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RESUMEN

El perclorato es considerado un contaminante que puede
generar alteracion endocrina en las personas expuestas a
través de diversos alimentos, incluidos los vegetales. Para
abordar la falta de informacién sobre este problema de salud
en México, desarrollamos un método analitico para cuantificar
el perclorato en vegetales de consumo comuln basado
en la extraccion rapida de plaguicidas polares (QuPPe)
y cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplado a
espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS). El
método fue validado mediante los parametros de selectividad,
exactitud, precision, linealidad, efecto matriz, limite de
detecciéon (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) segun las
pautas de SANTE. El método desarrollado exhibié un rango
lineal de 0.005 a 0.100 mg/kg con valores LODy LOQde 0.001y
0.003 mg/kg, respectivamente. La recuperacion en la matriz
de tomate fortificada fue de 96.85 + 12.90 % con un coeficiente
de variacion (CV) de 11.55 + 0.84 %. El método se aplico para
analizar 31 muestras de vegetales recolectadas de diferentes
regiones de México. Las concentraciones de perclorato
variaron desde no detectado (ND) hasta 0.016 mg/kg de
peso fresco. Este método genera evidencia cientifica robusta
para implementar y fortalecer programas de monitoreo de
perclorato en matrices alimentarias, apoyando los esfuerzos
para regular este analito en México.

PALABRAS CLAVE:UPLC-MS/MS, Perclorato,

Vegetales, Validacion, México.
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Perclorato en vegetales de México/
Perchlorate in vegetables from Mexico

ABSTRACT

Perchlorate is considered a contaminant that can cause endocrine disruption in people
exposed through various foods, including vegetables. To address the lack of information on this
health problem in Mexico, we developed an analytical method to quantify perchlorate in commonly
consumed vegetables based on quick polar pesticide (QuPPe) extraction and ultra-performance
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). According to
SANTE guidelines, the method was validated through selectivity, accuracy, precision, linearity,
limit of detection (LOD), and limit of quantification (LOQ). The developed method exhibited a
linear range of 0.005-0.100 mg/kg with LOD and LOQ values of 0.001 and 0.003 mg/kg, matrix
effect, respectively. Recovery in a fortified tomato matrix was 96.85 £ 12.90 % with a coefficient
of variation (CV) of 11.55 + 0.84 %. The method was applied to analyze 31 vegetable samples
collected from different regions in Mexico. Perchlorate concentrations ranged from not detected
(ND) to 0.016 mg/kg, fresh weight. This method generates robust scientific evidence to implement
and strengthen perchlorate monitoring programs for food matrices, supporting efforts to regulate
this analyte in Mexico.

KEY WORDS: UPLC-MS/MS, Perchlorate, Vegetables, Validation, Mexico.

Introduccién

Perclorato (CIO,") es un anion compuesto por un atomo de cloro en el centro unido a
cuatro atomos de oxigeno (Motzer, 2001; Kumarathilaka et al., 2016; Dong et al.,2019). Es una
sustancia fuertemente oxidante que ha sido principalmente utilizada en la industria aeroespacial y
como un aditivo en fuegos artificiales, explosivos y combustible de cohetes (Seyfferth and Parker,
2006; Hepperle et al., 2013; Leoterio et al., 2017; Bauer, 2018; Constantinou et al., 2019; Savini et
al., 2019; Calderodn et al., 2020a; Liao et al., 2020; Panseri et al., 2020; Huertas-Pérez et al., 2022;
Zhang et al., 2022). La combinacion de su uso excesivo y la falta de procesos de disposiciéon
final han generado que el perclorato se encuentre extensamente diseminado en el ambiente
permitiendo su entrada la cadena alimentaria. De hecho, se ha informado que el perclorato se
encuentra en multiples a fuentes de agua (agua potable, agua de riego, agua superficial y agua
subterranea), suelo, alimentos de origen vegetal y productos animales. Ademas, en la ultima
década, los fertilizantes han sido identificados como una de las principales fuentes de insumo de
perclorato en los sistemas agroalimentarios. Las vias de exposicion mas relevantes al perclorato
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en humanos son el consumo de alimentos y agua (Sanchez et al., 2005; Seyfferth & Parker, 2006;
Yang et al., 2011; Hepperle et al., 2013; Calderén et al., 2017; Bauer et al., 2018; Chamkasem,
2018; Rajski et al., 2018; Constantinou et al., 2019; Dong et al., 2019; Herrera-Lopez et al., 2019;
Melton et al., 2019; Savini et al., 2019; Calderon et al., 2020a,b,c; Garrido et al., 2020; Liao et
al., 2020; Panseri et al., 2020; Cutillas & Fernandez-Alba, 2021; Calderén et al., 2022a.b; Huertas-
Pérez et al., 2022; Zhang et al., 2022; Mufioz-Arango et al., 2023).

La exposicion constante al perclorato a través del consumo de agua y alimentos representa
una grave amenaza para la salud publica. El perclorato es un potente inhibidor que compite con
el simportador de yoduro de sodio (NIS), que reduce el transporte activo de yodo a la tiroides
y disminuye la produccion de hormonas tiroideas T, y T, y afecta la homeostasis celular en el
cuerpo (Leung et al., 2010).

Las personas que padecen algun trastorno tiroideo, mujeres embarazadas o bebés son
particularmente vulnerables a la exposicion al perclorato (Calderén et al., 2017; Leoterio et al.,
2017; Dong et al., 2019; Huertas-Pérez et al., 2022). Aproximadamente entre el 4 y el 10 % de
la poblacién mundial presenta hipotiroidismo (Flores-Rebollar et al., 2015). En México, entre el
1.2 y el 7.2 % de los adultos tienen hipotiroidismo manifiesto y entre el 5.6 y el 15.4 % de los
adultos tienen hipotiroidismo subclinico (Flores-Rebollar et al., 2015; Juarez-Cedillo et al., 2017).
Las mujeres embarazadas son el grupo mas vulnerable al hipotiroidismo (12.8 % de hipotiroidismo
manifiesto y 21.1 % de hipotiroidismo subclinico) (Cruz-Cruz et al., 2014).

Asi, se necesitan con urgencia métodos analiticos robustos para evaluar el perclorato en
alimentos de origen vegetal en México debido a la falta de informacion disponible, la ausencia de
regulaciones para su uso en el pais y dada la frecuencia con la que este compuesto se detecta
en diferentes matrices ambientales en otros paises del mundo (Calderén et al., 2017; Bauer et
al., 2018; Chamkasem 2018; Rajski et al., 2018; Liao et al., 2020; Cutillas et al., 2021; Zhang et
al., 2022).

Actualmente, se encuentran disponibles diversos métodos analiticos, que tienen baja
sensibilidad, para analizar el perclorato en vegetales: la fluorescencia de rayos X (Hatzistavros &
Kallithrakas-Kontos, 2011); la electroforesis (Kiplagat et al., 2011); la dispersién Raman mejorada
en superficie (SERS) (Hu et al., 2021); la cromatografia idnica (IC) acoplada a conductividad
(USEPA, 2000), espectrometria de masas (IC-MS) (Mathew et al., 2005) y a espectrometria de
masas en tandem (IC-MS/MS) (Bauer et al., 2018; Panseri et al., 2020) y la espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente (ICP/MS) (Voogt & Jackson, 2010); potenciometria
con electrodos selectivos de iones (Leoterio et al., 2017); y la cromatografia liquida de alto
rendimiento acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS) (Lee et al., 2012;
Chamkasem, 2018; Herrera-Lépez et al., 2019; Huerta-Pérez et al., 2022; Zhang et al. ., 2022).
De acuerdo con Dong et al. (2019), de los métodos anteriormente mencionados el analisis
de fluorescencia de rayos X, la potenciometria con electrodos selectivos de iones, asi como
aquel que emplea electroforesis presentan una sensibilidad reducida. En tanto, la IC acoplada
a detector de conductividad no posee selectividad dando lugar al reporte frecuente de falsos
positivos. Ademas, la IC-MS es susceptible a la presencia de interferencias. En este escenario, la
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UPLC-MS/MS ha demostrado ser eficaz en la determinacion de analitos polares, incluido el
perclorato en matrices complejas, al tiempo que muestra una selectividad y sensibilidad adecuadas
(Dong et al., 2019; Zang et al., 2022).

Dada la alta tasa de consumo de vegetales en México (Pérez-Lizaur et al., 2014) y que
la ingesta de vegetales es la principal via de exposicion a este compuesto, la poblacion corre un
riesgo potencialmente alto de exposicion al perclorato, su limite maximo de residuos en vegetales
es de 0.05 mg/kg (Calderén et al., 2017, Calderdn et al., 2020a,b; European Commission, 2020;
Calderdn et al., 2022a,b). Por lo anterior, este estudio tuvo como objetivo validar y aplicar el
método de extraccion rapida de plaguicidas polares (QuPPe) (Anastassiades et al., 2023)
y su posterior cuantificacion mediante UPLC-MS/MS MS para la determinaciéon de perclorato
en vegetales de gran consumo en México (tomate, pimiento verde, espinacas y lechuga)
(Pérez-Lizaur et al., 2014; Calderdn et al., 2022b; Calderdn et al., 2023).

Material y Métodos
Reactivos y quimicos

El estandar analitico de perclorato (IC-PER-10X-1) (pureza 99 %) fue suministrado
por Accustandard Inc. (New Haven, USA). Los solventes acetonitrilo y metanol (grado MS, JT
Baker), acetonitrilo y agua (grado HPLC, JT Baker) fueron proporcionados por Control Técnico
y Representaciones, S.A. de C.V. (Nuevo Ledén, México). El formiato de amonio y el acido de
férmico, grado ACS, se obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

Equipos

Los equipos utilizados fueron: Licuadora industrial JR de 12 L, Centrifuga (Hettich GmbH &
Co., Kirchlengern, Germany), Bafio ultrasénico CPX8800H (Branson Ultrasonics, Danbury, USA),
Vértex M16715 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), Balanza granataria Practum 2102-1S
(Sartorius AG, Gottingen, Germany), Balanza analitica AX224 (Sartorius), Rota evaporador digital
R215 (Buchi, Flawil, Switzerland) y Bomba de vacio (Welch-limvac, Seattle, USA).

Soluciones madre y preparaciones de muestras fortificadas

A partir del estandar de perclorato adquirido, se prepard una solucién (concentracion de
1.0 ng/uL) que se utilizé para la fortificacion de las muestras blanco y para preparar las soluciones
de trabajo (prueba de linealidad del sistema). Tanto la solucién madre como las de trabajo se
almacenaron en viales de color ambar no silanizados a 4 °C en la oscuridad. Antes de cada
uso, las soluciones estandar se equilibraron a temperatura ambiente (Leyva-Morales et al., 2015;
Leyva-Morales et al., 2023; Bastidas-Bastidas et al., 2024).

Al no disponer de un material de referencia o matriz blanco, muestras control de fruto
fresco de tomate (1.5 kg) se tomaron como matriz representativa para la validacion. Las muestras
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fueron colectadas de una finca organica, en Culiacan, Sinaloa, México, certificada como
productora organica por Agricert México. Primero, las muestras fueron analizadas por triplicado
para demostrar que se encontraban libres de perclorato y también que no hubiera co-extracciones
(compuestos interferentes) que pudieran interferir con el analisis posterior. Una vez confirmado
esto, las muestras se utilizaron para las pruebas de validacion.

Los niveles de concentracion se establecieron de modo que el mas bajo estuviera cerca
del limite de deteccion (LOD), un segundo nivel fuera igual a 0.05 mg/kg, el limite maximo de
residuos permitido (MRL) segun la normativa europea (ya que actualmente no hay regulacion
disponible para México), y el resto de los niveles fueran superiores al MRL. Se pesbé y fortifico
una muestra de tomate blanco (10 g) anadiendo (por quintuplicado) la solucién estandar a los
cinco niveles de concentracion directamente a la muestra de fruta preparada. Para fortificar las
muestras, se agregaron 50, 100, 250, 500 y 1000 uL de la solucién a las muestras de tomate de
control a una concentracién de 1.0 ng/mL para el nivel 1 (0.005 mg/kg), nivel 2 (0.010 mg/kg), nivel 3
(0.025 mg/kg), y nivel 4 (0.0500 mg/kg) y nivel 5 (0.100 mg/kg), respectivamente. Posteriormente,
fueron analizados mediante el método propuesto.

Preparacién y extraccion de muestras

La parte comestible de la muestra total de la matriz escogida como representativa de
matrices vegetales con alta humedad (frutos frescos de tomate) fue triturada y homogeneizada en
una licuadora industrial de acuerdo con lo reportado en el Manual Analitico de Plaguicidas (PAM),
especificamente en el apartado 102-A, referente a la preparacion de muestras (Bastidas-Bastidas
et al., 2019). Una porcion fue tomada como muestra representativa para el analisis.

Se colocaron submuestras del material de control (10 g + 0.05 g) en tubos de
polipropileno para centrifuga de 50 mL y se agreg6 el estandar de fortificacion a los niveles de
concentracidon mencionados en la seccion de soluciones madre y preparaciones de muestras
fortificadas. Posteriormente, las muestras fortificadas fueron agitadas en vértex por 30 segundos
aproximadamente y se mantuvieron en reposo a temperatura ambiente por 30 minutos. Luego,
se adicionaron 10 mL de metanol acidificado al 1 % con acido férmico y fueron agitados por
15 minutos en bano ultrasonico, se dejaron reposar a-18 °C por 90 minutos y luego se centrifugaron
a 10,000 rpm durante 10 minutos. Después de esto, 1.0 mL del sobrenadante resultante fue
filtrado a través de membrana de nylon de 0.22 ym en un vial de polipropileno de 1.5 mL para el
analisis mediante UPLC-MS/MS (Anastassiades et al., 2023).

Analisis instrumental

El sistema cromatografico consisti6 en un equipo de cromatografia liquida de ultra
desempeno (UPLC Acquity serie H) acoplado a un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo
Xevo TQD equipado con una columna Torus DEA (1.7 x 100 x 3.0 mm y tamafio de poro de 130 A)
(Waters Corporation, Milford, USA). El sistema emple6 un flujo de 0.5 mL/min y una temperatura
del horno de 50 °C. Cada muestra se inyecté automaticamente a través de un administrador de
muestras Acquity con un sistema de muestreo automatico de aguja de flujo continuo (Corporacion
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Waters) a un volumen de 10 pL. Las fases moéviles empleadas fueron: fase movil A (formiato de
amonio 50 mM, pH 2.9) y fase moévil B (acetonitrilo + 0.9 % acido férmico), con un gradiente
establecido de la siguiente manera: (1) 0 min, 10 % A; (2) 0-4.5 min, 60 % A; (3) 4.5-8.5 min,
60 % A; y (4) 8.5-16 min, 10 % A. Después de alcanzar las condiciones iniciales, la columna fue
reequilibrada durante 4 minutos antes de la siguiente inyeccién. El tiempo total de corrida fue de
16 minutos.

La ionizacidn por electropulverizacion se empleé en modo de ionizacion negativa con
un voltaje capilar de 2500 V. Se utilizé nitrégeno como nebulizador (caudal de 300 L/h) y gas de
desolvatacion (caudal de 2500 L/h). Latemperatura de desolvatacion fue de 600 ° Cy latemperatura
de lafuente fue de 150 ° C. La adquisicidn y analisis de los datos se realizé con la estacion de trabajo
MassLynx4.1 (Corporacion Waters) utilizando el monitoreo de reacciones multiples (MRM) durante
almenos dos transiciones, que se utilizaron como pares de transicion cuantitativos y de confirmacién
empleando las condiciones de masa en tandem que se muestran en la Tabla 1 y la Figura 1.
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Tabla1.Condiciones de masaentandem parael analisis de perclorato.

Analito lon padre lon hijo Tiempode Cono (V) Colisién (V)
(m/2) (m/z) retardo (s)
Perclorato 99.00 67.00 0.085 20 18
83.00 0.085 20 45

Fuente: Elaboracion propia.

PercloratoEstandar N-5Perclorate WAA9T3 01-Oct-2019 15:46:50
20191001_06 Sm (Mn, 3x2) 3 MRM of 2 Channels ES-
2.68_ 90 = 83 (Perclorate)
1004 99.0 1.77e5
g_
0+ L WL L L NN BLELEL LN L LI B LA B R BRI
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
20191001_06 Sm (Mn, 3x2) 3 MRM of 2 Channels ES-
2.69_ 99 > 67 (Perclorate)
1004 99.0 9.17e3
g_
U T T T T T T T T T T T T T T T 1
1.00 200 3.00 4.00 500 6.00 7.00 500
20191001_06 Sm (Mn, 3x2) 3. MRM of 2 Channels ES-
2.68_ TIC (Perclorate)
100 990 1.66e5
L -
0 T T T T f T T T T T T T T T T ) Time:
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Figura 1. Transiciones monitoreadas para analisis de perclorato.

Fuente: Elaboracién propia.

Cuantificacion

Para calcular la concentracion del perclorato en las muestras, se utilizé el método de
estandar externo reportado por Bastidas-Bastidas et al. (2019) usando la siguiente ecuacion:
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(razpuaste del pice de g muestre JestEndar myactede [ng])

ppm or mg/ kg _ Craspueste del picodal ee@ndar) Cequivelentes do tnuestre myecteda [tng])

Ec. (1)

Control de Calidad del método

Se realizé un control de calidad interno con cada lote analitico para verificar que el
cumplimiento de las especificaciones de idoneidad del sistema continldo establecidas se
mantuvieran, asi como para demostrar la exactitud y precision u otros parametros determinados
para el método utilizado en la determinaciéon. Una muestra blanco-fortificada a 0.025 mg/kg
(nivel 3) fue analizada junto con cada lote de analisis. En el caso de los blancos fortificados,
la recuperacion del perclorato debe estar entre 70 y 120 % para garantizar un buen control de
calidad. En este sentido, las muestras blanco-fortificadas mostraron recuperaciones entre 93 y
111 %. Ademas, el blanco de muestra no mostré interferencias, demostrando un buen desempefio
(Pihlstrom et al., 2021).

Validacion del método

La validacion del método propuesto se realizd de acuerdo con los lineamientos
establecidos por la Comunidad Europea en la guia SANTE 11312/2021: control de calidad
analitico y procedimientos de validacién de métodos para el analisis de residuos de plaguicidas en
alimentos y piensos (Pihlstrom et al., 2021). El desempefio del método fue evaluado a través de
los parametros limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), selectividad, linealidad,
exactitud, precision y efecto matriz. Todos los experimentos se realizaron por quintuplicado y
los criterios de calidad descritos en este documento se utilizaron para juzgar si la validacion fue
exitosa. La selectividad se evalué mediante la comparacién cualitativa del tiempo de retencion de
los picos obtenidos en muestra blanco con los de los picos de un estandar analitico de perclorato.
El LOD y el LOQ se determinaron en funcién de la desviacién estandar de la respuesta de la
muestra en blanco y la pendiente de la curva de calibracion del estandar. La linealidad se estudio
a través de una regresion lineal mediante el analisis de curvas de calibracién de los niveles de
concentracién previamente. Mientras que, la precision y la exactitud se reflejaron en funcion del
porcentaje de recuperacion. La precision se obtuvo por el porcentaje del coeficiente de variacion
(% CV) de la recuperacion global observada y la exactitud se calculé con base en el porcentaje
del promedio global de la recuperacién de las 25 réplicas para el analito de interés dividido entre
la concentracion esperada (nivel de fortificacion). Finalmente, el efecto matriz (ME) fue evaluado
como la relacion entre la sensibilidad analitica de la curva preparada en matriz en relacion con la
sensibilidad de la curva de calibracion preparada en solvente.

Colecta de muestras vegetales y aplicacion del método
Después de validar el método, se tomaron muestras de tomate y otros tres vegetales

(pimiento verde, espinacasy lechuga) recolectadas en mercados y supermercados de ocho estados
de México (Baja California, Estado de México, Nayarit, Nuevo Ledn, Sinaloa, Sonora, Tlaxcala,
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y Yucatan) los cuales fueron sometidos a analisis de perclorato para evaluar la aplicabilidad del
método. Los vegetales muestreados fueron productos agricolas convencionales (n = 31; pimiento
verde [8], tomate [8], lechuga [7] y espinacas [8]) (Calderon et al., 2022b; Calderon et al., 2023).

Resultados y discusién
Validacién del método

El método desarrollado mostré claramente una alta sensibilidad basada en los valores
obtenidos de LOD de 0.001 mg/kg y de LOQ de 0.003 mg/kg. La selectividad fue adecuada,
ya que no se detectaron interferencias que pudieran afectar la determinacién del analito
(Tabla 2, Figura 2). La sensibilidad y selectividad mejoradas del método UPLC-MS/MS hacen
que esta técnica sea apropiada para determinar niveles de residuos de compuestos polares y/o
ionicos en diversas matrices (Leyva-Morales ef al., 2023; Bastidas-Bastidas et al., 2024).

Ademas, el método desarrollado exhibio linealidad del analito en el rango de concentracién
de 0.005a 0.100 mg/kg, lo que se confirmd mediante el analisis de regresion lineal (concentraciones
de perclorato agregadas versus recuperadas; R? > 0,99) (Figura 3). Ademas, el método fue exacto
y preciso, con recuperaciones del 94.08 al 103.31 % y CVs del 5.40 al 6.70 % (Tabla 2). En todos
estos casos, se cumplieron los criterios de aceptacion establecidos en la guia SANTE (70-130 %)
y CV (= 20 %) (Pihlstrom et al., 2021).

Varios métodos validados para determinar el perclorato en vegetales emplean un
espectrometro de masas en tdndem como detector, incluido el propuesto en el presente
estudio. Por ejemplo, Bauer et al. (2018) optimizaron un método analitico para determinar
perclorato en tomates utilizando IC-MS/MS, analizando los niveles de concentracion de
0.010 y 0.100 mg/kg. Los porcentajes de recuperacion para el primer y segundo nivel de
concentracién fueron del 117 % y 102 %, respectivamente. En ambos casos el CV fue del
1% (Tabla 3). El método, asi como el aqui propuesto, fue exacto y preciso segun los criterios
de SANTE (Pihistrom et al., 2021), demostrando que la espectrometria de masas en
tandem es suficientemente sensible para evaluar compuestos altamente polares a niveles
de concentracion de trazas (Leyva-Morales et al.,, 2023; Bastidas-Bastidas et al., 2024).

Tabla 2. Parametros de validacion para la determinacion de perclorato
en vegetales.

Analito LOD LOQ Exactitud Precision (CV %)
(mg/kg) (mg/kg) (porcentaje de
recobro)
Perclorato 0.001 0.003 95.79 + 14.61 15.25
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Limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), exactitud (criterio: porcentaje de recuperacion de
70-120 %) y precision (criterio: coeficiente de variacion [CV] < 20 %)

Fuente: Elaboracién propia.

Chile
20210809_35 Sm (Mn, 3x2) 2: MRM of 3 Channels ES-
TIC (Perclorate)
3.80e3
100
=
=]
Perchlorate standard 0.5 ug/L
Blank Matrix (Bell pepper)
0 T T T T T T T T T T T T T T T T ) Time:
2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00

Figura 2. Cromatograma de adquisicion de monitoreo de reacciones multiples
(MRM) para perclorato (reactivos en blanco frente a muestras fortificadas a un
nivel maximo de 0.01 mg/kg).

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 3. Linealidad del método desarrollado para analizar perclorato en vegetales.

Fuente: Elaboracién propia.

Por otro lado, el método desarrollado es mas exacto y preciso que el método analitico
propuesto por Chamkasem (2018) para la determinacién de perclorato en zanahoria, manzana
y judia verde mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)
(Tabla 3).

Constantinou et al. (2019) también evaluaron el perclorato en alimentos vegetales (fresa,
uva, manzana, centeno, naranjay arroz) y emplearon el mismo método propuesto en este estudio
(Tabla 3). A diferencia del método propuesto aqui, el reportado no evalué el tomate como matriz,
y el LOD (0.02 mg/kg) y LOQ (0.05 mg/kg) fueron menos sensibles. Ademas, el estandar interno
marcado isotopicamente empleado en ese estudio aumentd el costo del analisis sin afectar
notablemente el proceso (Leoterio et al., 2017).

Hepperle et al. (2013) validaron un método analitico para determinar el perclorato en
manzanas y cebada mediante extraccion QuPPe y cuantificacion UPLC-MS/MS (Tabla 3). EI LOQ
informado por estos autores (0.002 mg/kg) fue ligeramente superior al LOQ del presente estudio.
Herrera-Lopez et al. (2019) validaron un método analitico para determinar perclorato en cinco
matrices: uva, lechuga, naranja, avena y soja. Los valores de LOQ fueron 0.02 mg/kg para uva,
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lechuga, avena y soja, mientras que el LOQ para naranja fue de 0.05 mg/kg (Tabla 3). Por lo tanto,
los valores LOQ informados en ese estudio indicaron que el método era menos sensible que el
método propuesto en el presente estudio (0.003 mg/kg).

Huertas-Pérez et al. (2022) validaron el método analitico QuPPe-UPLC-MS/MS para
determinar el perclorato en una amplia gama de productos alimenticios (puré de mango, puré
de manzana, brdcoli, alimentos para bebés a base de frutas alimentos para bebés a base de
vegetales, ciruelas pasas, remolacha y jugo de manzana) (Tabla 3). Su método puede manejar
una mayor diversidad de matrices que el método desarrollado en el presente estudio, y el rango
de trabajo evaluados es mas amplio. Sin embargo, sus valores de LOQ fueron similares o menos
sensibles que los nuestros (0.010 mg/kg para todas las matrices evaluadas).

Finalmente, en cuanto al efecto matriz (ME), se evalué como la relacién entre la sensibilidad
analitica de la curva preparada en matriz con relacién a la sensibilidad de la curva de calibracién
preparada en solvente (ME (%) = [(pendiente en matriz/ pendiente en solvente) —1] x 100).
De acuerdo con la guia SANTE, valores < + 20 % se interpretan como un efecto bajo, valores
>+ 20y <*50 % se consideran un efecto moderado, mientras que valores > £+ 50 % se consideran
un efecto alto (Pihlstrom et al., 2021). En este sentido, los valores negativos de los efectos de
matriz significan una supresion de la sefal, mientras que los valores positivos representan una
mejora. Una vez conocido el efecto matriz, se realiza la correccion pertinente en los calculos de
los analitos evaluados. Segun Leyva Morales et al. (2023) un aspecto importante del ME es que,
para cada tipo de matriz, se debe estudiar de forma independiente el efecto producido. En este
sentido, se observé un efeto matriz de negativo en todos los vegetales evaluados; en el caso del
tomate, fue de —57,45 %; mientras que, en el caso de espinaca, lechuga y pimiento verde fue de
-42,98 %, —-26,44 y —11,56, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Efecto matriz (EM %) para perclorato en los vegetales evaluados.
Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados de ME observados en el presente trabajo coincidieron con otros reportados
previamente donde se indica que los componentes presentes en varias matrices pueden reducir
la respuesta de la sefial de los analitos en el detector debido a la supresién idnica (Pizzutti et
al., 2016). Este comportamiento se ha sido reportado como muy comun en LC-MS/MS, debido
a la competencia que se genera en la fuente de iones durante el proceso de ionizacién, entre
los componentes coeluidos de la matriz con los analitos de interés, provocando asi la supresion
de iones vy, por lo tanto, una sefial de respuesta reducida. Este problema, al momento de la
determinacion de los analitos, se puede omitir mediante la preparacion de estandares en matriz
afiadida, tal como se presento en este trabajo (Pizzutti et al., 2016; Pano-Farias ef al., 2017; Fei
et al., 2024).

Aplicacion del método para el analisis de vegetales

El andlisis de vegetales de diferentes regiones de México reveld la presencia de perclorato
en el 71 % (22/31) de las muestras analizadas. Sin embargo, sélo 13 muestras contenian
concentraciones de perclorato por encima del LOQ, nueve mostraron concentraciones entre
el LOD y el LOQ, y siete contenian trazas (es decir, por debajo del LOD). La concentracién
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maxima (0.016 mg/kg) se detectd en espinacas de un mercado local de Tlaxcala. La frecuencia
de deteccion de perclorato en productos agricolas presento el siguiente comportamiento: lechuga
> espinaca > tomate > pimiento verde (Tabla 4). Algunos autores han informado que las hortalizas
de hoja tienden a ser mas susceptibles a la acumulacién de perclorato (Sanchez et al., 2005;
USDA, 2005; Seyfferth & Parker, 2006; Garrido et al., 2020; Calderon et al., 2022a; Zhang et al.,
2022), lo que concuerda con los resultados de este estudio. La Figura 5 muestra la presencia
de perclorato en una muestra de tomate de Culiacan, Sinaloa, México. Ninguna de las muestras
supero el LMR establecido por la normativa europea (0,05 mg/kg).

Aunque en México no existen reportes de la presencia de perclorato en alimentos,
cuando se exportan productos agricolas a otros paises estos pasan por una estricta revision
para garantizar que estos sean inocuos. En este sentido, durante 2004-2005, el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) superviso la presencia de percloratos en 27 tipos
de alimentos, entre ellos vegetales producidos tanto a nivel nacional como algunos importados
de México. El monitoreo realizado indico la presencia de perclorato en todos los vegetales tanto
los producidos en diversas partes de Estados Unidos como en los importados, siendo la lechuga
la que presenté una mayor frecuencia de deteccion y las espinacas las que bioacumularon
los niveles mas altos de percloratos (0.927 mg/kg). Interesantemente, la concentracion
maxima de perclorato en las espinacas importadas de México (0.252 mg/kg) fue en general
superior a las concentraciones presentes en las espinacas producidas en los Estados Unidos
(0.006—-0.154 mg/kg), excepto para las espinacas producidas en California, particularmente
en Brawley (0.927 mg/kg), Long Beach (0.266 mg/kg), Moorpark (0.259 mg/kg) y Riverside
(0.680 mg/kg). En el caso del tomate, se observd el mismo comportamiento. La concentracion
maxima observada en la produccion nacional correspondié al producido de Somis, California
(0.039 mg/kg), mientras que los tomates importados de México exhibieron aproximadamente
siete veces mas perclorato (0.286 mg/kg). Sin embargo, la concentracion maxima en lechuga se
detectd en productos de Yuma, Arizona (0.129 mg/kg), sin informes de la presencia de perclorato
para la lechuga de origen mexicano (USDA, 2005). Las concentraciones reportadas por el USDA
para vegetales importados de México (lechuga y tomate) fueron superiores a las detectadas en
vegetales de supermercados de diferentes regiones de México analizados en este estudio.

Finalmente, si bien en México no existen regulaciones que establezcan los limites maximos
permitidos para perclorato en vegetales, el método desarrollado en este estudio proporciona
un método de determinacién alternativo ya que resulté en valores de LOD y LOQ que fueron
inferiores a los establecidos en las regulaciones de la Comisién Europea (0.05 mg/kg) (European
Commission, 2020).
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Tabla 3. Comparacion del método desarrollado con métodos
informados anteriormente para determinar el perclorato en diversas
matrices alimentarias.

Método de Matriz Nivel de Porcentaje Coeficiente  Limite de Limite de Referencia
extraccion/ fortificacion  de recobro de deteccion  cuantificacion
determinacion (mg/kg) (%) variacion (mgl/kg) (mg/kg)
(%)
Tomate 0.01 117 1
0.1 102 1
Manzana 0.01 97 1
0.1 97 1
QuPPe/ Limén 0.01 106 2
cromatografia 0.1 94 1 No No Reportado Bauer et
lonica- Reportado al. (2018
espectrometria de Pasa 0.01 119 4 pNR (NR) ( )
masas en tandem 0.1 97 1 (NR)
(IC-MS/MS) Aguacate 0.01 93 2
0.1 95 1
Trigo 0.01 109 1
0.1 99 1
Zanahoria 0.02 70 29
0.04 95 9
0.25 90 22
Extraccion y M 0.02 74 4
centrifugacion anzana : No 0.001 Chamkasem
con disolventes/ 0.04 94 8 Reportado (2018)
Cromatografia
liquida- 0.25 85 2 (NR)
espectrometria de Judia 0.02 92 7
masas en tandem verde
0.25 88 2

Continuacion
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Tabla 3. Comparacion del método desarrollado con métodos
informados anteriormente para determinar el perclorato en diversas
matrices alimentarias.

Método de extraccion/ Matriz Nivel de Porcentaje Coeficiente Limite de Limite de Referencia
determinacion fortificacion de recobro de variacion deteccién cuantificacién
(mglkg) (%) (%) (mglkg) (mg/kg)
Fresa 0.05 96 14.9
0.2 104.6 55
0.05 87.2 12
Uva
0.2 97.5 45
Manzana 0.05 87.5 6.6
0.2 97.4 2.8
QuPPe/cromatografia  Centeno 0.05 89.1 22
Ielcsl:tg:Iedc":rometria CZZ 0.2 874 35
masas en tandem  Naranja 0.05 110.5 9.8 0.02 0.05 Constantinou
otal 2019
(LC/ESI-MS/MS) 0.05 104.1 6.1
Arroz
0.2 110.5 9.8
Manzana 0.01 108 2.6
0.1 98 22 No Reportado Hepperle et al.
QuPPe/UPLC-MS/MS Cebada 0.01 106 2.3 (NR) 0.002 (2013)
0.1 93 5

Continuacion
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Tabla 3. Comparacion del método desarrollado con métodos informados
anteriormente para determinar el perclorato en diversas matrices alimentarias.

Método de extraccién/ Matriz Nivel de Porcentaje Coeficiente Limite de Limite de Referencia
determinacion fortificacion de recobro de deteccién cuantificacién
(mg/kg) (%) variacion (mg/kg) (mg/kg)
(%)
Uva 0.02 93 4 0.01
0.05 97 11 0.02
0.10 97 5
0.50 97 1
Lechuga 0.02 113 3 0.01 0.02
0.05 107 5
0.10 105 2
Método de extraccion 0.50 105 2

a base de metanol
con limpieza sencilla/

cror.natf)grsz'ia liquida/ Naranja 0.02 NR NR 0.01 0.05 Herrera-Lopez
ele(;(t)rl:;zf\:::zpa(::rién- 0.05 108 7 et al. (2019)
espectrometria de 0.10 103 11
masas QTrap (LC/
ESI-Qtrap MS) 0.50 102 6
Avena 0.02 101 8 0.01 0.02
0.05 102 3
0.10 102 7
0.50 101 2
Soya 0.02 NR NR 0.01 0.05
0.05 114 19
0.10 116 5
0.50 110 6

Continuacion
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Tabla 3. Comparacion del método desarrollado con métodos
informados anteriormente para determinar el perclorato en diversas

matrices alimentarias.

Método de Matriz Nivel de Porcentaje Coeficiente Limite de
extraccion/ fortificacion de recobro de variacion deteccion
determinacion (mg/kg) (%) (%) (mg/kg)
Puré de 0.002 103.6 2
Mango 0.020 99.7 0.4
Puré de 0.002 93.3 5.4
manzana
0.500 99 1
Alimentos 0.002 107.3 2.8
para bebés a 0.500 99.3 1
base de frutas ' i
Alimentos 0.002 102.1 5.9
para bebés
a base de
QuPPe/ vegetales 0.500 97.5 1 No Reportado
UPLC-MS/MS Brécoli 0.002 100.6 5 (NR)
0.500 98.8
Ciruela pasa 0.010 98.7 5.1
1.250 105.2 2.9
Remolacha 0.010 110.1 3.6
seca 1.250 105.6 2.8
Jugo de 0.002 95.5 5.3
manzana 1.250 106.9 3.7
concentrado
0.005 111.7 10.6
QuPPe/ Tomate 0.001
UPLC-MS/MS 0.010 88.4 11.9
0.050 90.5 12.12

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 5. Presencia de perclorato en una muestra de tomate (0.010
mg/kg) de un supermercado local en Culiacan, Sinaloa, México.

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 4. Concentraciones de perclorato en muestras vegetales de
ocho estados de la Republica Mexicana.

Numero de Muestra

muestra

1 Pimiento
verde
Tomate
Lechuga
Espinaca

Pimiento
verde

a b~ W DN

Tomate
Lechuga
Espinaca

© 00 N O

Pimiento
verde

10 Tomate
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Origen

Supermercado local

Supermercado local
Supermercado local
Supermercado local
Supermercado local

Supermercado local
Supermercado local
Supermercado local
Supermercado local

Supermercado local

Localizacion

Culiacan, Sinaloa

Culiacan, Sinaloa

Culiacan, Sinaloa

Culiacan, Sinaloa
Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit
Guaymas, Sonora

Guaymas, Sonora

Continuacion

Concentracion de
perclorato (mg/kg)

0.004

0.010
0.006
<LOQ
<LOQ

<LOQ
0.005
<LOQ
0.006

0.004

MRL de la
Comision Europea

(mglkg)*

0.05
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Tabla 4. Concentraciones de perclorato en muestras vegetales de
ocho estados de la Republica Mexicana.

Numero de
muestra

11
12
13
14
15
16
17

18
19
20

21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31

Muestra

Lechuga
Espinaca
Tomate
Lechuga
Espinaca
Pimiento verde
Tomate

Espinaca
Pimiento verde
Lechuga

Tomate
Espinaca

Tomate
Pimiento verde
Lechuga
Espimaca
Tomate
Pimiento verde
Lechuga
Espinaca
Pimiento verde

Origen

Supermercado local
Supermercado local
Supermercado local
Supermercado local
Supermercado local
Supermercado local
Mercado de alimentos

Mercado de alimentos
Mercado de alimentos
Produccion en
Chinampera
Mercado Local
Produccion en
Chinampera
Mercado Local
Mercado Local
Mercado Local
Mercado Local
Mercado Local
Mercado Local
Mercado Central
Mercado Central
Mercado Central

Localizacion

Guaymas, Sonora
Guaymas, Sonora
Mexicali, Baja California
Mexicali, Baja California
Mexicali, Baja California
Mexicali, Baja California
Monterrey, Nuevo Leo6n

Monterrey, Nuevo Leodn
Monterrey, Nuevo Leén
Xochimilco, Estado de México

Xochimilco, Estado de México
Xochimilco, Estado de México

Tlaxcala, Tlaxacala
Tlaxcala, Tlaxacala
Tlaxcala, Tlaxacala
Tlaxcala, Tlaxacala
Mérida, Yucatan
Mérida, Yucatan
Mérida, Yucatan
Mérida, Yucatan
Mérida, Yucatan

Concentracion
de perclorato
(mg/kg)

<LOQ
0.033
<LOD
<LOD
0.004
<LOQ
0.006

<LOD
0.005
0.007

ND
0.006

<LOD
<LOD
0.001

0.016
<LOD

ND

<LOQ
<LOQ
<LOD

MRL de la
Comision
Europea

(mglkg)*

0.05

Limite de deteccién (LOD) = 0.001 mg/kg; Limite de cuantificacién (LOQ) = 0.003 mg/kg; ND = No detectado:
*Regulacion de la Comisién Europea 2020/685 (European Commission, 2020); limite maximo de residuo
permitido (MRL); los valores resaltados en negrita son mayores que el LOQ.

Fuente: Elaboracién propia
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Conclusiones

Se desarrollé un método econdmico, sencillo y rapido para la cuantificacion de perclorato
en vegetales mediante el método de extraccion QuPPe y cuantificacion empleando UPLC-MS/
MS. El método mostrd buena linealidad (R? > 0.99), selectividad, precision y exactitud con limites
de deteccion y cuantificacion inferiores a lo normado en la regulacion europea. Esto garantiza que
el método propuesto es adecuado para el propésito propuesto ya que los parametros evaluados
estan dentro de los valores recomendados en la guia SANTE para el desarrollo de métodos
analiticos.

Ademas, este estudio es el primero en reportar la presencia de percloratos en México.
Finalmente, el método se aplicé con éxito a tomate, lechuga, pimiento verde y espinaca
recolectados en diferentes regiones de México, demostrando que su sensibilidad es superior o
equivalente a otros métodos reportados en la literatura para evaluar el perclorato en vegetales.

En términos de perspectivas futuras, el método desarrollado se puede aplicar a otros
alimentos, y su alcance se puede ampliar a otros analitos con propiedades similares. El método
desarrollado se puede utilizar para monitorear este contaminante en productos agricolas,
marcando la pauta para la creacién de politicas publicas para la regulacion de las concentraciones
de perclorato en los alimentos.
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