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Resumen

El monitoreo de residuos de glufosinato, glifosato y su metabolito, el acido
aminometilfosférico (AMPA, por sus siglas en ingles) en arroz es necesaria para
garantizar el cumplimiento de los limites maximos de residuos permitidos y la salud
publica. En el presente trabajo se realizo6 la validacion de un método analitico para
la determinacion de glifosato, glufosinato y AMPA en arroz utilizando Cromatografia
Liquida de Uitra Alto Desempefio con Analizador de Espectrometria de Masas-
Masas (UPLC MS/MS, por sus siglas en inglés), en el Laboratorio de Analisis de
Residuos de Agroquimicos del Servicio Fitosanitario del Estado de Costa Rica. Se
optimizaron los parametros de operacion, tanto del cromatografo liquido como del
espectrémetro de masas-masas para obtener las mayores intensidades, simetria de
los picos y un tiempo éptimo de la corrida.

Los parametros de desempefo que se evaluaron fueran: linealidad,
especificidad, efecto de matriz, precision, precision intermedia, veracidad, limite de
deteccion y limite de cuantificacion. Los resultados obtenidos son conformes de
acuerdo con los criterios de aceptacion establecidos por la guia SANTE/11813/2017
para la validacién de métodos analiticos de residuos de agroquimicos en frutas y
vegetales. El ambito lineal de trabajo fue de (0,020 a 0,50) mg/kg, con un limite de
deteccion y cuantificacion de 0,025 mg/kg y 0,008 mg/kg, respectivamente.
Ademas, se evidencio un considerable efecto matriz para el residuo de glifosato, de
manera que su determinacion se debe realizar empleando curva matriz u otro
método que compense dicho efecto.

El método analitico se aplico a 49 muestras de arroz que ingresaron al
Laboratorio de Analisis de Residuos de Agroquimicos del Servicio Fitosanitario del

Estado, y se obtuvieron resultados satisfactorios



1. Introduccion

El creciente consumo de alimentos a nivel mundial y la disminucién de espacio
para su produccién obligan a los productores a mantener la calidad de los cultivos
en la forma mas eficiente posible. De ahi la necesidad del empleo de plaguicidas
que eviten plagas, brote de enfermedades que puedan afectar la productividad de
los cultivos, siempre bajo un uso correcto (FAO, 2014). El uso correcto implica
utilizar las dosis y los periodos de retiro recomendados por el fabricante, con los

cuales se registro el plaguicida.

Costa Rica es un pais agricola, y se ha visto obligado a usar plaguicidas de
manera intensiva para mantener los cultivos libres de plagas y malas hierbas que
pueden disminuir el rendimiento de la produccion. Sin embargo, el mal o excesivo
uso de los plaguicidas, pueden provocar problemas en la salud de la poblacion al
quedar residuos en los vegetales. Estos residuos pueden suponer un riesgo para

las personas que consumen grandes cantidades de estos alimentos contaminados.

De acuerdo con el Servicio Fitosanitario del Estado (SFE, 2018c), el uso de
plaguicidas o ingrediente activo por hectarea de cultivo en el afio 2016, fue de
aproximadamente 10 kg. Un valor preocupante segun IRET-UNA, poniendo a Costa
Rica como uno de los mayores importadores y, por lo tanto, con mayor uso por
hectarea en el mundo (IRET, 2016).

Con el paso del tiempo Costa Rica ha aumentado el numero de plaguicidas
registrados, segun el IRET, antes de la década de los 80 se importaban
aproximadamente 30 ingredientes activos; sin embargo, para el afio 2006 se
encontraban registrados entre 220 a 243 plaguicidas (Ramirez et al., 2009). Dentro
de la lista de plaguicidas el que mas se importa es el mancozeb y en segundo lugar
esta el glifosato (SFE, 2018a).

Los cuatro plaguicidas mas importados representan aproximadamente el 50%

de la cantidad total importada, siendo el glifosato y el glufosinato el 10% y 0,2%,



respectivamente, donde el primero para el afio 2016 correspondia a 1 809 041

kilogramos de ingrediente activo (SFE, 2018b).

El glifosato es usado en una gran variedad de cultivos, fue producido por
Monsanto en la década de 1970 con el nombre de Round up®, ha sido empleado
intensamente no solo por su precio, sino por su efecto rapido, sistémico, no selectivo
y de amplio espectro (Kaczynski & tozowicka, 2015). El glufosinato tiene una gran
similitud con el glifosato, siendo ambos del grupo quimico aminofosfonato, herbicida

de accion sistémica. Sin embargo este Ultimo no es tan empleado como el glifosato.

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer ha
categorizado al glifosato como probablemente cancerigeno (IARC, 2015), este
comunicado desencadend que muchas organizaciones e instituciones dieran
prioridad a su analisis y determinacion, al menos para monitorear su Limite Maximo
de Residuo (LMR), en especial por ser uno de los plaguicidas mas ampliamente

usados en el mundo.

Segun el Codex Alimentarius, la definicion de residuo de plaguicida se
entiende como cualquier sustancia especificada presente en alimentos, productos
agricolas o alimentos para animales como consecuencia de uso de un plaguicida.
El término incluye cualquier derivado de un plaguicida, tales como productos de
conversion, metabolitos, productos de reaccion y las impurezas consideradas de
importancia toxicolégicas (OMS, 2018). De aqui la importancia del analisis del
principal metabolito del glifosato, el acido aminometilfosférico (AMPA, por su siglas

en Inglés).

El SFE ente regulador y fiscalizador en materia fitosanitaria en Costa Rica
aprueba el uso de glifosato en arroz, el grano mas consumido por los costarricenses
y por ende la importancia del control del herbicida. Especificamente el Laboratorio
de Analisis Residuos de Agroquimicos (LRE) del SFE es donde se realizara tanto el
desarrollo de la metodologia como la validacion del método por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de masas-masas para realizar dicho analisis.



El consumo de arroz en Costa Rica alcanzé en el periodo 2016-2017 la
cantidad de 218 mil toneladas métricas, para un consumo per-capita de 47,5 kg. La
produccion nacional fue de aproximadamente 56%, el 44% restante es producto de
importacion (CONARROZ, 2017). Producto de estos datos, el arroz es el grano mas
consumido en Costa Rica. Por ello es de suma importancia el control y monitoreo

de plaguicidas en arroz, para salvaguardar la salud de la poblacion.

Es por estas razones que resulta de suma importancia mantener una
vigilancia constante sobre los alimentos que se consumen a nivel nacional, ya sea
por importacion o por produccion local, con el fin de proteger la salud del consumidor
y, a su vez, para cumplir con requisitos nacionales e internacionales de comercio,
verificar el cumplimiento de los Limites Maximos de Residuos (LMR) establecidos

por el Codex Alimentarius y adoptados por Costa Rica.

El Codex Alimentarius es la organizacion responsable de emitir normas para
proteger la salud de los consumidores, facilitar practicas justas en el comercio de
alimentos y promover la coordinacion de normas alimentarias acordadas por

diversas organizaciones (Guerrero, 2003).

Para ello, se debe disponer de metodologias analiticas avanzadas que
funcionen como metodologias confirmatorias, apropiadamente validadas, capaces
de detectar, identificar y cuantificar estos analitos a niveles de concentracién del

orden de mg/kg (Botero, 2016).

Para estos fines la espectrometria de masas en tandem acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS/MS) es la técnica adecuada para el analisis de

residuos de plaguicidas debido a su alta especificidad y sensibilidad (Botero, 2016).



2. Antecedentes

Un uso inadecuado de plaguicidas puede causar desenlaces negativos, tales
como envenenamientos en un grupo poblacional que consume vegetales
contaminados, lo cual es poco usual pero ha ocurrido. Un caso a resaltar es el
ocurrido en Estados Unidos, en 1985, donde casi 2000 personas se enfermaron por
haber comido sandias contaminadas con aldicarb. Se notificaron seis muertes y dos

nacimientos sin vida (Garcia, 1998) .

El Comité del Codex sobre Residuos de Plaguicidas se encarga de los
residuos de plaguicidas en los alimentos, y basa sus tareas en las aprobaciones
cientificas del grupo de expertos independientes: la Reunién Conjunta FAO/OMS
sobre Residuos de Plaguicidas (OMS, 2018).

Costa Rica, como miembro del Codex adopta lineamientos establecidos por
esa organizacion. Los limites de residuos recomendados por el esta organizacion
son utilizados por nuestro pais. Especificamente para el glufosinato en arroz se
emplean dichos limites, y para el caso del glifosato se sigue el establecido por la

Unién Europea o EPA al no contar con LMR en el Codex.

Para cuantificar estas moléculas, actualmente se utilizan tres metodologias,
algunas pueden catalogarse como complementarias entre si, porque los resultados
de una, implica la aplicacién de la otra. A continuacién se describen algunos

meétodos:
a. Método de tamizaje

Los métodos de tamizaje se basan en la reaccidbn de un antigeno con un
anticuerpo y se utilizan para detectar la presencia de una sustancia o grupo de

sustancias al nivel de interés (Paravani et al., 2016)

Se utilizan generalmente cuando se tiene un gran numero de muestras para
posibles resultados no conformes (Chang, Mani, Parvathinathan, & Kanth, 2009).
Estos métodos de deteccion son generalmente econdmicos, faciles de usar,

manejar y rapidos; ademas, presentan buena sensibilidad, especificidad y



capacidad de deteccién. Sin embargo, estos no proveen una identificacion
inequivoca y generalmente no proporcionan resultados cuantitativos exactos
(Paravani et al., 2016). Es por este motivo que dichas técnicas se utilizan en el
analisis y control de residuos de plaguicidas en alimentos de origen vegetal, pero
también se requiere contar con una metodologia confirmatoria que permita
determinar el plaguicida especifico y; ademas, la concentracion exacta presente en

la muestra.

Un caso del uso del tamizaje fue el empleado por Alemania en el afio 2015,
durante la investigacion para determinar la biocumulacién de glifosato en leche
materna (Steinborn et al., 2016), empleando el ensayo de ELISA. Por esta técnica
se observé la presencia y cuantificacién del plaguicida, con concentraciones entre
76 pg/L y 166 pg/L. Valores que son de 760 a 1600 veces mas alto que los
permitidos por la Directiva de Agua Potable de Alemania, sin embargo es menor al
LMR de 700 ug/L propuesto por la EPA (EPA, 2009).

b. Meétodo confirmatorio

Para la deteccion de residuos de plaguicidas en matrices de origen vegetal
es necesario disponer de métodos suficientemente sensibles para llegar a
cuantificar bajas concentraciones (Botero, 2016). Las normativas del Codex y de la
Unién Europea establecen criterios minimos que deben cumplir los métodos usados
para confirmar resultados sospechosos, obtenidos por los métodos de confirmacion.
Segln la guia Codex CXG-90-2017 estas normativas indican que los métodos
adecuados para fines confirmatorios son los que utilizan cromatografia con
espectrometria de masas como deteccion, debido la especificidad que poseen
(Codex, 2017).

La espectrometria de masas de triple cuadrupolo (conocida como QQQ), es
sin duda, la técnica analitica instrumental mas completa que se registra

actualmente. Su uso en el analisis de residuos de plaguicidas se da generalmente



mediante el acoplamiento de la espectrometria MS/MS con cromatografia liquida
(LC-MS/MS) (Codex, 2017).

A nivel internacional el desarrollo de métodos confirmatorios utilizando LC-
MS/MS para determinar residuos de plaguicidas en diversas matrices ha generado

numerosas investigaciones, a continuacion se citan algunas:

En el afo 2013, Botero e lbafes emplearon HPLC-MS/MS para la
determinacion de glifosato en arroz y soya empleando una metodologia diferente a
la que normalmente se empleaba, derivatizacion post o pre-columna que genera
derivados fluorescentes, puesto que la metodologia era complicada y generaba
falsos negativos. Botero planteé usar HPLC-MS/MS sin derivatizar, empleando
cromatografia ionica, junto con extraccion en fase sodlida para obtener dichos
compuestos en matrices complicadas y con gran cantidad de grasa, carbohidratos

y proteinas que complicaban su determinacion.

Posteriormente un estudio en 2016, titulado Validacion de métodos
confiables y selectivos para la determinacion directa de glifosato y acido
aminometilfosfonico en leche y orina usando LC-MS/MS (Jensen, Wujcik, McGuire,
& McGuire, 2016), muestra el empleo de un método confirmatorio para el analisis
de glicinas, de manera que permite su analisis después de un analisis por tamizaje

o bien su empleo directo sin necesidad del tamizaje.

Entre los métodos citados en parrafos anteriores existen otras pruebas
realizadas con diferentes fases moviles, diferentes columnas y diferentes métodos

de extraccion.

En el ambito nacional solo se registra un laboratorio que realiza el analisis de
una glicina, especificamente el glifosato, el Laboratorio Lambda, el cual segun el
Ente de Acreditacion de Costa Rica (ECA), lo analiza en alimentos, aguas, suelos
por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas, sin embargo se
generan dudas cuando se reporta que llegan a limites de cuantificacion de 2 x 106

mg/L.



El desarrollo de una metodologia analitica que permita determinar residuos
de glicinas, en arroz u otras matrices, significa un progreso para el pais. Esta
implementacién representa un gran avance hacia el aseguramiento de la inocuidad
alimentaria y una generacion importante de informacién que permita obtener datos

pertinentes sobre del uso de estos herbicidas en vegetales.



3. Justificacion

Recientemente la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer
(IARC) categorizo al glifosato dentro el grupo 2A (IARC, 2015), como probablemente
carcinogénico para el ser humano, siendo esta agencia un organismo especializado
gue opera bajo el auspicio de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), lo que
genera una importante alerta a nivel mundial, ya que la OMS es el maximo érgano

internacional en materia de salud publica.

A pesar de que el glufosinato tiene similitudes quimicas y de mecanismos de
accion con el glifosato, no existen suficientes estudios sobre su toxicidad en relacion
con el glifosato. Segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) el
glufosinato no posee riesgos inherentes a la salud humana (EFSA, 2005). Por otro
lado el IARC no reporta informacion al respecto, por ello, se centra en mayor medida

sobre la toxicidad del glifosato.

En el afo 2010 el glifosato estaba registrado en mas de 130 paises, siendo
posiblemente el herbicida mas usado y producido a nivel mundial. Se estima que en
2012 la produccion de glifosato sobrepasaba las 720 000 toneladas (IARC, 2015).
Todo indica que al expirar la proteccion de la patente perteneciente a Monsanto en
1996 y la introduccion de especies genéticamente modificadas para resistir el efecto
herbicida del plaguicida, caus6 un importante aumento en la produccién del mismo
(Székacs & Darvas, 2012).

Actualmente se encuentra en controversia la peligrosidad o toxicidad del
glifosato. Dos de las agencias de mas prestigio a nivel internacional debaten la
congruencia y veracidad de resultados que catalogan al glifosato como
probablemente cancerigeno. Por un lado la IARC lo categoriza en el grupo 2A como
probablemente cancerigeno, a partir de estudios y datos epidemiologicos
disponibles y dos metanalisis en los que se basan para dar esa categorizacion
(IARC, 2015; Portier et al., 2016). Por otra parte, la EFSA refuta dichos estudios y
categoriza como improbable que el glifosato represente un peligro carcinogénico

para el ser humano (Portier et al., 2016).



Es probable que en los proximos afios se lleguen a conclusiones mas
precisas y coherentes entre diferentes instituciones; sin embargo, se le debe dar
peso y prestar atencion a lo planteado por el IARC-OMS; puesto que, Costa Rica al
igual que la mayoria de los paises del mundo sigue politicas y directrices de la OMS.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, es de importancia para el pais el
analisis y determinacién de glifosato y glufosinato en alimentos de origen vegetal.
El constante monitoreo y cumplimiento de limites maximos permitidos que garantice

la salud e integridad publica, adquiere un aspecto primordial.

El Gobierno de Costa Rica, y especificamente el Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (MAG), tiene como responsabilidad inspeccionar en forma integral los
alimentos de origen vegetal para el consumo humano. Esta funciones ha sido
delegada al Servicio Fitosanitario del Estado (SFE) mediante la ley N° 7664 Ley de
Proteccién Fitosanitaria. Ademas, el SFE debe registrar todo los agroquimicos que
se utilizan en los diferentes cultivos, mediante un proceso de registro y autorizacion
para su uso. El proceso de registro comprende la presentacion, por parte del
registrante de la informacion correspondiente a las propiedades fisico-quimicas; asi
como, las caracteristicas agrondémicas, toxicolégicas y ecotoxicologicas del
producto que se quiere registrar. La informacion es evaluada por el SFE, el
Ministerio de Salud y el Ministerio de Ambiente; si el producto cumple con los

parametros de evaluacion se procede al registro del mismo (SFE, 2018d).

El SFE para tener un adecuado monitoreo del uso y control de agroquimicos
utilizados en las diversas etapas de la produccidén, cuenta con un Plan Anual
Operativo (PAQ), en el cual se incluye un programa de muestreo de residuos de

plaguicidas en vegetales (SFE, 2018d).

Este programa de muestreo establece las regiones de monitoreo y los
productos de origen vegetal a recolectar para su andlisis. Los resultados obtenidos
se comparan con los LMR, los cuales indican el nivel mas alto de un residuo que
pueda estar presente en los alimentos, sin causar efectos adversos en los

consumidores. Los LMR son establecidos por organismos internacionales,
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regionales o nacionales como el Codex Alimentarius, EPA, Union Europea u otros
organismos reconocidos por la comunidad cientifica y se basan en estudios de

residuos de plaguicidas a partir de buenas practicas agricolas (FAO/OMS, 2018).

Para el glifosato y el glufosinato, el LMR establecido por el SFE para el arroz
es una concentracion de 0,1 mg/kg para el primero; para el segundo es de 0,9 mg/kg

segun el EPA y Codex Alimentarius respectivamente.

El glifosato se utiliza en la mayoria de cultivos: anuales, perennes y en zonas
no agricolas. Por cultivo, la palma africana consume el 24,9% del total de glifosato
usado en el pais, le sigue el arroz (7,8%) (Ramirez et al., 2009). Costa Rica es uno
de los mayores consumidores de arroz en el mundo, 46 kg per capita (CONARROZ,

2015), de ahi la importancia del analisis de residuos de plaguicidas en este grano.

Dado que la Salud Publica es de interés nacional, se debe velar porque los
residuos de plaguicidas no estén presentes en cantidades que supongan un riesgo
para los seres humanos, los animales y el ambiente. Para el SFE es de suma
importancia el desarrollo de una metodologia para cuantificar ambos herbicidas, con
el propésito de iniciar con el monitoreo de estos compuestos en los alimentos de

origen vegetal producidos, importados y consumidos en Costa Rica.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Desarrollar una metodologia analitica para la determinacion de residuos de
glifosato, glufosinato y AMPA en arroz por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas.

4.2 Objetivos especificos

e Optimizar las condiciones experimentales del equipo que permitan una

optima cuantificacién del glifosato, glufosinato y el AMPA.

e Validar la metodologia analitica siguiendo la guia europea
SANTE/11813/2017, del Directorate- General SANTE Health and Food
Safety de la Unién Europea (SANTE), relativa a analisis de residuos y
criterios de calidad para que los resultados sean fiables desde el punto de

vista cualitativo y cuantitativo.

e Aplicar la metodologia analitica desarrollada a muestras de arroz

procedentes tanto de la produccion nacional como de producto importado.
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5. Marco teérico

5.1 Efecto en la salud humana

Recientemente la IARC, organismo de la OMS, especializado en
investigacion sobre el cancer, ha vinculado al glifosato con el Linfoma no Hogdkin

por medio de evidencia humana recopilada (IARC, 2015).

Ademas, otros estudios con suficiente evidencia de carcinogenicidad en
animales y rutas o mecanismos de dos carcindégenos han dado pie a categorizar el
glifosato en el grupo 2A como probablemente cancerigeno (Portier et al., 2016). La
evidencia en animales se observo en ratones que presentaron tumores renales y
hemangiosarcoma, de igual manera en ratas se encontraron tumores benignos
(Guyton et al.,, 2015; IARC, 2015; Portier et al., 2016). Por ello, el IARC concluyd
que existe una fuerte evidencia de genotoxicidad y estrés oxidativo para el glifosato,

especialmente dafio en el ADN en sangre periférica en seres humanos.

Sin embargo, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA),
organismo de importante prestigio mundial ha desacreditado y refutado los estudios
de IARC, al no vincular el potencial genotoxico del glifosato. EFSA calificd la
evidencia humana como muy limitada. Sin embargo, confirma que existe estrés
oxidativo, pero que por si solo, no es vinculante con la carcinogénesis (Portier et al.,
2016)

Por ultimo, diferentes estudios como los realizados por Niermann, 2015,
evaluan el riesgo de la poblacion consumidora. Analizando el glifosato en la orina
en poblaciones de nifios en Noruega y Alemania se observa valores bajos del
herbicida, muy por debajo de la IDA, de manera que califican de poco probable un
efecto en la salud humana (Niemann, Sieke, Pfeil, & Solecki, 2015). Paterson et al.
asocian no solo el riesgo del glifosato a la salud humana, sino también a la
contaminacion del agua potable por su hidrofilicidad y contaminacion del aire por su

extenso uso en sectores agricolas (Myers et al., 2016).
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5.2 Plaguicidas: Definicion, clasificacion y mecanismos de accion.

La definicion de plaguicida incluye cualquier sustancia o mezcla de
sustancias con ingredientes quimicos o biologicos destinados a repeler, destruir o

controlar cualquier plaga o a regular el crecimiento de las plantas (FAQO, 2014).

El glifosato y el glufosinato son ambos sélidos cristalinos, formulados por lo
general como sales, altamente solubles en agua. Ambos son de amplio espectro,
pre-emergentes no selectivos, herbicidas sistémicos y suprimen todo tipo de plantas
(Moneke, Okpala, & Anyanwu, 2010). Poseen estructura quimica similar (Figura 1),

son mimetizadores del aminoacido glicina.

Por otro lado, el glifosato posee como metabolito el AMPA (Figura 1). El cual
posee actividad toxicoldgica, por lo que se incluye en la definicion de residuo del

glifosato para el calculo de la dosis diaria admisible (IARC, 2015).
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Figura 1. Estructura quimica del glifosato, glufosinato de amonio y AMPA.

E! glifosato actia inhibiendo Ia biosintesis de aminoacidos aromaticos en las

plantas, el mecanismo responsable bloquea un paso clave en la llamada via del
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shikimato, que genera la sintesis de aminoacidos aromaticos y metabolitos criticos
de las plantas. En la Figura 2 se muestra la manera en que el glifosato ejerce el
efecto al inhibir la actividad de la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS), que cataliza la transformacion de fosfoenol piruvato (PEP) a shikimate-3-
fosfato (S3P). Esta ruta metabdlica existe en plantas, hongos y bacterias, pero no

en animales (Székacs & Darvas, 2012).
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3-fostato Fenijalanina Acido Cinnamico

** Sitio de accion del Giifosato

Tirosina

Figura 2. Mecanismo de accion del glifosato.

Fuente: Duke et al., 2012.

Por su parte, el glufosinato inhibe la biosintesis de glutamina, la cual funciona
como fuente de amonio en gran cantidad de enzimas. Ademas actua sobre la
fotosintesis al inhibir la fotorrespiracion y la formacion de los aminoacidos histidina

y metionina (Vallejo, Picazo, Orozco, Matallana, & Aranda, 2017).

5.3 Limites maximos de residuos

Con el fin de asegurar la calidad alimentaria y proteger la salud del

consumidor, las organizaciones relacionadas con este tema, se han dado a la tarea
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de establecer Limites Maximos de Residuos (LMR), los cuales segin el CODEX
(FAO/OMS, 2018) se definen como la concentracién maxima de un residuo de
plaguicida que se permite o reconoce legalmente como aceptable en o sobre un

alimento, producto agricola o alimento para animales.

Los niveles maximos de residuos se estiman a partir del conjunto de datos
de residuos de plaguicidas que se obtienen mediante el empleo de buenas practicas
agricolas, y pueden cambiar conforme se modifican estas ultimas. Los LMR
recomendados por la Reunién Conjunta FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas,
en los que suelen basarse los LMR del Codex, constituyen la decisién cuidadosa de
los expertos presentes en la reunién después de examinar los datos pertinentes
(Codex, 2018).

En el caso especifico de Costa Rica, la normativa vigente de acuerdo al
Reglamento Téchnico de Costa Rica 424-2008 (Reglamento Técnico de Limites
Maximos de Residuos de Plaguicidas en Vegetales) establece un orden de prioridad
a seguir en el cumplimiento de los LMR y sefiala que se adoptaran los LMR de
plaguicidas del Codex, y en los casos que no existan, se emplearan los de EPA y
de la UE.

Cada una de estas organizaciones ha elaborado su propia lista de plaguicidas
regulados. Estas incluyen los LMR para cada ingrediente activo, segun la especie
vegetal. En el Cuadro 1 se presenta una lista de los LMR regulados, por

organizacion, para los residuos de glifosato y glufosinato en arroz.

Cuadro 1: LMR para glifosato y glufosinato en arroz segun legislacion

aplicada en Costa Rica.

Especie vegetal Glifosato Glufosinato
Arroz 0,1 mg/kg 0,9 mg/kg
Fuente: SFE, LMR del glifosato tomado de EPA y glufosinato del Codex.
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5.4 Espectrometria de masas triple cuadrupolo (QqQ) en la cuantificacion

de plaguicidas

La espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida es una de las
técnicas analiticas que mas se ha extendido en el campo de la salud (Botero, 2016).
El éxito de su aplicacidén es una consecuencia de la combinacién de una técnica de
separacion (LC) que presenta una gran versatilidad y ligereza y las capacidades de

la espectrometria de masas (MS).

La espectrometria de masas posee la capacidad analitica de alcanzar una
alta sensibilidad, incluso hasta niveles de pg/L, debido a su especificidad. Ademas,
presenta la habilidad Unica de medir los iones con masa exacta, proporcionando
informacion de la composicién elemental, permitiendo establecer las rutas de

fragmentacion (Grimalt Brea, 2009).

Puede decirse que la espectrometria de masas posee dos caracteristicas
claves que le dan ventajas en el analisis tanto cualitativo como cuantitativo. Una de
ellas es la ionizacion, que permite pasar a estado gaseoso ionizandose,
adicionandose o eliminandose un electron o un proton. En la actualidad existen
varias formas de ionizacién; sin embargo, la mas empleada en cromatografia liquida
es electroespray (Grimalt Brea, 2009). La Figura 3 ejemplifica la utilidad del modo

electrospray para moléculas con cierta polaridad y tamano.
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Figura 3. Aplicaciones acopladas a diferentes interfases en LC-MS en funcion de
la polaridad de los analitos y su masa molecular.

Fuente: Grimalt, 2009,

La ofra caracteristica es el analizador de masas, Si bien en la actualidad se
emplea una gama de diferentes analizadores, como tiempo de vuelo. trampa de
iones, triple cuadrupolo, dentro de otros; el mas utilizado para analisis de residuos
de plaguicidas en vegetales en funcion de la salud publica es el triple cuadrupolo
(QgQ) (Botero, 2016; Grimalt Brea, 2009).

La Figura 4 muestra el esquema del equipo usado, el triple QqQ esta
compuesto de tres cuadrupolos colocados consecutivamente en serie. Cada uno de
ellos esta formado por cuatro barras alargadas en formacion cuadrada, conectadas
eléctricamente entre si. De los tres cuadrupolos, el primero y el tercero seleccionan
los iones producto de interes. y el segundo actua como celda de colision (Borras, |,

2008).
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Fisicamente. lo que sucede en el detector es que se aceleran los iones
{denominados precursores) desde el primer cuadrupolo hacia el segundo en
presencia de un gas de colision (generalmente argén o helio), pudiendo obtenerse
distintas fragmentaciones (Borras, |, 2008).
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Figura 4. Esquema de funcionamiento de un analizador de triple cuadrupolo.

Fuente: Agilent, 2001.

Esta técnica se caracteriza por ser sensible. robusta y selectiva, lo cual
permite que sea adecuada para el analisis. tanto cuantitativo como cualitativo. El
principio quimico de separacién de ésta técnica, se basa en la separacion de iones
formados en una fuente de ionizacion. en funcion de su relacion masa-carga (m/z)

(Paya. 2006).

5.5 Técnicas para disminuir el efecto matriz

Diversos estudios han comprobado la existencia de efecto matriz en el
analisis por LC-MS/MS. El efecto matriz se presenta debido a que los distintos
componentes de la matriz pueden afectar la ionizacion del analito cuando coeluyen
con &l, provocando exaltacion o supresion de la sefial en el detector (Botero, 2016).
Las especies que producen este efecto pueden ser componentes de la muestra,
componentes liberados durante el proceso de pre-tratamiento/extraccion, o agentes

anadidos en la fase movil para mejorar la resolucion y/o respuesta cromatografica
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(Grimalt Brea, 2009). Para obtener resultados satisfactorios en el analisis es
necesario corregir o bien minimizar este efecto.

Debido a esto, es de suma importancia para garantizar los parametros
analiticos del método, tomar acciones que permitan que este efecto sea el menor
posible para las muestras: o bien, semejarlo en la curva de calibracion y en los
controles de calidad que se preparan en conjunto con las muestras.

Las alternativas para corregir, minimizar o eliminar el efecto matriz en analisis
por MS-MS son varias. Una de ellas consiste en realizar modificaciones en el
tratamiento de muestra; por ejemplo, aplicando procesos mas selectivos de
extraccion o etapas de limpieza con el objeto de disminuir los compuestos
coextraidos que causan el efecto matriz (Botero, 2016).

El uso de estandar interno (El) aparece como una de las mejores opciones
para corregir el efecto de matriz, asi como la preparacion de una curva en extracto
blanco de matriz, lo cual es una eleccion bastante frecuente ya que se consigue que
la sefal de patrones y muestras se vea afectada de modo similar por los
componentes de la matriz (Botero, 2016).

Ademas. se puede realizar la dilucion de la muestra con un disolvente que no
cause interferencia, de manera que la concentracion de la matriz se reduzca y afecte
en menor medida la supresion ionica ¢ bien la concentracion de interferencia que
puede eluir con el analito de interés. La Figura 5 muestra las formas mas comunes
de corregir el efecto matriz.

Trabajando con una curva de calibracion. a la cual se le realiza todo el proceso
de extraccion al que se someten tambien las muestras y los controles. se consigue
que la senal de patrones y muestras se vea afectada de modo similar por los
componentes de la matriz. con lo que se corrige el efecto matriz de modo eficaz

(Botero, 20186).
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Figura 6 Maneras de corregir o disminui el efecto matriz en LC-MS/MS.
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6. Marco Metodologico

6.1 Materiales y reactivos

Se empleé como material de referencia (MR) los estandares de glifosato y
Glufosinato de Sigma Aldrich y AMPA de Toronto Research Chemicals, todos con
pureza superior a 99 % (ver anexo 1). A partir de éstos se preparan las disoluciones
primarias empleando una balanza analitica Sartorius de cuatro decimales, calibrada
y verificada el dia de preparacion. Para los tres estandares se emplea balones de
10,00 mL calibrados. Se prepara tanto la disolucién primaria como una disolucion

de 10 mg/L y 1 mg/L empleando agua:metanol en una proporcion de 7:3.

Se empled metanol grado LC MS marca Merck, acido acético glacial y acido
formico al 98 % marca Merck y agua ultrapura con una conductividad de 18 m()/s.
Se utilizan tubos de polipropileno de 50 mL y viales ambar de 2 mL marca Agilent.

Filtros de PETF vy jeringas de 5 mL.
6.2 Equipo

El equipo empleado fue un cromatégrafo liquido 1290 acoplado a un triple
cuadrupolo modelo 6460 marca Agilent. Con fuente electrospray jet stream. Para la
agitacion mecanica se empled un vortex marca TalBoys. La centrifugacion de las
muestras se llevd a cabo en una centrifuga Thermo Sciientific. Una balanza

granataria marca Sartorius Secura 2102 y un molino Retsch GM 300.

Se emplea una columna Hypercarb, marca Thermo Scientific de 10 cm, con

tamafio de particula de 5 pm y diametro interno de 2,1mm.
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6.3 Desarrollo del método instrumental

El desarrollo del método instrumental implica varias etapas, las cuales se

describen a continuacion:

6.4 Optimizacion del Equipo

La optimizacion del equipo describe las condiciones y parametros que deben
ser optimizados y considerados tanto para el UPLC como para el detector (MS/MS),
esto con el fin de lograr validar el método dentro de los requerimientos de
concentraciones e intervalos de trabajo, segun lo establecen las normativas

relacionadas con los plaguicidas a estudiar en esta investigacion.

Es necesario definir el tipo de inyeccion, el volumen de muestra a inyectar, la
velocidad de succién de la muestra y la velocidad de vaciado de la misma en el
inyector. En el cuadro 2 se pueden observar los pardametros optimizados en el

cromatografo liquido

Cuadro 2. Valores instrumentales optimizados en el cromatoégrafo liquido.

Parametro Valor empleado

Temperatura del horno 40 °C

Volumen inyectado 7 ul
Velocidad de inyeccion 400 yl/min

Tiempo de lavado de aguja de 30s
inyeccion
Disolvente acuoso Agua: HAOc al 1%
Disolvente organico Metanol

Fuente: Elaboracion propia.
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Para optimizar los parametros del detector de masas se determiné el valor
optimo de ion precursor e i6n producto de cada uno de los analitos; asi como el
voltaje de fragmentacion, energia de colisién y la polaridad con que estos se van a
analizar.

Los valores de los parametros pueden ser encontrados en la base de datos
del instrumento, por medio de revisidn de literatura, o bien se optimizan
manualmente. La optimizacién manual implica inyectar el analito en disolucién a una
concentracion de 0,5 mg/L para seleccionar el ion mas abundante para cada
molécula (ion precursor). A partir de este ion precursor, se van a seleccionar [uego
los iones producto, como aquellas partes de la molécula original que se separan en

la celda de colisién del instrumento.

La disoluciéon patrén de 0,5 mg/L se inyectd directamente en el detector (sin
columna de separacion) con fase movil, donde se busca las mejores energias para
obtener los iones precursores, iones producto, voltaje de fragmentacion y energia

de colision, asi como la intensidad para cada transicion. El cuadro 3 muestra los

valores obtenidos.
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Cuadro 3. Optimizacion de energias y obtencion de iones precursores e iones

producto para cada analito.

Energia de Energia Tiempo
Analito I16n fragmentacion I6n de de
precursor (V) product | colisién | Polaridad | retencién
o V) (min)

100,0 90 81 10

AMPA 100,0 90 79 20 - 1,5
100,0 90 63 20
169,9 50 88 3

Glifosato 169,9 50 60 12 + 26
169,9 50 42,2 30
182,0 75 136 10

Glufosinato 182,0 75 119 20 + 21
182,0 75 56 30

Fuente: Elaboracion propia.

6.5.1.1

Parametros de la fuente

Los parametros de la fuente incluyen el valor 6ptimo para la temperatura (°C)

y el flujo (mL/min) del gas, ademas de la presion del nebulizador (psi) y el voltaje

del capilar (V). Estos valores se optimizan, para que el resultado que se obtenga

para cada ion precursor sea la sefial mas alta posible de intensidad. En el cuadro 4

se muestra los valores optimizados de la fuente electro spray del analizador

masas/masas. Se emplearon los mismos parametros de la fuente en el modo de

ionizacion positivo y negativo, debido a que en el mismo andlisis cromatografico se

puede cambiar la polaridad de ionizacion.

25




Cuadro 4. Valores optimizados de la fuente electro spray del analizador

masas/masas.
Parametro de la fuente Valor (+) Valor (-)
Temperatura dei Gas (°C) 350 350
Flujo del Gas (L/min) 11 11
Presion del nebulizador (psi) 45 45
Temperatura del gas auxiliar (°C) 325 325
Presion auxiliar del nebulizador (psi) 12 12
Voitaje de capilar (V) 3500 3500

Fuente: Eiaboracion propia.

6.5.1.2 Condiciones de la bomba y flujo (mL/min)

Al establecer estas condiciones se define el porcentaje de cada uno de los

disolventes que el equipo utiliza como fase mévil; asi como el tiempo que este

porcentaje se mantiene o varia. Se seleccionan estos parametros en funciéon de

obtener una buena separacion en el menor tiempo de analisis posible y con una

buena formacion de pico. La fase mévil acuosa corresponde a agua-metanol (95:5)

acidificada al 1% con acido acético glacial. La fase movil organica es metanol. El

cuadro 5 muestra el gradiente y flujo utilizado en el método.

Cuadro 5. Composicion y flujo de la fase movil empleado en el método.

Tiempo (min) Porcentaje Disolvente Flujo (mL/min)
organico
0 0 0,25
5 15 0,35
8 5 0,35
10 90 0,35
12 0 0,35
3 min de post corrida 0 0,25

Fuente: Elaboracion propia.
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Las muestras que se analizaron para el desarrollo de esta investigacion
fueron recolectadas por personal del SFE, siguiendo normativas internas
establecidas para este fin. Esta determinado dentro de la institucion, cuales son los
departamentos encargados de recolectar las muestras, tanto los alimentos

producidos en nuestro pais, como los importados.

6.6 Recoleccion de muestras

6.7 Desarrollo de la técnica de extraccién

Debido a que las cantidades maximas de residuos permitidas para los
plaguicidas en estudio son muy pequefas, es importante la etapa previa al analisis
instrumental, en la cual se realiza la limpieza de la matriz para evitar interferencias
y el efecto matriz a la hora de cuantificar, asi como para concentrar los analitos

extraidos de las muestras.

Para la extraccion de la muestra, se tomo como referencia el método de
referencia de la Union Europea (Barth, M; Anastassiades, M; Kolberg, D;
Benkenstein, A; Eichhorn, E; Zechmann, S; Mack, D; Wildgrube, C; Sigalov, 2013),
procedimiento utilizado para la determinacién de plaguicidas por métodos UGnicos y
analitos de alta complejidad. Se realizaron algunas modificaciones con respecto al

método de referencia mencionado anteriormente que se describen a continuacion.

Se extrae con 20 mL de una mezcla agua:metanol 9:1 y acidificando al 0,5%
con acido formico. Debido a la naturaleza de la muestra y la interaccion de la
muestra con los plaguicidas se suelen emplear los mismos compuestos deuterados;
sin embargo, el precio y dificultad para obtenerlos hace que no se empleen en la

metodologia.

La Figura 6 muestra el proceso de extraccion de la muestra; sin embargo, es

importante mencionar que se recomienda no emplear material de borosilicato,
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porque las moléculas en estudio pueden adherirse al vidrio por atraccion de cargas,

de manera que el material de plastico es el idéneo.

SgArroz

; . 18,
100 L acido Férmico 00 mi de agua

2,00 mL de Metanol

<

30 min agitacion en vortex

(—

Centrifugacion a5000 rp.m por 5 min

—

S00 pL de extracto + 500 pL de agua

U

7 pL al LCMS/MS

Figura 6. Procedimiento para tratamiento de muestra de arroz.

Fuente: Elaboracion propia.

6.8 Criterios de aceptacion del método

Un método se acepta como valido si los porcentajes de recuperacion de
muestras fortificadas analizadas se encuentran dentro del ambito de 70% a 120%,
ya que ese es el valor aceptable, segin el Codex (CODEX, 2009) y la Union
Europea (SANTE/11813/2017). Para moléculas que tienen un LMR en el ambito de
concentracion mayor a 100 pg/kg y menor o igual a 1000 pg/kg.
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Para evaluar la eficacia del método de extraccion se realiza un estudio de
recuperacion en muestras de arroz, con su respectiva curva de calibracion sobre
matriz. Es importante aclarar que las muestras utilizadas para este proceso no
deben contener los residuos de interés a determinar y fueron evaluadas

previamente.

Para evaluar la recuperacion de las muestras se comparan los valores de
concentracion obtenidos en cada muestra por interpolacion en los valores en Ila
curva de calibracién. El resultado esperado era un porcentaje de recuperacion entre
70-120% para cumplir con lo establecido por el CODEX (CXG 90-2017) y la
Comunidad Econémica Europea en SANTE/11813/2017.

6.9 Procedimiento para los calculos

Las curvas de calibracién que se trabajan en este metodo son curvas en
matriz, lo que significa que se pesan 5 g de muestra (que se sepa no contiene los
analitos en cuestién), se extrae como blanco y se fortifica con las concentraciones

adecuadas para obtener una curva de calibracion.

Los calculos para obtener la concentracion en una muestra se ejemplifica de

la siguiente forma:

Area=m x Cinterpolada +b

donde:

Area = Senfal del analito

Cinterpolada = CONcentracion en muestra (mg/L)
m = pendiente

b = intercepto en el gje y.

El calculo final se obtiene de la siguiente ecuacion
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Cinterpolada*XV
— p X fd;

Cmuestra - (Ecuacién 1)

Mmuestra

donde:

V es el volumen de agua y disolvente presente en la muestra.
Mmuestra €S la masa de muestra pesada.

Fd es el factor de dilucion.

6.10 Parametros de validacion y analisis estadistico
6.10.1 Parametros de desempefio

Los parametros de desempefio que se evaluaron para la validacion del método,
son los especificados en la guia SANTE/11813/2017.

o Selectividad.

e Linealidad y ambito de trabajo.

e Sensibilidad analitica.

e Limites de deteccion y cuantificacion.
o Exactitud.

e Precision intermedia.

e Incertidumbre.

Para realizar la validacion, cada uno de los parametros de desempefio
mencionados debe ser evaluado y verificado. A continuacion, se describe la manera
en que cada uno de estos parametros se evalué para demostrar su adecuado

cumplimiento.
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6.10.1.1 Selectividad

Se define como la capacidad de un método de distinguir entre el analito que
se esta midiendo y otras sustancias. Esta caracteristica es ante todo una funcién de
la técnica de medicién descrita, pero puede variar en funcién del tipo de compuesto
o de la matriz.

Para asegurar que el método es selectivo se debe definir para cada
compuesto una transicion cuantificadora y dos cualificadoras, en lo posible. En el
momento de la cuantificacion de los analitos, la relacién de las intensidades de esas
dos transiciones (cuantificadora y cualificadora) en los patrones de la curva, deben
mantenerse también en la muestra al menos en 30%, ademas el tiempo y espectro

de masa deben ser iguales para confirmar la identificacién del compuesto.

6.10.1.2 Ambito de trabajo y linealidad

El ambito de trabajo se refiere al intervalo de concentraciones en que se
puede determinar el analito considerando la linealidad del método y la dilucién

maxima en la cual se afecte al minimo la incertidumbre de la medicion.

A partir de la curva matriz se obtiene una ecuacién de mejor ajuste, donde se
obtienen valores de R? y de pendiente (m) individuales por analito. La linealidad se
refiere al intervalo de concentracién para el cual se obtiene una respuesta lineal y
se determina el valor de r> mayor a 0,99 y residuales menores a 20 %. Se sigue la

siguiente ecuacion para determinar residuales:

Pl = ((Concentracion calculada) _ 1) % 100. (Ecuaci(’)n 2)

Concentracion teodrica

Se empled la misma férmula para los 5 patrones restantes de la curva de calibracion.
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6.10.1.3 Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacién (LC)
El LD es la minima concentracion del analito que puede ser determinada vy el

LC es la menor concentracion de analito que puede ser cuantificada con la precision

y exactitud adecuadas. Se siguen las siguientes férmulas:

LC =10X%xSb, (Ecuacién 3)

__3XLC
10

LD (Ecuacién 4)

6.10.1.4 Veracidad

La veracidad se expresa como porcentaje de recuperacion y se calcula con
los resultados de recuperacion de muestras fortificadas. Se realizo la recuperacién
en 0,025 mg/kg, y 0,150 mg/kg para cada compuesto, por medio de la lectura de 5

réplicas en cada nivel en tres réplicas. Se sigue la siguiente ecuacion:

Xp

Valor sobre el cual se realiza la fortificacién

X 100, Ecuacion 5)

Exactitud =

siendo Xp el promedio de la recuperacion experimental.

6.10.1.5 Precision

La precision se evaliia por medio de dos parametros a saber de

repetibilidad y precision intermedia.

a. Repetibilidad
Se evallia por medio del coeficiente de variacion de las recuperaciones del

estudio de veracidad y se expresa como el mayor coeficiente de variacién obtenido

bajo las mismas condiciones. Se sigue la siguiente ecuacion:
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%RSD = 5’;‘1 x 100, (Ecuacion 6)

Sn-1 corresponde a la desviacién estandar de la muestra,

%RSD corresponde a la desviacion estandar relativa, por sus siglas en inglés.

b. Precision Intermedia

Se estima por medio del coeficiente de variacién de los porcentajes de
recuperacion resultado de las muestras fortificadas para el calculo de la veracidad.

Dichas pruebas se realizaron en dias y condiciones diferentes.
6.10.1.5 Efecto matriz
El efecto matriz es un fendmeno normal y comin en espectrometria de

masas, cuando se emplea como fuente de ionizacién el electro spray. El efecto

matriz con respecto a la muestra y un disolvente se obtiene de la siguiente manera:

pendiente curva de calibraciéon en matriz
x 100

% efecto matriz = (Ecuacién 7)

pendiente en curva de calibracién disolvente

6.11 Incertidumbre

Se define como un parametro no negativo que caracteriza la dispersion de

los valores atribuidos a un mensurando, a partir de la informacién que se utiliza.

El calculo de incertidumbre puede desarrollarse de diversas maneras. En
este caso se aplicéd el enfoque de caja negra, el cual toma de manera global las
contribuciones de la precision, sesgo y algunas contribuciones relevantes en la
validacion. Dicho proceso es un enfoque global, donde no es necesario cuantificar

o saber exactamente cuales son las causas de la incertidumbre, ya que se emplea
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desviaciones a partir de datos repetidos (precision) u otras observaciones que de
manera global contribuyen en el valor final de la incertidumbre.

Dichas contribuciones se mencionan brevemente a continuacién:

a) Incertidumbre debida a la precision (Uprecision), la cual corresponde a la variabilidad
experimental del método analitico y, en ella se incluyen fuentes de incertidumbre
asociada a todas las etapas del método analitico. Matematicamente se expresa de

la siguiente forma:

s .
Uprecision = N (Ecuacién 8)

s: es la desviacion tipica de los resultados obtenidos al analizar una muestra
fortificada con con patrones de los analitos en estudio, en condiciones de
reproducibilidad intralaboratorial (precisién intermedia) o la desviacién tipica de un
producto o matriz determinado por no ser homogéneo.

N: es el numero de veces que se analiza la muestra en ensayos de rutina.
b) Incertidumbre debida al proceso de verificacion de la trazabilidad (U trazabiiidad)-

Se calcula teniendo en cuenta la incertidumbre de la referencia y la precision

del método.

Utrazabilidad = \/ (%)2 + (\/iﬁ)z (Ecuacién 9)
El primer término de la expresion (IMR/k) corresponde al cuadrado de la

incertidumbre expandida de la muestra de referencia (material de referencia o

muestra procedente de un laboratorio) dividida por un factor de cobertura “k”.

El término (s/vn ) corresponde a la incertidumbre del valor medio obtenido al

analizar el material de referencia, siendo “s” la desviacion tipica de las pruebas de

precision intermedia del material de referencia y “n” el nimero de repeticiones para

obtener “s”.

34



c) Incertidumbre debida a la correccion (Ucorreccion).

En este término se estima la incertidumbre de correccion por falta de
exactitud. Esta contribucion no se aplica si existe trazabilidad al material de
referencia. Para evaluar la trazabilidad de los resultados al material de referencia

utilizado se realiza una prueba t-Student:

t= IXMR_:(’"“"““L < t tabulado, (Ecuacion 10)
() + ()

donde:

XMmR: concentracion del material de referencia

Xmedia: media de los resultados obtenidos al analizar el material de referencia.

IMR: Incertidumbre expandida del material de referencia.

K: factor de cobertura del material de referencia.

s: desviacion tipica de precision intermedia al analizar el material de referencia.

n: veces que se analizan el material de referencia en condiciones de precision

intermedia.

El valor de t debe calcularse con el valor de “t” tabulado de dos colas para “n-
1” grados de libertad y un nivel de significancia a (a=5 %). Si el valor de “t” calculado
es menor que el valor de t tabulado con la férmula descrita, se retiene la hipotesis
nula y por tanto los valores proporcionados por el método son trazables al valor
certificado del material de referencia. De acuerdo con informacién suministrada por
el Auditor experto de la Unién Europea (consulta personal al Dr Fernando Lafont)
se realizaron 15 réplicas de las muestra enriquecidas a nivel alto y 15 enriquecidas

a nivel bajo analizadas en tres periodos de tiempo diferentes.

La incertidumbre expandida o final (U) se obtiene mediante el producto de la
incertidumbre combinada o estandar (uc) y el factor de cobertura (k = 2 para un 95

% de confianza):
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2
U = \/+(Utrazabilidad)2 + (Uecorreccisn)? + (Uprecision) . U=k % uc. (Ecuacion 11)

Se calcula la incertidumbre expandida relativa mediante la siguiente ecuacion:

U (%) = v X 100. (Ecuacion 12)

Concentracién materia de referencia

A manera de resumen de este apartado en el Cuadro 6, se muestran los
parametros de validacion que se abarcan en esta investigacion, asi como los

criterios de aceptacion de cada uno de éstos.

Cuadro 6. Parametros de desempefio y criterios de aceptacion.

Parametro Criterio de aceptacion

2 iones y 30 % relacién ién

Selectividad cuantificador con respecto al
cualificador
Linealidad 220% residuales
Ambito de trabajo (0.02-0.5) mg/kg
Limite de deteccion 0,008 mg/kg
Limite de cuantificacion 0,025 mg/kg
Exactitud (70-120) %
Precision Repetibilidad: 20 %

Precision intermedia: 20 %

Fuente: Elaboracion propia a partir de valores establecidos en guia SANTE/11813/
2017.

En Anexo 2 se ejemplifica el calculo de los parametros de desempefio para el

glifosato
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7. Discusion de Resultados

7.1 Optimizacion del método

La optimizacién del método es una de las etapas mas importantes para el
analisis de los plaguicidas en estudio. Con esto se garantiza que las sefiales y datos
estadisticos sean confiables, fidedignos y presenten la mejor intensidad posible.
Incluso una mala optimizacién puede provocar tanto la presencia de falsos positivos
como también falsos negativos. Por ello, la definicion y optimizaciéon de los
parametros analiticos de un método de analisis es vital para garantizar una

validacion correcta y resultados confiables de muestras de rutina.

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas es la técnica
mas poderosa en la actualidad para el analisis de residuos de plaguicidas, porque
permite combinar la separacién de los analitos por medio de cromatografia liquida,
de manera que separa varios compuestos que coeluyen juntos y concentra en una
distribucién normal cada uno de ellos, por lo que al llegar a la fuente de ionizacion
permite una mayor abundancia de iones; por otra parte, el analizador de masas es
ideal para identificar de manera casi inequivoca la identidad del compuesto, dentro
de otras cualidades importantes, tales como alta sensibilidad y especificidad
(Botero, 2016).

En primera instancia para optimizar cada uno de los compuestos se inyect6
de manera directa, sin pasar por la columna, una disolucién de 0,5 mg/L de cada
analito. En el cuadro 7 se indican los valores definidos en el método instrumental
para los iones, tanto precursores como producto, de cada uno de los analitos en
estudio. Para cada analito se logré definir un ion precursor y uno o mas iones
producto, con su respectiva energia de colisién para el compuesto, tal como se

muestra en el anexo 3.
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Cuadro 7: Valores obtenidos en el espectrometro de masas triple cuadrupolo para

los iones, tanto precursores como producto. Modo SRM, en polaridad positiva.

Energia de Energia de

Analito I6n I6n fragmentacion  colision  Polaridad
precursor producto (V) V)
63 20
AMPA 110,0 79 90 20 Negativa
81 10
60 12
Glifosato 169,9 88 50 3 Positiva
42 30
- 13 10
Glufosinato 182,0 119 75 20 Positiva
56 30

Fuente: elaboracién propia.

Cabe resaltar que no se logré obtener referencias del analisis de glifosato y
glufosinato en modo positivo, ya que las multiples bibliografias hacen referencia al
analisis de estas moléculas en modo negativo. Sin embargo por limitaciones del
equipo, se determind experimentalmente que en modo positivo, al menos el glifosato

presenta diez veces mas sensibilidad que en modo negativo.

La Figura 7 muestra el comportamiento acido-base del glifosato en disolucion
acuosa. Sus multiples pKa o constantes de ionizacion hacen que esta molécula sea
particularmente complicada, tanto su comportamiento en matriz como también para
su analisis, ya que las variaciones en el pH del medio conlleva a la modificacion del
equilibrio acido-base, provocando tanto modificaciones en los tiempos de retencion,
como también concentraciones de diferentes iones. Por ello, es importante para su

analisis el control del pH, tanto en la extraccién, como en la fase movil.
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Figura 7. Constantes de ionizacién y equilibrio acido-base del glifosato.
Fuente: Islas, 2013.

Si bien, tanto en el disolvente de extraccién como en la fase mévil hay una
porcion de disolvente organico, que puede provocar pKa aparentes, ligeramente
diferentes a las obtenidas en la literatura, las cuales son adquiridas en fase acuosa,
el efecto se espera sea minimo, por lo que se asumen las pKa descritas en la Figura
7. De manera que de acuerdo a las pKa de 2,09 y 5,96, el glifosato tendra una
importante contribucién de la fase movil, acidificada con acido acético glacial,
aproximadamente a un pH de 3, para encontrarse protonado o cargado

positivamente y favorecer su analisis en modo positivo.

La misma situacion ocurre con el glufosinato, que presenta pKa de 0,8; 2,0y
9,8. Porlo que a un pH de la fase mévil de aproximadamente 3, esta molécula tendra

cierta afinidad al encontrarse cargada.
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Por dltimo, el metabolito del glifosato, el AMPA, presenta un comportamiento

similar, la Figura 8 muestra las contantes de ionizacién y sus pka.

0
AHy' H3N*\/H—0H

AMPA ﬂ pKa=24

AN P = HsN\/J)-

H J| pKa=59

A HN__P—0

Figura 8. Equilibrio acido-base y contantes de ionizacién para el AMPA.

Fuente: Islas, 2013.

Si bien la Figura 8 muestra que a un pH de 3 la molécula de AMPA se
encontrara cargada positivamente, en la practica no se logré optimizar en modo
positivo. EI AMPA no solo es una molécula muy pequefia y polar, si no que su
fragmentacion es limitada, por lo que no se logré obtener iones productos para ella
en modo positivo. No obstante en modo negativo si se obtuvo los iones producto,

por lo que se emplearon los mismos para el desarrollo del método.

Los analizadores (cuadrupolos), la celda de colision y el detector tienen
valores fijos de parametros como presiéon y temperatura. Para los primeros dos

solamente se modifican los voltajes mencionados en el cuadro 4. En el caso de la
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fuente de iones si se puede modificar la presién, la temperatura y el voltaje: por lo

tanto, la optimizacion se concentra en la fuente.

La fuente de iones es electro spray (ESI por su iniciales en inglés), por lo que
su optimizacion es un factor critico. A continuacion se mencionan las principales

variables modificadas y optimizadas.

La temperatura del gas es un parametro de gran importancia, ya que
garantiza 1a desolvatacion de |a muestra solvatada por la fase movil a la salida de
la columna cromatografica. Si bien las moléculas pueden venir cargadas, no
necesariamente esto ocurre, por ello la temperatura y una tension en el capilar de
entrada de la muestra, permite formar un aerosol de pequenas gotas. Estas gotas
llegan a un momento en que su tamafo es tan pequefio, que las fuerzas
culombianas de repulsion entre los iones con multiple carga generados en su interior
son capaces de vencer la tension superficial, momento en que los iones escapan a
la fase gaseosa denominandose a este proceso evaporacion ionica (Paya, 2008).

Se realizaron ensayos a tres temperaturas diferentes.
1 Wegros= 190 *C

iy Rojos 300 °C
) Clufortingte o verdez 350 *C

r W R EECEE N EEEE R T EE T
Th#dnpmy | fisary]

Figura 9. Cromatograma total de iones para AMPA, glufosinato y glifosato a las
temperaturas de 250 * C (linea negra), 300 ° C (linea roja) y 350 ° C (linea verde).

Fuente: Elaboracion propia a partir de software Mass Hunter.
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La Figura 9 muestra el efecto de la temperatura en la abundancia de los
iones, para los analitos no se observa un efecto importante entre estas
temperaturas, sin embargo para el glufosinato hay un pequeno aumento de

intensidad a 350 °C, por lo que se determina esta temperatura del gas en la fuente.

De manera similar, se optimizo el flujo del gas que entra a la fuente de
ionizacion. El flujo de gas que entra es determinante, por que mejora la
desolvatacion y formacion de iones en la fuente. La Figura 10 muestra que a un flujo
de 11 Umin la intensidad de iones es mayor, por ello se establecié el mismo para el

metodo.
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Figura 10. Cromatograma de iones totales para AMPA, glufosinato y glifosato a
temperatura del gas de 350°C y flujos de gas de 6 L/min (linea negra), 8 L/min
(linea verde) y 11 L/imin (linea roja).

Fuente: Elaboracion propia a partir de software Mass Hunter.

El equipo cuenta con un capilar, el cual permite la entrada de la muestra a
los analizadores o cuadrupolos. actuando como una interfase. La importancia de
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éste es que permite la disminucion del volumen de nitrégeno que entra a la region
ionizante; ademas, de permitir la estabilidad de compuestos termolabiles que
podrian descomponerse por el cambic brusco de presion y temperatura entre la
fuente y la region ionizante. Al capilar se le aplica un voltaje, tanto negativo como
positivo, este permite estabilizar la relacién masa/carga (m/z) de los iones que
entran en el capilar para luego pasar por una rejilla que permite su paso a los

cuadrupolos. Dicha optimizacion del voltaje se observa en la Figura 11

De acuerdo con la Figura 11, el voltaje de 3500 V en el capilar es el que mejor
se ajusta al método, siendo considerable |a diferencia con respecto al resto de los

voltaje.
1H.:‘ Voltape de 3500
Voltape de 2000 v
7o rit "-'l:'ru:-r de M0OV
85 | voltapr de 4000 v
ons l l
044
8754 1
574 i
R
= o
= 058
2 s
< 8451
(TR
035
13
0754
024
R
i ]
=] ]
x N
208
41

B BF % fW¢ kL 1% IF % if: feo2% I8 3 B3 3 A4 3B & a3 Au o ofoxp 8 83 %
Tiempo [min)
Figura 11. Cromatograma total de iones para AMPA, glufosinato y glifosato a 350
°C de temperatura del gas, 11 L/min de flujo del gas y voltajes de 3500 V (linea
negra), 2000 V (linea roja), 3000 V (linea azul) y 4000 V (linea verde).

Fuente: Elaboracion propia a partir de software Mass Hunter.
Otro parametro de importancia en la fuente de ionizacion, ESI, para
espectrometria de masas es el voltaje del inyector (nozzle voltage). normalmente el
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fuerte voltaje crea un gradiente de campo eléctrico que contribuye a formar el
aerosol de pequenas gotas que adquieren una carga eléctrica muy elevada y al
disminuir el tamano de las gotas que vencen la tension superficial, escapan en forma

gaseosa (Paya, 2006).

La Figura 12 muestra la abundancia de los iones en diferentes voltajes del
inyector, observandose que a 500 V se da la mayor abundancia, por lo que se utilizo

dicho valor para el meétodo.
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Figura 12. Cromatograma total de iones para AMPA, glufosinato y glifosato a 350
“C de temperatura del gas, 11 L/min de flujo del gas y voltajes del inyectar de 500
V (linea negra), 300 V (linea verde), 1000 V (linea roja).

Fuente: Elaboracion propia a partir de software Mass Hunter,
Las condiciones establecidas de la bomba, los flujos y las gradientes de la
fase movil, para lograr la separacion efectiva de cada uno de los compuestos se

muestran en el Figura 13. En esta Figura se indica ademas los disolventes utilizados
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Figura 13. Tiempo de retencion obtenido para cada analito y gradiente de fase

movil para el metodo cromatografico.

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con Thermo Fisher Scientific, fabricante de la columna, la
separacion es dependiente tanto de la polaridad como de la planaridad (forma) del
soluto, por lo que utiliza dos mecanismos, uno de separacion/adsorcion, donde
influye el area molecular en contacto con el grafito, ademas de los grupos
funcionales presentes. Y el otro mecanismo es la interacciones de induccion de
carga con la superficie polanzable, siendo el dipolo de induccion de carga el que
explica la fuerte retencion de compuestos polares (Figura 14). Al acercarse un
compuesto polar a la superficie se crea un dipolo de induccion, aumentando la

atraccion entre el analito y la superficie de grafito.
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Figura 14. Mecanismo de separacion de columna Hypercarb. A. Mecanismo de
separacion por area molecular de una molecula planar y no planar. B. Mecanismo

de separacion por induccion de carga.

Fuente: Thermo Fisher Scientific. 2018.

Las cualidades de la columna son importantes para separar los compuestos
en estudio; sin embargo, de igual manera si no se realiza una limpieza pre-
inyeccion, los tiempos y simetria de los picos varian. maximo que las matrices son
complejas y contienen alta proporcion de metabolitos presentes en la matriz.

Por ultimo, a temperaturas de 30 °C, 40 °C y 50 °C no se observo diferencia,
por lo que se empled para el método la temperatura de 40 °C

Es importante mencionar que se participé en un ensayo de aptitud de
residuos de plaguicidas analizados por metodos unicos. Este ensayo de aptitud es

a7



realizado por los laboratorios de referencia de la Union Europea, en el cual deben
participar los laboratorios oficiales de los paises miembros y, terceros paises, que
debido a la exportacion a la Union Europea de productos de origen vegetal, son
invitados a participar. En este caso la matriz ulilizada fue soya y dos de los
plaguicidas incluidos en la muestra eran glifosato y glufosinato. Si bien es cierto es
la soya es un grano con caracteristicas diferentes al arroz. ya que presenta un alto
contenido de grasa y proteina, en comparacion con el arroz, permite evaluar el
método implementado en arroz. Los resultados fueron satisfactorios y se muestran

en el anexo 4
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7.2 Validacion del método analitico para determinacién de AMPA, glifosato
y glufosinato.

Realizada la optimizacién instrumental del método analitico, se realizo la
validacién del método analitico. La validacién se lleva a cabo de acuerdo a los
criterios establecidos por la guia SANTE/11813/2017. De la misma manera, los
criterios de aceptacion se describen en el cuadro 6 y las ecuaciones empleadas en
los apartado 6.5 y 6.6.

El analisis se llevd a cabo para AMPA, glifosato y glufosinato, aunque el
primero sea un metabolito para el glifosato, esté no esta incluido en la definicion de
residuos para arroz por parte de EPA y la UE. Sin embargo se procedid a validarlo
a solicitud del SFE por un eventual monitorea.

El cuadro 8 muestra los resultados obtenidos en la validacion analitica en
arroz, los cuales son comparados con los criterios de aceptacion establecidos por
la guia SANTE/11813/ 2017 en el cuadro 6 para cada parametro de desempeno. Se

evidencia que cada uno se encuentra bajo cada valor o ambito establecido.

Cuadro 8. Resultado de parametros de desempenfio para cada analito.

Criteriuljr:iilil::; <+ 20 Nivel Bajo Nivel Alto
o N (0,025 mg/kg) (0,15 mg/kg)
E -
Cri::rin- EM* | Veracidad Veracidad
Analito <30 'JEI Criterio: | Criterio: | Precision | Criterio: | Preclsidn
gt p p p P del LC < 20% Enel Criterio: Enel Criterio:
; . =l Bt A E intervalo  RSDr% | intervalo RSDr%
(70-120) <20 % (70-120) =20 %
% %
AMPA | 7 |4 13 12|14 O | 15 93 19 = 1] . 7
Gifozato | 3 |3 | 2|2 |0 | o | 7 | 81 11 7 | 6
Glfosinato | 2 | 1| 0| 2|1 | o 15 90 14 89 3

*Esp= especificidad, EM= éfecto ma'tn'z. P= patron de cuﬁura de calibracion,

Fuente: Elaboracién propia.
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El método muestra buena linealidad en el ambito de (0,02-0,50) mg/L, con
residuales menores al 20 %. De esta manera se establece que ecuacion de mejor
ajuste es lineal y r? > 0,99 como lo muestran las Figuras 15y 16.

350000,00

A = 593106C,,, + 334,28
R® = 0,9999

300000,00

250000,00 A= 382872C,, 99,05
_ R® = 0,9999
3 200000,00 '
g 150000,00 = Glifosato

100000,00 ® Glufosinato

50000,00
urm ------------- : -------------- :
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60

Concentracian (mg/L)

Figura 15. Curva de calibracion en matriz de arroz para el AMPA, glifosato y
glufosinato.

4500,00

4000,00 A = 7796,8C, s - 13,496

3500,00 R? = (0,9986

3000,00
3 2s500,00
8 2000,00
"

1500,00

1000,00

500,00

0,00 0,10 0,20 0,20 0,40 0,50 0,60
Concentracién (mg/L)

Figura 16. Curva de calibracion en matriz de arroz para el AMPA.
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En cuanto a la exactitud (veracidad), se realizaron 15 réplicas a dos niveles
de fortificacion (0,025 y 0,15 mg/kg). Todos los niveles de fortificacion se encuentran
entre 77-93 %. Siendo los niveles de glifosato los mas bajos, 81% y 77% a nivel
bajo y alto respectivamente. Posiblemente la interaccion con la matriz de arroz por
parte de los tres analitos y en especial el glifosato es fuerte, por lo que la difusion
del analito hacia el disolvente de extraccion es lenta o limitada. De acuerdo con la
Figura 17, los mecanismos de interaccion del glifosato con la matriz de arroz son
varias y pueden afectar en la recuperacion de éste.

Fuerzes de Van de Waals

Figura 17. Mecanismos involucrados en la adsorcion del glifosato en el arroz.

Fuente: Islas, 2013.

El arroz en un grano rico en almidén y bajo en minerales (Badui Dergal, 2006;
Rodriguez, 2007), ellos causan una retencion del glifosato en la matriz por diferentes
interacciones, entre ellos la quelacion del glifosato al aluminio, hierro y magnesio,
por medio de sus grupos funcionales, como grupos fosfatos, carboxilos y amino
(Duke et al., 2012). Sin embargo, es su grupo fosfato el que mas interacciona con
los minerales presentes en el arroz. Ademas, posiblemente el mas imporiante sea
la interaccion con los grupos hidroxilos del almidén (Figura 18), ya que las
interacciones de los puentes de hidrégeno del glifosato con el almidon son altas e
influyen en su extraccion.
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Figura 18. Estructura quimica de amilopectina’ y su interaccion con el glifosato.

"Fuente. Badui, D. 2016.

Otras interacciones entre la matriz son las electrostaticas, sin embargo por la
elevada concentracion de almidon en arroz, mas del 45% (Rodriguez, 2007) es
probable que sea la mas intensa.

La precision fue evaluada por medio de la desviacion estandar relativa de 15
réplicas a nivel de 0,025 mg/kg y 15 replicas a nivel de 0,15 mg/L. Para los tres
analitos se observa que cumple con el criterio de aceptacion. De la misma manera
se evalud la precision intermedia realizando la extraccion en tres dias diferentes e
inyectando en dias diferentes en el mismo equipo-y se obtuvo valores por debajo
del 20%.

La especificidad se determiné por medio de la comparacion del nivel mas
bajo de fortificacion con el blanco matriz, para todos los casos el valor fue inferior al
30% de la intensidad del pico que representa el ién cuantificador y sus cualificadores
(Figura 19).
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Para la determinacion del efecto matriz, se compara la pendiente de la curva
en matriz junto con la pendiente de la curva disolvente. De manera que solo el
glifosato presenta un porcentaje de 76%, indicando que no se puede emplear una
curva disolvente para su determinacion, por ende solamente la curva preparada con

extracto de arroz se recomienda emplear.
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Figura 19. Senal cuantificadora superpuesta a sefiales cualificadoras para
glfosato, glufosinato y AMPA.

Fuente: Elaboracion propia a partir de software Mass Hunter.

El limite de cuantificacion y de deteccion se obtuvo por medio de la ecuacion
2 y 3 a partir de la fortificacion del nivel mas bajo. Obteniendo valores muy por
debajo del nivel mas bajo de la curva y por ende del LMR, puesto que el LC es
menor que el primer nivel de fortificacion, el cual cumple con criterios de veracidad
y de precision, se adopta como limite de cuantificacion del método. El cuadro 9
muestra lo anteriormente dicho.
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Cuadro 9. Limites de cuantificacion (LC) y limite de deteccion (LD) de los analitos

en estudio.
Analito LC (mg/kg) LD (mg/kg)
AMPA 80x103  24x104
Glifosato 1.2 x102 36x 103
Glufosinato 1,7 x 102 51x103

Fuente: Elaboracion propia.

La UE en su guia SANTE/11813/2017 como también el Codex alimentarius,
ha propuesto un valor de referencia del 50% para la incertidumbre de los datos
generados en el analisis de residuos de plaguicidas, justificandose por los
resultados obtenidos en las rondas interlaboratoriales realizadas por los miembros
de la Union Europea y sus laboratorios oficiales. Sin embargo, este valor es
empleado siempre y cuando la incertidumbre obtenida en la validacion esté por
debajo de dicho porcentaje.

Al realizar el calculo de la incertidumbre expandida con un factor de cobertura
de 2 (k=2), por medio del método de la caja negra, descrito en el apartado 6.6, se
demuestra que el laboratorio puede optar por la incertidumbre de referencia del 50%
recomendada por la Unién Europea, al reportar el valor de los resultados de los
plaguicidas validados. El cuadro 10 muestra los resultados de incertidumbre

obtenidos.
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Cuadro 10. Resultado de incertidumbre para los analitos en estudio.

Nivel de Incertidumbre  Porcentaje de la
Analito fortificacion expandida incertidumbre
(mg/kg) (mg/kg) expandida
0,025 0.0094 40
GRS 0.15 0.026 19
0,025 0,0071 3
Glifosato 0,15 0.042 36
0,025 0,0070 31
Glufosinato 0.15 0.021 16

Fuente: Elaboracion propia.

7.3 Analisis de muestras por medio del método desarrollado y validado

Luego de la validacion se procedio al analisis de muestra de arroz de
importacion como también de produccion nacional. Dentro de ellas se analizé arroz

pilado y arroz en granza.

De acuerdo con el punto 6.2, las muestras analizadas son recolectadas por
funcionarios del SFE. de manera que cada muestra sea representativa y
homogenea con respecto al lote total. Las muestras ingresadas al Laboratorio de
Analisis de Residuos de Agroquimicos pueden proceder del departamento de
Operaciones Regionales que realizan el muestreo a nivel nacional; el departamento
de Control Fitosanitario que muestrea productos importados en los puntos de
ingreso al pais, y por otro lado, la venta de servicios de analisis de residuos

agroguimicos.

La recoleccion de muestras de arroz para la presente investigacion se llevo
a cabo por los departamentos citados, para un fotal de 49 muestras. Si bien es
cierto que el numero de muestras que ingresan al laboratorio es mayor, muchas de
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ellas son oftras matrices que salen del alcance de la investigacion: sin embargo el

numero analizado permite dar indicios del comportamiento de los plaguicidas en
estudio en muestras de arroz.

La Figura 20 indica la procedencia de |as muestras de arroz analizadas en el
Laboratorio de Analisis de Residuos de Agroquimicos.

40 37
35 | m Recolectadas por el
10 SFE
Venta de servicios
25 .I: 1C
i

20 1 g
15 4
10

3 )

0

Macionales f
impaortacion

Figura 20. Distribucion de muestras nacionales y de importacion.

Fuente: Elaboracién propia.

De produccion nacional se han recolectado y analizado 12 muestras, de eéstas
9 corresponden a ventas de servicio y las 3 restantes al muestreo realizado por el
Departamento de Operaciones Regionales del SFE.

El arroz puede ser muestreado como arroz pilado o bien como arroz en
granza. En Costa Rica la mayor proporcion de arroz ingresado por importacion es
arroz pilado. Caso contrario para el arroz muestreado nacionalmente, que es

predominantemente en granza. De las 49 muestras de arroz, 32 son arroz pilado y
17 en granza.
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El analisis de las muestras arrojé que de esas 49 muestras, dos presentaban
glifosato, ambas son importadas; una de ellas de arroz pilado y otro arroz en granza.
Ademas ambas sobrepasan el LMR permitido, tal como se observa en el cuadro 11.

Cuadro 11. Resultados de analisis de muestras de arroz.

- e

Tipo de arroz '
e Valor obtenido *LMR

¢ Plaguicida
I~ ma/'k Ik
- Procedencia (mafkg) (malkg)
' Granza 1
< 0,20 +0,07 Glifosato
" Importado
. 0,10
Pilado
. 0.12+0,04 Glifosato
" Importado

*LMR adoptado de EPA.

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con el LMR tomado de la EPA, el valor maximo permitido es de
0.1 mg/kg, ambas muestras positivas superan ese valor. Demostrando la
importancia de implementar el analisis de estos plaguicidas por parte del SFE,
puesto que como se menciond en apartados anteriores, el arroz es el grano mas
consumido en Costa Rica y para salvaguardar y garantizar la salud publica, este
tipo de muestras, procedentes de otros paises deben ser rechazadas su ingreso a

territorio nacional.
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. Conclusiones y Recomendaciones

Se establecieron las condiciones mas idéneas para el analisis por
cromatografia liquida con detector masas/masas (LC-MS/MS), para la
determinacion de residuos de AMPA, glifosato y glufosinato. Asi se
garantizaron sefiales intensas, reproducibles y constantes para cada residuo.

El método de extraccion desarrollade para la determinacion de AMPA,
glifosato y glufosinato representa un metedo simple, rapido. reproducible y
sensible que logra resultados confiables y cumple con los criterios de
sensibilidad, veracidad y precision necesarios para garantizar resultados

fiables.

Los resultados obtenidos para los parametros de desempefio evaluados
confirman que el metodo desarrollado es satisfactorio para la determinacion
de residuos de AMPA, glifosato y glufosinato de acuerdo a los criterios de

aceptacion.

La columna cromatografica para el analisis de analitos de bajo peso
molecular y alta polaridad es fundamental para la obtencion de resultados
reproducibles, de manera que la columna Hypercarb empleada es una buena

alternativa para el analisis de compuestos de esa naturaleza.

Debide al empleo de un método de extraccién tan simple, los extractos finales
se deben diluir para evitar un efecto matriz muy marcado y ademas de

aumentar la vida Gtil de columnas y tuberias del equipo crematografice.

La presencia de niveles superiores al LMR de glifosate en arroz indica la
necesidad de monitorear contantemente este grano. puesto que es el mas

consumido en el pais.
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« La implementacion de esta metodologia aporta el aseguramiento de la
inocuidad alimentaria y mejoramiento de la salud publica, principales
objetivos por parte de la institucion del SFE.

Recomendaciones

« Ampliar las matrices a analizar para determinar glifosato y glufesinato,
empleando la metodologia desarrollada.

e Ampliar el numero de analitos de caracter muy polar para desarrollar un
método multiresidual de este grupo de compuestos, de manera que puedan
monitorearse mas plaguicidas con una técnica tan versatil como es la
cromatografia liquida masas/masas.

« Impulsar un analisis de riesgos que permita seleccionar los plaguicidas y las
matrices mas importantes para implementar su analisis por medio del
método de analisis desarrollado.
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Anexo 2. Calculo de parametros de validacion para el glifosato

Cuadro 12. Resultados obtenidos en la validacion del analito glifosato en la matriz
__de arroz. i R
Concentracion tedrica Concentracion

Muestra | Analito  Area del pico (ma/kg) C{?II‘IEu::a
Blanco matriz 0} 050 0,000
cC1 _ 7758 | 0,02 | 0,021
cC 2 b 18405 | 005 | 0048
CC3 _ . 37451 | 010 | 0,098
CC 4 | |__fiute. | 0,20 8 0,200
oo L 114293 | 0,30 { 0,300
j- L5 _GG 6 . | 191061 | 0,50 { 0,50
0,025 mg/kg R1 | 3368 | 0,025 10,0180
0,025 mg/kg R2 _ 3304 | 0,025 { 0,0177
0,025 mg/hkg R3 3311 | 0,025 | 0,0177
0.025 ma/ka Bf_, - 3285 | 0,025 075 |
0,025 mg/kg RS | . 3831 | 0025 | 00204
0,025 mag/kgR1 | 3611 | 0025 0,0193 H
0,025 makgR2 L3925 | 0,025 00209
0,025 ma/kg R3 _ 3601 | 0,025 | 0,0192
. 0,025 mg/kg R4 . 3659 | 0,025 { 0,0195
0,025 mg/kg RS . 3823 | 0025 | 00193
0,025 mg/kg R1 | | 5g48 | 0,025 J l} D239
0,025 mg/kg R2 Glifcsate. —° 8370 | '[] G25 | _@_{}319
0,025 ma/kg R3 | { 5411 . 0,025 | 0,0220
0,025 mg/kg R4 _ 9285 | 0,025 2 0,0216
0,025 mg/kg RS | LS99t | 0,025 | 0,0240
__015mghkgR1__| . 23557 | 015 | 01236
__015mgkgR2 23052 | 0,15 | 0,1209
0,15 ma/kg F R3 _ . 23083 | 015 | 0,1211
0.15mg/kg R4 | 22551 | 0,15 01183
0,15 mg/kg RS 22472 . 0,15 | 0,1179
0,15 mgkg R1 20144 . 0,15 . 0,1057
~0,15mg/kg R2 20780 | 0,15 0,1081
0,15mg/kg R3 {20002 | 0,15 | 0,1060
015mg/kg R4 20070 | 0,15 | 01053
_ 015mg/kgR5 | 20714 | 0,15 . 0,1087
0,15 mg/kg R1 | 120873 | 015 | 0,1211
0,15 makg R2 127272 | 0,15 0,1182
0,15 mg/kg R3 | 120047 | = 015 1 01248
D'15mg.fkg R4 121082 | 0,15 | 01221
0,15 ma/kg RS | 116017 | 0,15 0,1178
Blanco reactivo | 0 0,00 | 0,000

CC: Punto de la curva de calibracion - R: Recuperacion.
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A. Calculo de la Linealidad:
Para obtener cada residual se toman los datos del cuadro 12. Cada punto de la curva

(CC1, CC2, CC3, CC4, CC5, CCH) se sustituye respectivamente en las ecuaciones 1, 2,
3, 4, 5y 6 segln sea el caso:

~ Punto 1 de la curva (CC1):

Pl = ((Coﬂcenl:ruc!dn calculada €C1 mg,.-fkg) _ 1) *100

Ecuacidn (1)

Concentracidn tedrica €C1 mg/lkg
0,021
Pl - ((U:GZD) = l) x100
Fl=5%

~ Punto 2 de la curva (CC2):

p2 — ((Canﬂntracﬁén calculada CC2 mg!k‘g) o 1) +100

Concentracidn tedrica £C2 mgfkyg Ecuacién ':2}
0,048
P2 = ({_.USIJ] - 1)::100

P2 = —4%
~ Punto 3 la curva (CC3):
= () | Ecuacion (3
P3 = ([%i%ﬂ)- 1):1{:0
P3 = —20%
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» Punto 4 de la curva (CC4):

P4 = ((Concentracic’m calculada CC4 mg/kg) _ 1) x100 Ecuacién (4)

Concentracion teérica CC4 mg/kg

p4 = (0’20) 1)x100
=~ \\0.20 x

P4 = 0%
» Punto 5 de la curva (CC5):
_ Concentracion calculada CC5 mg/kg _ ..
P5 = (( Concentracién tedrica CC5 mg/kg ) 1) x100 Ecuacion (5)

PS5 = (0‘30) 1])x100
~\\0,30

P5 = 0%
> Punto 6 de la curva (CC5):
_ Concentracion calculada CC5 mg/kg _ -,
P5 = (( Concentracién tedrica CC5 mg/kg ) 1) x100 Ecuacion (6)

PS5 = (0'50 —1]x100
B m) x
P5 = 0%

B. Calculo de la Especificidad
Para obtener la selectividad/especificidad se toman los datos del cuadro 12 y se utiliza la

ecuacion 7.

Area Blanco matriz

Especificidad = Ecuacion (7)

Area patréon cc1

Especificidad = 17758

Especificidad = 0
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C. Calculo de la Veracidad

Veracidad = ad x100 Ecuacion (8)

valor sobre el cual se realiza la recuperacién mg/kg

— tl_=15 Xi -,
X = ‘-T Ecuacion (9)

Donde, x;corresponde al valor de la concentracién (Cn) calculada para cada recuperacion y n

corresponde a la cantidad de recuperaciones realizadas.

> Nivel bajo
Para las recuperaciones a nivel bajo el valor sobre el cual se realiza la recuperacion es 0,025

mg/kg y el valor de nes 15. Empleando los datos del cuadro 12 se sustituye en las ecuaciones

8 y 9 respectivamente.

0,0180 + 00177 + 0,0177 + 0,0175 + 0,0204 + 0,0193 + 0,0209 + 0,0192
+0,0195 + 0,0193 + 0,0239 + 0,0219 + 0,0220 + 0,0216 + 0,0240
15

e
Il

x = 0,0202

0,0202mg/kg
0,02mg/kg

Veracidad = x100

Veracidad = 101%

> Nivel alto
Para las recuperaciones a nivel alto el valor sobre el cual se realiza la recuperacion es

0,025 mg/kg y el valor de n es 15. Empleando los datos del cuadro 12 se sustituye en las
ecuaciones 8 y 9 respectivamente
0,1236 + 0,1209 + 0,1211 + 0,1183 + 0,1179 + 0,1057 + 0,1091 + 0,1060

+0,1053 + 0,1087 + 0,1211 + 0,1182 + 0,1245 + 0,1221 + 0,1178
15

=
I

x = 0,116
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v dad = 0,116 mg/kg 100
eracidad = 0.150 mg/kgx

Veracidad = 77 %

D. Calculo de la Precision

» Nivel bajo
Para las recuperaciones a nivel bajo el valor sobre el cual se realiza la recuperacion es

0,025 mg/kg. Empleando los datos del cuadro 12 se sustituye en las ecuaciones 9, 10y

11 respectivamente.

%RSD = = x100 Ecuacién (10)

.o Ecuacién (11)
ASn—l

Segun se obtuvo con la ecuacién 9:

=

= 00,0202

Al aplicar la ecuacion 11 se obtiene:

(60,0195 -0,0202)2 + (0,0193-0,0202)? + (0,0239 —0,0202)? + (0,0219 ~0,0202)* + (0,0220—0,0202)* + (0,0216—0,0202)* + (0,0240-0,0202)?
15-1

j(0,0lBO -0,0202)2 + (0,0177-0,0202)%* + (0,0177 —0,0202)% + (0,0175 —0,00,0202)2 + (0,0204 —0,00,0202)? + (0,0193 —0,00,0202)? + (0,0209-0,00,0202) + (0,0192-0,0202)? +

S,—; = 0,0011
Al aplicar la ecuacién 10 se obtiene:
%RSD = 0,001 100
Y = 0,020z ¢

%RSD = 5,4%
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> Nivel alto
Para las recuperaciones a nivel alto el valor sobre el cual se realiza la recuperacion es
0,15 mg/kg. Empleando los datos del cuadro 12 se sustituye en las ecuaciones 9, 10 y

11 respectivamente.

Segun se obtuvo con la ecuacion 9:

Al aplicar la ecuacion 11 se obtiene:

(0,1053 —0,1160)2 + (0,1087—0,1160) + (0,1211 —0,1160)¢ + (0,1182 —0,1160)< + (0,1245—0,1160)2 + (0,1221-0,1160)* + (0,1178—0,1160)
151

j(0,1236 —0,1160)% + (0,1209-0,1160)? + (0,1211 —0,1160)2 + (0,1183 —0,1160)% + (0,1179 —0,1160)* + (0,1657 —0,1160)? + (0,1091-0,1160)? + (0,1060~0,1160)2 +
Sn-1 = 0,007

Al aplicar la ecuacién 10 se obtiene:

0,007
%RSD = m x100

%RSD =6%

E. Limite de Cuantificacion
Segun lo establecido en el documento LAB-LRE-PO-05 Procedimiento normalizado

de trabajo para la validacion de técnicas analiticas, el limite de cuantificacion puede

definirse como:

LC =K (L Ecuacion (12)

Siendo:
K: una constante, que para LC es 10.
Sb: desviacion estandar de la ordenada en el origen.

m: la pendiente de la curva.
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1. Calculo de la pendiente, m:

_ i Wiy)

= 2y Ecuacion (13)

Cuadro 13. Datos para el calculo de la pendiente por minimos cuadrados.

X i (x;— %) (x = %)? @i-9 i =%)( —¥)

CC1 0,0210 7758 -0,1735 0,03010225 -66672 11567,592
CC?2 0,0480 18405 -0,1465 0,02146225 -56025 8207,663
CC3 0,0980 37451 -0,0965 0,00931225 -36979 3568,474

CC4 0,2000 77612 0,0055 0,00003025 3182 17,501

CC5 0,3000 114293 0,1055 0,01113025 39863 4205,547
CC6 0,5000 191061 0,3055 0,09333025 116631 35630,771
Promedio 0,1945 74430 0,0000 0,02756125 0 10532,924
> 1,1670 446580 0,0000 0,16536750 0 63197,546

Empleando los datos del cuadro 13 y sustituyendo en la ecuacion 13 se obtiene:

_ 63197,92
M= "50165
m = 382164

2. Calculo de desviacién estandar de la ordenada en el origen, Sb:

e
So = Syt Ry
_ ’E()’i—f’)z
SY/X - n-2

Cuadro 14. Datos para el calculo de Sb.

Ecuacion (14)

Ecuacién (15)

X; x? Vi b =9 (v —3)? (= %) (x = %)°

CC1] 0,0210 0,000441 7758 8124,50 | -366,50 | 13432464 | -0,17350 0,0301
CC 2| 0,0480 0,002304 18405 1844294 | -37,94 1439,29 | -1,11900 1,2522
CC 3| 0,0980 0,009604 37451 37551,15 | -100,15 | 10030,07 | 0,09800 0,0096
CC4 /| 0,2000 0,040000 77612 76531,90 | 1080,10 {1166608,76{ 0,20000 0,0400
CC5| 0,3000 0,090000 114293 |114748,33| -455,33 | 207323,57 | 0,30000 0,0900
CC6] 0,5000 0,250000 191061 1191181,18] -120,18 | 1444257 | 0,50000 0,2500
[ [ 11670 | 0392349 | 446580 |446580.00] 0.00 |1534168.91] -0.19450 | 1.6719
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b - 3 x 0,0054
B 10

LD = 0,0016

Como se indicd anteriormente, segun la guia SANCO, el limite de cuantificacidon

establecido es de 0,025 mg/kg. Sustituyendo este valor en la ecuacién 16, se obtiene:

D = 3x0,025
B 10
LD = 0,0075

G.Efecto matriz':

El efecto matriz se calcula comparando las pendientes de la curva de calibracion del
analito en matriz y en disolvente. El calculo del porcentaje de efecto matriz se realiza

segun lo indicado en la ecuacion (18).

Pendiente curva de calibraciéon en matriz

-1

% Efecto matriz = * 100 Ecuacion (18)

pendiente curva de calibraciéon en disolvente

Si el valor obtenido en la ecuacion 18 es < 20 % se considera que el efecto matriz es
despreciable. Si el valor obtenido se encuentra entre (21-50) % el efecto matiz es
considerable y si el valor es > a 50 % se considera que el efecto matriz es fuerte. En caso
de que el efecto matriz sea superior al 20 %, para tratar de contrarrestarlo se debe utilizar
una curva ajustada en matriz o un estandar interno.

Los célculos para los demas analitos validados en esta matriz, se realizaron de la misma

forma que como se ejemplificé anteriormente.

1 Se utiliza como referencia el documento: LAB-LRE-Ex-134 Journal of Chromatography A, 1304 (2013) 109-120:
Determination of pesticide residues in high oil vegetal commoditiesby using various multi-residue methods and
clean-ups followed by liquid chromatography tandem mass spectrometry.
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Anexos 3.

1.2
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Figura 21. Espectro MS del AMPA a 0,50 mg/L.
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Figura 22. Espectro MS del Glifosato a 0,50 mg/L.
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Anexo 4. Resultado del Ensayo de Aptitud

Codigo asignado al Laboratorio de Analisis de Residuos de Agroguimicos: 3rd-
120.

EU PROFICIENCY TEST
EUPT-SRM13, 2018

Residues of Pesticides
Requiring Single Residue Methods
Test Item: Soybean Flour
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Anexo 5, Metodo de adquisicion adquirido de software Mass Hunter de
Agilent
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Agilent Technologies

MHame: HiP Sampler

Maodel: G13E78
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MName: Calumn Comip.

Madal: G1316C
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