminada artificialmente, pero esta vez solo para sacarosa,
luego se extrajo usando mezcla MeOH/H;0 (1:1) y se analiz6 con el Método de adquisicion
3 para identificar productos a partir de precursores preseleccionados. Finalmente, se utilizé
una variacion del Método 1 para monitorear las sefiales seleccionadas en un experimento
de calentamiento escalonado y, por Ultimo, para analizar muestras comerciales de café

tostado y torrefacto tostado.



Capitulo 2 27

2.3 Modificaciones potenciales de la OTA durante
el almacenamiento

Recientemente se han venido aplicado variaciones al proceso estandar de beneficio para
el café verde en fincas de todo el territorio, lo que ha llevado a métodos personalizados,
como los N, H, V, que incluyen los denominados procesamientos tipo "semiseco" [108].
Los productos de transformacion de las micotoxinas son tan importantes como la toxina
primaria y se podria contribuir a una evaluacion integral de la inocuidad de los alimentos si
se pueden incluir en el conjunto de analitos. El término “micotoxina modificada” denota
diferentes formas en general e independientemente de su origen [25, 58], y considerando
gue los niveles de humedad de los tipos de café natural, honey y lavado pueden estar por
encima de los niveles recomendados durante el almacenamiento, se planificé un estudio a
largo plazo para buscar cambios que puedan “ocultar” la OTA en muestras contaminadas
artificialmente. Una vez que finalizé el periodo de 6 meses, las muestras se sometieron a
analisis con las 10 composiciones de extraccién de la Tabla A2. Se ejecut6 el analisis del
lote por LC-HRMS con los parametros descritos en la seccion “condiciones instrumentales”
y el Método 1 para la adquisicion de datos. Los archivos crudos (*.raw) fueron analizados
por el software MetExtract 1l [109], una poderosa herramienta que permite extraer features
a través del analisis de sefiales Wavelet [110] y con el beneficio adicional de dirigir la
atencion sobre las features que estén "acreditadas" [111] utilizando el médulo TracExtract
y a través del reconocimiento de patrones isotépicos [112] comparandolo con el patron
esperado para el compuesto marcado. Con excepcion del médulo AllExtract, la suite
realmente no esta diseflada para detectar todos los metabolitos en el sistema, sino que
solo se reportaran los productos relacionados con el trazador estudiado, por lo que de esta
manera se descartan caracteristicas endégenas (features que solo aportan ruido), ya que
no estan directamente relacionadas con el tratamiento. En el Anexo A, la Figura A2 (a)
muestra resultados para las diferentes ubicaciones (LB, SA, SJ), tipos (H, N, V) y los picos
superpuestos de todas las mezclas de extraccion con diferentes composiciones (S1-S10).
En términos generales, las sefiales con correspondencia en la Figura A2 (b) reflejan la
mezcla 1:1 de 2C/*3C-OTA. De todos los resultados que muestran feature pairs reportados
por el software, la mayoria de los hallazgos no cumplen con la distancia de 20 carbonos,
ni los picos marcados tienen correspondencia con una la sefial del compuesto nativo. Para
poder acreditar correctamente un feature group, un pico de la versiobn marcada debe

coincidir con el tiempo de retencion a la distancia especificada en el eje m/z del espectro,
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como se muestra en la Figura A2 (c y d) para el control de calidad, donde se observa el
pico correspondiente de la OTA, tanto en polaridad positiva como negativa. A pesar de que
se estaban usando mezclas de solventes que exhiben diferente polaridad, no se
encontraron formas modificadas de OTA en ninguno de los tipos de café semisecos, aparte
de la OTA que fue identificada correctamente por el Médulo TracExtract. Las métricas de
los hallazgos se pueden encontrar en la Figura A3. Esto puede indicar que el
almacenamiento de granos de café contaminados artificialmente bajo las condiciones
experimentales no condujo a formas modificadas que supuestamente permanecen sin

detectar y eventualmente liberan la fraccion OTA.

El disefio D-Optimal se utiliza en casos en los que los disefios clasicos no aplican [106]
debido a la interaccion natural que se espera entre los factores, justamente como en el
caso de los componentes de una mezcla de solventes de extraccion [113]. La seleccion de
un modelo apropiado es subjetiva por naturaleza, realmente existen muchos parametros
en los que uno puede basarse para tomar la decision de escoger entre un modelo u otro.
A menudo, la verdadera funcién que describe la relacién entre la respuesta y los factores
se desconoce y normalmente esto depende de las limitaciones experimentales del disefio
planificado. Sin embargo, el estadistico corregido de R? podria ser una buena estimacion
para entender si, por ejemplo, un modelo de cuarto orden es el que mejor se ajusta al area
de la OTA de cada combinacién. Esto se puede ver en la salida del software R usando la
funcién MixModel [114] en la Figura A4 (a). Ademas, no se muestran tendencias visibles
en los residuos estudentizados, Figura A4 (b). Los puntos rojos en la Figura A4 (c)
muestran las composiciones de la matriz de puntos de las pruebas propuestas, las lineas
de contorno y la superficie coloreada hacia la respuesta mas alta. De manera similar, los
resultados se analizaron utilizando el paquete estadistico DesignExpert ™ v13 para
construir la superficie de respuesta 3D en la Figura A5 (a). Las posiciones relativas para
cada mezcla se escalan a 1, y la composicién ideal de la mezcla se calcula mediante la
funcion de “Deseabilidad”, que se muestra con una bandera blanca cerca de 0,5 MeOH en
la Figura A5 (b). Este resultado sugiere que una mezcla de MeOH y H,O (1:1) es la mejor
de las opciones probadas para la extraccion de OTA. A menudo, se tiende a asociar
seflales de advertencia de la “suciedad” de un extracto a través de la comparacion de
cromatogramas de iones totales (TIC), diferencias basadas en el peso del residuo que
gueda después de la evaporacion o también con el color del extracto [115-118] ya que

estos enfoques han sido de ayuda para decidir entre los métodos de extraccidon y agentes
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de limpieza durante afos. Sin embargo, realmente los TIC de las diferentes mezclas se
veian tan similares que es dificil decir cuél parece “mas limpio”. De modo que, con el
objetivo de evaluar los extractos de forma imparcial, los archivos sin procesar fueron
analizados con el software Compound Discoverer ™ 3.3 considerando los factores
estudiados. La Figura A6 muestra un diagrama de dispersion que compara los compuestos
encontrados en las muestras SJ que fue extraida por la composicién de solvente ACN y
H.O (1:1, Mezcla 3) en contra de la mezcla de MeOH y H.O (1:1, Mezcla 4) como
referencia. Este grafico muestra una comparacién de la forma de un “volcan” en la que una
gran cantidad de compuestos en la zona sombreada en verde del lado izquierdo del eje x
(3086) muestran diferencias significativas (valor p < 0,05) y una cantidad relativa al menos
2 veces inferior que la mezcla elegida del disefio D-6ptimo. Por el contrario, solo se ven
relativamente pocos compuestos en la zona roja (243), presumiblemente porque se

extrajeron en mayor medida por la presencia de ACN en la mezcla del ejemplo.

Vale la pena tener en cuenta que la Ultima evaluacion se realizé incluyendo todos los
diferentes tipos de café al mismo tiempo, por lo que se ejecuté un nuevo ANOVA en la
mezcla MeOH y H20 (1:1) comparando el café natural y el honey vs. el café lavado, como
se muestra en la Figura A7 (a y b, respectivamente). Asi pues, aungue los TIC parecian
practicamente idénticos, el andlisis diferencial con los granos de café lavados muestra una
clara diferencia en los componentes extraidos del café natural, pero sélo pocos diferentes
del tipo honey. Hay que reconocer que esto no es una sorpresa ya que el pericarpio debe
agregar una composicion significativamente diferente a la mera presencia del mesocarpio
en el honey, asi en apariencia no se vieran diferencias en los perfiles cromatograficos.
Asimismo, esto también indicé que el perfil de la matriz del honey se asemeja a los
compuestos extraidos del tipo de café lavado. La Tabla 2-1 resume las cantidades de
compuestos en las diferentes mezclas de extraccién probadas, y de manera individual o

combinada de los tipos de café.
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Tabla 2-1: Consolidado del conteo de compuestos con supresién/aumento respecto a la mezcla de referencia
(Mezcla 4, MeOH/H20 1:1) 16

Naturales (N) Honey (H) Lavado (V) Entre N/H/V
Mezcla Menor Mayor Menor Mayor Menor Mayor Menor Mayor

1 888 5 780 66 827 50 1605 164
2 1638 12 1416 197 1505 112 2607 262
3 1910 15 1671 164 1789 101 3086 243
3260 93 1684 662 1825 64 3521 195

6 2510 3 1639 106 1806 96 3429 258
7 2331 13 1605 182 1078 6 1897 38
8 1081 0 1016 10 2184 125 4490 241
9 3102 22 1871 280 2796 61 4835 163
10 3351 12 2014 289 827 50 1605 164

Con solo un vistazo a la tabla se puede entender facilmente que un patrén se repite en
todos los tipos de café y para todas las mezclas de extraccibn que muestran mas
compuestos extraidos en menor proporcion, y s6lo unos pocos compuestos se extraen en
mayor medida en comparacion con la referencia. Este resultado se correlaciona bien con
los hallazgos de la funcion de deseabilidad y la seleccién de la “mezcla 4’ como la mejor y

mas efectiva opcion que refleja también diferencias en los compuestos coextraidos.

2.4 Método orientado hacia la determinaciéon de
OTA en café verde y tostado

La mezcla 4 (MeOH/H;0, 1:1) fue la seleccionada para ser evaluada como solvente de
extraccién en café verde y tostado. Ademas, dado que en la literatura no existia una
instruccién definitiva respecto al uso de solventes acidificados [107] ni este tipo de métodos
de limpieza en el café, no so6lo se evaluo el efecto de la adicion de &cido férmico, sino
también el uso de dos adsorbentes para la limpieza por dSPE. En este caso, se seleccioné
el uso de Isolute ® ENV+ debido a su alta superficie y retencion efectiva junto con la silica

modificada Bondesil ® PSA para ejecutar la limpieza por triplicado, sumando 24 muestras

16 Numero de compuestos en diferentes mezclas de extraccion significativamente diferentes (valor p < 0,05) y al menos un cambio del doble
(JLogz Xi| >1) en una abundancia mayor o menor de cada compuesto (Xi) versus la referencia (Mezcla 4, MeOH/H20 1:1) comparado entre
diferentes tipos de café de la Regién San Juan (SJ)
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fortificadas a comparar con un nivel correspondiente de OTA a 5 pg/kg para evaluar la
recuperacion. Las muestras fueron etiquetadas conforme a la clase de granos de café (G:
verde, T: tostado), el primer digito corresponde a la extraccion (0: sin acido, 1: con acido)
y el segundo al adsorbente de limpieza por dSPE (1: PSA, 2: ENV+). El lote se inyecto
usando dos métodos de adquisicion diferentes. Por un lado, para el método Full Scan la
resolucion se redujo a 17500 FWHM para poder aumentar el nUmero de scans por pico,
pero también para poder combinarlo con un evento de fragmentacion cuyos detalles se
encuentran en la seccidbn de métodos instrumentales. Estos Ultimos pardmetros se
establecieron con el objetivo de caracterizar los extractos mediante la activacion selectiva
de eventos MS2 para identificar los compuestos con retencion diferencial. Los resultados
del andlisis de datos se basaron en el flujo de trabajo “Food Research” de Compound
Discoverer ™y se resumen en la Tabla 2-2. El flujo de trabajo incluy6 andlisis estadistico,
busquedas en bases de datos locales (Arita Lab y EFS HRAM ThermoFisher ™ Scientific
™) y en linea [119], que permitieron la identificacion de compuestos enddégenos

coextraidos [120].

Tabla 2-2: Ejemplos de compuestos endégenos de los extractos de café con anotacién tentatival’.

. t Rt — MS1 : MS2 Andlisis diferencial

ompuesto (min) Eée':d(;;:ﬁlcjlr; ?ozl)t ?pr;;]r/nn; Pr%(fnL;;)sor M(E;Sh ID  Contraste FC PV
Caffeine 3.595 CsH10N402 12 0.39 195.1624 71.7 2 NS <0.5 >0.05
Chlorogenic acid 3.048 C16H1809 88 -0.74 356.1716 99.8 2 G02/G01 2.24 0.0072
4,5-dicaffeoylquinic acid 3.860 CasH24 O12 85 1.28 518.1646 97.9 2 NS <0.5 >0.05
1-caffeoyl-5-feruloylquinic acid 4.173 C26H26012 50 1.32 531.1504 3 NS <0.5 >0.05
3-O-feruloylquinic acid * 3.545 C17H2009 89 -0.14 370.1703 97.2 2 T02/TO1 -2.11 0.0019
Cyclo(leucylprolyl) ** 3.651  CiiHisN202 83 0.47 212.1414 98.2 2 NS <0.5 >0.05
Trans-5-O-(d-coumaroy) AU | 3134 CiHp0s 90 01 330.1077 989 2 iggﬁgll jgg 0(59002563
5-hydroxymethylfurfural 2.815 CsHeO3 45 3.16 3 Ninguno, solo en T (Tostado)

17 Anotacion de features mediante fragmentacion de MS2 a 25 NCE (FS-DDA/dd-MS?2) y resultados de contrastes seleccionados del anélisis
diferencial. Rt: Tiempo de retenciéon, MS1: Evento de escaneo completo a 70000 FWHM en polaridad positiva, MS2: Evento desencadenado
por MS1 para seleccionar el precursor con un aislamiento de 3 m/z para sufrir una disociacion inducida por colision (HCD) de mayor energia
a 25 eV y la adquisicion del espectro de fragmentacion a 35000 FWHM. Férmula prevista: resultado del nodo de prediccion basado en la
tolerancia de masay la composicién elemental, asi como en la coincidencia de patrones isotépicos. SFit : puntuacién basada en la puntuacion
de similitud espectral entre el is6topo tedrico y el medido. patron como porcentaje, Error: diferencia de masa en ppm entre la masa
experimental y la masa anotada, Precursor: precursor seleccionado en (m/z) que desencadena el evento MS2 , Coincidencia: mejor
puntuacion de coincidencia (0 - 100) de la identidad de mzCloud buscar el compuesto, ID: niveles de confianza de anotacion basados en el
Grupo de Trabajo de Andlisis Quimico (CAWG) de la Iniciativa de Estandares Metabolémicos (MSI) [164], NS: No se encontré evidencia por
encima del nivel de significancia del 5%, FC: Log 2 Fold-change, PV: valor p del contraste mediante una prueba t multivariada (suponiendo
una varianza igual).* La informacién coincidente de MS1 y MS2 puede corresponder al clorogénico metilato, compuesto isobarico.** La
informacién de coincidencia de MS1y MS2 puede corresponder al ciclo ( leucylprolyl ), un compuesto isomérico
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En el Anexo A, la Tabla A3 muestra ejemplos de espectros experimentales para la
anotacion tentativa (nivel 3) y la identificacion putativa (nivel 2) [121] de polifenoles, como
el 4cido feruloylquinic y el &cido dicaffeoylquinic que se han reportado en cantidades
significativas en la preparacién del café [122], aunque también se sabe de una gran
diversidad quimica en relacién con la composicion de los granos de café [108]. La cantidad
de sustancias bioactivas y polifenoles que se extrajeron mediante la versién sin acido fue
significativamente mayor para el uso de ENV+ que para PSA, por ejemplo, en el caso del
acido chlorogenic (café verde), pero significativamente menor, para el acido feruloylquinic
(café tostado) y el acido trans -5-O-(4-cumaroyl) quinic (tanto en el café tostado como en
el verde). Con respecto al 5-hydroxymethyl furfural, no hubo diferencias significativas en
las areas relativas, ni por extraccion ni por método de limpieza. Vale la pena sefalar que
este compuesto cuenta con cierto grado de toxicidad, pero solo estuvo presente en el café
tostado, como se esperaba [123]. De manera similar, los archivos sin procesar también
fueron analizados por el nodo de andlisis diferencial para realizar un Analisis de
Componentes Principales (PCA). La Figura A8 muestra la varianza acumulada que explica
mas del 60% de la variabilidad por los componentes principales (PC) 1y 2. Sin embargo,
luego la evaluacion se repiti6 incluyendo una mayor cantidad de muestras de café tostado,
e incluyendo también la comparacién con extractos crudos. Como se muestra en la Figura
A9 (a), se observa una diferencia notable que muestra dos grupos a lo largo del eje x, PC1,
lo que explica la mayor parte de la variacion total que separa las muestras sin limpieza de
las muestras sometidas a cualquiera de las opciones de limpieza en un grupo al lado
izquierdo. Por otro lado, el PC4 pudo separar grupos de muestras mediante extraccion (c)
y limpieza (b). En este punto, se utilizé una adquisicién tipo PRM para cuantificar la OTA
para lograr una mejor selectividad y poder calcular la recuperacién en cada condicion. Se
obtuvieron recuperaciones mas bajas con la extraccion acidificada (ENV+: 15%, PSA:
41%) respecto a la extraccion no acidificada (ENV+: 37%, PSA: 95%). Segun lo anterior,
se obtuvieron los mejores resultados con PSA. Adicionalmente, también se consideré
realizar un andlisis de conglomerados jerarquicos (HCA), empleando métodos de
agrupacion por distancia euclidiana entre otras posibilidades (Manhattan, Pearson) que
realmente dieron resultados idénticos al de la Figura 2-1. El mapa de calor muestra las
réplicas de la limpieza con PSA sin acidificar en el rectangulo resaltado lo que corresponde
a la Unica condicién en la que se ven intensidades relativamente mas bajas de la mayoria

de los compuestos (verde en la escala), lo que podria asociarse con una mejor eficiencia
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en la etapa de limpieza. De acuerdo con esto, compuestos de diferente naturaleza
provenientes de la matriz tienden a adsorberse en mayor medida al PSA, por lo que se
obtiene un extracto mas limpio. Como esto también se ha reportado para la OTA, aunque
en condiciones diferentes [124], el uso de adsorbentes no se considero para el siguiente
paso.

Teniendo en cuenta que el PSA es un adsorbente de intercambio aniénico débil que
también podria retener compuestos polares a través de enlaces de hidrégeno, el uso del
extracto crudo puede ser la forma mas razonable para evitar sesgos al buscar especies
mas polares que puedan formarse durante tratamientos térmicos como el tueste o el

proceso del torrefacto.

Figura 2-1: Mapa de calor que muestra la correlacién de los compuestos detectados y una muestra
de café tostado. 18

A 00 2% I |
Extraction [ ]
|

.
[

0,11
,0,1,2
0,21
10,22
1,21
1,22
L1,1,1
,1,1,2

18 Disefio experimental para la extraccion sin acido (0 y barra superior azul oscuro) y con acido (1 y barra superior amarilla); y para el factor
de tratamiento de limpieza con el adsorbente PSA (1 y barra superior amarilla) y ENV+ (1 y barra superior azul claro). Las réplicas se
representan en el codigo de muestra en el Ultimo digito. El color de cada rectangulo representa la cantidad relativa segun la escala
roja/verde ubicada en la esquina superior izquierda (z-Score). El dendrograma vertical muestra grupos diferentes de compuestos en relacion
con zonas de distinto color. El dendrograma horizontal muestra la agrupacion frente al nodo aparte de la primera muestra, se resalta la
diferencia con el cuadrado verde para una mejor comprension.
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2.5 Enmascaramiento de la OTA durante el
procesamiento

Bittner estudio por primera vez la formacion de ésteres de OTA unidos a la celulosa durante
el tostado de café contaminado artificialmente utilizando methyl-a-glucopyranoside [56]. En
el presente estudio, un compuesto alifatico (D (-) -sorbitol), un polifenol aromatico (galic
acid) y un compuesto similar al del trabajo mencionado (D (+) -glucono-1,5-lactone) se
utilizaron como moléculas modelo para probar la capacidad de diferentes compuestos
polihidroxilados para conjugar OTA en un proceso de tratamiento térmico. Se realizé un
analisis mediante reconocimiento de patrones isotépicos con el médulo TracExtract que
revel6 iones precursores de OTA (con y sin marcar) alrededor de 14,39 a 14,41 min para
todos los ensayos. Sin embargo, la Figura A10 del Anexo A muestra una condensacion de
OTA con metanol (parte del medio de disolucién) y su feature pair marcado que esta
separado por 20 carbonos (X»: 20) dentro de la tolerancia al error de masa ( Am/m <5 ppm)
a m/z: 438,17174. Por otro lado, surgié una situacion interesante que demuestra una
conjugacion con isémeros de los grupos hidroxilo primarios en ambos extremos del D (-) -
sorbitol que produjo dos picos con espectros idénticos a 12,13 y 13,35 min como parte de
una reaccion regioselectiva que da lugar a las dos especies. Los picos indicaron feature
pairs nativos y marcados de iones tanto positivos como negativos, mostrados en la Figura
Al1l (a). El feature group de los ésteres de 2C-OTA nativa y de *C-OTA marcada también
se correlacionan con los aductos de sodio a m/z 590,13995 y 610,20654, respectivamente.
De manera similar, la Figura A12 indica que ambos grupos hidroxilo en posiciones my p
pueden reaccionar con el grupo acilo dando la posibilidad de formar los dos isGmeros
diferentes del galic acid, encontrados a 16,12 y 17,01 min, ambos caracterizados por los
isotopdlogos m/z: 556,09869 y 576,16748. Asimismo, la formacién del acilglucésido con la
D (+)-glucono-1,5-lactone puede tener lugar en diferentes posiciones de este compuesto
ciclico. Podria decirse que puede darse una preferencia por reaccionar con la posicion del
hidroxilo en C6 (C22 — C6'), ya que tiene menos impedimento estérico y podria
corresponder al pico mas alto a los 13,23 min en la Figura A13. Finalmente, conforme a la
dinamica anterior se revis6 en la Figura Al4 los valores esperados del producto de
condensacion entre la sacarosa y la OTA, pero resulta no haber evidencia de pares nativos
y marcados. Sin embargo, se detect6 un feature group a los 12,04 min en modo negativo.

Este dltimo par coincide con la conjugacion con una unidad de glucosa (OTA-glu), un
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producto ya descrito [125] que presumiblemente se ha derivado de la descomposicién del
disacérido durante la exposicion térmica. Los iones prominentes a m/z: 564,12665 y
584,19464 tienen estrecha relacion con hallazgos previos que reflejan la formacion del
acilglucdsido pero a partir de celulosa, aunque aqui no se encontré evidencia de union con
el residuo de fructosa. Sabiendo que la potencial formacion de conjugados de OTA durante
el proceso de torrefacto difiere del experimento de unién a la matriz (matrix binding) que
se realizé con celulosa en estudios anteriores, la presencia del conjugado OTA- glu es un
factor comun en ambos casos. La adicion de azlcar a una temperatura entre 150 y 200 °C
en la ultima fase del proceso de tostado se ha descrito en la literatura [126], por lo tanto,
el siguiente paso consistié en agregar al grano la mezcla de OTA nativa/marcada y una
solucién de sacarosa, luego se dejo secar la superficie al aire y se calent6 a 150 °C durante
5 min. En este caso la matriz de café se utilizé para simular la adicién de azlcar que se
realiza en la industria desde los primeros procesos industriales patentados ES28829A1 y
ES39494A1 [127, 128], practica que todavia esta permitida por la normativa vigente con
un contenido de azucar de hasta el 15% (p/p) en producto torrefacto, vendido s6lo en unos
pocos paises como Espafia y Argentina [129]. En vista de esta situacién donde la matriz
resulta mucho mas compleja, se hizo uso del Método de adquisicién 2 para poder resolver
posibles interferencias en la matriz de café mediante la seleccion de los iones precursores
ya identificados en el experimento modelo. La Figura 2-2 muestra el TIC en ambas
polaridades de los iones producto de > C/**C-OTA. Los tiempos de retencién cambiaron
ligeramente debido a la composicion de la matriz, ya que se identificaron a los 15,56 min y
15,59 min con sus espectros en ambas polaridades en la celda de la mitad. Del mismo
modo, las posiciones de los precursores de los glucésidos previamente identificados se
movieron un poco, y los picos dobles de los precursores nativos y marcados quedaron
alrededor de 13,11 min mostrando una elucién coaxial y con la misma forma de pico. La
celda de la izquierda en la parte inferior muestra los fragmentos marcados seleccionados
del acilglucésido (m/z: 564,1276) en modo negativo, mientras que el espectro de la parte
inferior derecha muestra fragmentos tipicos de la OTA nativa (m/z: 358,08340 y 257,02078)
ya gque es parte de la unidad del acilglucésido (m/z: 548,1303) detectado en modo positivo.
Esta unidad esté relacionada con la deshidratacion del OTA-glu original (m/z: 566.14236),
detectada en modo negativo. Todos los errores de masa de los fragmentos estuvieron por
debajo de 5 ppm en ambas polaridades, excepto la estructura propuesta para el *C-OTA
marcado (*) que corresponde a la masa extraida a m/z: 268,05762 (28,7 ppm), aunque su

pico si se superpone completamente a 15,03 min, ubicado en la parte superior del panel.



Figura 2-2: Café contaminado artificialmente con 3 C-OTA nativo, marcado y sacarosa agregada, luego sometido a procesamiento térmico a 175 °C por 5 min.*°
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19 El material se extrajo usando la Mezcla 4 MeOH/H-O (1 :1) y se analizé directamente mediante HRMS en modo de adquisicion PRM (Método 2). a) Primera celda, de arriba a abajo: TIC en negro que

muestra el precursor de OTA en la celda de la mitad al tiempo de retencion correcto. EIC negativos en rojo y verde para los productos iénicos estructuralmente relacionados de los precursores seleccionados
que estan relacionados con el acilglucésido (OTA-glu) para la unidad nativa (m/z: 564,1276) y marcada (m/z: 584,1945). b) Polaridad positiva, EIC en negro para el pico base m/z: 268,05759. Aunque el error
de masa es inaceptable para una estructura potencial (*), la misma forma y tiempo de retencion es un buen indicador para un fragmento verdaderamente relacionado con la unidad ** C-OTA. Trazas EIC en
rojo y verde de fragmentos tipicos en espectros de OTA originados a partir del precursor OTA-glu (m/z: 548,1303).



Para estudiar el efecto de la temperatura sobre el enmascaramiento hipotético de la OTA
durante el proceso de torrefacto, el experimento de calentamiento se llevdé a cabo a
diferentes temperaturas que oscilaron entre 150 °C y 250 °C. En resumen, se adicion6 una
solucion de disacarido a la matriz de café contaminada artificialmente y se sometié a
calentamiento a 150, 175, 200, 225 y 250 °C durante el mismo periodo en experimentos
separados. Las muestras se retiraron rapidamente del calor y cuando ya estaban frias se
procedi6é a la extraccion y andlisis por LC-HRMS. Posiblemente el modo de adquisicion
mas sensible en la tecnologia Orbitrap es el llamado monitoreo individual de iones (SIM%),
gue funciona de la misma manera que el evento Full Scan del Método 1, pero los lentes
electrostaticos y otros elementos estan configurados en modo de transmisién para evitar
la pérdida de iones que pueden disminuir la intensidad de la sefal. Por lo tanto, el rango
de las masas seleccionadas se redujo a 1 Da para mantener la C-trap llena con la menor
cantidad posible de iones de interferencia, maximizando asi la poblacion de iones de
interés en la configuracion AGC de 1 millén de cargas a inyectarse en el Orbitrap. La Figura
Al5 muestra los EIC de la OTA nativa y marcada (filas 1-4) y las trazas de los iones de
acilglucésidos nativos y marcados en ambas polaridades (filas 5-7). Con relacion a la OTA,
en la parte superior el EIC a los 15,5-15,7 min se ve una dependencia de la sefial con
relacion a cada aumento de 25 °C que condujo al siguiente comportamiento: una caida del
50 % a 175 °C, otra caida del 60 % a 200 °C seguido de una nueva caida del 90% a 225°C
de OTA, es decir, en total s6lo un acumulado del 2% de la cantidad inicial que finalmente
desaparece por completo a 250°C, de manera similar a lo encontrado en otros estudios
[64]. Por el contrario, no se encontraron variaciones significativas desde 150 a 175 °C con
respecto a las formas modificadas de OTA. Sin embargo, por encima de 200 °C no
guedaron picos visibles de ninguna de las trazas de los glucésidos. De hecho, esto podria
explicarse debido a que la sacarosa tiene un punto de descomposicion a 185 °C, lo que

limita cualquier posibilidad de conjugacién a temperaturas mas altas.

20 Single lon Monitoring



3.Capitulo 3: Integracion de
analitos clave y ampliacién del
alcance

Con el fin de incluir en el alcance del método contaminantes relevantes en el café, se
consider6 determinar la AA en el café tostado en un procedimiento separado representado
en la Figura 3-1. Los pasos de este método de preparacion de muestras se explican a
continuacién. Se pesan 50 mg de café molido tostado en un tubo de PP, luego se agregan
10 mL de AA-*C a 2000 ng/mL y 10 mL de OTA-3C a 25 ng/mL usado como ILIS para la
cuantificacién. Se agregan 480 uL de agua de grado tipo | y 200 pL de AcOEt, se cierra la
tapa firmemente y se agita manualmente para distribuir de manera uniforme antes de usar
un vortex durante 15 s, para finalmente colocar el tubo en un bafio ultrasénico (US) durante
10 min. La mezcla se centrifuga a 33500 g durante 3 min a 4°C. Una separacion de fases
se hace visible cuando termina la centrifugacién, luego se transfieren 100 yL de la fase
organica superior (OP) en un tubo de PP nuevo y se deja secar usando una corriente suave
de nitrégeno bajo la campana de extraccion. Una vez el residuo estd completamente seco,
se agregan 10 pL de AA-dsa 2000 ng/mL(lS) y se reserva el tubo para su uso posterior.
Respecto a la fase inferior de la separacion (acuosa), se toman 400 L evitando que entren
residuos de solvente oganico. Se transfiere la alicuota sobre 40 mg de Bondesil® PSA
pesado previamente en el filtro Spin-X® para la microextraccion en fase soélida tipo
dispersiva “en tubo” (dSPME). Se tapa y se agita por 1 min, luego se centrifuga a 18000 g
por 30 s a 4°C. Se destapa el tubo Spin-X® y se transfiere el filtro a un tubo de PP nuevo
(tubo cénico nuevo). Se afiaden 40 L de formiato de amonio 5 mM sobre el adsorbente,
se agita por 5 min y luego se centrifuga por 18000 g por 15 s a 4°C. Se transfieren 25 L
al tubo que habia sido reservado. Se agita por 5 min asegurandose de que el contenido se
mueva por las paredes del tubo. Finalmente, se toma una porcion de mas de 40 pL en un

inserto para inyectar en LC-HRMS utilizando el método de adquisicion 3.
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Figura 3-1: Esquema para la determinacion de AA y OTA mediante microextraccion solida dispersiva
‘en tubo' (dASPME).2!

1. Pesar 50 mg café tostado molido (fino)
= +10 yLAA-13C @ 2000 ng/mL (ILIS)
H + 10 uL OTA-3C @ 25 ng/mL (ILIS)
+ 480 pL Agua Tipo-I + 200 pL AcOEt

n v 2. Vortex 15 s + US Extraccion x 10 min

I
<

7. (Pre)pesar 40 mg PSA en el filtro

/ \ interior del tubo spin-x para dSPME
N N

4. Transferir 5 8. Transferir 400 pL AQ

al filtro interior

100 pL ?'; al 3. Centrifugar a 33500
nuevo tubo g x 3 min L
v 9. Vortex 1 min y centrifugar
1 1 | 18000 g x 30 s
5 Lievara || L | 10. Cambiar a otro tl.:bO
sequedad el (conico como ejemplo)
AcOEt usando N,
N 13. Vortex 1 11. Adicionar 40 yL HCOONH, 5 mM
6. Adicionar 25 pL AA-d4 5 min ; v Vortex 5 min y

@2000 ng/mL (IS) Centrifugar 18000 g x 15s

12. Descartar el filtro y transferir
25 pL al tubo del paso #6

14. Tome una alicuota en un
vial con inserto para LC-HRMS

Por ultimo, se consider6 como una posibilidad interesante poder incluir plaguicidas y otras
micotoxinas para ampliar el alcance del método. Por esta razén, el método descrito para
el café tostado fue modificado en tres aspectos: fortificacion, preparacion de los inyectables
y la adicién de un “Programa Definido por el Usuario” (UDP) para la inyeccion automatica.
En primer lugar, el esquema de fortificacion incluyd: una mezcla de aflatoxinas B1/2 y G1/2,
y una solucién de trabajo con aproximadamente 700 compuestos a 5 pug/kg, 10 pg/kg y 20
pa/kg con fines de validacion. Ademas, se uso atrazina-ds como compuesto subrogado a
una concentracion fija de 10 pg/kg. En segundo lugar, no se realiza el paso 13 de la
preparacion de la muestra en la Figura 3-1 y tanto la fase acuosa como la orgénica se

inyectan en viales separados como se explica a continuacion.

2L AA: Acrylamide, OTA: Ochratoxin A, EtOAc: Acetato de etilo, US: Ultrasonido, PSA; Sorbente modificado con amina secundaria primaria,
OP: Fase organica, AQ: Fase acuosa. Métrica analitica green chemistry (AGREE) : 0,71, segun los 12 principios de la quimica verde [165].



Capitulo 3 41

Por un lado, se agregan 50 puL de ACN después del paso 5 al tubo de PP seco y se agita
durante 1 min, luego se transfiere una porcion mayor a 40 pL a un inserto identificado como
“OP” para la fase organica y se coloca en la bandeja de muestras del LC-HRMS. Por otro
lado, se toman 25 pL del tubo de PP en el paso 12 y se coloca aparte en otro vial con
inserto con 25 pL con formiato de amonio 5 mM, preferiblemente etiquetado con el
identificador “AQ”, o fase acuosa. Luego, los dos viales se colocan en posiciones
adyacentes en el muestreador automatico para realizar la rutina de inyeccién UDP, que
incluye una inyeccion tipo sandwich del estandar interno triphenylphosphate (TPP) con la
muestra AQ para dar inicio a la adquisicion, seguida de la inyeccién de la muestra organica

OP. Este procedimiento es mas completo y fue el método sometido a validacion.

3.1 Integracion de metodos individuales

A pesar de que la determinacién de AA siga siendo un desafio por su caracter polar el
coleo del pico en la Figura Al6 (a) muestra una mejora con respecto al pico partido
(cuadrado ampliado), al incluir un loop de un volumen grande entre el automuestreador y
la cabeza de la columna. Esta es una alternativa sencilla al modo de “feedthrough” que
recientemente se ha incluido en los Ultimos modelos de muestreadores automaticos con el
objetivo de corregir la forma de los picos de los plaguicidas mas polares. Ahora, con
respecto al espectrémetro, aunque se usé una resolucién nominal de 70000 FWHM @ 200
m/z, la resolucion real al m/z de la AA y sus isotopélogos resultd llegar hasta casi 130000
FWHM aumentando la selectividad del sistema a estas moléculas. Sin embargo, esta
situacion puede traer consecuencias, puesto que la posibilidad de perder el pico de la
ventana de extraccion de masa en caso de que haya un ligero sesgo en la calibracion
podria derivar en un problema si la frecuencia de calibraciéon en una secuencia de inyeccién
se ve comprometida. Por lo tanto, la lista de inclusion del método de adquisicion PRM
(Método 3) se actualizé con transiciones especificas para AA, 13 C-AA y AA-d sen la Figura
A16 (b) para tener méas seguridad en caso de una caida en la exactitud de los valores m/z.
Al usar una fase estacionaria C18 capaz de resistir 100% de fase acuosa, fue posible hacer
gue la AA eluya en 1 min, pero evitando la presencia de solvente que puede dafiar la forma
del pico. Es cierto que este tiempo de retencién (Rt) puede parecer demasiado corto, pero
no esta tan lejos del Rt en los métodos oficiales, donde la retencién también es muy poca
a pesar de que se usen fases estacionarias basadas en carbén, donde la AA eluye

normalmente alrededor de 4 min, pero que igual puede desplazarse hasta 1,5 min después
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de varias inyecciones. Sin embargo, al inyectar niveles preparados en matriz, el Rt
permanecia estable a 1,7 min (Eigura A17) cerca al limite obligatorio del Rt segun la norma
ISO 16618:2015 [130]. Ahora bien, teniendo en cuenta que la mayoria de los métodos
utilizan una extraccion acuosa seguida de SPE (p. e.: Oasis MCX, Isolute ® ENV+), se
realizaron pruebas utilizando el adsorbente ENV+, pero también PSA. El PSA es un
adsorbente de intercambio de aniones débil, con un pKa de aproximadamente 10,1y 10,9.
La seleccion del adsorbente PSA tiene que ver con un beneficio adicional que puede ser
aprovechado, la elucién acuosa puede descartar la necesidad de la etapa de evaporacion
de MeOH que la mayoria de los métodos requieren, debido principalmente al cambio de
solvente que resulta obligatorio antes de la inyeccién. Ademas de usar MeOH con ENV+,
se probaron dos soluciones buffer para elucidon del PSA, con el objetivo de evaluar su
eficacia. Aunque el adsorbente ENV+ exhibe una superficie polimérica no polar hidroxilada
gue requiere MeOH para la desorcidn, la seleccién de los buffers se baso en la presencia
de las aminas ionizadas en la superficie (a pH <8) y el mecanismo de enlaces de hidrégeno
inducidos sobre la superficie y la estructura polar de la AA, que eventualmente podria ser
desplazada a través de un mecanismo competitivo electrostatico. Por lo tanto, se usé
carbonato de amonio y formiato de amonio a 5 mM para probar en qué medida los grupos
carboxilato son capaces de establecer una compensacion de carga en la superficie del
PSA, liberando asi la AA a la solucién. Los experimentos mostraron una retencion
diferencial entre las pruebas. Se realiz6 un ANOVA simple para evaluar un disefio
completamente al azar seguido de una prueba de comparacién de medias basada en la
denominada “diferencia honestamente significativa” (HSD) de Tukey para comparaciones
multiples entre los diferentes sistemas carbonato/PSA, formiato /PSA y MeOH/ENV+. El
sistema carbonato/PSA tuvo una capacidad de elucién de una cantidad significativamente
inferior de AA gue los otros sistemas evaluados (p < 0,05), sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los sistemas formiato/PSA y MeOH/ENV+ (p = 0,5881).
Dada esta situacion, el formiato de amonio se seleccion6 como solucion elegida para la
elucion del PSA, ya que funciona de manera similar al sistema clasico, pero cuenta con el
beneficio de ser una alternativa més rapida y ecoldgica ya que permite eluir la AA
empleando una solucién acuosa. Con relacion al esquema del método de la Figura 3-1,
con el uso de la metodologia dSPME hay evidencia de una retencion simple, no exhaustiva,
pero efectiva de la AA. Durante este paso se agita fuertemente para promover la eficiencia
del proceso de microextraccion a través de las particulas suspendidas de PSA que

adsorben la AA. A este respecto, se realizé un estudio del tiempo necesario para alcanzar
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el equilibrio como se muestra en la Figura A17 (a y b). Se realiz6 la adicién de AA-ds
después de la extraccién para corregir el area de la AA y la AA-13C frente al tiempo en los
experimentos de adsorcion con una duracion de hasta 20 min en la Figura A17 (c). Como
se puede observar, el valor permanece casi constante a lo largo del tiempo, aunque es
mas fécil de visualizar utilizando el Logio del tiempo, Figura A17 (d). Estos resultados
permitieron seleccionar 1 min como tiempo de contacto suficiente para la adsorcién asistida
por vortex. Adicionalmente, es necesario tener en cuenta que la cantidad de adsorbente
realmente estd limitada por el tamafio del filtro Spin-X®; por lo tanto, la cantidad de PSA
utilizada también se prob6 (50,100 y 150) mg, pero se selecciond la cantidad mas baja ya
gue no hubo cambios en la recuperacion en las otras cantidades como se muestra en la
Figura A18 del Anexo A. Por otro lado, como el café es una matriz con un contenido
significativo en lipidos que esta cercano a 10% p/p, la fase organica para la extraccion de
la OTA también contiene grasas y aceites. El AcCOEt se ha utilizado para la extraccion de
micotoxinas [131] con la ventaja de permitir la separacién fisica casi inmediata de los

sistemas al ser un solvente bastante inmiscible, a diferencia de otros.

En resumen, el método consiste en una miniextraccion soélido-liquido utilizando solventes
no miscibles (AcOEt y H20), de donde se retiran ambas fases de los sélidos restantes y se
pasa hacia dos procedimientos separados. Por un lado, la retencién de la AA por dSPME
‘en tubo'y su elucién tipo acuosa, y por el otro, la obtencién de un residuo seco del extracto
organico donde se encuentra la OTA, para finalmente combinarse ambas partes para su
andlisis instrumental. Ahora, en lugar de comparar directamente este procedimiento con
cada uno de los métodos oficiales, se calcul6 una métrica general para dar una idea del
caracter “verde” del método siguiendo la métrica Analytical Greenness (AGREE) que
incluye los 12 principios de la green chemistry o quimica verde [132]. Esta estimacion hace
uso de una ponderacion para los factores relevantes en cada contexo, por ejemplo, se
utilizé un peso mayor para los siguientes principios: tamafio de muestra y ndmero de
muestras en el lote (# 2), la seleccion de métodos automatizados y miniaturizados (# 5),
se debe evitar la derivatizacién (# 6) y también que se prefieren los métodos de multiples
analitos a los métodos que utilizan un analito a la vez (# 8). Por otro lado, se le asigné
menor importancia a aspectos que no son comparables dentro del tipo de métodos de esta
aplicacion como: técnicas directas para evitar el tratamiento de la muestra (#1), las
mediciones in situ que son mas comunes en los métodos de andlisis ambiental (#3), y, que

se deben preferir los reactivos renovables (# 9) ya que lamentablemente ninguno de los
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reactivos proviene de fuentes biolégicas. Para el resto de los principios se utilizo el peso
predeterminado y la puntuacion final sumo 0,71 (Figura 3-1), que esta lejos del maximo
ideal, pero coincide con el conjunto de esfuerzos desplegados para acercarnos de cierta
manera a una iniciativa mas ecoldgica. Ademas, cabe resaltar que es una ventaja que no
sea necesario secar metanol, ya que requiere mucho tiempo, como ocurre en el método
oficial. Otra ventaja es que se requiere una sola inyeccion con el Método 3 tipo PRM, que
brinda informacion que antes solo estaba disponible mediante el uso de diferentes métodos
tipo SRM vy, por lo tanto, también contribuye como una ventaja para la cuantificacion de
otros contaminantes. Gracias a la miniaturizacion, se hace posible usar poca cantidad de
masa de ILIS para la AA y la OTA en las fortificaciones, para asi lograr una adecuada
correccion por recuperacion y corregir fuertes efectos de matriz esperados en muestras de
café tostado. Una vez que los SRM se consolidaron en el nuevo método, se realizé una
prueba de “resistencia”. La Figura A19 muestra las areas y el tiempo de retencién de 100
inyecciones, donde sélo después de unas 50 inyecciones consecutivas el rendimiento

comenz6 a caer rapidamente para la AA.

Asi mismo, fue necesario probar que la representatividad del tamafio de la muestra era
adecuada mediante la ejecucion de andlisis items de ensayos de aptitud o PT adquiridos
de las rondas del programa de pruebas de competencia en quimica de alimentos de
FAPAS® con muestras de café molido e instantaneo. La distribucién de los z-scores
calculados tuvieron un ligero sesgo en los resultados de la OTA, aunque la mayoria de los
resultados quedaron en el rango satisfactorio. Teniendo en cuenta que la toma de la
muestra tiene un impacto alto en la variabilidad del andlisis [133], la evaluacién de la
homogeneidad del material es clave, aunque ya se han reportado buenos resultados con
pequefias cantidades, incluso < 1 g (p. e.: 100 - 500 mg [134-136]). Se utiliz6 un disefio
anidado de dos niveles que incluyd lotes (S) para evaluar la homogeneidad entre unidades
y submuestras (A-L) para la homogeneidad dentro de las unidades. No obstante, en la
evaluacion de los lotes del estudio de OTA se observé una distribucién bimodal aparente.
La Figura A20 (a) muestra un histograma de valores generados artificialmente al realizar
un boostrap (1000) de cada lote donde los limites de confianza de las distribuciones S1y
S3 no se superponen con S2, lo que indica que los lotes pueden diferir verdaderamente,
es decir, mas alla de la dispersion experimental. Asimismo, la prueba de Tukey indicé
diferencias significativas en los grupos a 'y b de la OTA en la Figura A20 (b), sin embargo,

en los diagramas de caja individuales (c), las muestras pertenecen a grupos indistintos
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independientemente del lote, excepto E y G del mismo lote S2, donde ambos estan
situados en el extremo del primer cuartil del mismo lote. En este tipo de disefios siempre
se suele hablar de la variacion entre las botellas, que aqui son las submuestras, es
generalmente calculada usando la expresion Sz, en la Tabla A4. Para este analisis se
tienen en cuenta varios supuestos: los datos son homocedasticos, normales, aleatorios e
independientes en submuestras [137]. De los valores en la tabla se puede observar que
se cumple la expresion Sy, < 0,3*0p, tanto para AA como para OTA, y por esta razén se
considera que se trata de un material adecuadamente homogéneo. Esto debido a que la
homogeneidad entre unidades indicaria que cada 50 mg de muestra tiene el mismo valor
de cada propiedad. Es cierto que algunos materiales son inherentemente mas propensos
a la falta de homogeneidad; sin embargo, en el caso del café tostado e instantaneo, es facil
lograr un tamafio de particula muy pequefio, lo que permite tomar cantidades tan

pequefias, quizas gracias a la fragilidad caracteristica de este tipo de material.

3.2 Ampliacion del alcance

Con base en lo discutido hasta el momento, el procedimiento descrito se configura como
un método multipropésito para café que tiene el objetivo de entregar una idea de la
contaminacién en el café tostado mediante un solo método. Por un lado, aprovecha el
poder de LC-HRMS que permite la deteccion concomitante de la OTA y la AA con alta
selectividad en los niveles requeridos; sin embargo, con el objetivo de ampliar ain mas el
alcance, se modifico el esquema de la Figura 3-1 mediante el uso de una pequefia
modificacion del procedimiento descrito en la secciéon de preparacion de muestras, y el
método de adquisicién en el instrumento el cual se cambié por el FS-wPRM (Método 4)
con el objetivo de poder hacer frente a un alcance mas amplio mediante el uso del modo
MS1, FS o Full Scan junto con la posibilidad de confirmacién a través de eventos MS2 de
una manera "amigable" que evita causar un fuerte impacto en el ciclo de tiempo para la
cuantificacion. En el Anexo A, la Figura A21 (a) muestra la pestafia de Configuracion del
experimento con todas las configuraciones importantes en la barra lateral para los cuadros
Full MS (MS1) y PRM (MS2). Adema4s, una lista de inclusion elaborada empleando un
esquema de ventanas amplias se pueden desplazar en segmentos de tiempo como se
muestra en la ventana flotante. Asimismo, el diagrama de dispersion en la Figura A21 (b)
muestra la distribucion de la masa molecular del ion precursor (m/z) y de manera ilustrativa

el tiempo de retencion de cada compuesto (punto y nombre). Esta matriz de puntos resulta
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ser una multitud de puntos con los nombres de compuestos dificiles de distinguir a simple
vista, pero lo importante es entender el hecho de que las ventanas rojas se van
desplazando a través del tiempo hacia valores m/z mas altos para cubrir otros sectores.
Este concepto asegura que la mayoria de los compuestos disponibles para andlisis (es
decir, los incluidos en los recuadros) pueden experimentar fragmentacion y asi poder
obtener su informacion MS2, ajustando el rango de cobertura de una manera similar a las
ventanas deslizantes que ayudan a mejorar la selectividad en la técnica de movilidad iénica
[78]. Sin embargo, vale la pena resaltar que el ancho de las ventanas se seleccion6
cuidadosamente para mantener la menor cantidad de eventos PRM con el fin de causar el
menor impacto sobre la cuantificacion y al mismo tiempo obtener suficientes puntos de
datos para definir los picos para su confirmacién. Histéricamente, cuando se trabaja en el
modo de adquisicién DIA, el ciclo de trabajo se ve gravemente afectado por la cantidad de
ventanas MS2 ya que retrasan la adquisicién de un nuevo evento MS1, como se muestra
esquematicamente en la Figura 3-2 (a). Esta situacidbn no ocurre en la configuraciéon
propuesta en el método 4 o FS-wPRM, un novedoso modo de adquisicion que permite
adquirir eventos MS1 entre eventos MS2, lo que lleva a poder obtener una velocidad de
adquisicion mucho mas alta como se esquematiza en la Figura 3-2 (b). De este modo, esta
configuracion mejora la sensibilidad para la cuantificacién, al dejar espacio para 8 ventanas
PRM de 25 m/z, que son mas estrechas y, por lo tanto, mas selectivas que las de 50 m/z

de ancho que es lo minimo que se puede establecer en el modo DIA.



Figura 3-2: Representacion esquematica de los modos de adquisicién en LC-HRMS en Full Scan (MS1) y fragmentacion (MS2) de segmentos preseleccionados. 22
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22 (a) El reconocido modo de Adquisicion Independiente de Datos (DIA) en combinacion con Full Scan crea eventos consecutivos de fragmentacion de iones segmentados y de ancho definido para completar
el ciclo de trabajo y, solo entonces, se vuelve a adquirir una nueva adquisicion de MS1. (b) Un nuevo enfoque que combina el evento de Full Scan con un monitoreo "amplio” de reaccion paralela (FS- wPRM )
gue de manera contraintuitiva permite la adquisicion de espectros MS2 con selectividad comparable (ancho de 25 m/z) pero con el beneficio adicional de adquirir espectros MS1. El modo FS- wPRM mantiene
una velocidad de adquisicion MS2 adecuada para una confirmacion cualitativa (flechas superiores de colores), lo que a su vez, acelera la velocidad de adquisicion de MS1 mejorando la sensibilidad.



Ademas de las ventajas del modo de adquisicion FS-wPRM, el método tiene la capacidad
de realizar inyecciones automaticas de los viales AQ y OP que se alistan por separado
para colocarlos en la bandeja del automuestreador. En ensayos preliminares se intentd
hacer la inyeccion in-needle que combina sucesivamente los contenidos de ambos viales,
pero resultd ser inadecuada puesto que afecta negativamente la cromatografia como se
muestra en la Figura A22 (a y b) con los resultados de esta inyeccién tipo “sandwich”
empleando diferente orden entre AQ y OP. La situacion radica en que al parecer hay una
combinacion parcial de las fases (a pesar de que se dejé un espacio de aire) y esto
conduce a la distorsion de la forma del pico de la AA debido a la alicuota de composiciéon
organica. No obstante, posteriormente si se pudo obtener un cromatograma sin
distorsiones como se muestra en la Figura A22 (c), empleando una inyeccion split
(independiente) que hizo posible realizar la adquisicion conjunta de estos extractos, en
principio incompatibles, para asi aprovechar al maximo el tiempo de funcionamiento del
instrumento. Finalmente, la validacion se llevd a cabo con la Gltima versién del método 4
para el andlisis de muestras que engloba la evaluacion de la AA, la OTA y ademés 512
compuestos adicionales de aproximadamente los 700 utilizados en las pruebas de
recuperacion, teniendo en cuenta que soélo algunos de la totalidad de estos compuestos
pueden ser ionizados eficientemente en las condiciones operativas de la sonda HESI. Es
asi como fueron sélo 414 de 512 compuestos evaluados los que realmente quedaron
incluidos en la validacién ya que el resto de los compuestos no presentaron un buen
desempefio a los niveles requeridos. Se establecieron criterios de identificacion de
especificidad y selectividad para todos los compuestos analizados segun los criterios de
confirmaciéon (MS2), aunque en algunos casos se tendria que requerir una verificacion y
optimizacion de la energia de colisién, es decir, que es necesario verificar la identidad
(Check ID). Por otro lado, otros compuestos fueron etiqguetados como "Quantified only"
cuando se hizo la integracion de un pico con un MEW < 5 ppm a partir de la adquisicién
MS1, pero no se tuvo informacion de fragmentacion disponible. Adicionalmente, el match
con el patrén isotopico de cada compuesto también fue til para la identificacion ya que se
obtuvieron los siguientes valores en promedio: 67,9% a 20 pg/kg, 60,2 % a 10 pg/kg y 47,8
% a 5 pg/kg. La Tabla A5 muestra un resumen de varios pardmetros y detalles incluidos
en el plan de validacion. Las curvas de calibracion se basaron en un modelo de regresion
ponderada (1/x) basado en curvas de calibracion de seis puntos por triplicado al dia
utilizando el método de minimos cuadrados. La linealidad se evalué mediante verificacion

visual de la gréafica de residuales de las relaciones de respuesta (contra el IS o el ILIS
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correspondiente) vs. los niveles de concentracion respectivos donde las diferencias del
célculo (backcalculated) fueron aceptables < + 20 %. Se establecié un R 2>0,990 como
criterio para la aceptabilidad de la curva de calibracion, asi como ya se ha establecido
también en otros estudios que han utilizado el mismo tipo de tecnologia en aplicaciones
relacionadas [138]. La precision y la veracidad se evaluaron a partir de analisis repetidos
de muestras de café en blanco fortificadas. La precision se evalu6 calculando la desviacion
estandar relativa intermedia (analisis repetidos en tres dias diferentes), mientras que la
veracidad se estimé en términos de recuperacion. El limite de cuantificacion (LOQ) del
método analitico se evalu6 en niveles bajos de acuerdo con la guia para las situaciones
en las que no hay ruido disponible que pueda ser medido [139]. El efecto matriz no se
evalud ya que hubo evidencia de diferencias significativas, no solo en la sefial, sino en la
forma de los picos. Por esta razon, siempre se usé la calibracion con extracto de matriz
(matrix-matched) con fines de cuantificacion y validacién. Se usé atrazina-ds como
compuesto subrogado a la misma concentracién en los experimentos de recuperacion que
promediaron 101,7% con una RSD de 17,5% (n=72, 3 valores atipicos). Ahora bien,
teniendo en cuenta que el calculo de la denominada recuperacion "tipica" sélo es factible
para compuestos del mismo tipo (en su estructura o de un comportamiento similar), pero
resulta inadecuada para analitos multiclase que muestran un comportamiento diferente, el
grupo de compuestos en el alcance del estudio eran notablemente diferentes y conforme
a esto requirieron un enfoque distinto. En la validacién de los compuestos se incluyeron
tres niveles de concentracién, a excepcién de la OTA que también se evalué a una
concentracion por debajo de la normativa actualizada, a pesar de que su recuperacion fue
baja y diferian notablemente, tal como para el resto de los compuestos. Cuando se
visualizan los resultados en la Figura A23 (a) se puede obtener una idea de la distribucion
de las recuperaciones entre los analitos en cada nivel. Para contrastar las recuperaciones
por nivel, se realizé una comparacion global mediante un analisis de varianza para un
disefio de medidas repetidas (RM-ANOVA) para evaluar las recuperaciones de todos los
analitos, y de manera independiente. La Figura A23 (b) muestra las recuperaciones
totalizadas por nivel y las barras de error estdndar entre cada analito y dentro de cada nivel
gue no son comparables con la variacion de todos los compuestos; sin embargo, las barras
presentadas por compuesto en la Figura A23 (c) permiten ver la descomposicion de la
varianzay el error entre niveles (barras rojas) es mayor y diferente del error dentro del nivel
(barras negras). Cuando se revisa el andlisis hecho se cumple con los supuestos en la

Figura A23 (d, e) y esto hizo posible comparar de manera independiente entre los grupos



50 Evaluacién de residuos de plaguicidas, micotoxinas y contaminantes...

(f) observando diferencias significativas, no solo con el nivel mas bajo, sino también entre
las concentraciones evaluadas por compuesto. Esto confirma el hecho de que las
recuperaciones deben informarse e interpretarse individualmente y por compuesto como
se muestra en la Tabla A5. Finalmente, a través de un histograma por nivel se muestra la
distribucion de los resultados de recuperacion y la precision asociada en la Figura 3-3 (a 'y
b, respectivamente) donde una linea discontinua indica el valor promedio para observar
visualmente la tendencia central. La segunda parte de la distribucion del RSD en el nivel
R1 (rojo) aparece claramente por encima del 25%, superando los limites de las
recomendaciones de la guia SANTE/11312/2021. Lo anterior esta en estrecha relacién con

los compuestos que solo alcanzaron 10 pg/kg como LOQ.

Figura 3-3: Visualizacion resumida de los resultados de la validacion a diferentes niveles (R1: 5 pg/kg, R2:
10 pg/kg y R3: 20 pg/kg) en café tostado.??
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23 @) Histograma de la recuperacion (R, %) en diferentes niveles presentados individualmente, la linea vertical discontinua indica el promedio
"global" de todo el conjunto en cada nivel, (b) Histograma de la desviacién estandar relativa (RSD, %) En diferentes niveles presentados
individualmente, la linea vertical discontinua indica el promedio "global" de todo el conjunto en cada nivel.
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Aunque la técnica LC-MS/MS sigue siendo el estdndar para la cuantificacion de AA en los
alimentos [140], se debe tener cuidado con respecto a la presencia de interferencias en el
café que puedan llevar a una sobreestimacion de la AA [141]. Se han implementado
esfuerzos para abordar este problema, como el uso de una derivatizacién con bromo [136];
sin embargo, una estrategia mas simple para deshacerse de los interferentes que generan
los mismos iones producto sugiere el uso de una fase acuosa sin acidificar como fase maovil
[142]. Por lo tanto, se establecié 100% agua como composicion inicial para el ejercicio de
aplicabilidad al analizar un conjunto de muestras de café tostado de diferentes origenes. A
pesar de que, por disefio, las bombas que se usan en sistemas acoplados LC-MS solo
permiten gradientes binarios, la valvula de seleccion ubicada en el bloque izquierdo del
modelo del instrumento permite cambiar al reservorio de agua que esta ubicado en una
tercera linea (fase movil D). Por lo tanto, el Método 4 se configur6 sélo con agua, aunque
solo durante los primeros 2 min y nuevamente, en los Gltimos 2 min con el fin de dar tiempo
suficiente para poder eliminar el acido de la columna antes de la siguiente inyeccién.
Aunque la sefial usada para la cuantificacion de la AA sélo corresponde al ion producto
m/z: 55,01784, la ventaja de usar el modo de adquisiciéon FS-wPRM es que se pueden
monitorear también las sefiales de precursores que, si estuvieran presentes, podrian
generar el mismo ion producto [143]. La Figura A24 muestra el método que utiliza la fase
moévil A y las sefales de los iones de la N-acetyl-B-alanine, lactamide, 3-
aminopropionamide y la valine a los m/z: 132,06552, 90,05495, 89,07094 y 118,0563,
respectivamente. Estos resultados revelaron la presencia de picos alrededor del tiempo de
retencion de la AA y 13 C-AA para los compuestos monitoreados, con excepcion de la 3-
aminopropionamide. Por el contrario, el tiempo de retencibn cambié ligeramente en el
método que utiliza solo agua, desplazando las interferencias hacia la izquierda y mejorando
la retencion de la AA hasta 2,13 min. Posteriormente, el método se verific6 mediante
blancos fortificados (n = 4) que muestran claramente la separacién de un pico que estaba
presente antes de 2 min (Figura A25 a). Si bien al obtener recuperaciones aceptables del
compuesto marcado serian suficientes para deducir que hay un buen rendimiento del
método para este compuesto, es de mucha importancia que se haya revelado la presencia
de compuestos que interfieren con el analito nativo. De hecho, esto podria explicar las altas
recuperaciones generales observadas en la Tabla A5 para la AA, especialmente a la
concentracion mas baja, en contraste con el estandar interno marcado utilizado para trazar
simultdneamente la recuperacion que siempre se mantuvo muy cerca del 100%. Como se

muestra en la Tabla 3-1, se analizé un conjunto de 10 muestras compradas en varios
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lugares, con diferente procesamiento (tostado y torrefacto), asi como distinta variedad
(robusta y arabica), para evaluar el riesgo de coelucion en varios escenarios. La Figura
A25 b muestra una separacion eficaz del pico izquierdo de la AA, que en realidad depende
exclusivamente de la cromatografia para evitar una posible identificacion errénea. Los
interferentes se observan con suficiente desplazamiento (~1,79 min) para distinguirlos del
pico que, de otro modo, podrian ocupar el tiempo de retencion del analito. El recuperado
de la AA sin marcar se indica con un pico notable en la sefial roja a los 2,15 min. La
ausencia de picos en la sefial plana de color negro de la inyeccién de disolvente indica que
el perfil de todos los demés EIC pertenece a compuestos coextraidos. La segunda sefial
de color negro de la muestra MO7 (Licata, Italia) fue el Gnico con una pequefia sefal en el
tiempo de retencion de la AA, mucho menor a comparaciéon del pico del recuperado a 400
mg/kg. Por lo general, se sabe que en general se venian reportando consistentemente
altas concentraciones en muestras de café y han sido esos valores histdricos los que se
utilizaron como datos para establecer dichos BML. Aunque los valores bajos en estas
muestras pueden parecer peculiares, métodos altamente selectivos han comenzado a
reportar resultados notablemente inferiores al BML, incluso por debajo de 200 mg/kg [136],
gue es el LOQ del método actual.

Tabla 3-1: Muestras comerciales de café (marcas no mostradas) que fueron utilizadas en el estudio de

aplicabilidad con diferente origen y caracteristicas.?*

Caodigo Descripcion de categoria Hallazgos
de Muestra Mercado Tipo Variedad Fraccion masica (ug/kg)

MO1 Buenos Aires, Argentina Torrefacto 100% Blend Chlorpyrifos (< 5)
M02 Buenos Aires, Argentina Torrefacto 100% Blend N.D.
MO03 Madrid, Espafa Torrefacto 50% Arabica OTA (< 2,5)
Mo04 Uppsala, Suecia * Roasted Robusta N.D.
MO5 Madrid, Espafia ** Roasted Arabica N.D.
MO6 Madrid, Espafia ** Torrefacto 100% Arabica N.D.
MO7 Licata, Italia Roasted Blend AA (< 200)
M08 Madrid, Espafia Torrefacto 100% Blend OTA (< 2,5)
M09 San Juan, Tolima** Roasted Arabica N.D.
M10 San Antonio, Tolima** Roasted Arabica N.D.

24 Se indican los hallazgos confirmados debajo del LOQ. ND: No detectado. El trazo XIC para AA mostr6 una S/N<3 en todas las muestras
excepto en la MO7 (S/N=5,1). Se desconoce el origen Unico certificado para la mayoria de las marcas, excepto las indicadas como *Brasil y
** Colombia.
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Asimismo, la Tabla 3-1 muestra que ninguna de las muestras tuvo hallazgos superiores al
nivel de reporte para los plaguicidas en el alcance del método. La presencia de residuos
de plaguicidas actualmente es cada vez menor, estudios extensos con mas de un centenar
de muestras, han mostrado sélo unos cuantos plaguicidas polares sobre el LOQ [144]. No
obstante, en una muestra de Argentina (MO1: torrefacto, mezcla de robusta/arabica) si se
encontrd y se confirmé la presencia de chlorpyrifos (Figura A26) a una concentracion en
fraccion de masa < 5 pg/kg. Respecto a la OTA, la Figura A27 muestra la confirmacion de
la presencia del ion producto m/z: 239.01030 en un par de muestras procedentes de
Espafia (MO3 y M08). No obstante, estos hallazgos estuvieron por debajo del nivel mas
bajo de la curva de calibracién y de la concentracion media global (3,2 pg/kg) que se ha
reportado para el café y los productos a base de café [145]. Ademas, en un procedimiento
separado las muestras se extrajeron con la mezcla MeOH y H.O (1:1, Mezcla 4) se
analizaron para detectar las formas modificadas de OTA discutidas anteriormente; sin
embargo, no se encontrd evidencia de residuos del glucosido de la OTA, ni por PRM, ni
por el modo de adquisicién SIM. Sin picos apreciables alrededor de los 13,12 min se
concluye que no hubo presencia de las formas modificadas; igualmente, la ausencia de la
OTA se correlaciona. Asimismo, la ausencia de hallazgos en muestras reales de torrefacto
podria explicarse por las condiciones de alta temperatura a las que se somete el café en
el proceso de torrefacto industrial. En el caso hipotético de que exista alguna cantidad
preexistente de la OTA que pueda provocar una potencial conjugacion, en las tostadoras
industrializadas o en las grandes fabricas de café el cilindro giratorio calienta la carga de
200 a 240° C [146], dejando pocas posibilidades de detectar cualquier cantidad de OTA
enmascarada que quede, como se observé en los experimentos de calentamiento donde
se alcanzaron temperaturas superiores a la de la descomposicién de la sacarosa. Sin
embargo, no todos los cafés se tuestan en la misma medida, y el mercado hoy en dia
ofrece una gran cantidad de sabores de tueste. Desde el tueste oscuro italiano hasta el
estilo de Nueva Inglaterra, un grado de tueste ligero ajustado por los tostadores
profesionales para para mantener algunas notas y matices clave en taza; evita condiciones
de alta temperatura por debajo del tratamiento estdndar, lo que supone un escenario

moderado donde podrian persistir potenciales modificaciones que hayan sido formadas.



4.Capitulo 4: Contaminantes
potenciales en el procesamiento
a alta temperatura

Los HAPs se forman durante procesos de combustion incompleta, siempre que se quema
materia organica o durante procesamiento de alimentos con materiales como madera,
carbdn o combustibles, pueden aparecer compuestos con heteroatomos como nitrégeno y
azufre, incluyendo especies oxigenadas que dan lugar a una gran variedad de compuestos
relacionados. Luego, los HAPs se pueden encontrar en mezclas complejas en el ambiente,
incluyendo también en una variedad de productos alimenticios que son sometidos a

procesamiento térmico intenso, como es el caso del tostado del café.

4.1 Preliminares para el desarrollo de un método

Debido a la singular estructura de los HAPS, es indispensable tener en cuenta varias
consideraciones para llevar a cabo una separacion cromatografica adecuada que evite una
potencial acumulacién de los analitos en varias regiones del instrumento y que pueda
conducir a una contaminacién cruzada. Los compuestos del grupo HAPs cuentan con un
amplio rango de peso molecular y puntos de ebullicién; ademas, debido a su estructura
planar desarrollan interacciones intermoleculares significativas que se manifiestan en una
deposicion recurrente en las superficies y resultan ser dificiles de vaporizar. Ademas, los
picos tienden a presentar coleo y los compuestos con mayor punto de ebullicion pueden
guedar retenidos en la cabeza de la columna, lo que hace necesario cortar frecuentemente
la punta de la columna. Por consiguiente, mantener una alta temperatura en diferentes
zonas es importante para minimizar el contacto con las superficies. En primer lugar, el
puerto de inyeccién y la linea de transferencia MSD se deben mantener a 320 °C como

minimo, esta temperatura esta limitada por el rango recomendado por el fabricante de la
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columna, pero el uso de columnas metalicas podria ayudar a mantener una temperatura
incluso superior. Ademas, la fuente de MS debe mantenerse a un minimo de 320 °C. A
pesar de que el tiempo de residencia es prolongado en el modo splitless, comparado con
el modo de division de flujo split, el uso de un pulso de presion ayuda a disminuir el tiempo
y maximizar la transferencia a la columna. Con relacion a la deteccion, la notable
estabilidad de estas moléculas se traduce en la dificultad para lograr una fragmentacion
extensiva, que tampoco se alcanza facilmente via colision por fragmentacion inducida en
la celda de colision del GC-MS/MS. Para resolver este problema, recientemente se ha
investigado el uso de “pseudo-transiciones” en diferentes tipos de analizadores [147], esto
es, la seleccion de la misma masa del precursor en cuadrupolo de aislamiento de los iones
producto. A pesar de que esto puede asemejarse mas al modo SIM, los autores aducen
gue la etapa de fragmentacion con “voltajes no nulos” permite eliminar interferencias para
lograr una mejor sensibilidad. No obstante, a pesar de que experimentalmente se observé
gue los HAPs son, en efecto, dificiles de fragmentar, para la optimizacion de la energia de
colisién se seleccionaron los fragmentos reales que aseguren una mayor selectividad en
matrices complejas como el café. Para esto se tomaron los fragmentos mas prominentes

y se ejecut6 una rutina de optimizacion del método dMRM?2®,

Los resultados se detallan en la Figura A28 que muestra, en el caso del Naphthalene-dg
una abundancia maxima del ion producto entre 25-30 V. En el caso del Acenaphthalene-
dio Se revisaron mas iones y son las transiciones que corresponden a pequefias pérdidas
las que generan abundancias mayores a 1,5 x10° (p.e. 164 >162, y 162>160). Una
situacion parecida ocurre para el Fluorene-dio, que a 40 V muestra la mayor abundancia
para la transicion 174>170 cuando se compara con las demas transiciones. Como
conclusion, en la optimizacién la energia de colisién, el valor del potencial que permite
obtener la mayor abundacia es relativamente bajo para la mayoria de compuestos, no
obstante, no se hizo uso de “pseudo-transiciones” sino de un programa optimizado de
transiciones que se detalla en la Tabla A6 del Anexo A. Una vez establecido el método
instrumental, se procedid a realizar pruebas preliminares para la extraccion de los HAPs
empleando la mezcla del método EPA 525 que contiene sélo 4 compuestos (diferentes al

grupo PAH4). Se uso el mismo concepto “dSPME” empleado para la extraccion de la AA,

25 Dynamic Multiple Reaction Monitoring, modo propiedad de Agilent Technologies®
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ya que el AcOEt se ha usado en el andlisis de HAPs [148]. La anterior propuesta se baso
en registros de mayor eficiencia en la extraccion de HAPs mediante el uso de AcOEt vs.
ACN, ya que los resultados mostraban como problematicas las bajas recuperaciones por
el método QUEChERS [149] cuando se usa GCB en combinacion con adsorbentes dSPE
durante el cleanup. Precisamente por esto, se decidié implementar el método dSPME “en
tubo” empleando GCB para la retencion de los HAPs. A escala molecular, la superficie del
grafito es plana y cristalina. La retencion de sustancias polares viene dada por la
interaccion de grupos polares o polarizables de las moléculas del analito con la superficie
del grafito. La fuerza de las interacciones depende del &rea molecular en contacto con la
superficie, que en esta aplicacion resulta ideal para retener este tipo de compuestos. La
superficie del grafito presenta electrones © en forma de nube deslocalizada, lo que podria
facilitar un mecanismo para la retencion de moléculas con enlaces © 0 compuestos
aromaticos, como los HAPs. No obstante, los compuestos aroméaticos tridimensionales
como los bifenilos policlorados (PCBSs) tienen pocos puntos de contacto con la superficie y
se retienen menos en comparacion con las moléculas planas que tienen la posibilidad de
interactuar en mayor medida con la superficie, y asi tener mayor retencion. Con este
precedente, el método preliminar consistié en la adsorcion de los HAPs del AcOEt en GCB,
para luego lavarlos con acetona. Luego se evapora rapidamente la acetona y al residuo
restante se le adiciona AcCOEt para hacerlo compatible con el método instrumental (GC),
redisolviendo asi los HAPs y con la ventaja de poder concentrar el extracto varias veces
(p.e.: x5). Se realiz6 una curva de calibracién y ensayos de recuperacion preliminares para
los 4 HAPs a 12,5 ug/kg con el método dSPME-GC empleando GCB en modo dMRM (GC-
MS/MS). Los resultados mostraron porcentajes de recuperacion con RSD aceptables:
acenaphthene 110,5 (10,2%), phenanthrene 94,3 (9,4%), crysene 81,2 (8,1%), vy
benzo(a)pyrene 80,5 (10,3%). Con base en estos resultados, se decidi6 extender la prueba
empleando un mayor nimero de HAPs, pero ademas, se evalué el uso de n-hexano en
vez de acetona para la desorcion del GCB ya que la sensibilidad para los compuestos mas
pesados realmente fue muy baja para los iones de calificacion del benzo(a)pyrene que se
encontraban al limite del ruido como se muestra en la Figura A29.

La seleccion del n-hexano como reemplazo de la acetona tuvo la intensién de evitar una
desorcion indiscriminada de otros componentes enddgenos que hayan sido adsorbidos,
éstos podrian pasar al inyectable al presentar algin grado de polaridad, impactando la
sensibilidad. La Figura A30 muestra una comparaciéon en términos absolutos donde hay

menor recuperacion empleando n-hexano en todos los casos, y una disminucién general
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de la desorcion alrededor del 50%. Teniendo en cuenta que el uso de la acetona es
importante para asegurar la desorcion, se revisé el TIC de una inyeccién en Full Scan del
extracto GCB y, en efecto, se encontraron multiples compuestos enddgenos. La Figura 4-
1 muestra el perfil cromatografico del extracto y los compuestos identificados empleando
la biblioteca NIST 2014 integrada en el software MassHunter® Qualitative Analysis (Figura
A31). Aunque los compuestos en los picos numerados de 1-5 hacen parte de la
composicion tipica del café, se revisaron los espectros experimentales en busqueda de
fragmentaciones explicables detalladas en la Tabla A7 teniendo en cuenta que su
fragmentacion puede que no sea especifica, y para asi soportar los resultados de

comparacion del espectro completo encontradas en la biblioteca NIST.

Figura 4-1: Componentes enddgenos del extracto de AcOEt con el método dSPME-GC empleando GCB y acetona.?®
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En la busqueda de una alternativa mas limpia al GCB, se probaron diferentes adsorbentes
para generar extractos con menor cantidad de compuestos coextraidos ya que estas
moléculas podrian actuar como interferencias potenciales y compuestos que disminuyen

el rendimiento del instrumento. La Figura A32 muestra un comparativo del TIC en modo

26 3) El TIC muestra los compuestos (picos 1-5) identificados en modo FS. Detalle de los espectros de masas
para la identificacion de los acilgliceroles representados como estructuras de monoglicéridos del b) acido
palmitico (hexadecanoic acid) y c) acido estearico (octadecanoic acid).
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FS de extractos de café obtenidos por el método dSPME-GC empleando adsorbentes
alternativos como florisil, silica y alumina desactivada al 1%. A pesar de que los perfiles
son muy similares al de referencia (GCB), en el caso de la alimina se observa menor
cantidad de acilgliceroles relacionados al &cido palmitico y la ausencia del pico del &cido
estearico. Por consiguiente, se realizaron pruebas de recuperacion de los 12 HAPs
empleando alimina en el método dSPME-GC, cuyos resultados se muestran en la Figura
A33. La alimina se caracteriza por exhibir grupos 6xido e hidroxido que contribuyen a la
carga negativa en su superficie que puede atraer 4cidos de Lewis 0 especies con carga
positiva (deficientes en electrones). La superficie del adsorbente interactla a través de
diferentes grupos funcionales (-OH, C-H, AI-O y AI-O-Al) que probablemente pueden
participar en la retencion de los HAPs [150]. Por otro lado, y teniendo en cuenta que los
experimentos realizados hasta ahora contemplaron el uso del mismo esquema de
extraccién simultanea, que hace uso de una fase acuosa y una organica del método “todo
en uno” (All-in-One, AlO), se realiz6 una comparacion para simplificar el procedimiento y
realizar una extraccion exclusivamente con AcOEt. La Figura A34 muestra los resultados
de los ensayos de recuperacion de 12 HAPs en los que se pueden observar dos
comportamientos. Primero, para la mayoria de compuestos en las dos primeras columnas
realmente no se comparte el mismo rango de recuperacion al comparar la extraccion AlO
vs. la version simplificada (AcOEt). Aun asi, el resto de los compuestos tienen un
comportamiento mas parecido, y por lo tanto para evaluar si hay evidencia de diferencias
significativas entre las extracciones se evaluaron en un grupo distinto empleando un
Andlisis Multivariado (MANOVA). Aungue algunos de los supuestos del MANOVA no se
cumplan, la ventaja de utilizar el método de Pillai es que es un estadistico robusto que no
se ve afectado por violaciones del supuesto de las matrices de covarianza. Sin embargo,
la prueba Pillai puede ser sensible a violaciones de la normalidad y verse influenciado por
el tamafio de la muestra, que es una debilidad del disefio experimental usado en este caso.
Sin embargo, esta medida indica el efecto general del método de extraccién sobre la
recuperacion. La Tabla A8 muestra la salida para el grupo de 4 HAPs evaluado
inicialmente, en la que se observa una correspondencia con lo expuesto anteriormente ya
gue hay evidencia de diferencias significativas en la recuperacion de estos compuestos
(P< 0,05). No obstante, se realizé el mismo andlisis para el grupo de compuestos que se
observan mas distantes en los graficos de cajas, con un resultado no significativo. Este
resultado es consistente al de la T2 de Hotelling, que es una medida de la distancia entre

las medias de los grupos en un espacio multivariado (0,2228). Al revisar las pruebas de los
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compuestos individuales ninguna resulta ser significativa, con lo que se decidio realizar las
extracciones Unicamente con AcOEt. Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 una
comparacion de desempefio usando AcOEt como solvente de extraccion y alimina como
adsorbente a niveles de concentracion cercanos al limite de sensibilidad con resultados

gue se muestran en la Tabla 4-1.
Tabla 4-1: Ensayos de recuperacion preliminares para 12 HAPs a bajas concentraciones con el método
dSPME-GC empleando alimina en modo dMRM (GC-MS/MS).?”

0, 10 0 =
HAPS YoRecuperacion (%RSD), (n=3)

2,5 ug/kg 5,0 pg/kg 10 pg/kg 15 ug/kg

Acenaphthene 70 (6,4) 69,4 (2,6) 75,5 (1,5) 71,4 (0,1)
Fluorene 89,3 (8,3) 76,6 (6,2) 79,2 (6,4) 74,5 (0,02)
Anthracene 112,3 (8,3) 90,2 (4,5) 89,3 (5,4) 80,7 (1,4)
Phanathrene 89 (5,9) 86,2 (8,8) 77,1 (2,3) 69,4 (2,6)
Fluoranthene 91,8 (5,2) 82,3 (2,3) 83,9 (2,4) 79,4 (1,9)

Pyrene 105,5 (6,7) 87,7 (3,3) 88,1 (5,8) 77 (3,7)
Benz(a)anthracene 52,2 (20,8) 59,7 (10,8) 56 (35,5) 66,2 (0,3)

Crysene 78,7 (10,5) 82,8 (13,7) 89 (3,4) 82,5 (4)
Benzo(a)pyrene* 159,5 (4,9) 132,2 (3,5) 124,6 (2,9) 115,5 (3,8)
Benzo(b)fluoranthene 61,7 (7,5) 65,4 (5,2) 72,7 (1,1) 70,2 (0,6)
Benzo[g,i,h]perylene 60,1 (6,7) 57,1 (3,9) 62,4 (2,8) 40,4 (47,7)

En la tabla anterior no se muestran resultados para el naphtalene, ya que se obtienen
valores excesivos del porcentaje de recuperacion debido a la presencia permanente de un
pico al mismo tiempo de retencion en la matriz “blanco” o sin fortificar. Asimismo, en el
caso del benz(a)pyrene se evidencia la misma situacion, recuperaciones aparentemente
altas, y, que en este caso disminuyen en funcion de la concentracion de manera
pronunciada. Teniendo en cuenta la dificultad de contar con un material sin presencia de
HAPs que realmente sirva como blanco en el caso del café se hace dificil realizar los
estudios de recuperacién de algunos compuestos. De hecho, recientemente se ha
abordado el tema de la posibilidad de realizar correcciones empleando el porcentaje de
recuperacion de los HAPs [151]. La alternativa planteada a la correccion en ese estudio es
el uso de estandares que se someten al mismo tratamiento que las muestras, sin embargo,
la incertidumbre de ambos métodos es equivalente s6lo cuando no hay desviaciones
significativas, que, segun los resultados que estuvieron enfocados en agua, se reportan
pérdidas de cerca al 50% del naphtalene. Ahora bien, bajo las condiciones de la presente
investigacion, también se observé que los compuestos coextraidos pueden acumularse en

el sistema y asi terminar afectando la robustez del método en las inyecciones posteriores

27 *Pico pre-existente al mismo tiempo de retencién en la matriz sin fortificar, no se presenta el naphtalene.
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de la secuencia. Esto se presenté particularmente en los compuestos de mayor peso
molecular de la Figura A35, ya que el ruido de fondo tuvo un gran impacto en los ILIS, lo

gue hizo inviable una cuantificacion fiable.

4.2 Explorando una alternativa por LC-APCI-HRMS

La determinacion de los HAPs por GC-MS/MS ha sido ampliamente usada en diferentes
aplicaciones. La cromatografia liquida acoplada con el detector de fluorescencia (LC-FLD)
es una de las técnicas que permiten la determinacion a niveles de concentracion muy bajos
[152, 153]. Se ha visto en la seccion anterior, los problemas de sensibilidad afectan
fuertemente a los Ultimos compuestos y reflejan un alto grado de discriminacion (Figura
A36), que, sumado al ruido de fondo, dificulta la determinacion de los HAPs més pesados
como el Benzo[g,h,i]perylene. Por lo tanto, la posibilidad de emplear una técnica basada
en LC tiene dos ventajas importantes. Primero, menos ruido de fondo instrumental derivado
de la alta temperatura de elucién propia del programa del horno y que en los métodos
MS/MS, sin estar ausente, puede pasar desapercibido. Ademas, al usar en el inyectable
un solvente compatible con LC como el ACN, se puede descartar gran parte de la fraccion
lipidica disminuyendo el ruido de matriz y mejorando la robustez. En este sentido, se
ejecuté un método simple descrito en pocos pasos. Se toma una alicuota de 150 pL del
extracto de AcOEt (250 pL), se transfiere a un tubo cénico de polipropileno, se lleva a
sequedad en corriente de nitrégeno y se redisuelve en 15 uL de ACN con agitacion fuerte
en un vortex. Posteriormente se toma una alicuota de 10 pL que se diluye a la mitad con
ACN en un microvial para ser inyectado en LC-APCI-HRMS, una sonda que permite la
determinacion de moléculas de baja polaridad usando un mecanismo de ionizacién
secundaria que se da lugar al interior de la interfaz a presién atmosférica. La Figura A37
del Anexo A muestra los resultados de un nivel de HAPs en matriz empleando condiciones
de operacién estandarizadas por el fabricante para un flujo de 0,3 mL/min. Por un lado, se
observa que los picos no cuentan con picos adyacentes o ruido de fondo al hacer uso de
una resoluciéon de 70000 FWHM; ademas, también es claro que el cromatograma cuenta
con picos un poco mas anchos, pero mas simétricos que los obtenidos en GC-MS/MS.
Adicionalmente, se logran observar un par de picos resaltados en negro que corresponden
al EIC con una MEW de 5ppm del m/z: 276,0934 perteneciente al benzol[g,h,i]perylene

(barra roja). La discriminacion vista en GC-MS/MS no se observa, ya que la sefial es
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relativamente similar a las de los deméas compuestos. Igualmente, la curva de calibracién
corregida por el ILIS (sin ruido apreciable) muestra un rango lineal con excelente linealidad.
Lamentablemente, la sensibilidad asociada con esta técnica de ionizacién no se compara
con la alcanzada en HPLC-FLD [154], aunque también es cierto que esta Ultima no esta
exenta de presentar problemas de selectividad, como se ha presentado para matrices
complejas como el té negro [155] con un ruido de fondo tal, que puede limitar fuertemente
la cantidad minima detectable. Por lo tanto, para aprovechar el alto poder de resolucién en
HRMS se requiere una optimizacion de la sonda APCI para lograr mejorar los niveles de
sensibilidad dentro de las posibilidades y limitaciones de la técnica [156]. El uso de DOE
ha demostrado ser una estrategia Gtil para optimizar la configuracion de la interfaz a
presién atmosférica con sondas como la HESI [97]. Su ventaja radica en el célculo de
condiciones mas adecuadas para mejorar la sensibilidad del instrumento minimizando la
cantidad de experimentos necesarios para evaluar diferentes variables al mismo tiempo.
El proceso de optimizacién se llevé a cabo en dos pasos. En el primer paso, se utilizé un
disefio de Plackett y Burman para determinar cuales de las variables probadas tienen la
mayor contribucién a la varianza de la respuesta generalizada de los diferentes analitos
evaluados. Una vez seleccionadas las variables mas importantes, se reanalizaron los
resultados empleando un DOE mas pequefio para determinar los valores numéricos de las
variables clave que aumentan mas la respuesta medida. La eleccion de los parametros
evaluados se baso en el impacto que puede tener en la eficiencia del proceso que ocurre
en la sonda APCI. Para promover la formacion de los iones en fase gaseosa que son
blanco de la ionizacién secundaria se incluy6 el flujo de gas que asiste la nebulizacién o
sheath gas (SG), el flujo de gas auxiliar (AG), la temperatura del tubo de transferencia o
capilar (CT), la temperatura de vaporizacion (VT), la corriente de la aguja corona (CC) y el
voltaje de la guia de iones de electrodos apilados o Stacked Ring lon Guide, conocido
comercialmente como “S-lens” (RF). Después de crear métodos individuales para 21
combinaciones de factores sugeridas por el software SAS-JMP Statistical Discovery™ v13
gue estan consignadas en la Tabla A9, se configuraron dos métodos adicionales para el
espectrometro de masas a modo de controles empleando las condiciones originalmente
usadas en los experimentos preliminares (PreOpt), junto con las condiciones generadas
automaticamente por el software Tune™ (TFS). Los resultados del screening realizado a
partir del disefio de Plackett y Burman se encuentran en la Tabla A10 donde se incluyeron
barras comparativas para visualizar rapidamente qué pruebas resultaron tener

combinaciones mas efictivas en el aumento de la sefial. En primer lugar, en la tabla se
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puede observar que los efectos de las combinaciones sobre las respuestas son
relativamente uniformes a través de las diferentes moléculas. Asi mismo, se observa que
las mejores combinaciones (1 y 13) resultan superiores a las referencias control. Ahora
bien, la diferencia relativa entre las combinaciones seleccionadas indica que algunas
moléculas tienen més de un 10% de diferencias resaltadas con barras de color. La ultima
columna con codigo de color ayudd a escoger los parametros CT y VT como los efectos
principales mas frecuentes que deben ser optimizados en el modelo cuadratico. El disefio
compuesto central es un disefio completo factorial, Gtil en la metodologia de superficie de
respuesta (RSM), para construir un modelo de segundo orden para la variable de
respuesta. La ventaja de usar este disefio es que se pueden usar las pruebas realizadas
en el disefio de screening que ya contienen el conjunto de combinaciones necesarias para
proyectar un disefio 2% sin necesidad de realizar experimentos adicionales tal como se ha
realizado en optimizaciones similares [157]. Se analizaron un conjunto de 9 combinaciones
empleando el software SAS-JMP Statistical Discovery™ v13y se calcularon las superficies
de respuesta cuyos polinomios de segundo grado se encuentran resumidos en la Tabla
All. La figura 4-2 (a) muestra ejemplos de las superficies de respuesta de tres moléculas
gue cubren el rango de peso molecular de los HAPs estudiados con un comportamiento
similar, (b) como en el caso de la comparacion de los perfiles entre el ejemplo del pyrene
y su correspondiente ILIS, donde no se observan diferencias apreciables para este, ni para
los demas HAPs evaluados.
Figura 4-2: Modelo de Superficie de respuesta (RSM) para interfaz LC-APCI-HRMS. 28
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28 Q) Superposicion de las superficies de respuesta de tres moléculas ejemplo (verde: naphtalene, parpura:
pyrene y azul: benzo[g,i,h]perylene). b) Ejemplo del perfil de cada parametro para pyrene, pyrene-d10y la
funcion de deseabilidad general.
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Al analizar estos resultados de manera general y a partir de la funciéon de deseabilidad se
podria pensar que las condiciones 6ptimas de los factores CT y VT resultan ser 250 °C y
400 °C, respectivamente. Esta combinacion corresponde a la prueba 13 del disefio de
Plackett y Burman, sin embargo, y como ya se ha discutido antes, unas condiciones de
temperatura bajas favorecen una posible acumulacion en las superficies que podrian llevar
al deterioro del rendimiento, mantenimientos mas frecuentes e incluso a una potencial
contaminacion cruzada. Asi las cosas, se escogen las condiciones de la prueba 1 con una
diferencia relativa menor al 10% para la mayoria de los compuestos que favorecen en

algunos casos a los compuestos mas pesados.

Una vez seleccionados los valores 6ptimos de los pardmetros de la interfaz APCI, se
procedi6 a realizar la evaluacion del efecto matriz. Se construyeron curvas de calibracion
con las respuestas absolutas en solvente y en extracto de café. En general los compuestos
tienen una buena linealidad como se mostré anteriormente en area relativa (Figura A37 d).
No obstante, una buena correspondencia en las pendientes en solvente y matriz con un R?
aceptable como el observado en la Figura 4-3 a para el benzo(a)pyrene-di2, no es garantia
suficiente para poder hacer una cuantificacion adecuada. Lo anterior debido a que, a
diferencia de la curva en solvente, la presencia de la matriz si tiene un impacto muy fuerte
sobre la respuesta del benzo(a)pyrene. La supresion ibnica sobre este compuesto es tal,
gue como se observa en el cromatograma (b), el pico a 20 ng/mL casi desaparece, no asi
para los picos adyacentes de benzo(b)fluoranthene y benzo(k)fluoranthene. Esta supresiéon
diferencial que se da, tanto entre el compuesto y su ILIS, como de manera diferencial con
otros compuestos estructuralmente similares, da cuenta de la presencia de un marcado

efecto matriz que es altamente dependiente del tipo de compuesto.
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Figura 4-3: Efecto matriz en PAHs por LC-APCI-HRMS, curvas de calibracion en solvente (m) y en matriz (o).?°
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Es importante aclarar que esta situacion termina afectando en gran medida la posibilidad
de realizar la cuantificacién de los HAPs por LC-APCI-HRMS, pues a pesar de que el uso
de ILIS puede corregir idealmente el efecto matriz por considerarse una molécula modelo
virtualmente sometida a las mismas condiciones del analito, resulta que si se observan
diferencias apreciables en el tiempo de retencién (At > 0,1 min) en estas moléculas
perdeuteradas. En este ejemplo el benz(a)pyrene termina muy impactado por alguin
componente de la matriz que coeluye, y, por lo tanto, esta técnica no se recomienda para

cuantificar los HAPs, y se restringe su uso para aprovecharlo en un enfoque confirmatorio.

29 a) Benz(a)pyrene-di2 a m/z: 264.1687, efecto matriz aparentemente despreciable. b) Benz(a)pyrene a m/z:
252.0934, supresidn ionica con un fuerte impacto en la sensibilidad.
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4.3 Determinacion de HAPs por GC-MS/MS

Algunos autores indican que la técnica GC-MS es el mejor acoplamiento posible para el
analisis de HAPs a niveles bajos de concentracion en diferentes tipos de muestras. De
hecho, Ghislain [158] hizo un estudio comparativo en el que concluye que no existe una
fuente de ionizacion a presién atmosférica que permita una ionizacion eficiente de los
HAPs en sistemas con acoplamiento LC-MS, aparte de la ionizacion laser a presion
atmosférica (APLI) que es muy poco comun. Conforme a esto y con base en los resultados
obtenidos previamente, en este punto se propone replantear la metodologia basada en la
técnica por GC-MS/MS, pero empleando un procesamiento de muestra que asegure
obtener un extracto limpio y que permita hacer la cuantificacion de los HAPs, pero sin un
impacto tan fuerte en la selectividad ni en el desempefio del instrumento. Inspirado en un
método de determinacién de HAPs que esta basado en varios pasos, incluyendo la
saponificacion directa o de extractos [159], se realiz6 un procesamiento de muestra como
el del esquema de la Figura 4-4. A continuacion se explica brevemente, se realiza una
transesterificacion del residuo seco de la fase organica con KOH/EtOH. La formacién de
burbujas evidencia una saponificacién exitosa, se procede a la particion con n-hexano
asistida con perlas y vortex. Luego se hace una limpieza consecutiva del extracto organico
con solucion salina, que finalmente se seca con una corriente de nitrégeno. Un residuo

blanco se redisuelve en AcOEt para su andlisis por GC-MS/MS. Ver Figura A38.

Figura 4-4: Enfoque mini-método para la determinacion de HAPs en café tostado por extraccion con

AcOEt, transesterificacion y analisis por GC-MS/MS.
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Se realizaron extracciones de cafés locales de diferente tueste para combinar sus extractos
y obtener una matriz representativa (pooled) y proceder a la inyeccion en GC-MS/MS del
extracto sin fortificar (blanco) y fortificado a 12,5 pg/mL (nivel). Se identificaron los HAPs
en el nivel empleando las transiciones establecidas en el método de adquisicion dMRM.
La Figura A39 del Anexo A muestra una comparacion de los picos encontrados de las
transiciones de HAPs vs. la matriz fortificada post-extraccion. La presencia de picos en las
ventanas de extraccion de iones al mismo tiempo de retencién en la matriz, y un ruido
excesivo puede limitar la habilidad del método para diferenciar los compuestos en niveles
0 muestras reales, ya sea porgue las sefiales pueden pertenecer a interferentes, o bien, a
los analitos. Al revisar los cromatogramas de los compuestos de eluciéon temprana, la
presencia de sefales es permanente, mientras que, para el caso de los demas compuestos
no se observa esta situacién. Un ejemplo de ello es que en la ventana del phenanthrene,
un pico en el blanco suma cerca del 30% del area del nivel. Particularmente, este
compuesto comparte las mismas transiciones del anthracene, y por esto siempre se ve
acompafado de un pico adyacente separado cromatograficamente con una resolucién
aceptable. La situacion que se presenta con el phenanthrene puede comprometer la
selectividad y la posibilidad de diferenciar un hallazgo y cuantificarlo correctamente en una
muestra debido a la presencia de estas sefales en el blanco, afectando la determinacion
de los analitos, no asi a su vecino isobarico. Vale la pena notar que en esta misma ventana
se haincluido un recuadro discontinuo que muestra la ausencia de un pico en el tiempo de
retencion del anthracene, lo cual llevo a realizar una clasificacion de los analitos en grupos
para un manejo mas sencillo de los HAPs que llevar a cabo un tratamiento caso a caso.
Teniendo en cuenta que este conjunto de 4 compuestos son analitos de elucién temprana
se aplicé un sistema de clasificacién para categorizarlos como HAPs “ligeros” (grupo ),
asimismo los siguientes 4 analitos (anthracene, fluoranthene, pyrene y crysene), y aunque
estrictamente el primero y el Ultimo tienen pares isobaricos, se clasificaron como HAPs
“intermedios” (grupo I1); y por dltimo, los 4 HAPs mostrados en la seccién b que son los de
mayor peso molecular, precisamente fueron clasificados como HAPs “pesados” (grupo Il1).
De este modo se crearon tres grupos de elucion temprana/media/tardia y se descarta el
primer grupo de los ensayos de recuperacion por falta de selectividad. Para la validacion,
se realizaron fortificaciones a 4 niveles de concentracion (10 — 80 ug/kg), 4 ensayos de
recuperacion por nivel, se inyectaron curvas de calibracion de 6 niveles por triplicado (5-
160 ng/mL), solventes intermedios y la evaluacion de carryover con inyecciones sucesivas

de solvente después del nivel mas alto de la curva de calibracion.
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La Figura 4-5 muestra los resultados de recuperados de los grupos Il y lll, fortificados a
diferente concentracion (10, 20, 40 y 80 pg/kg). Con el objetivo de consolidar los resultados
para tener una idea general del desempefio del método, y teniendo en cuenta que en gran
medida los HAPs son moléculas que comparten su estructura, su geometria es planar en
todos los casos y no difieren quimicamente en términos de grupos funcionales, sino por el
contrario sélo en su peso molecular, se decidioé verificar si se podia establecer parametros
de estimacién tipicos. Sin embargo, en primer lugar, se reviso la existencia de una posible
dependencia en funcién del nivel de concentracion para caracterizar el desempefio por
molécula. Para ello se realiz6 un MANOVA para revisar si es posible considerar que los
resultados no son significativamente diferentes a través de las concentraciones evaluadas.
En efecto, se evidenciaron diferencias significativas cuando se incluyé el nivel mas bajo de
concentracion; mientras que, al considerar Unicamente las concentraciones de los demas

niveles no se presentaron diferencias significativas (p= grupo Il: 0,07908, grupo lll: 0,1518).

Figura 4-5: Diagramas de cajas del % recuperacion (10, 20, 40 y 80 pg/kg) para los grupos Il y lll en café
tostado por extraccion con AcOEt, transesterificacion y analisis por GC-MS/MS.
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Estos resultados estan relacionados con la presencia de algunos outliers en el nivel mas
bajo, que pueden ser retirados (como en la figura), aunque también se puede calcular una

medida de tendencia central mas robusta este tipo de situaciones como la mediana. Una
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comparacion entre los valores globales en cada caso se presenta en la Tabla 4-2. Con
base en lo anterior, se decide establecer el nivel evaluado méas bajo como LOQ vy calcular
los valores tipicos de precision y porcentaje de recuperacion para los demas niveles para

obtener la informacion consolidada que se muestra a continuacion.

Tabla 4-2: Exactitud y precision del método de transesterificacién por GC-MS/MS.

10, 20, 40y 80 ug/kg 20, 40y 80 pg/kg 10 pg/kg
HAPs %R Sin %R N %CV %R al %CV al

outliers Mediana %R Tipico Tipico LOQ LOQ
Anthracene 100,4 100,2 97,8 6,8 107,9 7,1
Fluoranthene 85,2 82,5 84,4 8,6 87,7 15,2
Pyrene 103,2 97,5 99,6 3,3 114,1 12,4
Crysene 102,1 102,4 98,6 8,1 1114 1,7
Benz.a.anthracene 96,2 91,0 91,2 10,6 112,3 2,8
Benzo.b.fluoranthene 98,8 101,0 90,6 10,1 123,4 10,1
Benzo.a.pyrene 89,0 89,0 88,7 3,1 90,0 4,2
Benzo.g.h.i.perylene 83,7 87,3 84,3 11,8 81,8 8,6

Aunque el promedio aritmético puede dar una idea de los valores tipicos por grupo, el
resultado numérico empleando la manera correcta de consolidar la varianza (S pooled)
suele ser ligeramente diferente. Por esta razon, se realizé el calculo adecuado para obtener
finalmente los siguientes resultados: grupo Il (YoRtipico= 95,1; %CVripico =9,5%) y grupo lll
(%RTipico= 88,7; %CVrinico =12,6%). Es importante aclarar que la estimacion de la precision
calculada corresponde a la repetibilidad. No obstante, de manera informativa se puede
mencionar que en una validacién intralaboratorio realizada con compuestos pertenecientes
al grupo lll, los valores de precision entre dias distan muy poco para estos HAPs, lo cual
puede ser un indicativo de la fiabilidad de los métodos de saponificacién, aunque cabe
aclarar que se traté de una matriz y métodos de analisis totalmente distintos [160]. Por
ultimo, dado que el caracter de los compuestos supone un alto riesgo para la
contaminacion cruzada, se realizé la evaluacion de carryover y la inclusién de solventes
intermedios posteriores a la inyeccion del nivel méas alto de concentracion de la curva de
calibracion con ausencia de picos que puedan afectar muestras subsiguientes. Con el
objetivo de evaluar la aplicabilidad del método de HAPs, se analizaron las mismas
muestras de café tostado ya analizadas para los demas contaminantes del estudio.

La Figura A40 del Anexo A muestra un ejemplo de los resultados obtenidos a través de un
comparativo de las de transiciones del phenanthrene nativo (arriba) e ILIS (abajo). En la

ventana se puede observar un ejemplo de la inyeccion de solvente después del nivel mas



Capitulo 4 69

alto (160 ng/mL) que exhibe un carryover considerado normal (<0,1%). Por otro lado,
resulta interesante que en la muestra M1 se observa arriba un pico para phenanthrene y
abajo dos picos propios de la pareja de ILIS lo que indica, en apariencia, que se puede
tratar de un resultado positivo que debe ser cuantificado y reportado pues cumple la
relacion de iones dentro de la tolerancia especificada para los criterios de identidad
(92,0%). No obstante, la presencia del mismo pico en extracto del material considerado
como “blanco” no es suficiente para hacer algun tipo de correccién por recuperaciéon para
el reporte de un resultado cuantitativo, ya que como se observa en la curva de calibracién,
los ensayos no se encuentran desplazados sistematicamente, y de manera analoga a lo
ocurrido en LC-APCI-HRMS, el origen del sesgo puede estar relacionado tanto con el
analito, como con el ILIS. Asi las cosas, los resultados evaluados como positivos en GC-
MS/MS segun el criterio de proporcion de iones (IR), que para esta técnica establece una
desviacion maxima del +/-30%, fueron contrastados con hallazgos en LC-APCI-HRMS
para su confirmacién, siempre que se pudiera establecer un error de masa < 5ppm. El
consolidado de los resultados de las muestras M1-M8 para el grupo | y I, se encuentra en
la en las tablas A12 y A13, respectivamente. No se encontré ninglin compuesto del grupo
[Il en ninguna muestra. La tabla 4-3 muestra los resultados de un QC incluido para verificar
el desempenio entre muestras; en donde la diferencia del calculo de la concentracion, que
esta indicada por el software como “exactitud”, se usa con el objetivo de detectar algun

detrimento en la respuesta que pueda afectar la identificacion por el criterio IR.

Tabla 4-3: Diferencia y proporcién de transiciones del QC incluido en el andlisis del lote de muestras.

Categoria HAPs QC (%) IR (%)
Naphthalene 110,4 2,8
Acenaphthene 110,4 29,1
Grupo |
Fluorene 109,9 7,6
Phenanthrene 110,5 9,0
Anthracene 105,0 14,4
Fluoranthene 109,9 0,4
Grupo Il
Pyrene 1115 0,5
Crysene 1125 1,8
Benz(a)anthracene 107,4 5,7
Benzo(b)fluoranthene 102,2 2,6
Grupo 1l
Benzo(a)pyrene 107,6 3,1
Benzo[g,h,i]perylene 105,1 12,7

Ademas del criterio cromatografico (ARt <0,1 min), el IR es un criterio que se cumple en la
mayoria de los casos en la mayoria de los hallazgos de la Tabla A12. Ahora bien, en caso

de superar +/-30%, se indica como no identificado (N.I.) como ocurre para el acenaphthene
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en varias muestras. Por otro lado, en el caso del fluorene y el phenanthrene, se observa
gue ademas del IR, el error de masa permanece < 5 ppm como criterio de confirmacion,
con excepcion de la muestra M8, donde no se detectdé ninguna sefial (N.D.) aunque la
diferencia relativa del IR es un buen indicio de que si se trata de la presencia de este
compuesto. Asimismo, varios hallazgos de la Tabla A13 muestran una identificacion y
confirmacién bajo los criterios de identidad, a pesar de que en varias muestras se
encuentra por debajo del limite de cuantificacion (10 pg/kg). Se puede destacar que, para
las muestras provenientes de Espafia (M3) y Suecia (M4) el pyrene alcanza valores de 5,6
y 13,6 pg/kg, respectivamente, y se trata de un hallazgo identificado por GC-MS/MS y
confirmado por LC-APCI-HRMS.

En general, la presencia de HAPs en café tostado es atipica, quizas porque se considera
gue se encuentran a bajas concentraciones y no se suelen incluir en analisis de rutina, o
precisamente, porque su determinacién no es obligatoria; pero, en efecto, se pueden
correlacionar resultados con un monitoreo reciente realizado en multiples muestras de café
vietnamita [161], que consistentemente mostré valores muy altos de naphtalene (cercanos
a 1000 pg/kg), y ademéas de hallazgos frecuentes a concentraciones inferiores de
anthracene, pyrene, fluorene, phenanthrene y benz(a) anthracene que fueron los mismos
compuestos encontrados en las muestras analizadas en este estudio. Vale la pena
mencionar que al final de las secuencias de validacion y del andlisis de muestras de
diferentes variedades, tipo de tueste, y origen; y como parte del mantenimiento rutinario,
se realiz6 el cambio del inserto de vidrio y se evalu6 el estado del equipo haciendo uso de
una solucién de prueba que, a través de la evaluacion de diferentes parametros, ayuda a
determinar si el desempefio es adecuado para realizar inyecciones posteriores, o por el
contrario, se requiere del cambio de consumibles del cromatégrafo o de una limpieza
profunda que requiera apagar el instrumento, por ejemplo para limpiar la fuente de
ionizacion del espectrémetro de masas. La Figura A41 muestra el TIC de la adquisicién
donde a simple vista se puede ver que no hubo detrimento en la respuesta (evaluada con
el HCB), la resolucion del par critico p-HCH/y-HCH es adecuada, hay una buena simetria
del chlorpyrifos, y como uno de los factores mas sensible al estado del instrumento, la
degradacion del 4,4-DDT fue << 30%, indicando que la inyeccion de mdltiples muestras no

tiene tanto impacto en el equipo a comparacion de los anteriores métodos probados.



5.Conclusiones y
recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los sistemas nacionales y mundiales de vigilancia de la inocuidad de los alimentos deben
hacer frente a peligros emergentes e insospechados, normalmente mediante el
seguimiento, la inversion y el apoyo a la investigacion para futuros desafios. Se investigé
la posible presencia de micotoxinas enmascaradas durante el almacenamiento de tipos
semisecos de muestras seleccionadas de café del Tolima, pero no se encontré evidencia
de formas modificadas de OTA. Por otro lado, el café contaminado artificialmente bajo
procesamiento térmico revelé la formacion de conjugados de glucésidos mediante el uso
de técnicas SIL, sin embargo, no se encontraron cantidades en muestras reales de café
comercial proveniente de paises donde generalmente se agrega azUcar/sacarosa durante
el tostado (torrefacto). Vale la pena sefialar que el café es una matriz excepcionalmente
compleja. Este desafio requiere técnicas robustas para verificar datos, analizar y extraer
informacion durante el desarrollo del método que ayuden a explorar la composicion de los
extractos. La extraccion de OTA del café verde se puede lograr con alta eficiencia
utilizando una mezcla de MeOH/H;O (1:1) y un paso de limpieza usando PSA por dSPE.
Entre las ventajas que puede ofrecer la miniaturizacion de los métodos, el uso de menores
cantidades de solventes y evitar el desperdicio de adsorbentes es por un lado conveniente,
pero también respetuoso con el medio ambiente. Ademas, este formato pequefio también
permite el uso de cantidades significativamente reducidas de los estandares marcados con
is6topos que son muy costosos, éstos son insumos utilizados para la cuantificacién en este
tipo de aplicaciones de forma rutinaria y normalmente en cantidades que terminan siendo
desperdiciadas. Mediante una estrategia analitica paralela, la extraccién acuosa de la AA
y la extraccion organica de la OTA (AcOEt) se realizan en un solo paso de extraccion
simultaneo. Esta particion también se utiliza como un paso de limpieza clave que evita los

lipidos de la fase acuosa que, de otro modo, podrian dificultar la adsorcién de la AA en el
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paso dSPME “en tubo” sobre el adsorbente PSA. El disefio del método permitié ampliar el
alcance a otros contaminantes, como plaguicidas y micotoxinas, mediante el uso de una
Unica porcion analitica y la misma ejecucion en lugar de procedimientos separados ya que
todos estos son riesgos que pueden afectar la inocuidad quimica de las muestras de café
del Tolima. En resumen, el método permite cuantificar 186 compuestos a 10 ug/kg, 226 a
5 pg/kg y la AA a 200 pg/kg para un total de 414 moléculas, con recuperacion (70%-120%)
y precision aceptable (RSD<20%), lo que hace que esta estrategia sea significativamente

mas rapida y rentable.

Con relacion a la determinacion de HAPS, la extraccion con AcOEt, la transesterificacion y
el andlisis por GC-MS/MS fue, en definitiva, la mejor manera de realizar la cuantificacion
este tipo de compuestos, incluyendo el grupo PAH4 que son los compuestos normalmente
regulados en alimentos. Aunque no hay valores detallados para café tostado segun la
legislacion vigente, el uso de este método puede ayudar como un procedimiento sencillo,
rapido y limpio, y, al mismo tiempo, se podria incluir como una herramienta eficaz de
analisis en programas de monitoreo si los HAPs son incluidos en préximas actualizaciones

de la normatividad internacional.

5.2 Recomendaciones

Los resultados de la evaluacidn de las respuestas mostraron que, a diferencia de las
demas micotoxinas evaluadas (aflatoxinas y toxinas de alternaria), la OTA exhibe un
aumento particularmente alto empleando ACN como base de la fase mavil organica cuando
se emplea la interfaz APCI. Por lo tanto, vale la pena revisar si esta diferencia posiblemente
se debe a la eficiencia de la evaporacién que aumenta la sensibilidad, o si, por el contrario,
se trata de una disminucion debida a condiciones no optimizadas en el uso de MeOH en

esta modalidad de ionizacion.

Dado que algunos compuestos pueden sufrir degradacion (p. e.: hidrélisis) durante la
extraccion simultanea organico-acuosa, nuevos estudios podrian investigar sistemas de
amortiguacion de pH como una alternativa para mejorar las recuperaciones de compuestos
polares que pueden exhibir inestabilidad o baja sensibilidad. Las pruebas futuras deberian
tener en cuenta que hay que evitar la interferencia con la adsorcion en dSPME y la

compatibilidad con el sistema de medicion (p.e.: LC-HRMS).
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El uso de LC-HRMS brinda la posibilidad de aumentar la selectividad del método de HAPs,
incluso para extractos sin limpieza extensiva como se evidencio en los cromatogramas
obtenidos haciendo uso de la sonda APCI. No obstante, la sensibilidad esta muy limitada
por la competencia de los compuestos de la matriz en el mecanismo de ionizacion
secundario que da lugar a restringir su uso a la confirmacion de hallazgos, pero con una
sensibilidad limitada. Por lo tanto, en trabajos futuros se sugiere que se hagan pruebas
empleando la interfaz de fotoionizacién a presién atmosférica (APPI) que ha demostrado
ser mas eficiente que la interfaz APCI, siendo un mecanismo mas adecuado para la
determinacion de este tipo de compuestos, y es incluso promisorio para las especies mas
ligeras que probablemente son mas polares o tienen menor afinidad protonica lo que
dificulta su ionizacién por APCI [158]. Ademas, en caso de que surja interés por determinar
especies mas pesadas, la interfaz de ionizacién laser a presion atmosférica (APLI) puede
ser una alternativa que es incluso mas sensible que GC-MS/MS [162], aunque es muy

poco comdn y sin un uso extensivo en equipos comerciales.

Un método de extraccion amigable con el medio ambiente basado en el uso de AcOEt es
una estrategia efectiva, no obstante, la posibilidad de contar con el uso de mecanismos de
extraccion asistida alternativos al ultrasonido puede ayudar a mejorar el rendimiento. En
particular, el uso de dispositivos comerciales para la extraccion liquida presurizada (PLE)
no solo ayudaria a mejorar la extraccion de moléculas pequefias, sino también, promover
la extraccién de compuestos mas pesados, generalmente mas téxicos, como los HAPs de

mas anillos que podrian estar presentes en las muestras de manera inadvertida.

Debido a la tendencia de los HAPs a la acumulacion en las superficies, se recomienda el
uso de una limpieza quimica abrasiva que puede ser implementada en el sistema 7000D
en adelante. El uso concurrente de un flujo de hidrégeno sobre el ion volume (JetClean™)
puede ayudar mantener las superficies de la fuente de ionizacion limpias por mas tiempo
para evitar mantenimientos que obligan a apagar el instrumento y que puede retrasar la

operacion del laboratorio.
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Figura Al: Evaluacién preliminar de la eficiencia de ionizacion para un grupo de micotoxinas con respecto

al solvente y la presencia de matriz como la relacion de las pendientes de curvas de calibraciéon o efecto

sobre la ionizacion (%IE). a) Diagrama de distribucion de especies de OTA en funcién del pH elaborado con

tecnologia de www.chemicalize.org, [163], b) Evaluacién de HESI vs APCI en Solvente, MeOH como

referencia. c) Evaluacion de HESI vs APCI, solvente vs. matriz. Aflatoxin B (AFB), Altertoxin (ATX),

Alternariol (AOH), Alternariol 9-methyl ether (AME). Resultados presentados en el Producto 1.
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Figura A2: Feature pair de 13C-U-OTA con/sin marcar (native) en granos de café tratados de diferentes regiones (LB, SA, SJ), tipos (H, N, V) y un control de calidad
de OTA de 25 pg/kg. (a) Superposicion de cromatogramas de iones extraidos (EIC) con una ventana de extraccion de masa (MEW) de 5 ppm de feature pairs que
muestran una distancia de 20 carbonos (Xn:20) en polaridad negativa. Se representa la forma sin marcar (a) y la marcada con *3C (b). Detalle del control de calidad
para el feature group (arriba) y el espectro de masas (abajo) que muestra la distancia del patrén isotdpico de la sefial marcada con OTA del par de iones en (c)
negativo [M-H] y (d) positivo [M+H]* adquiridos en Full Scan a 70000 FWHM en modo de intercambio de polaridad y analizados con el software MetExtract Il

Num: 2, OGroup: 6, MZ: 402.07581, LMZ: 422.14318, Xn: 20, RT: 5.32, ScanEvent: FTMS - p ESI Full ms [120.0000-1000.0000] (pol: -), lonisation mode: -
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Figura A3: Ejemplo de las métricas de MetExtract Il para los cromatogramas de iones extraidos (EIC) del feature pair 3C-U-OTA con/sin marcar (native) que
mostraron una distancia de 20 carbonos (Xn:20) en las muestras que fueron fortificadas y analizadas después de un periodo de seis meses de almacenamiento en
condiciones ambientales controladas. (a) Histograma de pares coincidentes vs. intensidad de sefial; (b) Histograma de feature pairs y error de masa relativa media;
(c) representacion de la intensidad de las sefiales nativas y marcadas que muestran una correlacion lineal bastante buena, y (d) distribucién del error de masay la

intensidad de las sefiales donde la mayoria de las sefiales de alta intensidad tienen menos error de masa.
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Figura A4: Modelo ternario utilizado para explorar el efecto entre mezclas de solventes de extraccion ACN, MeOH, H20 y el &rea de OTA a partir de cromatogramas
de iones extraidos (EIC) para el conjunto de muestras de la regién de San Juan (SJ) fortificadas a 5 pg/kg. (a) Salida de la funcién R MixModel (paquete mixexp)
utilizando un ajuste al modelo tipo 4 descrito en Lawson y Wilden (2016), efectos significativos para las interacciones de dos vias y un término de interaccion de
tres vias que al limite dificultan el andlisis del efecto de los términos interdependientes individuales sobre la respuesta OTA; sin embargo, la mejora en el R? sobre
otros tipos de ajuste indica que el modelo explica alrededor del 69% de la variabilidad de la respuesta de la OTA; (b) La mayoria de los residuos estudentizados
permanecen en un rango cerrado, se encuentran distribuidos aleatoriamente entre +/-2 y no muestran ninguna tendencia visible; (c) el grafico ternario muestra las
combinaciones seleccionadas en la region restringida del disefio D-6ptimo (puntos rojos), el area amarilla y las lineas de contorno ayudan a identificar las
combinaciones que generan una respuesta de la OTA mas alta.
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Figura A5: Representaciones de las mezclas del disefio D-Optimal con los solventes de extraccion ACN, MeOH, H20 y el area de la OTA obtenida de los
cromatogramas de iones extraidos (EIC) para el conjunto de muestras de la regién de San Juan (SJ) fortificada a 5 pg/kg. (a) Grafico 3D de la superficie de
respuesta del modelo ternario que muestra la posicion relativa de la respuesta OTA modelada (eje y) y las mezclas probadas (puntos rojos); (b) corte transversal

gue muestra una mezcla de dos componentes (ACN y MeOH, H20 0,5) donde la bandera muestra la composicién de la fraccion de mayor deseabilidad para MeOH
(~0,52) calculada con el software Design Expert V.12.
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Figura A6: Diagrama de dispersion del andlisis diferencial entre las muestras de la regién de San Juan (SJ) extraidas utilizando como ejemplo la mezcla MeOH/H20
1:1 (muestra 'referencia’) y una mezcla alternativa ACN/H20 1:1 (muestra de prueba). Cada punto muestra compuestos encontrados después de usar una estrategia
de filtrado de datos utilizando los siguientes criterios: el logz del cambio o fold-change (FC) entre las dos muestras comparadas a lo largo del eje horizontal y el

-logio del valor p (PV) del cambio a lo largo del eje vertical. Los resultados del ANOVA se clasifican en colores: compuestos que muestran menos del doble de
abundancia entre las muestras o un cambio < 2 (gris), los compuestos que muestran una proporciéon menor que la referencia (verde) y una proporcién mayor que
la referencia (rojo). Las regiones sombreadas indican compuestos con evidencia de diferencias que exceden el umbral de significancia elegido (valor de p <0,05).
Los compuestos se distribuyen a lo largo del eje y, cubriendo todo el rango de valores p de 0 a 1 y mostrando - logio para mayor claridad, es decir, desde - logio 1

= 0y hasta - logio 0 = Infinito.
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Figura A7: Diagrama de dispersion como ejemplo del andlisis diferencial entre las muestras de la region de San Juan (SJ) extraidas con la mezcla MeOH/H20 1:1
comparando el tipo de café vs. café lavado: (a) Café en grano natural y (b) Café honey. Los resultados del ANOVA mostraron que en el caso del café natural la
mayoria de los compuestos presentaron proporciones que superan significativamente un cambio del doble o fold change, tanto en mayor (rojo), como en menor
proporcion (verde) frente a los valores encontrados en la referencia, mientras que solo unos pocos compuestos (2 inferiores y 59 superiores) mostraron significancia

en comparacion con el tipo honey, lo cual indica una mayor similitud en el perfil de la matriz.
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Figura A8: Resultados del Andlisis de Componentes Principales (PCA) para el disefio experimental que involucra la acidificacion del solvente de extraccion con
acido férmico (0: sin &cido, 1: con &cido) y el tipo de adsorbente utilizado en el paso de limpieza (1: PSA, 2: ENV+) como factores de tratamiento en un arreglo
completamente aleatorio de muestras de café tostado. Las respuestas de los compuestos encontrados después de la estrategia de filtrado de datos se transforman
en un conjunto artificial de variables independientes o Componentes Principales (PC) que pueden explicar la variacién entre las respuestas de los compuestos
originales en las diferentes circunstancias. (a) Gréafico de varianza que muestra el porcentaje y el porcentaje acumulado de varianza que representa cada PC, que
entre los PC1 y PC2 tienen la mayor contribucién y explican mas del 60% de la variabilidad total. (b) Loadings plot que muestra la relacion entre las variables PC1
y PC2 en funcién de su proximidad relativa; la mayoria de los compuestos estan distribuidos en lados opuestos y muestran una correlaciéon negativa, aunque
algunos agrupamientos indican también similitudes. (c) Scores plot que muestra las réplicas de muestras agrupadas pero una separacion entre las muestras
extraidas con y sin el solvente acidificado en diferentes colores a lo largo del PC2 (eje y) que explica casi el 29%, (d) En este caso el cédigo de colores muestra las
muestras que utilizaron diferente adsorbente de limpieza en azul claro y amarillo que se encuentran en lados opuestos del PC1 (eje x) lo que explica el 34,5% de

la variacion total.
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Figura A9: Scores plot de un disefio experimental extendido aplicado a muestras de café tostado de varias marcas que involucré la acidificacion del solvente de
extraccion con acido férmico (0: sin acido, 1: con acido) y el paso de limpieza (0: sin limpieza, 1: PSA, 2: ENV+) como factores de tratamiento en un arreglo
completamente aleatorio. (a) Scores plot que muestra dos grupos a lo largo del eje x, PC1, lo que explica la mayor parte de la variacion total que separa las muestras
sin limpieza de las muestras sometidas a cualquiera de las opciones de limpieza en un grupo al lado izquierdo, (b) Scores plot centrado solo en la separacién de
muestras con diferentes adsorbentes de limpieza en azul claro y amarillo usando el PC 4. Aunque explica solo el 7,5% de la varianza, los grupos se reubican en
lados opuestos del eje vy, (c) Se logré la separacion de las muestras extraidas sin acido férmico en azul oscuro y con acido en amarillo a lo largo del PC 4 aunque

explicando solo el 4,4% de la variacion total sobre todo el conjunto de muestras.
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Figura A10: Feature pair de la condensacion de la 3C-U-OTA con/sin carbonos marcados con metanol que forma parte de la mezcla de solventes de la preparacion
para el vial de inyeccion. El éster metilico de la especie nativa incluye 21 carbonos en la férmula molecular C2:H18CINOs y se identificé en m/z: 418,1047 (Am/m:
1,17 ppm), su feature correspondiente consiste en la OTA uniformemente marcada mas 1 carbono nativo adicional del MeOH. Por lo tanto, se muestra como el par

esta separado solo por 20 carbonos (Xn: 20) que se encontré a m/z: 438.1717, (Am/m: 1.23 ppm).
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Figura Al1l: Evidencia de la reaccion de la OTA con D (-) -sorbitol empleado como compuesto alifatico modelo. a) Dos picos que indican la formacion de dos

isébmeros del éster, de arriba hacia abajo se muestra el EIC para las trazas positivas y negativas de la conjugacién con D (-)- sorbitol con la especie no marcada

(negro, verde) y marcada con *3C-U-OTA (rojo, azul). La segunda columna muestra los espectros a 12,13 min y la siguiente los espectros a 13,35 min. Las posibles

estructuras muestran reacciones con los grupos de alcohol primario. b) Los recuadros del espectro de ejemplo a los 12,13 min (primer pico cromatografico) muestran

un cluster de sodio identificados a m/z:

590,13995 y su feature pair con Xn: 20 a m/z: 610,20654.

RT: 000 -2702 SM:78 ME_C_stw #1469 RT: 12.13 AV: 1 NL: 0.03ES ME_C_sw #1617 RT: 13.35 AV: 1 NL: 023E§
1211 4515 NL: 3.03E5 T: FTMS + ¢ ES Full ms [70.0000-1000.0000] T: FTMS + ¢ ES Full ms [70.0000-1000.0000]
a 100 = miz= 57021381 57021326 .
a0 564.15567.568.16135 1007 100 I—.J—‘CI OL P
F:FTMS +c ES1 Ful b 58822443 I :(l:E “(i -
ao ms 80 a0 115 13 1
" [70.0000-1000.0000] ' g ["J:Cj_ ;C-P .OH
“ MS ME_C_stw ] £ c C
20 E a0 E 60 L. 1,&
A 568.1585 2 Beyg B 1 1
aLn < ] 588.15851 R R = Cl ‘CH “C 0 OH OH
211 2 4] - 590.13935 2 568.15778 | 57221185 59014138 F\lil E‘I:I M oH
L & ] . _ 596.37811 & o TYcH o -
. 20] 58518115 20 585.18298 592.13489 l‘l' . :
] HyC, JCH _OH OH
] | 56435325 | | T ﬁ-‘CI—Z
= B S e e 1 _
o 20 S&0 585 570 575 580 585 590 95 800 560 565 570 575 580 585 580 595 800 EL"C 1-‘{:[—:
2" 1150 ] “BcH
13.36 NL-9
100 12.13
ME_C_stw #1484 RT: 12.08 AV: 1 NL: 197ES ME_C_sw #1626 RT: 13.43 AV: 1 NL: 139ES
aa T:FTMS ES1 Full m=[70.0000-1000.0000] T: FTMS - c ESI Full m= [70.0000-1000.0000]
586.21045 586.21027
60 100 : N 100 7 H'C,, .O.. .0
s ] ] H e
20 11.57 . . :-C‘:C/: 13 ~OH
0 R N
NL: 2.4 5E! = - : P ;9.8
100 1338 o= 2 o 2 an] G, NG L0 N ~
e Sseacrissseniin | 2 ] 2 “ cH % ’ IOI o O
a0 5 07345 L = ] _ o - 566.14270 3 H H
P — g , ] 58614355 B s, 5 _ ) .
e :-;I-NJ cESlFu L 88 20770 i a0 sas.20882 E\H:CFL “0 OH
. [F0.0000-1000.0000] £ ] [ 5 ol — Lo
40 MS ME_C_stw 20 ~ ~ 20 sea.14168 H;'Gy,  .CH _OH OH
- ] 56814154 2 e
20 11.55 ] ~ ~ \ +
= ] | | | 592.96735 Ll A
L o e e e e e e e | LI ] L I 1 e H'C,, .CH
a S 10 15 20 25 S&0 585 570 575 580 585 590 545 800 560 565 570 575 580 585 580 595 800 CE
b) Time {min) miz miz
: 1455 171 pos 5 gt
ME_C sta 31485 RT: 12.13 AM: ML: 303ES o o Anpt H. Wa
T: FTM5 + ¢ ESI Full ms[70.000 0-1000 000N ) o
570.21381 l
1005 -
3 e OE 58827443
30 J\' [ b
o] A o -
B a” = \l 0 OH OH J\ o Ia1-a.2-3e\:—1 I
g 703 | P ox ~ AN on
R - e _-OH ~
2 0] - T
3 3 o - s |
2 503 8815851 2, OH OE m0%a
é 409 57221082 U P I 58013985 I
& 353 p 2
E - SO0 13006 255 27211 mzh 609 20068 B12.20544
203 s 585.18115 60T 24762
E 87 22024 592.13850
1 '3_: | | 60424622 619.26558
N — e e S T N S N YA N e
560 5&2 ga4 585 568 ETD 572 ET4 576 578 580 582 584 585 EBE 580 5e2 £o4 596 558 G0 602 604 605 608 610 @12 614 616 618 620

miz



88

Evaluacién de residuos de plaguicidas, micotoxinas y contaminantes...

Figura A12: Evidencia de la reaccion de la OTA con un polifenol aromético modelo (galic acid) que muestra la formacién de isémeros posicionales. a) Dos picos

se relacionan con la condensacion de la OTA con los grupos hidroxilo en las posiciones meta y para que generen las estructuras isoméricas para ambos productos

del éster arilico encontrados a los 16,12 y 17,01 min con la estructura nativa (arriba) y marcada (abajo) b) espectro de referencia a las 16,10 min caracterizado por

masas prominentes en m/z: 556,09869 y 576,16748, respectivamente.
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Figura A13: Evidencia de la reaccién de la OTA con D (+) -glucono-1,5-lactone como modelo de un compuesto ciclico similar a un monosacarido tipo hexosa. a) El
conjunto de picos indica la formaciéon de varios isémeros posicionales relacionados b) la condensacion con grupos hidroxilo disponibles producen diferentes
isdbmeros c) condensacion preferencial con el alcohol primario hacia un glucésido (22 — 6') como se muestra en el espectro del pico més alto a los 13,23 min,

caracterizado por masas prominentes de los ésteres de la *3C-OTA nativa y marcada a m/z: 562,11218 y 582,17889, respectivamente.
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Figura Al4: Experimento de calentamiento de la OTA con sacarosa como disacarido modelo parecido a lo que ocurre en el procesamiento del torrefacto.
Posiblemente después de una descomposicién térmica, se puede dar la reaccién de la OTA con la glucosa derivada de la sacarosa. a) Los EIC de la adquisicion
en FS en polaridad negativa muestran un pico que indica la formacion del glucésido (OTA-glu) correspondiente a m/z: 564,12665. Por el contrario, no se encontrd
evidencia de condensacion con la sacarosa ni con el residuo de fructosa. b) El espectro a 12,01 min relacionado con un solo pico podria reflejar una condensacion
preferencial con el alcohol primario hacia una estructura de glucésido (22 — 6') representada en ambos lados del cuadrado rojo que muestra el éster nativo y
marcado con 3C-OTA en m/ z: 564.12665 y 584.19464, respectivamente.
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Figura A15: Efecto de la temperatura sobre el enmascaramiento de la OTA durante la simulacién del proceso de torrefacto. Los tratamientos fueron identificados

respectivamente con indicadores consecutivos en el nombre del archivo, se llevaron a cabo cinco experimentos de calentamiento a) 150°C, b) 175°C, c) 200°C, d)

225°Cy e) 250°C seguidos de la extraccion y analisis utilizando un método SIM, una variante del Método 1 que logra la mayor sensibilidad. El cuadrado rojo muestra

los EIC de la OTA, polaridad negativa (negro: nativo y rojo: marcado) y positiva (verde: nativo y azul: marcado). No queda OTA en el experimento a la temperatura

mas alta. El cuadrado de lineas discontinuas muestra trazas caracteristicas del producto de condensacion de OTA-glu que no esta presente en los experimentos a

temperaturas superiores a 185 °C, que es la temperatura de descomposicion de la sacarosa.
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Figura A16: Adquisicion en LC-HRMS con picos distintivos de AA a 10 ng/mL en solvente. (a) Cromatogramas de iones extraidos (EIC) con una ventana de
extraccion de masa (MEW) de 5 ppm a 70000 FWHM @ 200 m/z en Full Scan. De arriba a abajo: AA sin marcar (nativa), AA-2C y AA-ds; el cuadro violeta
discontinuo muestra las formas de los picos antes de la instalacién de un loop precolumna; donde, el espectro de masas muestra la resolucion real (R) de cada
masa en cuadrados de los colores cada sefial. (b) EIC con un MEW de 5 ppm a de 35000 FWHM @ 200 m/z para el modo de monitoreo de reaccion paralela (PRM)

de precursores a 25 eV. En la parte superior se ve la AA sin marcar y la AA-13C en la parte inferior con sus fragmentos seleccionados.
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Figura A17: Estudio del tiempo de adsorcion de AA no marcada, AA-13C fortificada a 200 pg/kg (negro y rojo). AA-d3 fortificada después de la extraccion como
estandar interno 1.S. (verde) utilizando el procedimiento dSPME 'en tubo' en café tostado. (a) Cromatogramas de iones extraidos (EIC) con una ventana de extraccion
de masa (MEW) de 5 ppm de una configuracién de 35000 FWHM @ 200 m/z para un modo de Monitoreo de reaccion paralela (PRM) para evaluar el tiempo de
adsorcion (min), de izquierda a derecha (0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 5, 10 y 20) min. Sélo se muestra el primer experimento replica #1 de cada tiempo. (b) Area de la AA,
de la AA-3C y niimero de experimento. (c) AA 'y AA-13C corregidos con I.S. vs. tiempo (min). (d) AA y 13C corregidos con I.S. vs. Logio tiempo (min).
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Figura A18: Evaluacion del procedimiento dSPME 'en tubo' en muestras fortificadas con 200 pg/kg. (a) Cantidad relativa de AA en solucién antes y después del
proceso de adsorcion (Recuperacién después de la adsorcion y centrifugacion), corregida con estandar interno I.S. (n=3) y probada usando diferentes cantidades
de adsorbente (b) Cantidad relativa de AA en lavados consecutivos después de la primera elucion (remanente en % relativo al primer lavado) y probada usando
diferentes cantidades de adsorbente, (c) Cantidad relativa de AA en lavados consecutivos después de la primera elucion (remanente en % con respecto a la primera)
pero probada usando una relacién solvente de lavado vs. adsorbente de 2:1 en cada una de las diferentes cantidades de adsorbente.
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Nota: También se evalué un lavado en serie y este experimento mostré que cuanto mayor es el volumen de elucién, menos AA queda remanente para otro lavado.
Ademas, hay que tener en cuenta que el volumen de lavado aumenta con la cantidad de adsorbente para mantener la misma relacion adsorbente-liquido. Por tanto,
cuanto mayor sea el volumen, menor sera la concentracion final debido al factor de dilucion. Adicionalmente, se realiz6 el mismo experimento, pero utilizando una
proporcion de adsorbente: lavado de 2:1 para comprobar si habia alguna mejora, pero se encontré6 el mismo comportamiento. Por consiguiente, se mantuvo la
proporcion 1:1 y no se considerd hacer ningln lavado secuencial sino mantener sélo la primera elucién. Por razones practicas, las cantidades de adsorbente se
ajustaron conforme a las dimensiones del filtro y para dejar suficiente espacio para que el vortex, lo cual definio los valores en la Figura 3-1. Vale la pena sefialar
que, al igual que para los métodos SPE que utilizan un paso de limpieza (generalmente con un cartucho multimodo C18) que se requiere antes de la retencion del

AA sobre el ENV+, la adsorcion en este estudio no se ve obstaculizada por los lipidos del café gracias al uso del AcOEt que actlia como agente desengrasante de
la fase acuosa antes de que se someta al procedimiento dSPME.
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Figura A19: Prueba de resistencia para el procedimiento dSPME 'en tubo' en muestras durante una secuencia de 100 ejecuciones durante el fin de semana,
seguida de una nueva secuencia (40 ejecuciones) que comienza con una inyeccion de solvente, sin realizar procedimiento de mantenimiento. Diferencia porcentual
relativa (RPD) para el area (a) y el tiempo de retencién (b). Modo de adquisicion de monitoreo de reaccién paralela (PRM) en una muestra enriquecida con 200
pa/kg para AA, AA-ds (AA_ILIS) y 5 pg/kg para OTA.
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Figura A20: Estudio de homogeneidad basado en un disefio anidado de dos etapas con lotes (S) para homogeneidad entre unidades y submuestras (A-L) para
homogeneidad dentro de las unidades. (a) Histograma de valores bootstrap (1000) de cada uno de los lotes en el estudio de la OTA que mostré una distribucion
bimodal aparente. Los limites de confianza de las distribuciones de los lotes S1 y S3 se superponen, no asi en el caso de S2, lo que indica que los lotes pueden

diferir mas alla de la dispersién experimental. (b) Diagramas de caja que muestran diferencias significativas calculadas mediante la prueba de comparacion multiple

de Tukey entre los lotes. (c) Los resultados de AA muestran que las submuestras pertenecen a grupos indistintos independientemente del lote, excepto la

submuestra E. Los resultados de OTA indican que las muestras individuales pertenecen a grupos indistintos independientemente del lote, excepto las submuestras

E y G que no comparten el mismo grupo (letra a).
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Figura A21: Representacion esquematica de la configuracion del modo de adquisicion Full Scan - Monitoreo "amplio” de reacciones paralelas (FS-wPRM). (a) Vista

del Editor de métodos en el software ThermoScientific™ Tune™, la pestaiia Configuracion del experimento muestra unos recuadros para los diferentes experimentos

disponibles. Ademas de todas las configuraciones importantes en la barra lateral derecha para los cuadros Full MS y PRM, es clave crear una lista de inclusién que

siga un esquema de ventanas amplias que van cambiando en segmentos de tiempo. (b) Diagrama de dispersion que muestra la distribucion de la masa molecular

del ion original (m/z) y el tiempo de retencién previamente comprobado de cada compuesto (punto y nombre). Observe que las ventanas rojas se van desplazando

a través del tiempo hacia valores m/z mas altos para cubrir la mayoria de los compuestos, para su confirmacién (evento MS2 en el FS-wPRM).
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Figura A22: Monitoreo de reaccion paralela (PRM) en una muestra de base acuosa (AQ) enriquecida con 400 pg/kg para AA, AA-ds y 13C-AA (sefial negra, roja y
verde, respectivamente) y una muestra de base organica (OP) a 5 pg/kg para la OTA (azul y amarillo) utilizando diferentes modos de inyeccion automatizados.
Como solucion IS se utilizé una solucién acuosa acidificada de triphenylphosphate (TPP) en acido formico al 0,1%. (a) Inyeccién sandwich 1: primero se toma la
alicuota de AQ, luego el IS seguido de la de OP y luego se realiza la inyeccion. (b) Inyecciéon sandwich 2: primero se toma la alicuota de OP, luego la de IS seguido
del AQ y luego se realiza la inyeccion (orden inverso de la 1). (c) Inyeccion Split (Independiente): Primero se toma la alicuota de AQ, luego la de IS y luego se
realiza la primera inyeccién, en este punto inicia la adquisicién. Luego, se toma la alicuota de OP y sélo después de 60 s desde el inicio se realiza la segunda

inyeccion mientras se adquiere.
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Figura A23: Medidas repetidas RM-ANOVA para probar la recuperacion del método en todas las concentraciones para los analitos en el alcance. Para este modelo
(Yi= p + ak + Bi + (aB)ik +ei) sea Yi la i-ésima recuperacién para cada analito en cada nivel, a la influencia del nivel de concentracion en cada compuesto (factor
“dentro” -factor de medidas repetidas), Bi la recuperacion global por nivel y (aB)ik un estimado de la relacion de la recuperacion de un determinado compuesto con
un nivel determinado y finalmente, ¢i el error experimental. (a) Gréafico descriptivo de recuperacion por nivel. Es dificil usar etiquetas para describir tantos compuestos,
pero se puede ver que el RO (fortificado a 2,5 pg/kg) es notablemente mas bajo que los otros niveles. (b) Analisis de datos exploratorios para recuperacion global
por nivel, las barras de error corresponden al error estandar entre y dentro de los niveles, aunque no entregan informacién importante ya que estd combinada. (c)
El diagrama de barras a través de los compuestos muestra ambos errores estandar, pero el error entre compuestos (rojo) es generalmente mayor y muestra la
variacion de cada uno a través de los niveles de concentracion, que es en realidad lo que se usa para la inferencia en el RM-ANOVA (d) Los supuestos: las
recuperaciones tuvieron aproximadamente una distribucién normal, se corrigid la esfericidad, el error no tuvo desviaciones de una distribucién normal y (e) residuos
medios nulos, yi~N(0,G) y €i~N(0 ,Ri). (f) Los puntos rojos muestran valores atipicos significativos no considerados para el MR-ANOVA, el diagrama de caja muestra

diferencias significativas (***, p <0,0001) entre niveles de concentracion mediante una evaluacién independiente por compuesto.
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Figura A24: Monitoreo de compuestos enddgenos en café mostrando la separacion de la AA. Sefiales de colores de arriba a abajo: AA (negro), N-acetyl-B-alanine

(rojo), lactamide (verde), 3-aminopropionamide (azul), valine (amarillo) y 3C-AA (violeta). a) Método que utiliza la fase moévil acidificada, el cuadrado rojo muestra

una coelucién parcial que puede provocar una sobreestimacion. b) Elucion inicial solo con agua durante los primeros 2 min que aumenta la retencion de la AA'y

asegura la separacion de los interferentes; el cuadro rojo muestra el desplazamiento de los picos del estandar de la AA nativa y marcada; esta ultima sélo se incluye

aqui como guia para confirmar que efectivamente el tiempo de retencion cambio a 2,13 min.
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Figura A25: Separacion de interferencias potenciales de la AA en diferentes muestras de café tostado. a) Experimentos de recuperacién de blancos fortificados a
400 pg/kg (n=4) que muestran claramente la separacion de la AA de un pico endégeno presente en el blanco (negro) y ausente en una inyeccion de solvente
(MeOH) usada para probar que no se deriva del sistema cromatogréfico (violeta), b) EIC de muestras de diferente origen (Argentina, Colombia, Italia, Suecia y
Espafia) con un interferente comin que esta separado de la AA a los 2,15 min en el recuperado (rojo), el recuadro con un detalle de la muestra M_07 indica un
pequefio pico que solo alcanza una S/N ~ 5, por lo que el hallazgo se reporta por debajo del nivel calibrado mas bajo.
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Figura A26: Resumen de resultados para una muestra de café de Argentina (M01) torrefacto, robusta/arabica. De arriba a abajo: nivel de calibracién en matriz (10

ng/mL), muestra y réplica. a) Cuantificacion mediante Full Scan (FTMS) que muestra al chlorpyrifos < 5 pg/kg, error de masa (-3,1 y -2,5 ppm). b) lones producto

(m/z: 114,96140 y 197,92717) confirmados que muestran un error de masa < 5 ppm y proporciones de iones cerca del nivel y entre el 30 % de tolerancia, c) Patron

isotépico (rojo) vs. calculado (azul), isétopos con error de masa < 5 ppm (verde) y como criterio de identificacion adicional, d) TPP, estandar interno.

- WeeT— b

d1_CC1_L1 Chlorpyrifos miz: 348 93356
RT. 20.97
AR 12982506
AH: 2741662
= SN: 2 57E+018
2 1.0E2
=
=
@
=
Z 50E1
3
0
205 21.0 215
RT(min)
m/z: 349.93356
Apex RT: 20.97  Left RT: 20.90 Right RT: 21.18

Area: 12982506 Height: 2741662 Moise: 0.00
Data file: d1_CC1_L1.raw

Filter: FTMS + c ESI Full ms [70.0000-450.0000]
Detector: M5 Trace: Mass range

MO1_1 Chlorpyrifos m/z- 348 83356

RT. 20.97
AAC 4424827
AH: 956021
Z SN: INF
2 1.0E2
2
=
@
H
2 5081
3
0-
T g T
205 210 215
RT{min)
m/z: 349.93356
Apex RT: 20.97  Left RT: 20.90 Right RT: 21.10
Area: 4434827  Height: 956021 MNoise: 0.00

Data file: MO1_1.raw
Filter: FTMS + ¢ ESI Full ms [70.0000-450.0000]
Detector: M5 Trace: Mass range

MO01_2 Chlorpyrifos m/z: 349.93356

RT. 20.96
AR 4183717
AH: 888244
= X
E 10E2 SN: INF
2
E
@
=
2 5.0E1
4
Ot 7 T
205 21.0 215
RT(min)
my/z: 349.93356
Apex RT: 2096  Left RT: 20.89 Right RT: 21.08

Area: 4163717 Height: 888244 Noise: 0.00
Data file: MO01_2.raw

Filter: FTMS + ¢ ESI Full ms [70.0000-430.0000]
Detector M5 Trace! Mass range

Confirming lons ~ ~

d1_CC1_L1 Chlorpyrifos miz: 114 96140

=
m
~

o
=
m

Relative Intensity

205

21.0
RT(min)

215

m/z: 114.86140

0.00% - 40.12% 114.96140/349.93356 = 10.43%
Apex RT: 2098  Left RT: 20.55 Right RT: 21.
Area: 1353756 Height: 97973 MNoise: 29837
Data filer d1_CC1_L1.raw

Filter: FTMS + ¢ ESI Full ms2 337.5000@hcd23.00 |
Detector: MS  Trace: Mass range

M01_1 Chlorpyrifos miz: 11496140

RT. 20.97
AA 325198
= AH: 40054
g 1.0E2 SN: INF
=
o
H
T 5081
-4
0
205 21.0 215
RT(min)

m/z 114.96140

0.00% - 40.12% 114.96140/349.93356 = 7.33%
Apex RT: 2097  LeftRT: 2027 Right RT: 21.|
Area: 325196 Height: 40034  Moise: 0.00
Data file: MOT_T.raw

Filter: FTMS + c ESI Full ms2 337.5000@hcd25.00 |
Detector: MS Traces Mass range

MO01_2 Chlorpyrifos m/z: 114.96140

RT: 2095
AA 264601
= AH: 33465
£ 1o SN: INF
E
m
=
T 5081
o
0:
205 21.0 215
RT(min)

m/z: 114.96140

0.00% - 40.12% 114.96140/349.93356 = 6.35%
Apex RT: 20.96  Left RT: 20.69 Right RT: 21.4
Area: 264601 Height: 33465  Noise: 0.00
Data file: MO1_2.raw

Filter: FTMS + ¢ ESI Full ms2 337.5000@hcd25.00 [
Detector: MS Trace: Mass range

Cc

d1_CC1_L1 Chlorpyrifes mJz- 197 92717

RT. 20.98
AAC 544445
= AH: 76225
% 1 0E2 SN INF
E
o
&
T 5081
o
0
205 210 215
RTi{min)

m/z 197.92717
0.00% - 34.66% 197.92717/349.93356 = 4.19%
Apex RT: 2098  LeftRT: 2082 Right RT: 21
Area: 544445  Height: 76225  Noise: 0.00
Data file: d1_CC1_L1.raw

Filter: FTMS + ¢ ESI Full ms2 337.5000@hcd25.00
Detector: MS  Trace: Mass range

MO1_1 Chlorpyrifos m/z- 197 82717

RT: 2097
AR 193211
= AH' 20427
S SN: INF
§ 10E2
E
®
=
E s50e1
&=
0
205 210 215
RT(min)

m/z 197.92717

0.00% - 34.66% 197.92717/345.93356 = 4.36%
Apex RT: 2097  LeftRT: 20.81  RightRT: 21
Area: 193211 Height: 20427 Noise: 0.00
Data file: MO1_1.raw

Filter: FTMS + ¢ ESI Full ms2 337.5000@hcd25.00
Detector: MS  Trace: Mass range

MO01_2 Chlorpyrifos miz: 197.92717

RT 2096
AR 140947
= AH: 20567
2 1o SN: INF
=
@
=
2 5081
-3
0
205 210 215
RT(min)

m/z 197.92717

0.00% - 34.66% 197.92717/349.93356 = 3.39%
Apex RT: 20.96  Left RT: 20.81 Right RT: 21
Arez: 140947 Height: 20567  Noise: 0.00
Data file: MOT_2.raw

Filter: FTMS + ¢ ESI Full ms2 337.53000@hcd25.00
Detector: MS  Trace: Mass range

d

Isotope ~ 15TD ~
Scan#: 7532-7578 RT: 20.90 - 21.19 AV: 24 Score: 88 .
M Al Isotopes a1 ccl L Triphenyl phosphate (TPP} RT: 16.02]41_cc1 L 5 171 | =
F: FTMS + ¢ ESI Full ms [70.0000-450.0000]
H . . AT 1202
100+ 1 3 A 145505180
. AH: 2505263
@ #1: 34983356 E SN: 3387276344152430000.00
a0-] 1.0E2
® 2235092692 E
60 z
® 23:351.93057 103 35310730 *6 156.27843 Eeoes
= K| i E
F] & * 26081
® 2535203393 e e— : < 4okt
2 100 -
® 26:353.92754 =
& 204 2.0E1
50
® 28: 35493090 103 . #5 s e ks
B s T RT{min)
® 2035502438 20 i # l #8 #9 a9 iz 327.07807
i P I
I j i . ! i Apex RT: 18.02 ~
=0 2 4 6 Arca: 146939180 v

M All Isctopes

@ £1: 34992356
@ #2: 350.93692
@ #3:351.93057
@ £4:352.92393

@ £5:353.92754

M Multi-lsotopes
@ £1:349.02356
@ £2:350.93692
@ 23:351.93057
® 24:35202303

@ £5:353.92754

LI [ ] [ I | L] u [ ] [ ] [ ]
5|5 = ok z [ 3 2 =
w | T w|w 3 2 t w &
|1 g 7 ||% z 5 8 5 i
o || oo a € i i 5]
B||E 3 B8 g g & & g
AlE § E||E H 8 g & <
w||lo @ || = i Ll W = ]

miz
Scan #: 7624-7678 RT: 20.90 - 21.10 AV: 28 Score: 68

Mo1_1
F: FTMS + ¢ ESI Full ms [70.0000-450.0000]

Relative Intensity

Relative Intensity

Triphenyl phosphate (TPP) RT, 16.01 | Ma1_1 < mn >

-1 3
100
] 356.10085
80 35320002 10E2
80 %-E OE1
1 [350.23150 . £
PLE N s 2
3 N 25.0e1
gl I Y
o 21 i J i L 2
#1 4.0E1
1004 #
20 2.0E1
50
403 #5 TS T ke s
3 |' RT{(min}
20 I_"‘z it w7 miz: 327.07807
i : :
T ! T T T Apex RT: 18.01 ~
pex
350 352 . 354 356 e :
Scan ® f642-1690 RI: 20.89- 21.08 AV: 25 Score: [2 ”n
M01_2 Triphenyl phasphate (TPP) RT 17.99 | M01_2 = / £
F: FTMS + ¢ ESI Full ms [70.0000-450.0000] ,,
*1 3 R \Gaarsens
1004 355.10080 A 2osRese
50 353.21030 1.062 SN: 5240303073043310000.00
50 %-8 DE1
o3| 35112328 "5 5
3 26,081
1| S T Y
o - | il J 1 \ 2
#1 4.0E1
100 - i
304 2,0E1
60
E e
404 #5 175 18.0 185
3 3 RT{min}
20 # #4 # &7 m/z 327.07207
0 ! 4 '. ey
Apex RT: 17.99 ~
=0 2 e 34 6 Area: 163875816 v




Anexo A: Figuras y Tablas Suplementarias

103

Figura A27: Resumen de resultados de hallazgos de OTA en muestras de café de Espafia. De arriba a abajo: nivel de calibracion en matriz (5 ng/mL), muestra

MO03, 100 % torrefacto, arabica y M08, 50 % mezcla de torrefacto, robusta/arabica. a) Pico de cuantificacion en PRM (m/z: 257,02069) que muestra OTA < 5 pg/kg

en ambas muestras con error de masa bajo (-0,83 y -0,35 ppm, respectivamente), b) lon calificador (m/z: 239,01030) con una proporcién de iones mas cercana al

nivel para M03 que para M08, c) Superposicién de iones donde el ion precursor (rojo) solo se puede ver en los EIC del nivel, el ion calificador (verde) muestra una

posicion coaxial, cromatograma sin procesamiento artificial de los puntos o smoothing, d) 13C -U-OTA, estandar interno marcado con is6topos.
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Figura A28: Ejemplos de la optimizacion de la energia de colision en GC-MS/MS. Picos superpuestos de cromatogramas iones de extraidos a diferentes energias de colision a la izquierda,
y gréaficos de abundancia de las transiciones para cada condicion (CE). a) Naphthalene-ds (Nap), b) Acenaphtalene-dio (Ace) y c) Fluorene-dio (Fluore).
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Figura A29: Cromatogramas mostrando el pico del analito sobre el respectivo ILIS (HAP-dx, x=nUmero total de hidrogenos en la férmula molecular de cada HAP) en los ensayos
preliminares de recuperacion de 4 HAPs a 12,5 pg/kg con el método dSPME-GC empleando GCB en modo dMRM (GC-MS/MS). Recuadros de izquierda a derecha: ion de cuantificacion,
ion de calificacion, curva de calibracion del analito (e) con relacion al area del ILIS (m). a) Acenaphtene, b) Phenanthrene, c) Crysene y d) Benzo(a)pyrene.
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Figura A30: Comparacion de la eficiencia de desorcion sobre GCB de 12 HAPs extraidos con el método
dSPME-GC en términos absolutos (area) y relativos (% de diferencia) respecto al uso de acetona, empleada
como referencia.
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Figura A31: Ejemplos match en FS (Espectro completo), extracto del reporte automatizado “Compound Discovery Report” para los hits Cafeine y Stigmasterol.
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Figura A32: Comparativo del TIC en modo FS de extractos de café por el método dSPME-GC empleando
adsorbentes alternativos al GCB (rojo, usado como referencia). a) Florisil (azul), b) Silica (naranja) y c)
Aldmina (verde).
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Figura A33: Ensayos de recuperacion de 12 HAPs extraidos con el método dSPME-GC

empleando alimina a 100 ug/kg.
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Figura A34: Ensayos de recuperacion de 12 HAPs extraidos con el método dSPME-GC

empleando Alimina para evaluar la extraccion tipo AIO vs. simplificada sin agua

(ACOEY).
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Figura A35: Ejemplo de interferencia que cubre los picos de la transicion del benz[g,h,i]perylene-di2 usado
como estandar interno (celda inferior) en el método dSPME-GC. a) Alimina, b) Silica, c) Florisil y d) GCB.
Particularmente, no se observan sefiales del analito ni el ILIS en GCB después de varias inyecciones.
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Figura A36: Superposicion de transiciones de HAPs a las concentraciones de una curva de calibracion por
GC-MS/MS. La baja sensibilidad al Benzo[g,h,i]perylene a 17.826 min dificulta su determinacion.
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Figura A37: Andlisis de PAHs por LC-APCI-HRMS. a) Separacion cromatografica de un nivel de calibracién en matriz de café que contiene 16 PAHs y 13
PAH-dx (ILIS). b) Ejemplo del pico del benz[g,h,i]perylene (sefialado, barra roja) que comparte la misma masa exacta del indeno[1,2,3-cd]pyrene (m/z :
276.0934). c) Estandar interno correspondiente benz[g,h,i]perylene-di2, ausencia de interferencias a Resolucion: 70000 FWHM y MEW: 5ppm. d) Curva de
calibracion en el rango de 5 — 180 ng/mL correspondiente a 5 — 180 ug/kg.
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Figura A38: Registro fotografico transesterificacion. a) Lote con KOH/EtOH, agitacién por 12 h a 74°C, b) evidencia de burbujas por la formacién de
jabodn, c) particién con n-hexano asistida con perlas y vortex, d) limpieza del extracto organico con solucién acuosa, €) comparacion extracto original,
tubo izquierdo abajo vs. extracto limpio, f) evaporacion en serie con concentrador de nitrégeno del extracto limpio que deja un residuo blanco a sequedad.
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Figura A39: Comparacion de las transiciones de HAPs en matriz de café fortificada post-extraccion (arriba, nivel) vs. extracto sin fortificar (abajo, “blanco”). a) Grupo | de
compuestos de elucién temprana (HAPs ligeros) que exhiben picos y ruido de matriz excesivo y que resulta en la integracion de areas significativas en el recuadro que
impacta la selectividad del método. b) Grupo Ill de compuestos (HAPs pesados) con ruido de fondo, pero sin interferencias significativas.
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Figura A40: Comparacion de transiciones del phenanthrene nativo (arriba) e ILIS (abajo), curva de calibracion y ensayos de recuperacion. a) Ejemplo de solvente después
de nivel mas alto que exhibe carryover considerado normal (<<0,1%). b) Muestra M1 en que se observa arriba phenanthrene y abajo dos picos propios de la pareja de
ILIS, en apariencia se pude tratar de un positivo que debe ser cuantificado y reportado pues cumple la relacién de iones (92,0%), c) presencia del mismo pico en extracto

del material considerado como “blanco”, d) curva de calibracién (e) y ensayos de recuperacion (A) afectados por cantidades preexistentes.
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Figura A41: TIC de la solucion de prueba system suitability posterior al cambio del inserto de vidrio después de una secuencia ininterrumpida para la validacion con mas
de 75 inyecciones de extractos obtenidos con el método de transesterificacion. Compuestos: 1) HCB, 2) B-HCH, 3) y-HCH, 4) Chlorpyrifos, 5) 4, 4-DDD y 6) 4, 4’-DDT.
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Tabla Al Detalles de la configuracion de adquisicién de datos en el analizador Orbitrap segun el tipo de experimento.

Método | Descripcién Detalles
Poder de resolucion (RP) de 70000 FWHM a 200 m/z, rango de masas de 120 a 1000 Da, Control Automatico de Ganancia (AGC) de 3x10° cargas, Tiempo
Intercambio de | Maximo de Inyeccién (maxIT) automatico, microscans: 1y tipo de datos de espectro centroide. El voltaje de ESI fue de 3,5 kV en modo positivo y de 2,5 kV en
! g?:r:i((j;g)' Ful modo negativo. En el caso del experimento de torrefacto se implemento una variacion. EIl modo de adquisicién fue monitoreo de ion (SIM) reduciendo el rango de
masas a 1 Da alrededor de masas de interés seleccionadas en el tiempo de retencién de OTA y el producto acilglucésido.
Las condiciones para el FS fueron las mismas que las del experimento del Método 1, pero solo se ejecutaron en modo positivo y se seleccion6 el tipo de datos del
El;'tlasca“ - espectro en perfil. En el Andlisis Data dependent (DDA), el master scan (FS o MS1) es seguido por scans MS2 dependientes de los datos que se activan con el
2 dependent master scan (modo Discovery en el software Tune™). Las condiciones fueron RP de 17500 FWHM, ventana de aislamiento: 3,0 m/z, energia de colisién (CE) de
xiz?ddMSZ) 30 eV, estado de carga predeterminado: 1, AGC: 1x10° cargas, maxIT automatico, loop count: 1, AGC minimo: 1x10° cargas, umbral de intensidad configurado
automaticamente, apex trigger: 3 a 9 s, exclusién dinamica en automatico, exclusion de carga = 2, exclusion de isétopos activada y tipo de datos en centroide.
Monitoreo de La configuracién de RP fue 17500 FWHM, ancho de aislamiento de MS2: 3,0 m/z, CE: 25 eV, estado de carga predeterminado: 1, AGC: 1x10° cargas, maxIT
3 ;g?gf;?;(PRM) automatico y tipo de datos en centroide. El voltaje de ESI fue de 3,5 kV en modo positivo.
En el modo de adquisicion FS-wPRM, el gradiente anterior se modifico para lograr mejor separacion del conjunto de analitos. Se comenzé con 100% A. Después
de 2 min el porcentaje de B se increment6 al 40%, seguido de otro incremento al 70% a los 16 min, y finalmente alcanzé el 100% a los 23 min. Esta Ultima
composicion se mantuvo por 2 minutos y luego se redujo abruptamente a 0 % en 0,1 minutos; finalmente, se mantuvo durante 2 min para permitir el equilibrio de
la columna para la siguiente ejecucion; el tiempo total de ejecucion aumenté a 27 minutos en esta version extendida. El automuestreador WPS-3000RS se
Full Scan — programaé con un script con instrucciones (UDP) para tomar 2 pL de una posicion fija que contenia una solucion de TPP y &cido férmico al 0,1 % como estandar
wide Parallel interno (1.S.) para los compuestos sin estandar marcado disponible, seguido de un espacio de 5 pL de aire y luego 10 pL de muestra tipo acuosa para iniciar la
IF\z/IiiiCttci)?i?lg o adquisicion. Luego, la valvula cambia a la posicion de inyeccion, se coloca la valvula de la jeringa y la aguja en posicion de parqueo y se esperan 30 s. Luego se
4 Monitoreo toman 10 pL de la muestra tipo organica y se inyecta mientras el instrumento esta funcionando. Finalmente, el muestreador automatico cambia la valvula a
‘amplio” de posicion de residuos para lavar y drenar 25 pl de solucion de lavado de jeringa (MeOH 50%) para preparar la siguiente muestra. En resumen, este método permite
:JZ?Z(I:;?:(FS- la inyeccion en serie automatica de muestras basadas en IS, AQ y OP para su adquisicion en el mismo analisis.
wPRM) Las condiciones para el FS fueron: RP 35000 FWHM, rango de masa de 70 a 450 Da, AGC: 3x10° cargas, maxIT automatico, microscans: 1y tipo de datos de

espectro centroide seleccionado. El voltaje ESI fue de 3,5 kV en modo positivo. Las condiciones para el PRM fueron las siguientes: RP 35000 FWHM, ventana de
aislamiento: 25,0 m/z, CE: 25 eV, estado de carga predeterminado: 1, AGC: 1x10° cargas, maxIT automatico y tipo de datos centroide. Se seleccionaron ventanas
amplias en la lista de inclusién en este modo (WPRM) para imitar un modo de adquisicién DIA con fragmentacién en la celda de disociacién de colision de alta

energia (HCD) pero en segmentos de m/z seleccionados que se desplazan durante la ejecucion.
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Tabla A2. Condiciones experimentales del disefio D-Optimal. Restricciones:

a) 0<SACN<0,5b)0<MeOH<0,5,c)0,5<H,0<1,d)0<ACN + MeOH < 0,5

Mix

©| 0O N O O » W N

=
o

Proporcién de componentes en la mezcla

ACN
0
0
0,5
0
0,25
0,25
0,333
0,083
0,083
0,167

MeOH

0
0,25
0
0,5
0,25

0,083
0,083
0,333
0,167

H20
1
0,75
0,5
0,5
0,5
0,75
0,583
0,833
0,583
0,667
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Tabla A3. Ejemplos de compuestos end6genos. Espectros MS1 que muestran masas codificadas por colores dentro de la tolerancia
en un cuadro verde y en cuadros rojos cuando no se cumple el score isotdépico como criterio para una anotacion de la estructura
tentativa (Nivel 3) del ion monoisotdpico en el cuadro gris. Los espectros de fragmentacion MS2 muestran en rojo cuando no se
cumplen los iones producto y coincidencias directas de fragmentos en verde. El reflejo de los puntos es la fragmentacién HCD de
referencia de la biblioteca para la identificacion de sospechosos (Nivel 2) utilizando el modo de adquisicion FS-DDA (dd-MS2).

Nombre/Estructura/ID MS1 (M+H + aductos) MS2 (HCD, DDA vs. mzCloud library, si esta disponible)
. L_G_0_1_2 (F18) #951, RT=3.595 min, MS1, FTMS (+) RAWFILE(top): L_G_0_1_2 (F18) #952, RT=3.600 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 195.1624@25, +1)
Caffeine 10N4 02 a5 [M+H]+1 REFERENCE (bottom): mzCloud library, 1,3,7-trimethyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purine-2,6-dione, C8 H10 N4 02, M
195.08778 15 4 138.06622
5 [M+H]+1
§ ?, 1.0 4
e 44 2 05 56.05037 109.04012 11007165 ) 47470
= = 05 50.04552 104 13607394 181.07115 495 0g769
- 2 £ &3.0010 123.04299 135:06644  180.06477
3317 3 00 %
3 H
E i 69.04452 83.06007 109.03915 151.09700 180706312
N = = | 1 181.07 195.08638
" 2 2 & 0.5 56.04935 11.05474 110.07073 1230421 13506589 81.07095
s 5
c £ 101
11
217.06984
! [M+Na]+1 1.5 138.06538
0 : ; ; ; ; ; " " " " " " " " .
195 200 205 210 215 220 60 80 100 120 140 160 180 200 220
CAS 58-08-2 miz miz
E . i RAWFILE(top): B_T_0_1_2 (F10) #800, RT=3.052 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 356.1716@25, +1)
Chlorogenlc acid %}&;gg(ﬁ0[%/‘#1'9]9‘1RT=3-048 min, MS1, FTMS (+) REFERENCE (bottom): mzCloud library, (1r,3R,4s,5S)-4-{[(2E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-enoylloxy}-1,3,5-trih
as [M+H]+
40 4
80 4 163.03882
355.10297 E
ERE 30
o _ -
o N £ 601 S 20 4 135.04405 145.02840
\ N & 10 4 89.0389 .., 164.04219
. ) 2 117.03371 . AT7.05447
o0l a @ -
' [ I 3 404 g 0 EEEmOEDS - a3 a@o-©
4 . I Py 8 s 107.0488 117.03308  145.02777|  164.04150
N o i o 2 30 4 £ -10 4 89.03836 135.04350 177.05390
2 2
o, 2 20 2 -20
10 4 377.08499 393.05872 -30 4
l [M+Na]+1 [M+K]+1 163.03810
0 r . e ) n N . -40 4
. T T T T T T
360 870 380 39 50 100 150 200 250 300 350
m/z
CAS 327-97-9 miz
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. L . RAWFILE(top): B_G_1_2_2 (F8) #1027, RT=3.864 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 518.1646@25, +1)
4,5-dlcaffeoy|qUIn|C aCId B_G_1_2_2 (F8) #1026, RT=3.860 min, MS1, FTMS (+) REFERENCE (bottom): mzCloud library, (1R,3R,4S,5R)-3,4-bis({[(2E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-enoylloxy})-1
N C25 H24 012 as [M+H]+1
o 200 4
neg Hd 200 + 163.03883
N/ 517.13458
[M+H]+1
9 150 | S 100 -
b s S
= - 164.04221 337.09125
£ € 89.0392 gy 181.04958 319.08093 499.12415
o 3 100 4 32 0 o 06— oo ==
S S 89.0388-145.02867 184,04252 319.08145 499.12390
% %‘ 117.03379  135.04432 181.04978 337.09207
2 2
2 50 2 41004
539.11627 555.09125
‘ || eNal MKt 163.03913
0 L. — T — 2200 4
o 520 530 540 550 T T T T T
miz 100 200 300 400 500
CAS 57378-72-0 miz
MS2 adquirido pero no encontrado mzCloud (link)
. . L_G_1_2_2 (F24) #1118, RT=4.177 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 531.1504@25, +1
1-Caffeoy|-5-feru|Oy|qum|C acid L_G_1_2_2 (F24) #1117, RT=4.173 min, MS1, FTMS (+) 6122 () (o e )
C26 H26 012 as [M+H]+1
531.15051 204
» 20 ] [M+HI+1 &
© o
g < 15 ]
< 15 ] =
7" <
H S 101
8
> 10 A %
2 2
2 i)
s £
2 £ 5]
. £ 5]
o 553.13269 570.25543
- [M+Na]+1 M+K]+1 | t |
0 ], I | L L . | L ) 0 . . L1 . .
530 540 550 560 570 100 200 300 400 500
CHEBI:88343 "~
https://www.mzcloud.org/DataViewer.aspx#/spectrumsearch#dlbe8b4a-75d2-46ce-
82ca-5155939405fa
.. . B_G_1 2 2 (F8)#936, RT=3.540 min, MS1, FTMS (+) RAWFILE(top): B_G_1_2_2 (F8) #937, RT=3.545 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 370.1703@25, +1)
3—O-Feru|oquum|c acid 7 H20 09 as [M+H]+1 REFERENCE (bottom): mzCloud library, (18,3R,4R,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-{[(2E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)p
177.05460
4 369.11816
250 e 100
e 200 e
0 < 1 S
| E E 50 4 117013377 145.02841 178.05803
£ 150 3 £ 89.03036  146.03168 e
3 3 0 . = = 0-—e
‘ % KA 89.03862 117&3329‘ 178.05740
o % 100 4 Z 111.04390 149.05935 145.02805 195.06470
2 2 50 ]
2 2
< =
50 ]
9 391.10016 407.07382 -100
) [M+Na]+1 [M+K]+1 177.05401
0 A . T . . . . . . . .
370 380 390 400 410 50 100 150 200 250 300 350
CAS 1899-29-2 miz

m/z
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Cyclo(leucylprolyl)

B_T_0_1_2 (F10) #983, RT=3.651 min, MS1, FTMS (+)
11 H1

2 02 as [M+H]+1

RAWFILE(top): B_T_0_1_2 (F10) #984, RT=3.656 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 212.1414@25, +1)
REFERENCE(bottom): mzCloud library, Cyclo(leucylprolyl), C11 H18 N2 02, MS2, FTMS, (HCD, 211.1441@40)

60
70.06588
300 4
40
0 2 250 4 ¢
s 2 20 40 peses 86.09708 98.06054 127.08652 155.15419 194.11761
= = - £114.09166 .'
7 200 z 58,0305 | 204514 . 1812775 45407370 183.14961 211.14406
H 3 0 4 o o
S, 150 S 58.0287 /125.57008 127.08659 155.16428 18314918
= 2 68.04949|72:04439 114.09134 138.12773 *, 211.14410
2 400 2 -20 4 98.06004 \ 194.11756 W
o 1 ) NP : o !
o E E L \EH /_L)/ . YY"‘N')
50 4 -40 4 i 1 HN A
L .
i 70.06513 154.07368
0 T T T T T -60 . . .
210 212 213 214 215 50 100 150 200
CAS 5654-86-4 e ,
Trans-5—O-(4-c0umaroyI) quinic B_G_0_1_2 (F2) #816, RT=3.114 min, MS1, FTMS (+) RAWFILE(top): L_G_1_1_1 (F21) #810, RT=3.098 min, MS2, FTMS (+), (HCD, DDA, 339.1266@25, +1)
. 16 H18 08 as [M+H]+1 REFERENCE (bottom): mzCloud library, NP-000587, C16 H18 08, MS2, FTMS, (HCD, 339.1081@30
[M+H]
acid
50 E
339.10794 4 147.04393
[M+H]+1 3 4
& 404 T
] ) 119.04940
< = 1] 12005283 141.09140
Z 30 ] £ 83.0407 9105478 *B04T23 | 4665476
3 30 & ®
o Q o o
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2z 4 214
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2 L 24
= 5
! 10 34
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0 Fo ! 1 : . . . . . ; :
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CAS 1899-30-5 "
5_h drOX meth |furfural B_T_0_2_1(F11) #721, RT=2.815 min, MS1, FTMS (+) _MSZ no aquIrldo - (“nk al espeCtro)
y y y C6 H6 O3 as [M+H]+1 FTMS + ESI ms2 127.0390@hcd30.00 [50.00-133.00]
1007 109.02841
1.2 ] 127.03938 o, F
[M+H]+1 WA/
3 1.0 807
]
7 0.8 607
g
8 06 ] M
H > SR
z 40 \\<\//\°
E 0.4 4 81.03349
=
024 149.02098 164.99509 209 U+ .
[M+Na]+1 [M+K]+1 — + 127.03897
0.0 ! T + T T 5#353 <:7 | [
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T 7 T 7 7 T T y T T T T T T T
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Tabla A4. Resultados de la evaluacion de la homogeneidad del material utilizando un
tamafio de muestra de 50 mg como parte del desarrollo del método. La tabla ANOVA de
una via incluye la suma de cuadrados (MS) entre unidades (bu, lote) y dentro de la
unidad (wu, submuestras) y se relaciona con el disefio anidado de dos niveles utilizado
para estimar las contribuciones a la varianza.

Fuente Expresion Componente | AA OTA
MS,,, — MS
Spy = ———* S 16,14 | 0,0457
Célculos con 0
los términos . MS 4 2 .
de la tabla Upy = nwu X oS Upy 7,62 | 0,0235
ANOVA s wu
Sl\z/leas = % S Meas 4,72 |0,0187
Incertidumbre 0 Shu ,
= 7 u / 5,21 1,17
calculada Uour () = e o 100 o (%)
usando cada %) Upy 100 %) 5 46 060
z u = —X U pu 0 , ,
método pu2(70 i eaznmal buz
Varianza de _ SMeas .
la medida Smeas(%) = Wtotalxloo U Meas (96) 1,52 0,48
Desviacién
estandar del .
ensayo de 0.3%0op or (ug/kg) | 17,641 | 0,184%
aptitud

La influencia de la homogeneidad en la incertidumbre general de la medicién se calculd para las estimaciones
(upu1, ubuz) y luego se compard con la desviacion estandar reportada por el organizador del ensayo de aptitud
(op) para poder considerarla adecuadamente homogénea para las propiedades OTA y AA. Como no hay datos
faltantes en el estudio donde se tuvo previsto tener 3 observaciones por submuestra, entonces, no (12-3=9) y
n (35-2-9=24). Los grados de libertad (v MSwu). 1 $ bu < 0,3*0p, Si se cumple esta expresion el material se
considera adecuadamente homogéneo. La homogeneidad entre unidades indica que cada 50 mg de muestra
tiene el mismo valor para cada propiedad (AAy OTA). El cuadrado medio MSbu es la variacion entre unidades,
MSwu dentro de las unidades y el nimero de mediciones replicadas realizadas por unidad. Los valores de
ANOVA de una via calculados mostraron que MShu > MSwu, lo que descartd que hubiera habido problemas
de repetibilidad que necesitaran tomar acciones sobre el método. Como se muestra en la tabla, los célculos
con términos del ANOVA permitieron estimar el ubu, y asi se tomo6 como estimacion de incertidumbre para la
homogeneidad el valor mayor (Shu o u*bu) [67]. Se llevé a cabo el calculo de la contribucién de la
homogeneidad a la incertidumbre general de la medicién en términos de porcentaje y se comparé con la

desviacion estandar para PT (op) informada por el organizador de la ronda.
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Tabla A5. Resultados de la validacion intralaboratorio de los analitos seleccionados en café tostado mediante el método de preparacion de muestras dSPME 'en
tubo' y LC-HRMS en modo de adquisicion FS-wPRM.

& Tiempo de retencién (Ret.) con programa de elucién utilizando un Accucore aQ C18 de longitud, diametro y tamafio de particula de 100 mm, 2,1 mmy 2,6 um, respectivamente. La sefial de cuantificacion
(Quant.) se escogi6 con el mejor aducto o producto de transicion MS2 encontrado. Los cromatogramas de iones extraidos se construyeron con una ventana de extraccion de masas de 5 ppm de ancho. Los
fragmentos de MS2 se utilizaron para la confirmacion; sin embargo, algunos pueden requerir verificacion u optimizacion de colision (Check ID). S6lo algunos pocos compuestos sin MS2 se identificaron por

masa exacta y patron isotdpico; puede ser necesaria mas informacién ortogonal para su identificacion (Quan. only).

¢ Calibracion con estandar internpo triphenylphosphate (TPP), Excepto para la AA (*3C-AA) y la OTA (**C-U-OTA). Rango de calibracion: (2,5 — 80) ng/mL, except para la AA (200 — 6400) ng/mL.

1 Recuperacion individual por nivel evaluado. La recuperacion en el nivel N1 estd marcada con un asterisco (*) para los compuestos que superan RSD Ri > 20 %. Los compuestos con una recuperacion
inaceptable (30 % >R>>150 %) estan marcados con dos asteriscos (**).

1+ Limite de Cuantificacion (LOQ). Desviacién estandar relativa (RSD) en condiciones de repetibilidad (RSDr). Los resultados de precision y exactitud entre dias se obtuvieron de una prueba de validacién
interna, aunque la precision solo se muestra en el LOQ correspondiente por compuesto. Célculo agrupado (pooled) durante tres dias en condiciones de precisién intermedia (RSD Ri).

1 Debido a una actualizacién del reglamento reciente, la OTA fue el Gnico compuesto evaluado a 2,5 pg/kg, mostrando una recuperacion del 56,7 % y RSD Ri del 20,3 %. Como los valores estan en el limite
de los criterios de aceptacion, se dejaron en la tabla los valores en LOQ = 5 pg/kg. Commission Regulation (EU) 2023/915 of 25 April 2023 on maximum levels for certain contaminants in food and repealing
Regulation (EC) No 1881/2006 (Text with EEA relevance)

Identificacién cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacioén a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sigwopnr]:gg?r::rIZS) Formula Tg};p gjgr?tlifc:g Frgg r’ugr;to Intercepto Pendiente R2 5 p’:lgl/kg 10 ':é'/kg 20 Tlg)kg (Lll_go/ng) R(DSA)?’ R(Soz) N
(min) (m/z) (%) (%) (%)

1,3-diphenylurea C13H12N20 9.46 213.10224 Confirmed 4.82x107? 2.89x102 0.9883 137.0 121.8 112.0 5 0.5 7.7
2'”'°°W'é“_gf1‘;thiaz°'i”' Ci1H1sNOS 15.97 | 21412601 | Quanonly 7.11x10° 8.29x102 0.9893 861  * 104.6 106.2 10 1.9 3.9
Acrylamide C3HsNO 1.90 55.01864 Confirmed 3.43x10 4.74x10* 0.9972 *x 152.5 123.2 200 25 5.9
Acrylamide-ds C3HsD3sNO 1.90 58.03744 Confirmed 2.56x102 6.43x10™ 0.9971 95.4 96.6 95.3 200 34 51
Aflatoxin-B1 C17H1206 8.10 313.07066 Confirmed 3.10x102 1.63x107 0.9834 128.3 104.7 96.3 5 2.8 4.8
Aflatoxin-G1 C17H1207 6.82 329.06558 Confirmed 9.12x10% 1.05x102 0.9857 31.4 59.2 65.6 5 12.1 18.6
Akton C12H14CI303PS 20.95 114.96151 Confirmed 4.90x10° 5.60x102 0.9894 98.8 * 105.5 99.7 10 2.0 6.9
Aldicarb C7H14N20.S 6.24 116.05285 Quan only -4.72x10° 2.63x102 0.9894 66.6 * 84.6 89.8 10 3.3 5.2
Allethrin C19H2603 20.47 303.19547 Check ID 4,08x107? 3.04x102 0.9931 52.8 * 73.8 74.4 10 6.0 6.3
Allidochlor CgH12CINO 6.47 174.06802 Quan only -1.76x107 2.68x102 0.9929 61.2 55.7 71.1 5 10.7 10.2
Alloxydim C17H25NOs 15.74 324.18055 Confirmed 1.40x102 3.15x102 0.9922 122.2 * 139.6 139.5 10 1.5 4.6
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Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)

Ametoctradin CisH2sNs 19.05 276.21827 Confirmed 7.97x102 6.19x107 0.9927 114.5 * 125.7 118.1 10 2.4 3.9
Ametryne CoH17NsS 9.95 228.12774 Confirmed 3.85x103 6.41x1072 0.9875 82.2 100.2 106.3 5 4.6 7.1
Amicarbazone C10H19Ns02 7.00 242.16115 Confirmed 6.78x10° 1.05x10%2 0.9871 55.1 91.7 102.9 5 9.2 18.0
Amidosulfuron CoH15Ns07S2 8.85 370.04857 Quan only 1.70x10% 7.04x10% 0.9882 65.5 101.1 110.2 5 31.2 14.6
Anilofos C13H19CINO3PS2 17.28 368.03053 Confirmed 2.59x102 2.76x102 0.9924 87.6 * 112.3 111.1 10 3.1 5.8
Aspon Ci12H2805P2S2 21.58 379.09261 Confirmed 3.81x102 4.60x107 0.9921 98.6 * 112.8 111.7 10 52 7.1
Azaconazole C12H11CI2N3O2 11.42 300.03011 Confirmed -2.75x10°® 1.20x1072 0.9862 77.4 93.4 105.4 5 7.7 18.5
Azamethiphos CoH10CIN20sPS 7.24 324.98093 Confirmed 3.92x10°% 1.58x1072 0.9879 55.9 * 79.4 83.0 10 5.8 6.9
Azimsulfuron C13H16N100sS 10.73 425.10986 Confirmed -1.55x1072 6.33x10° 0.9753 78.3 70.7 36.4 5 7.5 5.3
Azinphos-methyl C10H12N303PS2 12.00 318.01305 Confirmed 4.90x10° 7.34x10° 0.9931 96.6 141.9 147.0 5 4.4 7.3
Aziprotryne C7Hu1N7S 13.00 89.01711 Confirmed 5.01x10* 2.36x10°% 0.9869 91.6 * 108.0 112.0 10 6.1 5.8
Beflubutamid Ci18H17FaNO2 17.01 356.12682 Confirmed 1.66x102 2.02x102 0.9913 93.7 113.1 112.9 5 3.4 6.4
Benalaxyl C20H23NO3 17.24 326.17507 Confirmed 4.81x107? 5.42¢10% 0.9930 115.5 * 130.6 128.4 10 2.1 4.8
Benodanil C13H10INO 9.64 323.98798 Confirmed 6.81x103 1.83x102 0.9881 85.1 96.3 98.8 5 4.8 10.6
Benoxacor C11H11CI2NO2 11.20 260.02396 Confirmed -9.72x10°® 7.20x10° 0.9884 58.2 71.9 82.9 5 7.3 4.9
Bensulfuron-methyl C16H18N4O7S 12.03 411.09690 Confirmed 9.62x103 1.69x102 0.9866 118.4 133.0 131.4 5 12.0 9.1
Bensulide C14H22aNO4PS3 16.51 398.06778 Confirmed 7.83x10° 9.83x10% 0.9898 103.5 122.5 120.2 5 5.6 4.2
Be”itshoi;‘r’jg;l‘“b' CisH24FN303S 13.58 | 382.15952 | Quan only 2.9841072 2.43x107 0.9849 *x 143.2 133.9 10 2.1 41
Benzoximate C1sH18CINOs 18.35 364.09463 Confirmed 4.59x10° 8.05x10 0.9918 67.9 99.0 97.3 5 4.5 16.6
Benzoylprop Ethyl C18H17CI2NO3 17.62 366.06583 Check ID 1.02x102 2.02x102 0.9915 71.6 92.7 91.9 5 9.0 15.2
Benzthiazuron CoHoN3OS 8.38 208.05391 Confirmed -2.37x10°% 1.41x102 0.9860 64.6 88.4 90.1 5 5.2 12.7
Bioresmethrin C22H2603 22.57 339.19547 Confirmed 2.76x102 2.93x102 0.9830 63.2 * 80.2 82.5 10 11.2 8.4
Boscalid Ci18H12CI2N20 13.40 343.03994 Confirmed 4.31x10* 5.45¢10% 0.9906 55.7 97.9 104.6 5 57 15.2
Bromacil CoH13BrN202 7.38 261.02332 Confirmed -4.45x103 2.90x102 0.9887 43.6 44.5 74.0 5 3.0 8.4
Bromofenvinphos-ethyl C12H14BrCl204P 17.84 98.98434 Confirmed 9.78x10* 1.11x102 0.9873 91.0 * 99.5 96.6 10 0.9 4.0




126

Evaluacién de residuos de plaguicidas, micotoxinas y contaminantes...

Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1

sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R

(min) (m/z) (%) (%) (%)

(m?;t(:lrpeug(f)?si)znifrs) Ci3H12BrCI2NsO 1450 | 375.96136 | Quanonly -3.04x103 1.63x10° 0.9887 wx 403 73.3 10 13.7 9.9
Bupirimate C13H24N403S 14.30 166.09714 Confirmed 7.53x10° 7.45x10° 0.9849 121.2 * 137.8 134.8 10 54 4.8
Buprofezin C16H23N3OS 19.70 306.16346 Confirmed 2.55x102 5.27x102 0.9899 75.9 * 88.8 84.9 10 54 4.5
Butachlor C17H26CINO2 19.16 312.17248 Quan only -3.82x107? 4.51x102 0.9905 87.8 102.5 106.3 5 3.0 4.7

Butylate C11H23NOS 19.39 218.15731 Quan only 4.67x10° 2.89x102 0.9916 89.8 97.3 95.0 5 6.5 5.4
Cadusafos C10H2302PS: 18.63 271.09498 Confirmed 5.71x102 7.11x102 0.9922 99.5 108.3 106.4 5 6.4 4.8
Carbaryl C12H11NO2 8.68 145.06479 Confirmed 2.25x102 1.50x107 0.9895 130.0 113.3 104.6 5 6.8 6.5
Carbendazim CoHoN3O2 4.64 192.07675 Quan only -2.01x1072 4.32x102 0.9857 hid 46.9 74.6 10 22.8 16.7
Carboxine C12H13NO2S 8.44 236.07398 Confirmed 2.80x102 2.76x102 0.9876 95.4 * 100.5 93.0 10 6.3 4.5
Carfentrazone-ethyl C15H14Cl2F3N303 16.37 412.04371 Confirmed -1.96x10° 8.43x10* 0.9898 85.1 95.7 97.4 5 6.3 7.9
Carpropamid Ci1sH1sCIsNO 17.16 139.03059 Confirmed 1.76x102 1.72x102 0.9927 98.6 * 115.6 114.3 10 4.2 4.6
Chlorbromuron CoH10BrCIN202 13.41 292.96869 Confirmed -1.32¢10°% 7.45¢10° 0.9917 57.4 91.3 94.8 5 155 12.8
(%'l‘lﬁ:fri”l‘ggr‘%g‘r’g C1H14Clz0sP 17.43 | 358.97681 | Confirmed 1.30x10 1.51x10% 0.9925 84.2 101.8 102.0 5 56 5.2
Chloridazon C10HsCINsO 5.47 222.04287 Confirmed -6.57x10° 8.11x10% 0.9892 *x 21.4 59.2 10 10.8 7.1
Chlorimuron Ethyl Ci15H15CIN4O6S 13.83 415.04736 Confirmed 1.74x10° 6.28x10° 0.9903 108.1 132.6 1335 5 49 8.9
Chloroxuron C15H15CIN202 15.05 291.08948 Confirmed 3.25x102 2.78x10%2 0.9907 96.3 108.4 110.5 5 59 6.4
Chlorpyrifos CoH11CIsNO3PS 20.96 349.93356 Confirmed 3.43x10° 8.05x102 0.9893 70.5 * 97.2 94.6 10 4.4 7.6
Chlorpyrifos-methyl C7H7CIzNO3PS 18.87 321.90226 Confirmed -3.50x10° 9.48x10* 0.9788 103.6 116.3 108.4 5 57 9.6
Chlorpyrifos-oxon CoH1:1CIsNO4P 15.77 333.95640 Confirmed 5.99x103 1.32x102 0.9909 93.8 110.0 111.8 5 7.8 5.2
Chromafenozide C24H30N203 15.02 395.23292 Quan only 1.28x102 1.55x102 0.9907 91.8 110.9 111.7 5 6.4 4.8
Cinosulfuron C15H19NsO7S 7.25 414.10780 Quan only -7.87x10°% 9.52x103 0.9856 62.8 75.5 81.9 5 9.3 13.7
Clethodim C17H26CINO3S 19.42 360.13947 Check ID 1.01x10° 9.75x102 0.9925 92.2 108.6 110.3 5 75 53
Climbazol C15H17CIN202 10.50 293.10513 Confirmed 1.32x102 3.23x102 0.9893 112.5 135.8 127.0 5 13.7 9.5
Clodinafop-propargyl C17H13CIFNO4 16.55 350.05899 Confirmed 1.62x102 1.92x102 0.9916 74.7 92.8 95.7 5 4.6 4.3
Clofentezine C14HsCl2Ns 19.06 138.01036 Confirmed 3.33x10° 2.70x10° 0.9935 59.3 * 81.6 88.7 10 39 3.6
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Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Clomazone C12H14CINO2 11.63 240.07858 Confirmed -1.99x107? 3.20x1072 0.9862 35.4 77.5 92.9 5 11.6 6.8
Clomeprop C16H15CI2NO2 20.38 324.05526 Quan only 4.04x10° 1.12x102 0.9902 ** 38.3 45.4 10 9.3 8.5
Cloquintocet-mexyl C18H22CINO3 20.93 336.13610 Confirmed 5.44x102 5.66x1072 0.9902 114.5 126.5 122.2 10 15.8 10.4
Cloransulam-methyl C15H13CIFNsOsS 8.47 430.03827 Quan only -2.28x10° 4.43x10° 0.9871 36.9 86.1 97.5 5 19.0 10.0
Coumaphos C14H16CIOsPS 17.87 363.02174 Confirmed 1.06x102 1.63x102 0.9912 66.5 86.8 87.7 5 10.5 11.8
Coumaphos Oxon C14H16CIO6P 12.28 347.04458 Confirmed 5.12x10° 1.64x102 0.9876 68.2 93.9 105.2 10 4.6 18.2
Crimidine C7H10CINs 6.38 172.06360 Quan only -6.02x1072 3.78x102 0.9832 67.1 49.3 66.2 5 6.7 8.2
Crotoxyphos C14H1906P 13.26 332.12575 Confirmed 1.84x102 2.40x10% 0.9915 125.0 134.3 128.6 5 57 4.4
Cumyluron C17H1sCIN2O 14.37 303.12587 Confirmed 4.28x1072 2.74x102 0.9878 67.2 118.4 123.7 10 8.0 9.8
Cyazofamid Ci13H13CIN4O2S 15.58 325.05205 Confirmed 1.12x102 1.60x1072 0.9927 87.1 104.0 104.3 5 6.2 8.1
Cybutryne C11H10NsS 13.62 254.14339 Quan only 6.14x102 7.21x10% 0.9864 100.5 115.4 1155 5 6.5 5.1
Cyclosulfamuron C17H19Ns06S 15.28 422.11288 Confirmed 8.34x10° 1.46x102 0.9911 116.8 131.8 135.3 5 9.1 11.2
Cycloxidim C17H27NO3S 19.24 326.17844 Check ID 4.66x10° 1.48x10% 0.9881 93.4 112.0 114.2 5 9.9 8.5
Cycluron C11H22N20 10.86 199.18049 Quan only 6.68x102 6.24x1072 0.9887 97.3 106.1 104.8 5 5.5 6.4
Cyflufenamid C20H17FsN202 18.28 413.12830 Confirmed 1.21x102 2.07x10% 0.9930 81.9 99.4 97.3 5 3.2 9.8
Cyhalofop-butyl C20H20FNO4 23.02 380.12686 Quan only -1.62x10° 3.57x10% 0.9912 ** 35.9 44.1 10 21.3 9.4
Cymiazole C12H14N2S 5.43 219.09505 Check ID -9.78x1072 3.63x102 0.9314 *x 90.0 80.4 10 10.1 10.5
Cype”lns’;m'r‘sgmix of C22H15ClNO3 2209 | 43310802 | CheckID -3.46x10° 4.43,10° 0.9899 w* 42.2 46.0 10 7.4 13.0
Cyphenothrin C24H25NO3 22.45 376.19072 Check ID -9.74x10* 2.00x10% 0.9810 *x 26.0 44.9 10 15.5 11.9
Cyproconazole Ci15H18CIN3O 15.82 292.12112 Confirmed 4.42x10° 1.27x102 0.9917 85.3 107.5 118.3 5 39 12.1
Cyprodinil C14H15N3 15.90 226.13387 Quan only 2.99x102 7.10x102 0.9916 82.4 91.1 92.5 5 2.2 6.2
Cyprofuram C14H14CINO3 8.71 280.07350 Confirmed 1.01x102 2.28x102 0.9891 78.3 94.7 97.9 10 4.6 4.0
Cyprosulfamide C18H18N20sS 7.63 375.10092 Quan only -4.26x10°° 4.01x10°% 0.9850 *x 38.2 80.2 10 27.2 13.1
Daimuron Ci17H20N20 13.68 269.16484 Confirmed 6.69x102 4.54x102 0.9834 121.7 137.1 132.2 5 7.2 6.0
Demeton-O CsH1903PS2 11.51 259.05860 Check ID 2.24x102 1.20x102 0.9898 *x 135.8 115.6 10 2.4 4.7
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Identificacién cromatografica y de espectrometria § Regresion Iingal porldera_da $ Recuperac_ic’)n a ca_da nivel 1 Precisién mostrada solo al
Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Demeton-S-methyl CeH1503PS2 7.87 231.02730 Quan only -8.35x10° 4.26x103 0.9846 o 36.3 60.7 10 8.9 6.5
Demetsolﬂ;gr']';"ethy" CeH1505PS2 4.45 263.01713 | Quan only 7.37x10° 2.14x107 0.9894 *x 211 31.0 10 19.2 10.8
Desmedipham Ci6H16N204 11.26 136.03909 Check ID 2.70x107 2.98x1072 0.9831 - 37.3 37.2 10 6.7 6.3
Desme;::iyr;{g;':fmid"' C11H16N4O3 7.62 253.12952 | Confirmed 3.63x1072 3.61x107 0.9897 1042  * 115.3 110.9 10 1.9 37
Desmetryn CsHisNsS 8.07 214.11209 Confirmed 3.65x102 1.13x10* 0.9873 85.7 100.9 104.7 5 6.1 6.0
Dialifos C14H17CINO4PS, 18.86 394.00979 Confirmed 1.10x107 1.19x1072 0.9927 a4.7 67.0 67.9 5 8.0 6.8
Diazinon C12H21N203PS 17.22 305.10833 Confirmed 3.62x107 3.88x107 0.9902 105.4 125.7 1315 5 5.9 4.4
Dichlormid CeH1.CI2NO 7.57 208.02905 Confirmed -6.74x10° 1.60x1072 0.9924 62.5 85.7 91.6 5 7.7 5.4
Dichlorvos C4H7Cl,04P 7.51 220.95318 Confirmed -3.74x10° 1.23x1072 0.9925 73.9 105.8 108.9 5 11.0 6.3
Diclobutrazol Ci5H1eCl2NsO 16.45 328.09779 Confirmed 3.02x10° 1.10x107 0.9916 114.0 130.0 126.9 5 3.7 4.1
Diclocymet CisH16CI2N20 15.79 172.99158 Confirmed -1.01x10° 3.61x103 0.8908 98.0  * 111.6 110.9 10 7.3 5.4
Diclosulam C13H10CI2FNsOsS 9.03 405.99382 Quan only -4.55x10°° 2.22510°% 0.9911 ** 53.0 79.9 10 15.3 13.4
Diethatyl-ethyl C16H2:CINO3 16.01 312.13610 Confirmed 8.32x10° 3.95x1072 0.9915 89.2 103.5 109.3 5 7.3 6.6
Diethofencarb C14H21NO4 11.84 268.15433 Confirmed 2.87x107 2.73x107 0.9885 126.8  * 135.7 124.1 10 4.9 5.1
D"encgf”izéﬂir(s”;i’““re CisH17Cl:N3Os 19.25 | 406.07197 | Confirmed -1.47x10° 9.03x10° 0.9845 63.4 61.9 55.5 5 3.9 46
Diflubenzuron C14H9CIF2N202 16.36 311.03934 Confirmed 2.32x10%° 5.72x10% 0.9893 64.9 108.3 108.5 5 26.8 12.3
Diflufenican Ci9H11FsN202 19.69 266.04169 Confirmed 6.29x10™ 1.10x10° 0.9916 80.8  * 98.7 90.2 10 7.6 55
Dimepiperate Ci1sH2:NOS 18.94 264.14166 Confirmed 1.65x102 1.69x1072 0.9896 75.5 * 96.8 97.7 10 3.4 4.3
Dimethachlor C13H1sCINO> 10.76 256.10988 Confirmed -4.91x10%2 3.71x1072 0.9816 77.3 85.5 88.3 5 46 43
Dimethametryn C11H21NsS 14.50 256.15904 Quan only 1.51x10 1.51x10? 0.9898 100.9 * 117.5 117.3 10 2.6 4.1
Dimethenamid C12H15CINO,S 12.34 276.08195 Confirmed 7.55x10° 3.56x1072 0.9899 455  * 98.2 108.0 10 6.9 17.6
Dimethoate CsH12NOsPS, 5.29 230.00690 Confirmed -7.09x10°3 1.90x1072 0.9901 o 74.0 81.3 10 9.0 11.2
Dimethomorph C21H2:CINO, 14.07 388.13101 Quan only -1.86x10° 6.36x10° 0.9880 61.5 102.7 116.2 5 18.3 14.2
Dimethylvinphos C10H:0Cl;04P 14.32 127.01542 Confirmed 2.245102 1.88x1072 0.9887 1115  * 129.2 128.3 10 41 49
Dimetilan C10H16N4O3 5.55 241.12952 Quan only 3.97x107 5.43x1072 0.9900 495  * 75.1 76.9 10 6.1 6.0
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Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Dimoxystrobin C19H22N203 16.28 327.17032 Confirmed 5.31x102 5.26x1072 0.9933 131.4 * 149.4 145.6 10 2.7 4.1
Diniconazole C15H17CI2NsO 18.54 326.08214 Confirmed 4.69x10° 1.88x1072 0.9924 91.3 106.0 104.5 5 51 4.4
Dioxathion C12H2606P2S4 20.19 271.02221 Quan only -3.04x1072 2.71x10% 0.9499 32.2 41.6 42.4 5 49 12.2
Diphenamid Ci16H17NO 11.03 240.13829 Confirmed 3.48x102 6.87x102 0.9894 115.7 * 126.1 121.9 10 3.0 4.0
Dipropetryn C11H21NsS 14.50 256.15904 Check ID 1.51x10 1.51x10* 0.9898 100.9 * 117.5 117.3 10 2.6 4.1
Disulfoton Sulfone CsH1904PS3 9.59 307.02558 Confirmed 7.64x10° 2.17x10% 0.9887 96.3 * 1125 1115 10 3.0 34
Disulfoton Sulfoxide CsH1903PS3 9.54 291.03067 Confirmed 2.50x102 3.21x102 0.9891 107.7 * 125.8 1225 10 2.8 3.6
Dithiopyr Ci15H16FsNO2S2 19.53 402.06154 Confirmed -2.35¢10° 2.97x10° 0.9895 43.9 94.2 101.5 5 22.5 14.8
Diuron CoH10CI2N20 11.11 233.02429 Confirmed 5.75x103 2.14x102 0.9891 46.4 81.8 88.5 5 235 11.9
DMST CoH14N202S 7.86 215.08487 Check ID -6.76x107? 2.27x102 0.9860 *x 43.6 40.9 10 12.5 8.6
Dyfonate C10H150PS2 17.11 247.03747 Confirmed -6.35x10° 8.99x10% 0.9857 94.7 121.9 116.1 5 9.3 5.2
Edifenphos C14H1502PS2 17.28 311.03238 Confirmed 5.38x102 4.93x102 0.9925 64.9 * 89.3 92.4 10 49 5.4
Epoxiconazole (iso) C17H13CIFN3O 15.82 330.08039 Confirmed 1.06x102 1.58x1072 0.9910 111.6 119.7 118.4 5 10.7 8.8
Esprocarb Ci1sH2sNOS 20.12 266.15731 Quan only 6.20x102 5.34x1072 0.9919 41.6 * 62.5 66.8 10 7.6 6.4
Etaconazole C14H15CI2N3O2 15.64 328.06141 Confirmed 2.10x10° 1.23x10%? 0.9875 88.2 104.6 108.4 5 6.6 6.5
Ethaboxam C14H16N4OS> 9.09 321.08383 Confirmed -1.14x10 6.23x10° 0.9849 51.0 * 50.1 47.8 10 234 11.7
Ethaﬂgf#}'/{”"” Ci5H18N606S 9.58 411.10813 | Quan only 1.46x107 1.27x1072 0.9861 147.6 145.9 138.8 5 1.9 5.2
Ethion CoH2204P2S4 20.67 384.99489 Confirmed 1.69x102 2.83x102 0.9906 78.4 86.5 87.5 5 8.4 6.6
Ethiozin CoH16N4OS 8.09 229.11176 Confirmed -5.04x10° 3.15x10% 0.9890 34.8 * 69.6 81.7 10 6.3 6.1
Ethiprole C13HoCl2F3sN4OS 12.61 396.98990 Quan only -3.03x10°% 2.73x10°% 0.9864 35.0 83.3 97.2 5 24.0 11.6
Ethoxysulfuron Ci15H18N4O7S 14.23 399.09690 Quan only 7.23x10° 1.04x102 0.9891 130.5 150.7 5 3.9 5.3
Ethychlozate C11H11CIN202 11.75 239.05818 Confirmed -2.46x103 1.59x102 0.9887 61.7 97.4 102.1 5 15.8 18.4
Etobenzanid C16H15CI2NO3 17.70 340.05018 Confirmed 2.44x10%° 1.27x102 0.9908 66.0 85.7 83.6 5 8.4 7.4
Etofenprox Ca25H2803 23.20 394.23767 Confirmed 5.51x10% 3.37x102 0.9922 75.6 80.8 76.7 5 5.3 7.6
Etoxazole Ca21H23F2NO2 21.56 360.17696 Confirmed 1.30x10* 8.41x1072 0.9920 133.3 133.8 129.0 5 5.6 5.1
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Identificacién cromatografica y de espectrometria § Regresion Iingal porldera_da $ Recuperac_ic’)n a ca_da nivel 1 Precisién mostrada solo al
Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Etrimfos C10H17N204PS 16.69 293.07194 Confirmed 1.55x102 6.26x1072 0.9868 111.8 * 128.7 125.9 10 2.4 3.5
Famoxadone Ca22H18N204 18.09 392.16048 Confirmed -4.17x10°3 2.36x10° 0.9919 ** 36.5 40.2 10 10.7 15.5
Famphur C10H16NOsPS:2 10.05 326.02803 Quan only 1.07x10? 2.13x10% 0.9873 96.4 * 112.3 113.7 10 3.6 3.7
Fenamidone C17H17N3OS 12.65 312.11651 Confirmed -1.21x1072 1.77x102 0.9901 *x 86.2 119.3 10 4.2 10.5
Fenamiphos Ci13H22NOsPS 16.04 304.11308 Confirmed 6.04x102 4.79x102 0.9917 99.4 111.1 113.1 5 3.8 3.9
Fenamiphos-sulfone C13H22NOsPS 8.37 336.10291 Quan only 5.62x10° 1.37x102 0.9828 75.5 91.1 99.2 5 7.1 6.2
Fenamiphos-sulfoxide Ci13H22NO4PS 8.15 320.10799 Confirmed 2.08x102 1.94x102 0.9846 hid 53.5 56.7 10 10.2 6.2
Fenarimol C17H12CI2N20 14.99 331.03994 Confirmed -1.59x10* 5.81x10°% 0.9912 58.4 99.7 106.5 5 9.2 11.1
Fenazaquin C20H22N20 23.00 307.18049 Confirmed 3.73x102 9.65x1072 0.9927 60.6 * 72.5 69.1 10 5.5 4.4
Fenbuconazole C19H17CINs 16.16 337.12145 Confirmed 3.80x10° 1.10x1072 0.9897 88.3 105.4 105.1 5 6.5 7.2
Fenchlorazol-ethyl C12HsClIsN3O2 17.97 401.91319 Confirmed 1.21x10° 6.50x10° 0.9912 *x 54.0 57.4 10 6.9 14.8
Fenhexamid C14H17CI2NO2 14.37 302.07091 Confirmed -1.50x10* 6.40x10% 0.9894 61.0 89.0 97.8 5 8.1 7.5
Fenobucarb C12H17NO2 11.73 208.13321 Check ID 2.53x102 4.27x10% 0.9874 132.3 123.6 115.8 5 5.8 5.4
Fenoxanil C15H18CI2N202 15.97 329.08181 Confirmed -2.07x1072 1.45x107 0.9696 71.2 68.9 70.4 5 4.7 7.4
Fenoxaprop C16H12CINOs 15.76 277.89297 Confirmed 1.79x10* 6.37x10° 0.9901 117.1 * 119.3 114.3 10 2.2 35
Fenoxaprop-ethyl C18H16CINOs 19.96 362.07898 Confirmed 2.10x102 2.37x102 0.9907 ** 54.2 57.3 10 11.3 8.1
Fenoxycarb C17H19NO4 12.35 302.13868 Quan only 3.40x102 4.61x102 0.9927 128.6 133.0 132.8 5 10.5 6.8
Fenpiclonil C11H6Cl2N2 12.12 236.99808 Confirmed -3.25¢10°® 1.52¢10° 0.9851 *x 42.2 73.0 10 11.3 14.7
Fenpropidin CioHaiN 11.66 274.25293 Confirmed 1.96x102 6.62x1072 0.9885 75.6 * 82.6 75.6 10 45 4.4
Fenpropimorph C20H33sNO 12.03 304.26349 Confirmed 1.68x102 4.80x102 0.9871 85.2 * 97.0 91.1 10 4.3 4.9
Fenpyroximate C24H27N304 22.05 422.20743 Check ID 1.70x102 1.97x102 0.9857 89.1 95.1 96.6 5 6.3 4.5
Fensulfothion C11H1704PS2 10.78 309.03786 Confirmed 3.01x102 2.92x102 0.9885 100.5 * 118.0 117.3 10 4.0 4.1
Fensulfothion-oxon C11H170sPS 6.38 293.06071 Check ID 6.09x102 1.98x102 0.9847 *x 28.9 37.0 10 4.7 4.7
Fe“”gﬂ}ggg'oxon' CuH170sPS 6.47 309.05562 | Confirmed 2.08x10° 1.06x102 0.9892 56.9  * 81.5 89.2 10 6.5 55
Fensulfothion-sulfone C11H170sPS2 11.00 325.03278 Check ID 3.62x10° 1.24x102 0.9901 79.9 99.8 101.8 5 7.8 9.6
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Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::réﬁl?r:ZrIZS) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA)E))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Fenthion C10H1503PS2 17.28 279.02730 Confirmed -3.03x10° 3.84x10°% 0.9903 *x 79.6 101.9 10 6.7 8.6
Fenthion Oxon C10H1504PS 11.95 263.05014 Confirmed 3.13x102 4.56x107? 0.9894 94.5 111.2 111.4 10 2.3 34
Fenthion Sulfoxide C10H1504PS2 8.78 295.02221 Confirmed 1.45¢102 2.31x10% 0.9880 86.4 103.2 102.9 10 1.4 4.5
Fenthion-ethyl C12H1903PS> 19.92 307.05860 Quan only 1.19x102 1.61x1072 0.9931 34.5 67.5 71.0 5 14.6 16.8
Fenthion-sulfone C10H1505PS2 9.08 311.01713 Confirmed -5.80x10* 6.79x10° 0.9881 50.6 88.3 96.4 5 15.9 135
Fenthion-sulfoxide C10H1504PS2 8.78 295.02221 Confirmed 1.45¢102 2.31x10% 0.9880 86.4 103.2 102.9 10 14 4.5
Ferimzone 1 CisH1sN4 9.50 255.16042 Confirmed 5.00x102 3.22x1072 0.9901 122.1 148.5 139.7 5 9.5 15.6
Ferimzone 2 C1sH1sNa 10.85 255.16042 Confirmed 6.30x102 4.68x107 0.9897 123.1 130.1 1149 5 55 7.8
Flamprop Isopropyl C19H19CIFNO3 17.35 105.03368 Confirmed 4.66x1072 7.58x1072 0.9918 86.5 99.8 98.4 10 3.6 4.4
F'é‘(’:;pert';‘\’/;i“;ghy' CuH1sCIFNO; 1414 | 105.03367 | Confirmed 2.70x107 2.85x10 0.9887 116.6 126.1 1226 10 26 5.1
Flamprop-M-isopropyl C19H19CIFNO3 17.35 105.03368 Confirmed 4.66x1072 7.58x1072 0.9918 86.5 99.8 98.4 10 3.6 4.4
Flazasulfuron C13H12F3Ns0sS 11.73 182.05583 Confirmed 5.53x10° 1.05x1072 0.9856 126.4 134.4 129.1 10 3.2 3.6
Florasulam C12HgF3NsOsS 6.07 360.03727 Quan only -5.25x10°® 3.31x10°% 0.9922 a71.7 62.2 89.1 10 13.9 13.2
Fluacrypyrim C20H21F3N20s 18.92 427.14753 Quan only 1.57x1072 2.56x102 0.9898 112.9 131.9 124.4 10 35 45
Fluazifop CisH12F3NO4 18.54 328.07912 Confirmed 3.00x10°° 1.18x1072 0.9924 74.7 95.5 101.4 10 7.0 8.8
Fluazifop-Butyl C19H20F3NO4 20.10 384.14172 Confirmed 7.03x102 6.53x1072 0.9937 55.8 72.8 74.5 10 59 5.6
Flufenacet C14H13FaN302S 14.84 364.07374 Confirmed 2.59x102 2.84x107 0.9900 101.9 113.3 116.5 5 54 7.7
Flumetsulam C12HoF2Ns02S 5.07 326.05178 Quan only -9.36x10° 5.46x10% 0.9868 * 42.2 61.3 10 13.1 14.8
Flumorph C21H22FNO4 11.49 285.09125 Confirmed 7.49x10° 1.20x10% 0.9859 101.7 120.0 115.7 10 0.9 4.2
Fluometuron C10H11F3N20 9.22 233.08962 Confirmed 1.45x102 3.58x1072 0.9902 *x 110.5 104.4 10 7.7 5.2
Fluopicolide Ci14HsCl3F3N20 13.36 382.97271 Quan only 4.03x10* 9.28x102 0.9906 77.6 100.0 103.9 5 8.8 11.6
Fluopyram Ci16H11CIF6N20 14.53 397.05369 Quan only 1.52¢102 2.15x1072 0.9906 100.1 113.9 114.7 5 6.5 6.4
Fluquinconazole C16HsCl2FNsO 14.75 376.01627 Quan only -3.91x10°% 2.05x10% 0.9875 *x 57.0 83.6 10 14.7 14.7
Fluridone Ci9H14F3NO 12.22 330.11003 Confirmed 3.27x107? 4.40x102 0.9882 129.8 144.4 142.3 10 0.8 4.1
Fluroxypyr C7HsCI2FN203 21.38 254.97340 Quan only 4.56x10* 2.62x10% 0.9902 *x 39.7 61.2 10 21.8 13.8
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Identificacién cromatografica y de espectrometria § Regresion Iingal porldera_da $ Recuperac_ic’)n a ca_da nivel 1 Precisién mostrada solo al
Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Flurprimidol CisH1sF3N202 13.65 313.11584 Confirmed -1.58x107? 1.26x1072 0.9909 63.1 66.5 108.9 5 6.6 12.9
Flurtamone C1gH14F3NO2 12.83 334.10494 Confirmed 4.89x107? 3.49x1072 0.9879 143.7 146.5 137.5 10 15 4.1
Flusilazole Ci16H15F2N3Si 16.50 316.10761 Confirmed -3.74x10°° 1.75x10%2 0.9901 39.4 92.7 105.0 5 23.2 16.2
Fluthiacet-methyl Ci1sH1sCIFN3O3S2 17.09 404.03002 Confirmed 6.13x103 1.24x102 0.9896 76.8 103.3 100.0 5 10.2 7.0
Flutolanil C17H16F3NO2 13.51 324.12059 Confirmed 3.92x102 3.06x102 0.9874 131.5 135.9 123.7 10 5.9 4.6
Flutriafol Ci16H13F2N30 9.91 302.10995 Confirmed -2.04x107? 1.33x10%2 0.9870 46.4 62.9 114.2 10 12.1 17.8
Forchlorfenuron C12H10CIN3O 10.96 248.05852 Confirmed 2.15x10% 8.81x10% 0.9869 78.2 104.7 108.3 5 5.9 9.8
Fosthiazate CoH1sNO3PS2 9.04 284.05385 Confirmed 2.89x102 4.20x10% 0.9905 117.0 128.0 125.2 10 2.0 4.3
Furalaxyl C17H19NO4 12.35 302.13868 Confirmed 3.40x102 4.61x102 0.9927 128.6 133.0 132.8 5 10.5 6.8
Furathiocarb Ci18H26N20sS 20.00 383.16352 Confirmed 2.87x102 3.64x107 0.9914 71.7 91.6 87.4 10 5.2 7.1
Furmecyclox C14H21NO3 16.72 252.15942 Confirmed 3.72x102 5.91x10% 0.9889 107.9 128.2 128.8 10 57 4.7
Halosulfuron-methyl Ci13H15CIN6O7S 14.83 435.04842 Quan only 1.58x10% 3.95x10% 0.9897 47.9 109.8 121.3 5 18.3 8.9
Haloxyfop Ci15H11CIFsNOg4 16.11 362.04015 Confirmed -1.45¢10° 3.63x10° 0.9895 65.2 127.8 132.1 5 15.1 10.9
"I'E?L%ngglj C1oH19CIFsNOs 19.86 | 434.09766 | Confirmed 1.08x10 1.88x102 0.9871 63.8 76.7 76.8 5 10.9 8.6
Haloxyfop-methyl C16H13CIF3NO4 18.83 376.05580 Confirmed 5.15x102 4.54x1072 0.9927 85.5 108.9 107.5 10 4.9 4.3
Heptenophos CoH12CIO4P 10.79 251.02345 Confirmed 5.26x103 1.68x1072 0.9861 83.1 102.5 107.7 5 3.8 3.8
Hexaconazole C14H17CI2N3O 17.61 314.08214 Confirmed 2.36x10° 1.04x107 0.9914 86.3 109.0 110.3 5 8.9 6.1
Hexazinon C12H20N402 8.28 253.16590 Confirmed 1.66x102 4.15¢107? 0.9881 46.2 70.8 74.2 10 5.2 4.0
Hexythiazox C17H21CIN202S 20.98 353.10850 Confirmed -2.87x10°% 6.74x10° 0.9874 36.2 59.8 62.1 5 20.5 10.1
Imazalil C14H14CI2N20 9.52 297.05560 Confirmed 2.75x102 2.52x102 0.9883 108.2 123.2 116.6 5 4.6 3.7
Imazethapyr C15H19N303 6.65 290.14992 Confirmed -4.61x1072 2.35x102 0.9889 46.8 27.8 21.8 5 2.2 3.7
Imazosulfuron C14H13CIN6OsS 14.22 413.04294 Confirmed -4.63x10* 4.28x10° 0.9879 49.4 103.4 113.4 5 6.7 9.8
Imibenconazole Ci17H13CIsN4S 20.78 410.99993 Confirmed -2.24x10* 3.47x10°% 0.9890 41.1 76.9 84.6 5 315 14.3
Imiprothrin Ci17H22N204 14.53 319.16523 Check ID 5.27x10° 9.19x102 0.9906 74.2 103.1 107.0 5 10.6 5.1
Inabenfide C19H15CIN202 12.81 339.08948 Check ID -8.93x10° 5.39x10% 0.9915 *x 68.4 83.7 10 10.1 14.8
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Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)

Indanofan C20H17CIO3 15.17 341.09390 Check ID -3.88x10° 1.88x10° 0.9890 *x 33.5 64.2 10 20.8 9.4
Indaziflam C16H20FNs 14.81 302.17755 Confirmed 5.63x102 4.00x1072 0.9882 108.3 119.8 118.3 5 8.4 55
Ipconazole C18H24CIN3O 19.46 334.16807 Confirmed 8.99x103 1.68x1072 0.9924 78.4 94.2 91.1 5 3.6 14.9
Iprovalicarb CisH2sN203 14.34 321.21727 Check ID -3.99x1072 3.74x1072 0.9848 91.3 92.2 120.6 5 3.9 4.8
Isazophos CoH17CIN3OsPS 14.07 314.04895 Confirmed 2.32x102 4.36x1072 0.9889 124.6 131.0 131.2 5 7.2 5.1
Isocarbophos C11H16NO4PS 16.46 230.98754 Quan only 7.29x10°° 2.25x107 0.9876 109.2 138.6 139.5 5 14.1 16.7
Isofenphos C15H24NO4PS 18.02 346.12364 Confirmed -2.15x10* 5.79x10° 0.9934 68.0 104.3 108.6 5 15.7 8.0
Isopropalin Ci15H23N304 22.02 310.17613 Confirmed -3.22¢10°° 1.29¢10% 0.9904 88.1 101.4 94.5 5 53 12.3
Isoprothiolane C12H1804S2 13.73 291.07193 Confirmed 4.78x107? 4.40x107? 0.9893 112.8 129.7 128.2 10 2.6 3.8
Isoproturon Ci12H18N20 10.42 207.14919 Check ID 6.53x102 6.47x10% 0.9900 127.4 131.4 126.5 10 1.9 4.0
Isouron C10H17N302 8.22 212.13935 Confirmed 2.08x1072 5.32x107 0.9889 100.7 103.0 110.6 5 5.4 7.6
Isoxaben C18H24N204 13.49 333.18088 Confirmed 1.52x102 2.93x1072 0.9859 107.2 122.7 118.8 10 2.8 3.6
Isoxadifen-ethyl Ci1sH17NO3 16.48 296.12812 Confirmed 4.97x107? 3.00x107 0.9914 116.0 107.2 99.5 5 10.4 5.9
Isoxathion C13H16NO4PS 18.43 314.06104 Confirmed 6.01x102 5.49x1072 0.9922 85.4 107.0 106.5 10 3.1 4.0
Karbutilate C14H21N303 7.60 280.16557 Confirmed 2.50x1072 2.96x1072 0.9857 125.2 132.9 131.3 5 35 4.1
Kresoxim Methyl C18H19NO4 16.38 314.13868 Confirmed 2.69x102 2.33x102 0.9924 130.5 143.1 135.8 10 4.1 4.9
Linuron CoH10CI2N202 12.73 249.01921 Confirmed -5.42x10° 1.13x102 0.9884 81.2 103.5 112.9 5 115 15.5
Malathion C10H1906PS2 13.47 331.04334 Confirmed 1.32x102 2.57x1072 0.9888 112.2 120.8 120.6 5 5.1 6.8
Malathion-oxon C10H1507PS 7.75 315.06619 Confirmed 2.39x102 3.32x1072 0.9891 108.4 120.1 117.9 10 4.1 4.1
Mandipropamid C23H22CINO4 13.73 412.13101 Confirmed 7.36x10°° 1.04x1072 0.9838 95.3 117.2 122.0 5 9.9 7.3
Mecarbam C10H20NOsPS2 14.79 330.05933 Check ID 2.68x102 2.99x1072 0.9902 73.4 91.9 93.7 5 8.2 6.1
Mefenacet Ci16H14N202S 14.62 299.08487 Confirmed 2.91x102 4.77x102 0.9916 88.6 117.8 121.7 10 8.9 7.7
Mefenpyr-diethyl C16H18CI2N204 17.47 373.07164 Confirmed 1.67x102 2.00x102 0.9919 78.5 99.2 97.4 5 10.4 6.4
Mefluidide C11H13F3N203S 7.73 311.06717 Confirmed -1.38x10° 7.82x10°% 0.9887 53.4 93.1 103.3 10 11.6 7.9
Mepanipyrim C14H13N3 15.43 224.11822 Quan only -1.98x102 6.12x102 0.9913 83.9 99.1 103.0 5 1.6 7.1
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Identificacién cromatografica y de espectrometria § Regresion Iingal porldera_da $ Recuperac_ic’)n a ca_da nivel 1 Precisién mostrada solo al
Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ }
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)

Mephosfolan CsH16NO3PS2 7.48 270.03820 Confirmed 3.56x102 3.71x10%2 0.9880 82.5 * 94.3 95.9 10 6.9 4.8
Mepronil C17H19NO2 13.47 270.14886 Confirmed 3.55x102 3.94x102 0.9880 121.2 117.8 118.3 5 8.8 7.8
Metalaxyl C15H21NOg4 10.13 280.15433 Confirmed 5.07x102 1.05x10* 0.9875 92.8 * 126.7 131.2 10 8.5 6.0

Metazachlor C14H16CIN3O 10.10 278.10547 Check ID -3.81x1072 3.21x102 0.9846 41.0 61.1 98.3 5 8.6 5.8

Metconazole C17H22CIN3O 17.93 320.15242 Check ID 2.44x10°% 1.52x102 0.9916 52.1 85.0 87.1 5 10.8 11.9

Methabenzthiazuron C10H11N30S 10.86 222.06956 Confirmed -6.69x107? 3.12x10% 0.9804 92.9 91.8 49.1 5 4.9 4.4

Methacrifos C7H1305PS 11.15 241.02941 Confirmed -1.56x10° 8.91x10% 0.9912 80.5 109.6 117.8 5 7.5 10.7

Methidathion CsH11N204PS3 10.95 302.96829 Confirmed 7.06x10° 1.70x10% 0.9876 91.0 103.4 104.8 5 7.0 5.7
Methomyl CsH10N202S 4.45 106.03211 Quan only -3.98x1072 1.63x102 0.9449 52.4 311 28.5 5 1.0 6.2

Methoprotryne C11H21Ns0S 10.29 272.15396 Confirmed 5.98x102 6.34x107 0.9889 125.3 * 141.3 136.3 10 2.4 4.1
Methoxyfenozide C22H28N203 14.04 369.21727 Confirmed 8.98x10° 1.46x107 0.9869 131.6 131.6 127.6 5 6.9 4.8
Methyl Paraoxon CgH10NO6P 10.91 248.03185 Check ID -1.71x107 2.11x102 0.9909 38.0 41.5 64.3 5 19.0 10.6

Metobromuron CoH11BrN202 9.94 259.00767 Confirmed 1.96x10° 1.50x107 0.9871 73.0 90.6 98.0 5 5.8 10.0

Metolachlor C15H22CINO2 15.11 284.14118 Confirmed 5.77x102 9.05x1072 0.9909 100.8 114.1 116.0 5 4.6 4.3

Metominostrobin, E- C16H16N203 10.77 285.12337 Confirmed 3.08x102 3.72x10% 0.9888 123.5 * 134.0 128.3 10 2.2 3.7
Metominostrobin, Z- C16H16N203 8.80 285.12337 Check ID 1.61x102 2.86x1072 0.9870 *x 115.2 114.4 10 2.3 4.4
Metosulam C14H13CI2Ns04S 8.48 418.01381 Quan only -1.65x10° 4.71x10°% 0.9867 42.9 90.0 97.9 5 24.5 19.9
Metoxuron C10H13CIN202 6.63 229.07383 Confirmed 2.42x10° 2.03x10% 0.9899 56.1 * 86.2 93.9 10 7.5 5.2

Metrafenone Ci9H21BrOs 18.44 409.06451 Confirmed 8.55x10°° 1.53x1072 0.9927 74.0 90.7 88.1 5 6.1 8.1

Metribuzin CsH1aN4OS 7.33 215.09611 Confirmed -3.82¢107? 2.00x107 0.9875 *x 47.8 83.6 10 17.8 17.3
Metsulfuron-methyl C14H15Ns506S 8.05 382.08158 Quan only -1.42¢10° 8.04x10% 0.9813 41.1 79.1 90.7 5 22.8 12.5
Mevinphos C7H1306P 5.24 225.05225 Check ID -4.48x107 2.56x102 0.9898 *x 32.3 42.2 10 12.3 8.3
Molinate CoH17NOS 13.65 188.11036 Quan only -1.23x102 3.08x102 0.9897 43.2 85.0 95.2 5 11.5 13.5

Monolinuron CoH11CIN202 9.09 215.05818 Confirmed 5.49x10 2.42x10% 0.9883 7.7 * 97.6 97.9 10 3.7 3.6
Monuron CoH11CIN20 7.72 199.06327 Check ID -1.73x102 2.64x102 0.9886 *x 65.3 84.1 10 7.5 17.8
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Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::réﬁl?r:ZrIZS) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA)E))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Myclobutanil Ci15H17CINa 14.20 289.12145 Confirmed 7.03x10° 1.27x10% 0.9921 104.9 123.2 121.3 5 11.0 7.0
Naphthalophos C1sH16NOGP 1419 | 350.07880 | Confirmed 3.14x107 2.99x10° 0.9886 46.6 69.3 72.0 10 16 47
(naftalofos)

Napropamide C17H21NO2 15.39 272.16451 Confirmed 5.54x102 6.76x1072 0.9910 107.9 128.2 124.5 10 0.5 3.9
Naptalam C18H13NOs 7.78 292.09682 Confirmed -7.69x10° 2.99x10% 0.9871 *x 37.0 48.9 10 5.1 4.7
Neburon C12H16CI2N20 16.36 275.07125 Check ID 3.67x102 2.56x107 0.9920 116.0 126.8 125.3 5 0.6 3.7

Nicosulfuron C15H18N6O6S 9.58 411.10813 Quan only 1.46x102 1.27x102 0.9861 147.6 145.9 138.8 5 1.9 5.2

Nitenpyram C11H15CIN4O2 4.28 271.09563 Confirmed -1.11x107? 7.29x10° 0.9842 45.2 21.5 10.4 5 6.3 5.8
Norflurazon Ci12H9CIF3N3O 10.98 304.04590 Confirmed 1.11x102 2.20x102 0.9880 82.1 98.7 99.9 10 4.0 3.7
Norflurazon-desmethyl C11H7CIF3NzO 9.35 290.03025 Confirmed 3.54x10° 1.40x10%2 0.9884 83.2 95.9 97.6 5 6.6 7.8
Nuarimol Ci17H12CIFN20 12.51 315.06950 Confirmed 1.81x10° 7.17x10° 0.9896 119.5 126.8 124.1 5 8.9 5.3
Ochratoxina At C20H18CINOs 14.50 257.02069 Confirmed 1.04x102 4.02x101 0.9918 69.4 74.0 75.7 5 12.0 4.3
Ofurace C14H16CINO3 7.71 282.08915 Confirmed -8.71x10° 1.34x10% 0.9849 57.3 85.6 97.5 5 111 7.5
Orbencarb C12H16CINOS 18.02 258.07139 Confirmed -7.01x1072 4.89x1072 0.9571 59.9 72.4 72.9 5 5.9 4.8
Oxadiargyl C15H14CI2N203 17.83 341.04542 Quan only -1.33x10° 1.60x10° 0.9887 *x 37.9 71.8 10 20.0 19.1
Oxadiazon Ci15H18CI2N203 20.38 345.07672 Confirmed -1.91x10°% 2.43x10°% 0.9899 *x 325 43.7 10 29.2 15.6
Oxasulfuron C17H18N4O6S 7.57 407.10198 Quan only -5.29x10° 5.16x10° 0.9867 34.8 73.4 83.7 5 18.1 6.9
Oxaziclomefone C20H19CI2NO2 19.91 376.08656 Confirmed 1.84x102 2.16x107 0.9898 41.1 71.1 71.1 5 4.7 17.8
Oxycarboxin C12H13NO4S 5.64 268.06381 Confirmed -1.37x107 1.02x102 0.9796 65.2 58.9 44.6 5 32.8 14.4
Oxyfluorfen Ci15H11CIFsNOg4 16.11 362.04015 Quan only -1.45x10° 3.63x10° 0.9895 65.2 127.8 132.1 5 15.1 10.9
Paclobutrazol Ci15H20CINsO 13.26 294.13677 Check ID -2.49x10°% 1.85x1072 0.9897 49.1 98.5 111.4 5 13.0 13.8
Parathion-oxon C10H14NO6sP 9.84 276.06315 Confirmed -2.85x103 1.24x102 0.9863 80.2 98.6 102.7 5 9.5 10.2
Penconazol C13H15CI2N3 17.13 284.07158 Confirmed 1.35x102 1.93x102 0.9919 103.2 114.6 1139 5 8.7 6.1
Pencycuron C19H21CIN20 18.63 329.14152 Confirmed 2.02x102 2.69x1072 0.9897 80.6 95.1 94.2 5 7.0 6.1
Pendimethalin C13H19N304 21.13 282.14483 Confirmed -3.66x10% 1.29x102 0.9885 72.7 83.6 83.4 5 6.7 6.7
Pentanochlor C13H18CINO 16.01 240.11497 Quan only 1.99x102 4.03x1072 0.9897 67.9 81.9 97.1 5 17.3 9.5
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Identificacién cromatografica y de espectrometria § Regresion Iingal porldera_da $ Recuperac_ic’)n a ca_da nivel 1 Precisién mostrada solo al
Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)

Penthiopyrad C16H20F3N30S 17.05 360.13519 Confirmed 2.17x102 3.37x10%2 0.9889 93.4 * 114.8 113.5 10 3.2 4.8
Phenothrin C23H2603 23.01 351.19547 Check ID -5.94x10°3 4.85x10°% 0.8999 44.2 50.3 55.3 5 219 10.3
Phenthoate C12H1704PS2 16.50 321.03786 Confirmed 2.28x102 2.41x10% 0.9910 104.4 125.1 123.9 5 5.6 4.6

Phorate C7H1702PS3 17.73 261.02010 Check ID -5.86x10° 2.78x10% 0.9782 59.6 92.4 85.6 5 7.7 6.7
Phorate oxon C7H1703PS2 10.81 245.04295 Confirmed 1.93x102 3.36x1072 0.9897 59.9 * 90.3 91.9 10 7.1 5.3
Phorate Sulfoxide C7H1703PS3 9.41 277.01502 Confirmed 1.86x102 3.61x1072 0.9903 101.8 * 121.7 119.4 10 2.4 3.7
Phorate-oxon Sulfone C7H1705PS:2 5.51 277.03278 Confirmed -7.31x10°% 2.24x1072 0.9876 60.8 62.2 78.8 5 125 17.3
Phorate-sulfone C7H1704PS3 9.58 293.00993 Confirmed 5.02x10° 1.42¢10% 0.9898 92.5 110.5 1135 5 6.2 14.0
Phosalone C12H15CINO4PS2 18.24 367.99414 Confirmed 3.75x10°8 8.94x10% 0.9913 65.7 89.5 92.1 5 6.7 7.6
Phosphamidon C10H19CINOsP 6.69 300.07621 Confirmed -7.06x107? 1.79x10% 0.9209 *x 54.6 37.7 10 52 7.7
Phoxim Ci12H1sN203PS 16.65 299.06138 Confirmed 1.27x102 3.80x1072 0.9915 86.1 * 105.3 105.9 10 5.0 5.2
Picolinafen C19H12F4N202 20.93 377.09077 Confirmed 7.61x10° 1.65x1072 0.9881 72.8 81.7 84.4 5 3.9 4.0
Piperalin C16H21CI2NO2 9.48 330.10221 Quan only 3.28x102 2.82x10% 0.9869 33.3 51.6 47.9 5 21.2 19.2
Piperonyl-butoxide C19H300s 20.38 356.24315 Confirmed 3.34x102 4.71x102 0.9903 75.3 * 93.9 91.3 10 3.3 8.2
Piperophos C14H28NO3PS2 19.03 354.13210 Confirmed 6.62x102 4.99x107 0.9935 142.3 152.9 143.9 5 3.8 4.4
Pirimicarb C11H18N4O2 6.49 239.15025 Confirmed 2.28x102 5.05x1072 0.9903 92.4 * 111.2 113.6 10 3.2 4.0
Pirimiphos Methyl C11H20N303PS 17.25 306.10358 Confirmed -1.16x1072 4.69x1072 0.9888 60.2 95.3 93.9 5 18.0 16.7
Pirimiphos-ethyl Ci13H24N303PS 19.98 334.13488 Confirmed 2.68x102 5.23x10% 0.9894 55.6 80.3 80.8 5 10.9 11.2
Pirimi%*:’sse'm;thy"“' CsH1sN3OsPS 10.13 | 278.07228 | Confirmed 2.74x10° 4.11x10% 0.9868 1062  * | 1220 121.9 10 3.0 45
Prallethrin C19H2403 18.92 301.17982 Confirmed 3.86x102 2.03x1072 0.9894 122.2 120.9 111.4 5 8.0 5.5
Pretilachlor C17H26CINO2 19.21 312.17248 Confirmed -3.84x102 4.51x102 0.9907 87.8 102.5 106.3 5 3.0 4.7
Prochloraz C15H16CIzN3O2 17.97 376.03809 Confirmed 9.93x10% 1.51x102 0.9928 87.0 105.2 104.0 5 9.0 5.6
Profenofos C11H1sBrCIOsPS 19.91 372.94242 Check ID 8.02x10% 7.97x10° 0.9918 *x 44.3 54.9 10 17.3 18.6
Promecarb C12H17NO2 12.99 208.13321 Confirmed 4.37x102 4.69x102 0.9881 *x 138.4 124.2 10 3.2 3.8
Prometon C10H19Ns0 8.59 226.16624 Confirmed 2.08x10* 2.23x10* 0.9897 109.4 * 125.3 121.5 10 2.1 3.8




Anexo A: Figuras y Tablas Suplementarias

137

Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Prometryn C10H19NsS 12.00 242.14339 Confirmed 3.21x102 6.77x107 0.9881 90.4 105.2 108.4 5 55 3.4
Propachlor C11H14CINO 10.04 212.08367 Confirmed 1.91x102 5.19x1072 0.9887 90.4 105.3 107.4 10 1.0 35
Propaphos C13H2104PS 17.13 305.09709 Confirmed 2.58x102 2.86x1072 0.9789 106.8 120.1 116.7 10 7.0 8.2
Propargite C19H2604S 21.33 368.18901 Confirmed 1.84x102 2.49x102 0.9913 33.4 51.2 56.4 10 7.5 11.6
Propazine CoH16CINs 11.98 146.02263 Confirmed 9.32x10°8 1.14x102 0.9889 105.8 117.4 1134 10 2.9 4.8
Propetamphos C10H20NO4PS 13.90 282.09234 Confirmed 4.74x10° 1.20x10%2 0.9909 92.1 110.0 114.7 5 3.2 9.3
PrOPiS?Tjggég;Xt“re C1sH17CI2N3O2 17.54 | 342.07706 | Confirmed | -4.67x10° 1.16x10? 0.9068 57.4 72.1 90.2 5 85 7.2
Propisochlor C15H22CINO2 15.11 284.14118 Confirmed 5.77x102 9.05x1072 0.9909 100.8 1141 116.0 5 4.6 4.3
Propyzamide C12H1CI.NO 13.02 | 256.02905 | Confirmed -7.78x10° 7.65x10° 0.9877 76.5 84.0 97.1 5 7.8 125
(pronamide)
Proquinazid C14H17IN202 22.01 373.04075 Confirmed 2.38x102 3.51x102 0.9913 55.5 65.1 64.9 5 2.2 7.4
Prosulfocarb C14H21NOS 19.44 252.14166 Quan only 2.69x102 5.00x107 0.9915 71.6 84.9 85.5 10 7.0 55
Prosulfuron Ci5H16F3Ns04S 12.88 420.09479 Confirmed 4.54x10° 7.86x10° 0.9890 99.7 1245 125.0 5 6.3 75
Prothioconazole Cu14H15CI2N30S 17.32 344.03856 Confirmed -3.17x10°% 1.26x10° 0.9864 *x 375 62.2 10 6.1 7.7
Pyraclofos C14H18CIN203PS 18.39 361.05370 Confirmed 2.56x102 2.19x102 0.9902 82.0 98.2 97.6 5 7.7 7.0
Pyraclostrobin C19H18CIN3O4 18.32 388.10586 Confirmed 2.37x102 3.65x1072 0.9918 107.9 121.3 116.4 10 3.8 5.0
Pyraflufen-ethyl C15H13Cl2F3N204 17.57 413.02772 Confirmed 1.00x102 1.37x10% 0.9922 51.8 76.8 78.8 10 3.3 8.8
Pyrazolynate C19H16CI2N204S 18.92 439.02806 Quan only 6.50x103 1.13x102 0.9890 47.6 72.7 72.2 5 9.5 19.3
Pyrazophos C14H20N30sPS 18.39 374.09340 Confirmed 2.27x102 2.06x107 0.9921 87.8 1114 110.2 10 3.1 4.7
Pyrazosulfuron-ethyl C14H18N6O7S 14.77 415.10304 Check ID 5.31x10°% 9.87x10% 0.9902 110.8 133.9 137.1 5 10.4 6.0
Pyrazoxyfen C20H16Cl2N203 17.46 403.06107 Confirmed 7.63x10° 1.24x10% 0.9907 69.6 91.7 88.6 5 2.4 7.8
Pyributicarb Ci18H22N202S 20.69 331.14748 Confirmed 2.98x102 4.76x102 0.9898 75.9 91.0 89.3 10 8.9 7.8
Pyridaben C19H25CIN20S 22.36 365.14489 Confirmed 3.82x102 3.31x102 0.9774 99.8 102.3 103.4 5 8.8 6.9
Pyridafol C10H7CIN20 6.63 207.03197 Confirmed 4.80x10° 1.44x102 0.9903 40.5 86.2 90.8 10 7.9 5.5
Pyridaphenthion C14H17N204PS 14.48 341.07194 Confirmed 2.57x102 2.55¢1072 0.9895 100.2 113.8 115.8 5 3.3 4.1
Pyridate C19H23CIN202S 23.00 379.12415 Confirmed 4.40x10° 1.69x102 0.9928 33.2 40.6 45.7 5 14.0 7.9
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Identificacién cromatografica y de espectrometria § Regresion Iingal porldera_da $ Recuperac_ic’)n a ca_da nivel 1 Precisién mostrada solo al
Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)

Pyrifenox C14H12CI2N20 13.96 295.03994 Confirmed 4.14x10° 1.43x10% 0.9884 82.1 99.0 102.0 5 2.3 7.4
Pyrimethanil Ci12H13N3 11.79 200.11822 Confirmed 3.15x102 5.77x102 0.9861 103.2 106.4 104.6 5 4.4 3.8
Pyriproxyfen C20H19NO3 20.84 322.14377 Confirmed 4.56x1072 4.94x107 0.9926 80.0 * 92.0 91.4 10 9.3 11.0
Pyroxsulam C14H13F3NsOsS 7.90 435.06930 Quan only 2.98x10°% 1.19x102 0.9892 82.4 109.5 109.1 5 9.3 8.2
Quinalphos C12H15N203PS 16.65 299.06138 Confirmed 1.27x102 3.80x102 0.9915 86.1 * 105.3 105.9 10 5.0 5.2
Quinoxyfen Ci15HsCI2FNO 21.40 308.00397 Check ID 7.62x10° 2.14x102 0.9909 58.0 61.8 66.7 5 15.8 7.6

Quizalofop-ethyl C19H17CIN204 19.93 373.09496 Confirmed 4,05x107? 3.55x102 0.9898 33.3 * 61.5 64.9 10 6.8 7.8
Resmethrin C22H2603 22.65 339.19547 Confirmed 9.02x10° 3.40x102 0.9817 65.1 * 74.8 74.4 10 10.5 8.0
Rimsulfuron C14H17Ns07S2 9.14 432.06422 Quan only -3.72x10°% 2.81x10% 0.9910 *x 54.2 86.3 10 11.8 16.6

Rotenone C23H2206 16.36 395.14891 Confirmed 1.29x102 1.22x102 0.9918 95.7 * 112.7 104.9 10 4.8 5.9
Sebuthylazin CoH16CINs 11.69 230.11670 Check ID 1.04x10t 6.12x102 0.9898 *x 139.6 122.7 10 0.8 4.3
Secbumeton C10H10Ns0 8.59 226.16624 Quan only 2.08x10* 2.23x101 0.9897 109.4 * 125.3 121.5 10 2.1 3.8
Sethoxydim Ci17H20NOsS 19.93 328.19409 Confirmed 2.58x102 2.56x107 0.9921 58.8 84.3 89.4 5 8.8 18.2

Siduron C14H20N20 12.14 233.16484 Confirmed 2.35x102 3.91x102 0.9853 101.2 * 111.1 108.0 10 2.4 3.6
Silthiofam C13H21NOSSi 16.06 268.11859 Confirmed 1.76x102 1.47x102 0.9911 87.3 * 114.6 114.8 10 59 6.2
Simeconazole C14H20FN3OSi 14.92 294.14324 Check ID -2.73x10* 2.07x102 0.9925 82.4 106.8 1125 5 9.3 7.5
Simetone CgHi15NsO 5.77 198.13494 Confirmed -1.81x10* 1.13x10* 0.9695 88.7 76.3 67.8 5 54 15.2
Simetryn CgH1sNsS 8.07 214.11209 Confirmed 3.55x102 1.13x10* 0.9872 85.7 100.8 104.6 5 6.1 6.0
S-Metolachlor Ci15H22CINO2 15.11 284.14118 Confirmed 5.77x102 9.05x1072 0.9909 100.8 114.1 116.0 5 4.6 4.3
Spirodiclofen C21H24Cl204 21.74 411.11244 Confirmed 6.09x10° 8.68x10° 0.9930 83.6 97.8 98.7 5 14.9 115
Spiromesifen C23H3004 21.30 388.24824 Confirmed 2.09x102 2.34x102 0.9911 48.3 * 64.3 67.0 10 2.3 12.5
Spirotetramat C21H27NOs 14.84 374.19620 Confirmed 3.43x107? 2.76x102 0.9884 105.9 * 127.2 122.3 10 3.7 4.7
Spirotetramat-enol Ci18H23NO3 9.16 302.17507 Confirmed -2.18x107? 1.41x102 0.9858 108.3 52.6 57.3 5 1.5 9.0
Sp""tergirr%i;mono' CisH2sNO3 7.15 304.19072 | Confirmed 4.83,10° 1.37x102 0.9868 63.4  * 71.9 69.3 10 11.1 78
Spiroxlignr;n;é;nix of C18H3sNO2 13.16 298.27406 Confirmed 2.80x102 6.21x102 0.9905 95.9 94.7 86.2 5 8.4 7.3
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Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Sulfallate CgH14CINS: 16.55 224.03290 Quan only -6.12x10° 1.16x107 0.9906 106.6 123.2 125.2 5 14.3 7.6
Sulfometuron Methyl C15H16N4OsS 8.05 365.09142 Quan only -3.57x10° 1.08x102 0.9802 86.4 86.4 98.6 5 8.1 11.8
Sulprofos sulfoxide C12H1903PS3 15.36 339.03067 Confirmed 2.92x102 2.75x10%2 0.9916 94.9 109.0 109.0 5 51 5.4
Tebuconazole C16H22CIN3O 16.98 308.15242 Confirmed 9.39x108 1.59x1072 0.9903 112.3 126.9 121.9 5 5.8 6.3
Tebufenozide C22H2sN202 16.30 353.22235 Check ID 8.34x10°% 1.40x102 0.9929 86.3 122.2 125.3 5 8.3 4.6
Tebufenpyrad C18H24CIN3O 20.29 334.16807 Confirmed 1.40x10° 1.36x107 0.9944 *x 27.6 35.7 10 11.2 12.6
Tebupirimfos Ci13H23N203PS 20.12 319.12398 Confirmed 1.25x102 3.80x102 0.9925 63.5 76.9 77.4 5 5.5 4.5
Tebutam C1sH2sNO 15.06 234.18524 Quan only 5.77x10? 8.71x102 0.9888 105.4 * 120.8 119.9 10 1.8 3.8
Tebuthiuron CoH16N4OS 8.09 229.11176 Confirmed -5.04x10° 3.15x102 0.9890 34.8 * 69.6 81.7 10 6.3 6.1
Tepraloxydim C17H22CINO4 14.85 342.14666 Confirmed -7.78x10° 5.78x10° 0.9892 58.5 85.2 99.8 5 11.6 15.3
Terbucarb C17H27NO2 18.77 278.21146 Confirmed 1.48x102 2.49¢107 0.9926 41.3 * 94.4 107.2 10 6.9 10.0
Terbufos CoH2102PS3 20.11 289.05141 Check ID 9.08x10° 7.63x10° 0.9934 38.3 78.1 82.2 5 211 115
Terbufos-sulfon CoH2104PS3 11.86 321.04123 Confirmed 8.65x103 1.65x1072 0.9884 122.5 130.6 129.1 5 3.6 4.5
Terbufos-sulfoxide CoH2103PS3 12.09 305.04632 Check ID 3.86x102 3.45¢102 0.9895 131.6 * 144.9 139.7 10 3.4 4.7
Terbumeton C10H19NsO 8.59 226.16624 Confirmed 2.08x10? 2.23x10? 0.9897 109.4 * 125.3 121.5 10 2.1 3.8
Terbumeton-desethyl CgH1sNsO 6.08 198.13494 Check ID 6.39x102 4.77x102 0.9876 88.4 93.7 92.6 5 19 34
Terbutryne C10H10NsS 12.62 242.14339 Confirmed 2.92x102 5.88x1072 0.9894 103.9 1135 115.4 5 4.1 5.0
Tetrachlorvinphos (iso) C10HoCl404P 16.28 364.90653 Confirmed 3.82x10° 6.07x10° 0.9924 72.6 103.7 110.4 5 16.5 11.2
Tetraconazole C13H11CI2FsN3O 15.44 372.02881 Confirmed 8.56x10* 7.45x10° 0.9899 89.8 120.6 121.2 5 7.3 7.3
Dithio{)’i}::;:gfphate CsH2005P2S; 16.64 | 323.03001 | Confirmed 1.56x102 4.50x1072 0.9889 1071 * | 1262 1232 10 55 5.0
Py:—;;[?:)estgfy]lite CsH2007P2 6.77 291.07570 Check ID -6.05x107? 1.73x102 0.9194 *x 41.5 27.6 10 0.2 3.7
Tetramethrin C19H25NO4 20.08 332.18563 Confirmed 1.45x102 1.66x1072 0.9943 *x 40.8 44.8 10 8.4 6.8
Thenylchlor C16H18CINO2S 15.06 324.08195 Confirmed 1.93x102 2.05x102 0.9915 98.7 115.0 116.1 5 2.0 4.9
Thiabendazole C10H7N3S 5.29 202.04334 Check ID 1.40x10° 2.26x1072 0.9860 *x 29.4 71.6 10 34.3 19.1
Thiacloprid C10HoCIN4sS 6.20 253.03092 Check ID 2.05x10* 9.68x102 0.9833 *x 61.4 74.8 10 12.0 13.5
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Identificacion cromatogréaficay de espectrometria &

Regresion lineal ponderada ¢

Recuperacién a cada nivel 1

Precisién mostrada solo al

Compuesto (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
sié’:‘nopn::r;??r:glgs) Formula T:;:.p Cslfgr?tlif(:s. Frgg n’\"/llgr;to Intercepto Pendiente R2 5 L’Ilgl/kg 10 szlkg 20 T‘lg/kg (Lll_gO/ng) R(USA[))’ R(Soz) R
(min) (m/z) (%) (%) (%)
Thiazafluron CeH7F3N4OS 7.90 241.03654 Confirmed -1.75x10° 1.46x1072 0.9893 72.9 96.7 97.9 5 10.4 7.9
Thiazopyr C16H17FsN202S 16.88 397.10037 Confirmed 1.21x102 3.51x102 0.9914 90.0 * 110.7 110.1 10 35 3.9
Thidiazuron CoHsN4OS 7.83 221.04916 Check ID -9.62x10° 5.19x10°% 0.9920 *x 48.4 87.5 10 9.3 10.5
Thifensulfuron-methyl C12H13Ns06S2 7.63 388.03800 Quan only -2.01x10°% 5.89x10% 0.9856 33.6 78.5 79.7 5 8.7 7.5
Thiobencarb Ci12H16CINOS 17.92 258.07139 Check ID -7.17x1072 4.92x102 0.9559 60.0 72.3 72.9 5 5.9 4.8
Thiodicarb C10H18N404S3 10.07 355.05629 Quan only 1.25x102 1.90x1072 0.9849 57.7 * 84.2 85.3 10 3.2 4.5
Thionazine (zinophos) CsH13N203PS 10.18 249.04573 Confirmed -1.53x10°® 2.37x102 0.9893 99.7 111.2 113.7 5 3.1 4.7
Thiophanate C14H18N404S2 10.54 371.08422 Confirmed -6.03x10° 8.90x10° 0.9895 *x 255 355 10 3.4 15.9
Thiophanate-ethyl C14H18N4O4S2 10.54 371.08422 Confirmed -6.03x10°® 8.90x10% 0.9895 hid 25.5 35.5 10 3.4 15.9
Thiophanate-methyl C12H14N404S2 7.42 343.05292 Quan only -4.88x10° 6.90x10° 0.9874 *x 14.5 23.9 10 18.5 10.3
Tralkoxydim C20H27NO3 20.77 330.20637 Confirmed 2.40x102 3.02x107 0.9914 129.0 126.3 120.4 5 13.2 7.7
Triadimefon C14H16CIN3O2 13.80 294.10038 Check ID -4.07x10° 2.08x1072 0.9927 57.2 * 100.1 115.2 10 8.7 5.5
Triasulfuron C14H16CINsOsS 7.56 402.06334 Quan only -1.74x10° 5.63x10° 0.9868 56.8 97.7 106.5 5 17.5 16.5
Triazamate C13H22N4O3S 14.29 315.14854 Check ID 5.71x102 5.20x1072 0.9882 64.1 * 95.0 98.2 10 4.6 5.3
Triaziflam Ci17H24FNsO 16.46 334.20377 Confirmed 3.07x102 3.98x107 0.9890 139.7 * 157.8 152.6 10 1.7 51
Triazophos C12H16N3O3PS 14.81 314.07228 Confirmed 4.76x1072 4.23x102 0.9896 107.2 * 125.3 125.3 10 1.5 4.3
Triazoxide C10H6CINsO 10.94 248.03336 Check ID 6.21x10° 2.17x102 0.9863 65.6 83.9 85.2 5 4.9 5.3
Tribenuron-methyl C15H17Ns06S 10.55 396.09723 Quan only -2.81x10°% 4.91x10°% 0.9917 60.4 1115 115.9 5 11.3 12.4
Tribufos (def) C12H270PS3 22.19 315.10344 Confirmed 6.47x102 5.89x1072 0.9885 81.8 * 92.3 90.8 10 9.8 7.4
Tricyclazole CoH7N3S 7.08 190.04334 Check ID 5.99x10% 3.35x10% 0.9875 35.2 51.7 55.8 5 8.9 7.6
Trifloxystrobin C20H19F3N204 19.28 409.13697 Confirmed 2.16x102 3.38x1072 0.9918 93.3 * 106.3 101.8 10 1.8 4.1
Triflumizole C15H15CIF3NsO 19.60 346.09285 Check ID 1.82x102 3.67x102 0.9924 100.7 108.5 103.9 5 4.7 4.1
Triflumuron C15H10CIF3N203 18.38 359.04048 Check ID 1.07x102 3.66x102 0.9902 40.6 * 91.7 101.1 10 5.8 7.4
T"Sgﬁnggghy') CoH12CkO.P 772 284.96115 | Confirmed | -4.24x10* 7.98x10° 0.9890 51.2 92.3 97.9 5 151 94
(o-cresyl-)r[rJifs]osphate C21H2104P 21.13 369.12502 Confirmed 1.56x102 2.13x102 0.9884 49.0 * 67.9 69.4 10 4.2 16.4
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Identificacion cromatoarafica v de espectrometria § Regresion lineal ponderada ¢ Recuperacién a cada nivel 1 Precisién mostrada solo al
Compuesto 9 y P (WLS, 1/x, Niveles=6, n=3) (n=4, dias=3) LOQ 1
(Nomenclatura Tiemp Sefial de N1: N2: N3:

siempre en inglés) Formula Ret. Cuantific. Frgg n’\;gr;to Intercepto Pendiente R? 5 png/kg 10 pg/kg 20 pg/kg ( LO/kQ) R(US/[))’ R(SOP)R

(min) (m/z) (%) (%) (%) Hoo ° °

Triticonazole C17H20CIN3O 14.92 318.13677 Check ID 1.26x102 1.26x1072 0.9909 77.1 * 112.4 113.2 10 4.7 6.3
Uniconazole C15H18CIN3O 15.82 292.12112 Check ID 4.42x10°® 1.27x1072 0.9917 85.3 107.5 118.3 5 3.9 12.1
Zoxamide C14H16CIzNO2 17.03 336.03194 Confirmed 8.91x10° 1.28x10%2 0.9898 68.5 95.4 94.9 5 12.1 7.9
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Tabla A6: Programa de monitoreo dinamico de reaccion mdltiple (dAMRM) para analisis de HAPs en GC-MS/MS

Compuesto Precursor Producto Rt (min) Dwell (ms) CE (V)
Naphtalene 128 127 3,4 15,2 20
Naphtalene 128 102 3,4 15,2 22
Naphtalene-ds 136 136 3,4 15,2 5
Naphtalene-ds 136 108 3,4 15,2 30
Naphtalene-ds 136 84 3,4 15,2 30
Acenaphthene-dio 164 162,2 5,02 10 20
Acenaphthene-dio 164 160 5,02 10 45
Acenaphthene-dio 162 160,2 5,02 10 25
Acenaphthene 153,7 152,1 5,05 8,7 40
Acenaphthene 152,7 151,2 5,05 8,7 40
Fluorene 166 165 5,63 7,8 30
Fluorene 166 163 5,63 7,8 34
Fluorene-dio 176 176 5,66 73 5
Fluorene-dio 174 170 5,66 7,3 40
Fluorene-dio 174 122 5,66 7,3 35
Phenanthrene-dio 187,9 184 7,02 7,2 40
Phenanthrene-dio 187,9 160,1 7,02 7,2 30
Anthracene-dio 188 184 7,02 7,2 35
Anthracene-dio 188 158 7,02 7,2 45
Anthracene 178 176 7,13 7,7 35
Anthracene 178 152 7,13 7,7 30
Phenanthrene 177,7 176,1 7,13 7,7 35
Phenanthrene 177,7 152 7,13 7,7 25
Fluoranthene 202 201 9,24 9,3 50
Fluoranthene 202 200 9,24 9,3 50
Fluoranthene-dio 212 212 9,24 9.3 5
Fluoranthene-dio 212 208 9,24 9,3 45
Fluoranthene-dio 212 160 9,24 9,3 45
Pyrene-dio 212 212 9,67 9,7 5
Pyrene 202 201 9,7 10,3 30
Pyrene 202 200 9,7 10,3 50
Benz(a)anthracene 228 226 12,38 10,6 38
Benz(a)anthracene 228 224 12,38 10,6 38
Crysene 227,7 226,1 12,38 10,6 40
Crysene 227,7 200,1 12,38 10,6 60
Crysene 225,6 224,1 12,38 10,6 40
Benz(a)anthracene-di2 240 240 12,41 10,4 5
Benz(a)anthracene-di2 236 232 12,41 10,4 45
Crysene-di2 239,8 236,1 12,41 10,4 45
Crysene-di2 239,8 212,1 12,41 10,4 35
Crysene-di2 235,8 2319 12,41 10,4 50
Benzo[a]pyrene 252 250 14,74 12,9 60
Benzo[a]pyrene 251 249 14,74 12,9 60
Benzo[a]pyrene-di2 263,8 260 14,74 12,9 45
Benzo[a]pyrene-di2 263,8 232 14,74 12,9 60
Benzo[b)fluoranthene-di2 264 264 15,33 14,7 5
Benzo[b)fluoranthene-di2 260 256 15,33 14,7 45
Benzo[b)fluoranthene 252 250 15,37 18,1 42
Benzo[b)fluoranthene 250 248 15,37 18,1 40
Benzo[g,h,i]perylene-di» 288 288 17,86 28,4 5
Benzo[g,h,i]perylene 276 274 17,89 41,4 45
Benzo[g,h,i]perylene 274 272 17,89 41,4 45
Benzol[g,h,ilperylene-di2 288 288 17,86 28,4 5
Benzo[g,h,i]perylene 276 274 17,89 41,4 45
Benzo[g,h,i]perylene 274 272 17,89 41,4 45
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Tabla A7: Fragmentos (m/z) caracteristicos (en rojo) de los componentes enddgenos del extracto de café en modo FS.

Cafeina @ 7.44 min

Acido hexadecanoico (C16:0) @ 12.77 min y octadecanoico
(C18:0) @ 14.29 min. Estructura del monoglicérido, el precursor
X- Mono-, di-, triglicérido no estéa especificado

Estigmasterol @ 18.0 — 18.5 min o posibles fitosteroles
relacionados que compartan los mismos fragmentos
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Tabla A8: Salida en R para la comparacion de la extraccion AlO vs. AcOEt (GC-MS/MS).

> # Fit MANOVA modeT for the group of 4 PAHs previousTy assessed
> manova_model <- manova(cbind(Acenaphthene, Phenanthrene, Crysene,
Benzo.a.pyrene) ~ Extraction, data = data)

>
> # Summary of MANOVA
> summary(manova_model, test = "Pillai")

Df Pillai approx F num Df den Df Pr(>F)
Extraction 1 0.99953 536.4 4 1 0.03237 *
Residuals 4
Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1
>

> # Perform multiple comparisons (MANOVA significant)
> # Get ANOVA tables for individual response variables
> summary.aov(manova_model)
Response Acenaphthene :
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extraction 1 2.4067 2.4067 0.5721 0.4915
Residuals 4 16.8267 4.2067

Response Phenanthrene :

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extraction 1 0.482 0.4817 0.0293 0.8725
Residuals 4 65.827 16.4567

Response Crysene :

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extraction 1 3.84 3.840 0.1596 0.71
Residuals 4 96.26 24.065

Response Benzo.a.pyrene :

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extraction 1 154.03 154.03 1.4269 0.2983
Residuals 4 431.77 107.94

> #H#R#HBHHRHH AR LR AH

>

> # Fit MANOVA model for group of 4 PAHs assessed due to major differences in boxplot

> manova_model <- manova(cbind(Anthracene, Benzo.b.fluoranthene, Benzo.g.h.i.perylene, F
Tuorene) ~ Extraction, data = data)

>
> # Summary of MANOVA

> summary(manova_model, test = "Pillai")
Df Pillai approx F num Df den Df Pr(>F)
Extraction 1 0.97761 10.917 4 1 0.2228

Residuals 4
> # Summary of Hotelling's T-square
> summary(hote]]in?Tmode1, test = "Hotelling-Lawley")

Df Hotelling-Lawley approx F num Df den Df Pr(>F)
Extraction 1 43.669 10.917 4 1 0.2228
Residuals 4
>

> # Perform multiple comparisons (if MANOVA significant)
> # Get ANOVA tables for individual response variables
> summary.aov(manova_model)
Response Anthracene :
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extraction 1 166.427 166.427 7.3586 0.05339 .
Residuals 4 90.467 22.617

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

Response Benzo.b.fluoranthene :

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extraction 1 618.14 618.14 1.4413 0.2962
Residuals 4 1715.54 428.88

Response Benzo.g.h.i.perylene :
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extraction 1 13.2017 13.2017 7.6903 0.05017 .
Residuals 4 6.8667 1.7167

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 * ’ 1

Response Fluorene :

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extraction 1 231.88 231.882 3.8915 0.1198
Residuals 4 238.35 59.587
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Tabla A9: Disefio de Plackett y Burman para determinar los factores de la interfaz LC-APCI-HRMS que afectan

de manera significativa la respuesta de los HAPs empleando el software SAS-JMP Statistical Discovery™ v13.

Prueba | SG AG CT VT CC RF
175 15 400 400 5 75

2 175 5 250 250 4 25
3 30 10 250 250 4 25
4 5 10 400 400 5 75
5 30 5 325 250 5 75
6 5 15 325 400 4 25
7 30 5 250 325 5 75
8 5 15 400 325 4 25
9 30 5 400 400 45 25
10 5 15 250 250 45 75
11 30 5 400 400 4 50
12 5 15 250 250 S5 50
13 30 15 250 400 4 75
14 5 5 400 250 5 25
15 30 15 250 400 5 25
16 5 5 400 250 4 75
17 30 15 400 250 4 75
18 5 5 250 400 5 25
19 30 15 400 250 S5 25
20 5 5 250 400 4 75
21 175 10 325 325 45 50



Tabla A10: Resultados del screening realizado a partir del disefio de Plackett y Burman para determinar los factores que afectan de manera significativa la respuesta
de los HAPs evaluando de manera simultanea 21 combinaciones de diferentes factores seleccionados de la interfaz LC-APCI-HRMS. Efectos principales reportados
como factores con la mayor contribucion a la varianza del método empleando el software SAS-JMP Statistical Discovery™ v13.

HAPs Plackett- Burman Referencias %Diferencia Efectos

1 2 3 14 5 6 7 3 9 10 11 12 13* 14 15 16 17 18 19 2 2 Preopt TFS 1*vs.13**  Principales
Acenaphthene [FEw07 [e+07 [26+07 [2E+07 [BE+07 [1E+07 [BE#07 [1E+07 [AE+07 [pE+07 [6EHG7 [LE+07 [BEF07]| 3E+06 [BE+07 | 4E+06 [BE+07 | 3E+06 [2E+07 | 65406 [AE+07 L 4F+07 [5E/D7 | -14
Acenaphthene-dg IBE+08 [pe+08 [2e+08 [3E+08 [2E+08 [be+08 [FE+08 [he+0s [BEr08 [2E+08 [FE+ds [pE+0s [BE+08 | 46+07 [AE+08 |8e+07 [3E+08 | aE+07 [BE+08 [oe+07 [2E+08  [Tak+0s [BE+hs i -6
Acenaphthylene FE+07 |6E+06 [hE+07 [1E+07 [2E+07 [he+07 [aER07 [l9E+06 [BE+07 [oE+06 [5E+07 [7E+06 | 1£+06 [BE+07| 26406 [2e+07 4e+05 [ie+07|3e+06 [2E+07 [ 3e+07 [AEk07 i 4
Anthracene [2e+07 [Be+07 [2E+07 [5ER07 [he+o7 [EE+07 [hE+07 [SER07 [2E+07 [BEX07 [PE+07 [Er08]| 36+06 [BE+07 | 26406 [8E+07 | 36406 [BE+07 [9e+06 [BER07  [SE+07 [HEHD7 i -z
Anthracena-di10 FiE+0s| [2E+08 [3E+08 [4E+08 [6ER0S [pE+08 [BE+0S [DE+08 J6E+08 [3E+08 [HE+00 [pE+0s [E+08 | 5E+07 [5E+08 77016 [5E+08 | 5E+07 [dE+08 16408 [6E+0s  [TaE+0s [BEdos H]| 10
Benz(z)anthracene FiE+od [2c+07 [5E+07 [Se+07 E+0z [Be+07 E+03 [be+07 [6E+07 [de+07 JiE+0B [EE+07 [2E+08 | aE+06 [5E+07 [be+07 [FE+07 | 66406 [BE+07 [Be+07 BEb 07 8E+07 HEwOR I} E
Benziajanthracene-d12  |I2E+09| [5E+08 [6E+08 [ZE+08 [E+D [3e+0s [BE+0b [BE+0s [BE+08 [6E+03 [2E+0b [AE+0s [2E+0d | se+07 [6E+08 [BE+03 [BE+08 | sE+07 [FE+08 | 1E+08 [iEk0s  [Tsk+0s [HE+D9 i -1
Benzo(a)pyrene FiE+0g [ak+07 [ak+07 [aE+07 [BE+07 [be+07 [EE+08| [pE+07 [ak+07 [3E+07 [BE+G7 [aE+07 [1E+08 | 46+06 [BE+07 [1£+07 [BE+07 | 2E+06 [aE+07 [oe+06 [6ER07  [FEd07 [BEs0Y i 1
Benzola)pyrene-d12 ISE+09/[bE+08 [bE+08 [1E+09 [1E+03 [be+08 [2E409 [bE+08 [1F+09 [be+0s [2E+09 [36+08 [2E+09 | 9e+07 [TE+08 [Be+08 [de+08 | 6407 [FE+08 | 26408 AE+09 [ de+09 [AE+09 T
Benzo(bjfluoranthene  [IBE+07 [26+07 [BE+07 [BE+07 [BE+D7 [hE+07 [8E+07 [he+07 [3E+07 [3E+07 [FE07 [l1E+07 |6e+06 [BE+07 [he+07 [BE+07 |6E+06 [BE+07 [oe+o7 AE+07  WsE+o7BExy  [B -13
Benzojb)flucranthene-d12  [[IE+09 [3E+08 [2k+08 [4E+08 [FE+0s [be+os [E+0d [bE+0s [ak+0s [3E+08 [BE+08 [2e+08 [HE+0g | 26+07 [3E+08 [l1E+08 [5E+08 | 26+07 [3E+08 [1E+08 [BEr0s  [SE+0s [BER G2 E Kz
Benzo(k)fluoranthene [be+07 [3E+07 Jak+o7 [E+h7 [be+o7 HEr08 he+o7 [ak+07 [3e+07 [BE+d7 [Pe+07 [HE+08 | 6E+06 [3E+07 | 26406 [8E+07 | 6406 [BE+07 | 3e+06 [BEH07  [SE+07 E 7
Benzofg,hijperylene [5e+07 lak+07 [3E+07 [iE+07 [be+o7 BE+07 [nE+07 [3E+07 [3E+07 [BEw0Y [RE+07 | 7e+06 [3e+07 ll1E+07 [aB+07 | 4E+06 [3E+07 [he+07 [BER07  [SB+07 { z
Benzo[g h,ilperylene-d12  ([BE+09/[BE+08 [hE+08 [1E+09 [1E+09 [3£+08 [E+09 [hE+0s [BE+08 [SE+08 [2E+Go [3£+08 [2E400 | 9E+07 [SE+08 [BE+08 [FE+08 | 7E+07 [SE+08 [ae+08 [BE+08 [ 8E+08 [1E+09 =
Chrysene FiE+0s [2e+07 [5E+07 [Se+07 [E+0s [Be+07 [EE+08 [2e+07 [68+07 [3e+07 [HE+0s [be+o7 [2E+08 | 26+06 [5E+07 [Re+07 [7E+07 | 6E+06 [SE+07 [Be+o7 [BEb07  [8i+o7 [HEw0B E 7
Chrysene-d12 I2E+09|[5E+08 [6E+08 [7E+08 [HE+Ds [5e+08 [2E+0b [BE+08 [8E+08 [6E+08 J2E+0b [4E+08 [2E+0g|| 3E+07 [6E+08 [Be+08 [BE+08 | 9e+07 [7E+08 | 12408 liEk0s  oE+0s [HEH9 { -1
Dibenz[a,hlanthracene  |[gE+07 [2E+07 [2E+07 [3E+07 [6E+07 [bE+06 [FE+07 [hE+07 [2E+07 [2E+07 [BE+07 [1E+07 [FEw07 | 3£+06 [2E+07 [BE+06 [BE+07 | 26406 [2E+07 [1E+07 [AER07 [ 3E+07 [6EOY i 3
Dibenz(a,ilpyrene-d14  [[IE+09 [2E+08 [2E+08 [2E+08 [5ER08 [RE+08 [BE+08 [2E+08 [3E+08 [2E+08 [BE+0S [[1E+08 [BE+08 | 1£+08 [hE+08 [3E+08 [2E+08 16408 [PE+08 [BE+08 [BEr0s  [TaE+0s [FEDe F
Fluoranthene [be+07 [2e+07 [2E+07 [8E+07 [kE+07 [iE+07 [hE+07 [8E+07 [Re+07 IBE+07 [hE+07 [BEr07 | 16+06 [BE+07 | 6E+06 [@E+07| 26406 [BE+07 |6E+06 [BEr07  [ak+o7 [iEHD7 E -5
Fluoranthene-d10 IBE+08 [2c+08 [3e+08 [3E+08 [5E+08 [pe+08 [FE+08 [hE+0s [2E+08 [3E+08 [FE+ds [he+os [BE+08 | 26+07 [ak+08 |8e+07 [2E+08 | 36+07 [3E+08 |6E+07 [BEr0s  [U5E+08 [FEH08 B -9
Fluorene I2E+07 | 2£+06 [bE+06 [8E+06 [1E+07 [bE+06 [2E+07 [UE+05 [2EF07 [5E+06 [BER0Y [3E+06 | 9e+05 [2E+07 | 26406 [1E+07 | 8405 [iE+07 | 78405 k07 [ ie+07 [2Ek07 i 2
Fluorene-d10 FE0k [he+0s [Be+0s [Be+0s [BE+0s [he+os IBE+s [ie+os WE+o0s [he+os B0 lhe+0s [BER0d | 26+07 [BE+08 | 3e+07 [BE+08 | 26407 BE+03 | 3e+07 BE+0s  WE+0sBEdos B -12
Indeno[1,23-cdlpyrene  |IME+08 [E+08 [1F+0s [1k+0s [BE+0s [be+07 [BEr08 [be+07 [1E+08 [1E+08 [BE+0B [Be+07 [MEw0d | 3£+07 [HE+08 [4E+07 [2E+08 | 1£+07 [E+08 [7E+07 [2E308  [28+05 [HEr08 i 2
Naphthalene | 5e+06 [oE+06 [1E+07 [1E+07 [AE+07 [BER07 [3E+06 [2EF07 [3E+06 [BE+07 [[7e+06 [BE+07 | 1E+06 [BE+07 | 26406 [1E+07| 16406 [hE+07 | 15406 [2E+07 [ 2E+07 [BE}O7 B -8
Naphthalens-d8 &0k [ 75+07 [he+02 Be+0s Be+0s He+oz BEdos [ie+os BEros [he+os [BEx0s [se+07 BER0d | 16+07 BE+02 | 26407 Be+0g | 26407 [ie+0s | 3e+07 BE+0s WZe+osiEdos  [B 413
Phenanthrene [lse+06 [ie+07 [iE+07 [2E+07 [hE+07 [E+07 [3E+06 [BER07 [LE+07 [BEG7 [3E+06 8E+05 [BE+07 | 26406 [2E+07 6E+05 [E+07| 16+06 [BE+07 [ 3e+07 [aE07 E 7
Phenanthrane-di10 IBE+0k [1E+08 [2E+08 [2E+08 [BE+08 [RE+08 [6E+Da [1E+08 [a8+02 [he+0s [FE+0e [Le+0z [BE+0g]| 15+07 [AE+08 | 26+07 [BE+08 | 26407 [3E+08 | ac+07 [BE+0s  [ac+oz 6Bz [B -15
Pyrene BE+o7 [2e+07 [BE+07 [Be+07 [BE+07 [bE+07 [BE+07 [bE+07 [aE+07 [25+07 IBE+07 [l1e+07 [iE+0d | 26+06 [aE+07 |6e+06 [@B+07 | 3406 [BE+07 |1e+07 [BER07  ESE+07 [BEHD7 = -11
Pyrene-d10 FiE+0d [2E+0s [aE+0s [ak+0s [6ER0S [RE+08 [BE+0B [RE+08 [BE+08 [3E+08 [BE+s [2E+0s [IE+09 | 46+07 [aE+08 | se+07 [BE+08 | sE+07 [aE+08 [9e+07 [BEv0s  [laE+0s [BE+DS ] -4
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Tabla A11: Modelo de Superficie de respuesta (RSM) para interfaz LC-APCI-HRMS calculadas con el software SAS-JMP Statistical Discovery™ v13.

CT: Temperatura del capilar, VT: Temperatura de vaporizacion.

HAP o HAP-dx

Polinomios de segundo grado, a + bx + cy + dxy + ex? + fy?, donde x: (CT - 325) / 75, y: (VT - 325) / 75.

Acenaphthene
Acenaphthene-d8
Anthracene
Anthracene-d10
Benz(a)anthracene
Benz(a)anthracene-d12
Benzo(a)pyrene
Benzo(a)pyrene-d12
Benzo(b)fluoranthene

Benzo(b)fluoranthene-d12
Benzo(k)fluoranthene
Benzo[g,h,i]perylene
Benzo[g,h,i]perylene-d12
Chrysene

Chrysene-d12
Dibenz[a,h]anthracene
Dibenz[a,i]pyrene-d14

Fluoranthene
Fluoranthene-d10
Fluorene
Fluorene-d10
Indeno[1,2,3-cd]pyrene
Naphthalene
Naphthalene-d8
Phenanthrene
Phenanthrene-d10
Pyrene
Pyrene-d10

13005926,78 -14715982,83 * x + 11672548,67 * y -12067063,75* xy -9795740,17 * x? + 36987753,33* y?
169602981,56 -143746464 * x + 135534702 * y -143471565,25* xy -117582639,33 * x2 + 419842735,67* y?
18870331,56 -15037529,83 * x + 14413794 * y -14039316,25* xy -14412416,83 * X2 + 44679293,67* y?
231413260,78 -164832438,33 * x + 168954698 * y -168010204,75* xy -180184854,67 * x> +590150218,33* y?
41463630,67 -20027833,83 * x + 20701334 * y -28983358,75* Xy -29960925,5 * x* +64903313* y?
525051254,22-199893613,17 * x + 261548771,5 *y -368351507,5 * Xy -347529142,83 * x* +777849140,17* y?
29061436,11 -7329488,33 * x + 13518390 * y -21180810,5 * xy -17255865,67 * x? + 41664544,33* y?
760770897,56 -172393670,5 * x + 367142323 * y -459403641,75* xy -648978330,83 * x> + 1209346958,67* y?
22788739 -10842596,17 * x + 14825191,5 * y -19757285 * xy -13467601,5 * x* + 33673561,5* y?

242404216,56 -103614628,33 * x + 138087439,5 * y -227490922 * xy -153597152,33 * x* +435761700,17* y?
19566843,11 -11738997,5 * x + 13304466,5 * y -21734959 * Xy -14237842,17 * X? + 47221944,83* y?
26238201,22 -8340444,17 * x + 13094492,5 * y -19442856,5 * xy -17834349,83 * x> +38025386,17* y?
620976117,56 -108608321,83 * x + 267634180,67 * y -345477839 * xy -555974470,83 * x? +934527252,67* y?
41463630,67 -20027833,83 * x + 20701334 * y -28983358,75* xy -29960925,5 * x> + 64903313* y?

531887495,67 -202506558,83 * x + 261548771,5 * y -368351507,5 * xy -346927585,5 * x? + 770611860,5* y*
19107616,78 -5950466,833 * x + 9758751,17 * y -15486960,25* xy -13981843,17 * x> +28926221,83* y?
389163349 -56753039 * x + 117761634,67 * y -189927908,75* Xy -291674504 * X2 + 336199984* y?
18726659,22 -14251397,17 * x + 14229058 * y -14740404,25* xy -16162293,83 * x? + 41576650,67* y*
180924108 -128241774,33 * x + 127306234,67 * y -167658397 * xy -130294153 * x> + 414671697* y?
4767765,11 -5605850 * x + 4991018,333 *y -4551192 * xy -4562676,66666667 * x* + 15745545,33* y?
109485153,11 -127486307,5 * x + 122085488,5 * y -121322149,25* xy -86656033,17 * x* + 349199195,83* y2
99417259,78 -33361776,33 * x + 52377969,67 * y -77771425,25* xy -68016072,67 * x? +155422871,33* y?
6986260,333 -11030347,5 * x + 10380049,83 * y -9056557,5 * xy -6502577,5 * x> + 28647081,5* y*
74335107,22 -109533686,17 * x + 100948725,67 * y -95683934,25* xy -56453852,83 * x? +296015968,67* y>
9561863,88888889 -11663980 * x + 10636909,83 * y -10329665 * xy -8921482,333 * x> + 31266776,17* y?
122178491,22-146102919,67 * x + 139011535,5 * y -143461492 * xy -95887344,33 * x> +402740966,17* y?
19264877,67 -14798055,5 * x + 14613458,67 * y -16681025,75* Xy -14720513,5 * x* + 45553378* y2
218958082,44 -146143063,17 * x + 158200826,33 * y -193519750 * xy -151139101,17 * x*> +511977112,33* y?



Tabla A12: Resultados de la determinacion de HAPs por extraccion con AcOEt, transesterificacion y analisis por GC-MS/MS. (Grupo 1)

Naphthalene Acenaphthene Fluorene Phenanthrene
Muestra Conc. Conc. Conc. Conc.
GC-MS/MS LC-APCI-HRMS GC-MS/MS LC-APCI-HRMS GC-MS/MS LC-APCI-HRMS GC-MS/MS LC-APCI-HRMS
/ (RSD) / (RSD) / (RSD) / (RSD)
Ref. n ARt IR ARt  Am/m ug/kg ARt IR ARt  Am/m ug/kg ARt IR ARt  Am/m ug/kg ARt IR ARt  Am/m ug/kg
’ (min) (%) (min) (ppm) (%) (min) (%)  (min) (ppm) (%) (min) (%) (min) (ppm) (%)  (min) (%) (min) (ppm) (%)
11| 0,01 3,8 2298 0,01 9,5 326 0,01 3,1 -0,01 -3,69 322 0,01 8,0 0,08 -0,10 328
M1 2| 001 59 N,D, ! 0,01 13,5 N,D, ! 0,01 125 0,01 -3,69 ! 0,01 87 007 -010 /
(27,9) (13) (11,2) (17,6)
31 0,01 2,2 0,02 10,0 001 219 -0,01 -2,95 0,01 8,7 0,07 0,50
1| 001 44 0,02 271 0,01 194 -0,01 -3,69 0,01 93 0,07 0,24
196,6 36,6 39,1
M2 2| 001 1,3 N,D, (30,5) 0,02 51,7 N,D, N, I, 0,01 2,7 0,04 -3,41 (11) 0,01 8,9 0,07 -0,10 (31,4)
3| 001 86 ’ 0,02 423 0,01 189 0,01 -3,14 0,01 99 007 -018 ’
11| 0,01 0,2 0,02 88,0 0,01 14,0 0,00 -3,69 0,01 8,5 0,08 -0,01
209,1 38,4 41,9
M3 2| 001 28 N,D, (30) 0,01 153,8 N,D, N,I, 0,01 14,7 -0,01 -3,78 (20.2) 0,01 82 0,07 0,50 (13.4)
31 0,01 3,7 0,02 42,8 0,01 18,1 -0,02 -4,42 ’ 0,01 8,5 0,08 0,07 ’
1| 001 5,8 140 0,02 146,5 0,01 16,0 -0,01 -4,42 a3 0,01 78 007 -001 15
M4 2| 0,01 7,0 N,D, 0,01 48,4 N,D, N, I, 0,02 6,1 0,01 -3,32 ! 0,02 10,1 0,08 -0,36 >L,
(26,3) (34,9) (55,2)
31001 73 0,02 41,6 0,01 320 -0,01 -3,41 0,01 99 007 -1,30
1| 001 3,7 1701 0,01 12,6 392 0,02 283 0,02 -2,95 586 0,02 89 008 -0,36 297
M5 2| 0,01 2,5 N,D, (34,8) 0,02 33,4 N,D, (15,5) 0,02 194 0,01 -4,33 (19,5) 0,01 6,2 0,08 -0,27 (14,9)
31001 73 0,01 2,0 0,01 166 0,00 -3,96 0,01 90 0,08 -0,10
11| 0,01 2,0 2111 0,02 27,4 0,01 -4,37 0,01 20,0 0,07 -3,05 351 0,01 10,1 0,08 1,53 395
M6 2| 001 24 N,D, (19 ’2) 0,02 601 001 -3,88 N,I, 0,01 143 0,06 -2,95 (14'3) 0,01 56 0,07 1,02 (2('))
31 0,01 4,2 ’ 0,02 37,2 0,00 -4,17 0,01 7,7 0,07 -3,05 ’ 0,01 8,3 0,08 1,36
1| 001 4,7 200.9 0,02 84,1 001 -3,88 0,01 12 006 -2,95 449 0,01 57 0,08 1,10 439
M7 2| 001 22,6 N,D, (30 16) 0,02 81,5 0,00 -4,87 N, I, 0,01 12,5 0,05 -4,33 (21'4) 0,01 10,5 0,07 1,44 (3('))
3| 0,01 1,9 ’ 0,03 800 0,00 -4,07 0,01 44 0,04 -3,6 ’ 0,01 62 0,08 1,27
1| 0,01 1,1 0,02 67,5 0,01 -4,47 0,01 18,7 0,06 -3,32 0,01 7,3
264,7 32,5 29,6
M8 2| 001 39 N,D, (19,5) 0,05 429 0,00 -447 NI, 0,00 16,2 0,05 -3,69 (25) 0,00 85 N,D, (31)
3|1 001 06 ’ 0,04 478 0,00 -437 0,00 19,6 0,04 -3,14 0,01 10,3



15C

Evaluacion de residuos de plaguicidas, micotoxinas y contaminantes...

Tabla A13: Resultados de la determinacién de HAPs por extraccion con AcOEt, transesterificacion y analisis por GC-MS/MS. (Grupo II).

Anthracene Fluoranthene Pyrene Crysene

Muestra Conc. Conc. Conc. Conc.

GC-MS/MS LC-APCI-HRMS (RSD) GC-MS/MS LC-APCI-HRMS (RSD) GC-MS/MS LC-APCI-HRMS (RSD) GC-MS/MS LC-APCI-HRMS (RSD)

Ref. n ARt IR ARt  Am/m ug/kg ARt IR ARt Am/m ug/kg ARt IR ARt Am/m ug/kg ARt IR ARt  Am/m ug/kg

’ (min) (%) (min)  (pPm) (%) (min) (%) (min) (ppm) (%) (min) (%) (min) (pPm) (%) (min) (%) (min)  (PPm) (%)

11001 67 006 -010 0,02 3,6 0,02 03 000 -341 0,01 184

M1 2| 001 18,2 0,06 -0,36 <LoQ 0,02 5,2 N,D, <LoQ 0,01 05 0,00 -4,16 <LOQ 0,01 5,2 N,D, <LOQ
3| 0,01 5,4 0,06 -0,27 0,01 0,0 0,01 22 -001 -3,48 0,01 26,6
11001 92 0,07 0,07 0,01 04 0,01 03 0,00 -39 0,02 7,2

M2 2] 001 18,3 0,06 -0,36 <LoQ 0,01 1,4 N,D, <LoQ 0,01 3,2 0,00 -4,24 <LOQ 0,02 13,1 N,D, <LOQ
3| 0,01 4,3 0,06 -0,78 0,01 0,3 0,01 1,4 0,01 -4,24 0,03 26,2
11001 30 006 -027 0,01 0,5 46+ 0,01 01 0,00 1,122 5 g+ 0,02 18,2

M3 2| 0,01 1,8 006 -0,18 <LoQ 0,02 34 N,D, (2I5,9) 0,01 26 000 -424 (1'5'7) 0,00 0,03 N,D, <LoQ
3| 0,01 3,6 0,06 -0,36 0,01 4,8 0,01 03 0,00 -3,26 0,03 12,3
1| 001 15,7 0,06 -0,36 0,01 4,1 0,01 1,9 0,00 -4,09 0,03 215

M4 21 001 33 006 -0,18 <LoQ 0,02 21 N,D, ég:g) 0,02 01 0,00 -2,81 (;z:; 0,00 5,8 N,D, <LoQ
31001 126 0,06 -1,21 0,01 1,7 0,01 21 -001 -2,9 0,03 26,9
1| 0,01 0,8 0,07 -0,44 0,02 2,6 0,02 1,5 0,01 -4,16 0,01 18,0

M5 2| 0,01 3,1 0,07 -0,36 <LOQ 0,02 2,6 N,D, <LOQ 0,01 0,7 0,00 -3,71 <L0Q 0,01 18,2 N,D, <LOQ
31001 54 007 -036 0,01 25 0,01 22 0,00 -3,79 0,02 5,9
1| 0,01 4,6 0,07 -0,10 0,01 2,1 0,01 54 0,02 -2,96 0,03 12,0

M6 2| 001 17,4 0,06 0,24 <LOQ 0,02 1,3 N,D, <LOQ 0,01 0,2 0,03 -3,64 <LOQ 0,02 4,0 N,D, <LOQ
31001 39 007 0,07 0,01 51 0,01 61 0,01 -3,86 0,02 189
1| 0,01 1,1 0,07 0,24 0,01 29 0,01 05 0,02 -348 0,02 123

M7 2] 0,01 3,8 0,06 -0,36 <LOoQ 0,01 1,3 N,D, <LoQ 0,01 50 -001 -3,79 <LOQ 0,04 8,6 N,D, <LOQ
3001 198 0,06 -0,87 0,01 3,8 0,00 1,7 0,01 -3,03 0,05 16,6
11001 20 0,06 0,24 0,01 3,6 0,01 70 0,00 -3,56 0,03 4,2

M8 2| 0,01 6,4 0,06 0,07 <LoQ 0,01 3,6 N,D, <LoQ 0,02 4,1 0,00 -3,11 <LOQ 0,12 13,0 N,D, <LOQ
31001 58 006 -036 0,02 3,2 0,03 00 0,00 -341 0,09 13,0

*(<LOQ, pero se entrega resultado del calculo a modo informativo para esta muestra)
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Producto 4. Analysis of complex coffee bean contaminants with high-resolution mass spectrometry. (Entrevista disponible en: The Scientists’ Channel)

Analysis of complex coffee bean
contaminants with high-resolution mass
spectrometry
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As a governmental control authority, the Swedish Food Agency has a broad range of methods available for analyzing contaminants in
food. However, highly complex contaminant matrices, such as ochratoxin A and acrylamide, are traditionally monitored using single-
residue methods. The potential to develop a new, advanced approach that can cover several different contaminants in a single analysis is
therefore very appealing. In this expert interview, Susanne Ekroth and Julic Espana discuss their latest project identifying potentially
harmful contaminants in coffee, highlighting the existing challenges faced during contaminant analysis, and sharing how they were able
to merge a multi-residue method with a single-residue method using innovative technology from Thermo Fisher Scientific.

Share this video
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[T Abstract
E  The development and validation of a simple, comp . and envi friendly procedure o delermine pesticide[fig}

residues, naturally occurring and processing contaminants in roasted coffee is presented. A solid-liguid extraction of pesti-

10 cides and mycotoxins with ethyl acetate and the concurrent pantition of acrylamide o an agueous phase follows a parallel

T analytical strategy that requires a single analytical portion to determine contaminants that are typically analyzed by dedicated

2 single residue methods. The partition rules the lipids out of the agueous extract hefore an “in-tube™ dispersive solid phase

1% microex traction (dSPME) for acrylamide retention. This is followed by the elution with buffer prior to injection. This extract

is independently introduced into the system front end followed by the injection of the compounds from the organic phase,

15 yet all spotted in the same run. A novel liguid chromatography high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS) method

16 setup enables the guantification of 186 compounds at 10 pg/ke, 226 at 5 pg/ke, and the acrylamide at 200 ug/kg for a total of

17 414 molecules, with acceptable recoveries (70-120%) and precision (RSD < 20%) making this strate gy significantly faster

18 and cost-effective than the dedicated single residue methods. Even though the presence of chlorpyrifos, acrylamide, and

¥ ochratoxin A was confirmed on samples of different origins, the findings were below the limit of quantification. During the

storage of raw coffee, no proof of masking of OTA was found; however, condensation with glucose was evidenced during

21 thermal processing experiments with sucrose by using stable isotope labeling (SIL). No detected conjugates were found in

22 oasted nor in commercial sugar-added torrefacto samples, an industrial processing usually carried out above the decomposi-

22 tion temperature of the disaccharide.

2 Keywords Ochratoxin A - Acrylamide - Pesticides - Stable isotope labeling - Validation - Eco-friendly

2 Introduction considered ubiquitous in the environment. Once mycotoxins

infect the field. it may end up in ripened beans [1]. then

28 Coffea arabica (arabica coffee), €. canephora var. robusta  develop during processing stages and resist even harsh con-
27 (robusta coffee). C. liberica (liberica coffee). and C. liberica  ditions such as the coffee roasting [2]. In this regard. small-
28 yar. dewevrei (excelsa coffee) are examples of species of  scale operators must pay attention to programs intended to
28 significant imponance in the coffee market. Besides, since  ensure adherence to good practices to avoid mold formation
30 a universally appreciated taste has built confidence in this  in the first place [3]. Nevertheless, infestation during stor-
31 everyday beverage key. controls must deal with potential  age must be addressed too, since may lead to potential risks
32 contaminants coming from post-harvest and processing.  out of reach of coffee growers, harnessing an industry built
32 Mycotoxins are a diverse group of highly toxic secondary  on supreme quality. In fact, recommendations addressed to
34 metabolic products from various fungal species thatcouldbe mitigate these risks may face challenges during the exten-
sion of storage conditions in situations such as the pandemic,

At 54 Julio César Espatia Amdrtegui the global trading crisis, or the rush dynamics of the market,
az joespanas@unal edwco severely hampering exports of coffee [4, 5]. Ochratoxin A
. ) ) o (OTA) is the most toxic variant of ochratoxins and represents

Az Chemistry Department, Science Faculty. Unive ridad a serious Tisk to animal and human health [6]. Even though
s . Nu.c\mlal < Colomiia, Bu.guta. Colomhia the most effective way to prevent OTA contamination is to
:: : :;'::; Department. Swedish Food Agency. Uppsala, ensure a moisture content of < 12.5% [7, 8], in some regions
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Tiered Development of a PAH analysis for Roasted
Coffee: A Mini-Method Approach

A simple and eco-friendly miniaturized method to determine Polyeyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) in
roasted coffee was developed through a stepped fashion. An ultrasound-assisted ethyl acetate (EHOAC) ex-
traction of ground coffee was performed followed by tests of different adsorbents. Graphitized Carbon Black
(GBC) showed the best results via Gas Chromatography - Mass Spectrometry in tandem (GC-MS/MS) using
stable sotope internal standards (ILIS) for 4 hight PAHs. While this strategy provided promising results, its
suitability for heavier compounds was questionable due to the high load of co-extractives cansed by the strong
elution solvent. Alternatively, the EtOAc extract was dried out, redissolved in acetonitrile and analyzed in
Liquid Chromatography - High Resolution Mass Spectrometry equipped with Atmospheric Pressure Chemi-
cal lonization (LC-APCIVHRMS). Although the ionization parameters followed optimization for an extended
group of 16 PAHs, the high complexity of the raw extract impacted sensitivity due to a strong matrix effect. In
the pursuit of a cleaner extract, an alkali transesterification followed by a swift partition delivered acceptable
recoveries (70%-120%) and precision (RSD=20%) at 10 ug/kg. A robust method based in the use of GC-MS/MS
accomplished high sensitivity and allowed the determination of PAHs residues in multiple samples of different

origin with neghgible drop in performance.
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