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Resumen 

El monitoreo de residuos de glufosinato, glifosato y su metabolito, el ácido 

aminometilfosfórico (AMPA, por sus siglas en ingles) en arroz es necesaria para 

garantizar el cumplimiento de los límites máximos de residuos permitidos y la salud 

pública. En el presente trabajo se realizó la validación de un método analítico para 

la determinación de glifosato, glufosinato y AMPA en arroz utilizando Cromatografía 

Líquida de Ultra Alto Desempeño con Analizador de Espectrometría de Masas­

Masas (UPLC MS/MS, por sus siglas en inglés), en el Laboratorio de Análisis de 

Residuos de Agroquímicos del Servicio Fitosanitario del Estado de Costa Rica. Se 

optimizaron los parámetros de operación, tanto del cromatógrafo líquido como del 

espectrómetro de masas-masas para obtener las mayores intensidades, simetría de 

los picos y un tiempo óptimo de la corrida. 

Los parámetros de desempeño que se evaluaron fueran: linealidad, 

especificidad, efecto de matriz, precisión, precisión intermedia, veracidad, límite de 

detección y límite de cuantificación. Los resultados obtenidos son conformes de 

acuerdo con los criterios de aceptación establecidos por la guía SANTE/11813/2017 

para la validación de métodos analíticos de residuos de agroquímicos en frutas y 

vegetales. El ámbito lineal de trabajo fue de (0,020 a 0,50) mg/kg, con un límite de 

detección y cuantificación de 0,025 mg/kg y 0,008 mg/kg, respectivamente. 

Además, se evidenció un considerable efecto matriz para el residuo de glifosato, de 

manera que su determinación se debe realizar empleando curva matriz u otro 

método que compense dicho efecto. 

El método analítico se aplicó a 49 muestras de arroz que ingresaron al 

Laboratorio de Análisis de Residuos de Agroquímicos del Servicio Fitosanitario del 

Estado, y se obtuvieron resultados satisfactorios 
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1. Introducción 

El creciente consumo de alimentos a nivel mundial y la disminución de espacio 

para su producción obligan a los productores a mantener la calidad de los cultivos 

en la forma más eficiente posible. De ahí 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 períodos de retiro recomendados por el fabricante, con los 

cuales se registró el plaguicida. 

Costa Rica es un país agrícola, 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 producción. Sin embargo, el mal o excesivo 

uso de los plaguicidas, pueden provocar problemas en la salud de la población 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 hectárea de cultivo en el año 2016, fue de 

aproximadamente 10 kg. Un valor preocupante según IRET-UNA, poniendo a Costa 

Rica como uno de los mayores importadores y, por lo tanto, con mayor uso por 

hectárea en el mundo (IRET, 2016). 

Con el paso del tiempo Costa Rica ha aumentado el número de plaguicidas 

registrados, según el IRET, antes de la década de los 80 se importaban 

aproximadamente 30 ingredientes activos; sin embargo, para el año 2006 se 

encontraban registrados entre 220 a 243 plaguicidas (Ramírez et al., 2009). Dentro 

de la lista de plaguicidas el que más se importa es el mancozeb y en segundo lugar 

está el glifosato (SFE, 2018a). 

Los cuatro plaguicidas más importados representan aproximadamente el 50% 

de la cantidad total importada, siendo el glifosato y el glufosinato el 10% y 0,2%, 
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respectivamente, donde el primero para el año 2016 correspondía 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 rápido, sistémico, no selectivo 

y de amplio espectro (Kaczyríski & tozowicka, 2015). El glufosinato tiene una gran 

similitud con el glifosato, siendo ambos del grupo químico aminofosfonato, herbicida 

de acción sistémica. Sin embargo este último no es tan empleado como el glifosato. 

La Agencia Internacional para la Investigación sobre el Cáncer ha 

categorizado al glifosato como probablemente cancerígeno (IARC, 2015), este 

comunicado desencadenó que muchas organizaciones e instituciones dieran 

prioridad a su análisis y determinación, al menos para monitorear su Límite Máximo 

de Residuo (LMR), en especial por ser uno de los plaguicidas más ampliamente 

usados en el mundo. 

Según el Codex Alimentarius, la definición de residuo de plaguicida se 

entiende como cualquier sustancia especificada presente en alimentos, productos 

agrícolas o alimentos para animales como consecuencia de uso de un plaguicida. 

El término incluye cualquier derivado de un plaguicida, tales como productos de 

conversión, metabolitos, productos de reacción y las impurezas consideradas de 

importancia toxicológicas (OMS, 2018). De aquí la importancia del análisis del 

principal metabolito del glifosato, el ácido aminometilfosfórico (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 más consumido por los costarricenses 

y por ende la importancia del control del herbicida. Específicamente el Laboratorio 

de Análisis Residuos de Agroquímicos (LRE) del SFE es donde se realizará tanto el 

desarrollo de la metodología como la validación del método por cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas-masas para realizar dicho análisis. 
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El consumo de arroz en Costa Rica alcanzó en el periodo 2016-2017 la 

cantidad de 218 mil toneladas métricas, para un consumo per-cápita de 47,5 kg. La 

producción nacional fue de aproximadamente 56%, el 44% restante es producto de 

importación (CONARROZ, 2017). Producto de estos datos, el arroz es el grano más 

consumido en Costa Rica. Por ello es de suma importancia el control y monitoreo 

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

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 importación o por producción 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 Límites Máximos de Residuos (LMR) establecidos 

por el Codex Alimentarius y adoptados por Costa Rica. 

El Codex Alímentarius es la organización responsable de emitir normas para 

proteger la salud de los consumidores, facilitar prácticas justas en el comercio de 

alimentos y promover la coordinación de normas alimentarias acordadas por 

diversas organizaciones (Guerrero, 2003). 

Para ello, se debe disponer de metodologías analíticas avanzadas que 

funcionen como metodologías confirmatorias, apropiadamente validadas, capaces 

de detectar, identificar y cuantificar estos analitos a niveles de concentración del 

orden de mg/kg (Botero, 2016). 

Para estos fines la espectrometría de masas en tándem acoplada a 

cromatografía líquida (LC-MS/MS) es la técnica adecuada para el análisis de 

residuos de plaguicidas debido a su alta especificidad y sensibilidad (Botero, 2016). 
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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 sandías contaminadas con aldicarb. Se notificaron seis muertes y dos 

nacimientos sin vida (García, 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 

científicas del grupo de expertos independientes: la Reunión Conjunta FAO/OMS 

sobre Residuos de Plaguicidas (OMS, 2018). 

Costa Rica, como miembro del Codex adopta lineamientos establecidos por 

esa organización. Los límites de residuos recomendados por el esta organización 

son utilizados por nuestro país. Específicamente para el glufosinato en arroz se 

emplean dichos límites, y para el caso del glifosato se sigue el establecido por la 

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

Para cuantificar estas moléculas, actualmente se utilizan tres metodologías, 

algunas pueden catalogarse como complementarias entre sí, porque los resultados 

de una, implica la aplicación de la otra. A continuación se describen algunos 

métodos: 

a. Método de tamizaje 

Los métodos de tamizaje se basan en la reacción de un antígeno 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 número de muestras para 

posibles resultados no conformes (Chang, Mani, Parvathinathan, & Kanth, 2009). 

Estos métodos de detección son generalmente económicos, fáciles de usar, 

manejar y rápidos; además, presentan buena sensibilidad, especificidad y 
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capacidad de detección. Sin embargo, estos no proveen una identificación 

inequívoca y generalmente no proporcionan resultados cuantitativos exactos 

(Paravani et al., 2016). Es por este motivo que dichas técnicas se utilizan en el 

análisis y control de residuos de plaguicidas en alimentos de origen vegetal, pero 

también se requiere contar con una metodología confirmatoria que permita 

determinar el plaguicida específico y; además, la concentración exacta presente en 

la muestra. 

Un caso del uso del tamizaje fue el empleado por Alemania en el año 2015, 

durante la investigación para determinar la biocumulación de glifosato en leche 

materna (Steinborn et al., 2016), empleando el ensayo de ELISA. Por esta técnica 

se observó la presencia y cuantificación del plaguicida, con concentraciones entre 

76 µg/L y 166 µg/L. Valores que son de 760 a 1600 veces más alto que los 

permitidos por la Directiva de Agua Potable de Alemania, sin embargo es menor al 

LMR de 700 µg/L propuesto por la EPA (EPA, 2009). 

b. Método confirmatorio 

Para la detección 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 

Unión Europea establecen criterios mínimos que deben cumplir los métodos usados 

para confirmar resultados sospechosos, obtenidos por los métodos de confirmación. 

Según la guía Codex CXG-90-2017 estas normativas indican que los métodos 

adecuados para fines confirmatorios son los que utilizan cromatografía con 

espectrometría de masas como detección, debido la especificidad que poseen 

(Codex, 2017). 

La espectrometría de masas de triple cuadrupolo (conocida como QqQ), es 

sin duda, la técnica analítica instrumental más completa que se registra 

actualmente. Su uso en el análisis de residuos de plaguicidas se da generalmente 
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mediante el acoplamiento de la espectrometría MS/MS con cromatografía líquida 

(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 continuación se citan algunas: 

En el año 2013, Botero e lbañes emplearon HPLC-MS/MS para la 

determinación de glifosato en arroz y soya empleando una metodología diferente a 

la que normalmente se empleaba, derivatización post o pre-columna que genera 

derivados fluorescentes, puesto que la metodología era complicada y generaba 

falsos negativos. Botero planteó usar HPLC-MS/MS sin derivatizar, empleando 

cromatografía iónica, junto con extracción en fase sólida para obtener dichos 

compuestos en matrices complicadas y con gran cantidad de grasa, carbohidratos 

y proteínas que complicaban su determinación. 

Posteriormente un estudio en 2016, titulado Validación de métodos 

confiables y selectivos para la determinación directa de glifosato y ácido 

aminometilfosfónico en leche y orina usando LC-MS/MS (Jensen, Wujcik, McGuire, 

& McGuire, 2016), muestra el empleo de un método confirmatorio para el análisis 

de glicinas, de manera que permite su análisis después de un análisis por tamizaje 

o bien su empleo directo sin necesidad del tamizaje. 

Entre los métodos citados en párrafos anteriores existen otras pruebas 

realizadas con diferentes fases móviles, diferentes columnas y diferentes métodos 

de extracción. 

En el ámbito nacional solo se registra un laboratorio que realiza el análisis de 

una glicina, específicamente el glifosato, el Laboratorio Lambda, el cuál según el 

Ente de Acreditación de Costa Rica (ECA), lo analiza en alimentos, aguas, suelos 

por cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas, sin embargo se 

generan dudas cuando se reporta que llegan a límites de cuantificación de 2 x 10-6 

mg/L. 
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El desarrollo de una metodología analítica que permita determinar residuos 

de glicinas, en arroz u otras matrices, significa un progreso para el país. Esta 

implementación representa un gran avance hacia el aseguramiento de la inocuidad 

alimentaria y una generación importante de información que permita obtener datos 

pertinentes sobre del uso de estos herbicidas en vegetales. 
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3. Justificación 

Recientemente la Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer 

(IARC) categorizó al glifosato dentro el grupo 2A (IARC, 2015), como probablemente 

carcinogénico para el ser humano, siendo esta agencia un organismo especializado 

que opera bajo el auspicio de la Organización Mundial de la Salud (OMS), lo que 

genera una importante alerta a nivel mundial, ya que la OMS es el máximo órgano 

internacional en materia de salud pública. 

A pesar de que el glufosinato tiene similitudes químicas y de mecanismos de 

acción con el glifosato, no existen suficientes estudios sobre su toxicidad en relación 

con el glifosato. Según 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 información al respecto, por ello, se centra en mayor medida 

sobre la toxicidad del glifosato. 

En el año 201 O el glifosato estaba registrado en más de 130 países, siendo 

posiblemente el herbicida más usado y producido a nivel mundial. Se estima que en 

2012 la producción de glifosato sobrepasaba las 720 000 toneladas (IARC, 2015). 

Todo indica que al expirar la protección de la patente perteneciente a Monsanto en 

1996 y la introducción de especies genéticamente modificadas para resistir el efecto 

herbicida del plaguicida, causó un importante aumento en la producción del mismo 

(Székács & Darvas, 2012). 

Actualmente se encuentra en controversia la peligrosidad o toxicidad del 

glifosato. Dos de las agencias de más prestigio a nivel internacional debaten la 

congruencia y veracidad de resultados que catalogan al glifosato como 

probablemente cancerígeno. Por un lado la IARC lo categoriza en el grupo 2A como 

probablemente cancerígeno, a partir de estudios y datos epidemiológicos 

disponibles y dos metanálisis en los que se basan para dar esa categorización 

(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). 
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Es probable que en los próximos años se lleguen a conclusiones más 

precisas y coherentes entre diferentes instituciones; sin embargo, se le debe dar 

peso y prestar atención a lo planteado por el IARC-OMS; puesto que, Costa Rica al 

igual que la mayoría de los países del mundo sigue políticas y directrices de la OMS. 

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, es de importancia para el país el 

análisis y determinación de glifosato y glufosinato en alimentos de origen vegetal. 

El constante monitoreo y cumplimiento de límites máximos permitidos que garantice 

la salud e integridad pública, adquiere un aspecto primordial. 

El Gobierno de Costa Rica, y específicamente el Ministerio de Agricultura y 

Ganadería (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 Nº 7664 Ley de 

Protección Fitosanitaria. Además, el SFE debe registrar todo los agroquímicos que 

se utilizan en los diferentes cultivos, mediante un proceso de registro y autorización 

para su uso. El proceso de registro comprende la presentación, por parte del 

registrante de la información correspondiente a las propiedades físico-químicas; así 

como, las características agronómicas, toxicológicas y ecotoxicológicas del 

producto que se quiere registrar. La información es evaluada por el SFE, el 

Ministerio de Salud y el Ministerio de Ambiente; si el producto cumple con los 

parámetros de evaluación se procede al registro del mismo (SFE, 201 Bd). 

El SFE para tener un adecuado monitoreo del uso y control de agroquímicos 

utilizados en las diversas etapas de la producción, cuenta con un Plan Anual 

Operativo (PAO), 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 análisis. Los resultados obtenidos 

se comparan con los LMR, los cuales indican el nivel más 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, Unión Europea u otros 

organismos reconocidos por la comunidad científica y se basan en estudios de 

residuos de plaguicidas a partir de buenas prácticas agrícolas (FAO/OMS, 2018). 

Para el glifosato y el glufosinato, el LMR establecido por el SFE para el arroz 

es una concentración de O, 1 mg/kg para el primero; para el segundo es de 0,9 mg/kg 

según el EPA y Codex A/imentarius respectivamente. 

El glifosato se utiliza en la mayoría de cultivos: anuales, perennes y en zonas 

no agrícolas. Por cultivo, la palma africana consume el 24,9% del total de glifosato 

usado en el país, le sigue el arroz (7,8%) (Ramírez et al., 2009). Costa Rica es uno 

de los mayores consumidores de arroz en el mundo, 46 kg per capita (CONARROZ, 

2015), de ahí la importancia del análisis de residuos de plaguicidas en este grano. 

Dado que la Salud Pública 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 metodología para cuantificar ambos herbicidas, con 

el propósito 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 

• Desarrollar una metodología analítica para la determinación de residuos de 

glifosato, glufosinato y AMPA en arroz por cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas. 

4.2 Objetivos específicos 

• Optimizar las condiciones experimentales del equipo que permitan una 

óptima cuantificación del glifosato, glufosinato y el AMPA. 

• Validar la metodología analítica siguiendo la guía europea 

SANTE/11813/2017, del Directorate- General SANTE Health and Food 

Safety de la Unión Europea (SANTE), relativa a análisis de residuos y 

criterios de calidad para que los resultados sean fiables desde el punto de 

vista cualitativo y cuantitativo. 

• Aplicar la metodología analítica desarrollada a muestras de arroz 

procedentes tanto de la producción nacional como de producto importado. 
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5. Marco teórico 

5.1 Efecto en la salud humana 

Recientemente la IARC, organismo de la OMS, especializado en 

investigación sobre el cáncer, ha vinculado al glifosato con el Linfoma no Hogdkin 

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

Además, otros estudios con suficiente evidencia de carcinogenicidad en 

animales y rutas o mecanismos de dos carcinógenos han dado pie a categorizar el 

glifosato en el grupo 2A como probablemente cancerígeno (Portier et al., 2016). La 

evidencia en animales se observó 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 concluyó 

que existe una fuerte evidencia de genotoxicidad y estrés oxidativo para el glifosato, 

especialmente daño 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 genotóxico del glifosato. EFSA calificó la 

evidencia humana como muy limitada. Sin embargo, confirma que existe estrés 

oxidativo, pero que por sí solo, no es vinculante con la carcinogénesis (Portier et al., 

2016) 

Por último, diferentes estudios como los realizados por Niermann, 2015, 

evalúan el riesgo de la población consumidora. Analizando el glifosato en la orina 

en poblaciones de niños 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 

contaminación del agua potable por su hidrofilicidad y contaminación del aire por su 

extenso uso en sectores agrícolas (Myers et al., 2016). 
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5.2 Plaguicidas: Definición, clasificación y mecanismos de acción. 

La definición de plaguicida incluye cualquier sustancia o mezcla de 

sustancias con ingredientes químicos o biológicos destinados a repeler, destruir o 

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

El glifosato y el glufosinato son ambos sólidos 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 química similar (Figura 1), 

son mimetizadores del aminoácido glicina. 

Por otro lado, el glifosato posee como metabolito el AMPA (Figura 1). El cual 

posee actividad toxicológica, por lo que se incluye en la definición de residuo del 

glifosato para el cálculo de la dosis diaria admisible (IARC, 2015). 
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CH2 
/ 

HO-C 

Glifosato 

~ o 
o 
11 

HQ-P-......,,,-NH2 
1 

HO 
AMPA 

Glufosinato de amonio 

Figura 1. Estructura química del glifosato, glufosinato de amonio y AMPA. 

El g\ifosato actúa inhibiendo la biosíntesis de aminoácidos aromáticos en las 

plantas, el mecanismo responsable bloquea un paso clave en la llamada vía del 
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shikimato, que genera la síntesis de aminoácidos aromáticos y metabolitos críticos 

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 transformación de fosfoenol piruvato (PEP) a shikimate-3-

fosfato (S3P). Esta ruta metabólica existe en plantas, hongos y bacterias, pero no 

en animales (Székács & Darvas, 2012). 
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COOH 

/~/OH 
t~ Ácído Salicilico 

/'-------' 
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Acido Antranilíco 

Tirosina 

Figura 2. Mecanismo de acción del glifosato. 

Fuente: Duke et al., 2012. 

Fenilalanina Ácido Cinnamico 

Por su parte, el glufosinato inhibe la biosíntesis de glutamina, la cual funciona 

como fuente de amonio en gran cantidad de enzimas. Además actúa sobre la 

fotosíntesis al inhibir la fotorrespiración y la formación de los aminoácidos histidina 

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

5.3 Límites máximos 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 Límites Máximos de Residuos (LMR), los cuales según el CODEX 

(FAO/OMS, 2018) se definen como la concentración máxima de un residuo de 

plaguicida que se permite o reconoce legalmente como aceptable en o sobre un 

alimento, producto agrícola o alimento para animales. 

Los niveles máximos de residuos se estiman a partir del conjunto de datos 

de residuos de plaguicidas que se obtienen mediante el empleo de buenas prácticas 

agrícolas, y pueden cambiar conforme se modifican estas últimas. Los LMR 

recomendados por la Reunión Conjunta FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas, 

en los que suelen basarse los LMR del Codex, constituyen la decisión cuidadosa de 

los expertos presentes en la reunión después de examinar los datos pertinentes 

(Codex, 2018). 

En el caso específico de Costa Rica, la normativa vigente de acuerdo al 

Reglamento Técnico de Costa Rica 424-2008 (Reglamento Técnico de Límites 

Máximos de Residuos de Plaguicidas en Vegetales) establece un orden de prioridad 

a seguir en el cumplimiento de los LMR y señala que se adoptarán los LMR de 

plaguicidas del Codex, y en los casos que no existan, se emplearán 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, según la especie 

vegetal. En el Cuadro 1 se presenta una lista de los LMR regulados, por 

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

Cuadro 1: LMR para glifosato y glufosinato en arroz según legislación 

aplicada en Costa Rica. 

Especie vegetal Glifosato Glufosinato 

Arroz O, 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 Espectrometría de masas triple cuadrupolo (QqQ) en la cuantificación 

de plaguicidas 

La espectrometría de masas acoplada a cromatografía líquida es una de las 

técnicas analíticas que más se ha extendido en el campo de la salud (Botero, 2016). 

El éxito de su aplicación es una consecuencia de la combinación de una técnica de 

separación (LC) que presenta una gran versatilidad y ligereza y las capacidades de 

la espectrometría de masas (MS). 

La espectrometría de masas posee la capacidad analítica de alcanzar una 

alta sensibilidad, incluso hasta niveles de pg/L, debido a su especificidad. Además, 

presenta la habilidad única de medir los iones con masa exacta, proporcionando 

información de la composición elemental, permitiendo establecer las rutas de 

fragmentación (Grimalt Brea, 2009). 

Puede decirse que la espectrometría de masas posee dos características 

claves que le dan ventajas en el análisis tanto cualitativo como cuantitativo. Una de 

ellas es la ionización, que permite pasar a estado gaseoso ionizándose, 

adicionándose o eliminándose un electrón o un protón. En la actualidad existen 

varias formas de ionización; sin embargo, la más empleada en cromatografía liquida 

es electroespray (Grimalt Brea, 2009). La Figura 3 ejemplifica la utilidad del modo 

electrospray para moléculas con cierta polaridad y tamaño. 
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Figura 3. Aplicaciones acopladas a diferentes interfases en LC-MS en función de 

la polaridad de los analitos y su masa molecular. 

Fuente: Grimalt, 2009. 

La otra característica 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 más utilizado para análisis de residuos 

de plaguicidas en vegetales en función de la salud pública es el triple cuadrupolo 

(QqQ) (Botero, 2016; Grimalt Brea, 2009). 

La Figura 4 muestra el esquema del equipo usado, el triple QqQ está 

compuesto de tres cuadrupolos colocados consecutivamente en serie . Cada uno de 

ellos está formado por cuatro barras alargadas en formación cuadrada , conectadas 

eléctricamente entre sí. De los tres cuadrupolos , el primero y el tercero seleccionan 

los iones producto de interés, y el segundo actúa como celda de colisión (Borrás, 1, 

2008) . 
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Físicamente, 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 colisión (generalmente argón o helio), pudiendo obtenerse 

distintas fragmentaciones (Borrás, 1, 2008). 
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o ID 
00 ), 

)) ) 

Gas de Colisión 
(N2) 

1 /"' :ID ....... '------
1-r---. 'Q I C_JJ __ 

C)i) ) .. 
) 

~.!.H!!l.rn..P.9._Lq_ 
monolítico 

CuariO-rOcubiono do 
oro 

• .H.!IJ.~-~P-º19. I:.,tt1~-ª 
de ,C,glis10.Jl , {;Yjt,.4,t_l~J?,_QJ.Q 

Jr!OJ] S!_IJJ.i~9 
Cuarzo 1"ec ub1erto de 

oro 
Gas de ~~JJ~!Ul Helio, 

01 Post­
filtro 

02 Pre­
filtro 

\ 
DeTecti.r 

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 análisis, tanto cuantitativo como cualitativo. El 

principio químico de separación de ésta técnica, se basa en la separación de iones 

formados en una fuente de ionización, en función de su relación masa-carga (m/z) 

(Payá, 2006). 

5.5 Técnicas para disminuir el efecto matriz 

Diversos estudios han comprobado la existencia de efecto matriz en el 

análisis por LC-MS/MS. El efecto matriz se presenta debido a que los distintos 

componentes de la matriz pueden afectar la ionización del analito cuando coeluyen 

con él, provocando exaltación o supresión de la señal 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/extracción, o agentes 

añadidos en la fase móvil para mejorar la resolución y/o respuesta cromatográfica 
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(Grimalt Brea, 2009). Para obtener resultados satisfactorios en el análisis es 

necesario corregir o bien minimizar este efecto. 

Debido a esto, es de suma importancia para garantizar los parámetros 

analíticos del método. tomar acciones que permitan que este efecto sea el menor 

posible para las muestras; o bien , semejarlo en la curva de calibración 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 análisis 

por MS-MS son varias. Una de ellas consiste en realizar modificaciones en el 

tratamiento de muestra; por ejemplo, aplicando procesos más selectivos de 

extracción o etapas de limpieza con el objeto de disminuir los compuestos 

coextraídos que causan el efecto matriz (Botero. 2016). 

El uso de estándar interno (El) aparece como una de las mejores opciones 

para corregir el efecto de matriz, así como la preparación de una curva en extracto 

blanco de matriz, lo cual es una elección bastante frecuente ya que se consigue que 

la señal de patrones y muestras se vea afectada de modo similar por los 

componentes de la matriz (Botero, 2016). 

Además, se puede realizar la dilución de la muestra con un disolvente que no 

cause interferencia, de manera que la concentración de la matriz se reduzca y afecte 

en menor medida la supresión iónica o bien la concentración de interferencia que 

puede eluir con el analito de interés. La Figura 5 muestra las formas más comunes 

de corregir el efecto matriz. 

Trabajando con una curva de calibración. a la cual se le realiza todo el proceso 

de extracción al que se someten también las muestras y los controles. se consigue 

que la señal 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, 2016). 
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Figura 5. Maneras de corregir o disminuir el efecto matriz en LC-MS!MS. 
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6. Marco Metodológico 

6.1 Materiales y reactivos 

Se empleó como material de referencia (MR) los estándares 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 día de preparación. Para los tres estándares se emplea balones de 

10,00 ml calibrados. Se prepara tanto la disolución primaria como una disolución 

de 1 O mg/L y 1 mg/L empleando agua:metanol en una proporción de 7:3. 

Se empleó metanol grado LC MS marca Merck, ácido acético glacial y ácido 

fórmico al 98 % marca Merck y agua ultrapura con una conductividad de 18 mO/s. 

Se utilizan tubos de polipropileno de 50 ml y viales ámbar de 2 ml marca Agilent. 

Filtros de PETF y jeringas de 5 ml. 

6.2 Equipo 

El equipo empleado fue un cromatógrafo líquido 1290 acoplado a un triple 

cuadrupolo modelo 6460 marca Agilent. Con fuente electrospray jet stream. Para la 

agitación mecánica se empleó un vortex marca TalBoys. La centrifugación de las 

muestras se llevó 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 

tamaño de partícula de 5 µm y diámetro interno de 2, 1 mm. 
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6.3 Desarrollo del método instrumental 

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

describen a continuación: 

6.4 Optimización del Equipo 

La optimización del equipo describe las condiciones y parámetros 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, según lo establecen las normativas 

relacionadas con los plaguicidas a estudiar en esta investigación. 

Es necesario definir el tipo de inyección, el volumen de muestra a inyectar, la 

velocidad de succión de la muestra y la velocidad de vaciado de la misma en el 

inyector. En el cuadro 2 se pueden observar los parámetros optimizados en el 

cromatógrafo líquido 

Cuadro 2. Valores instrumentales optimizados en el cromatógrafo líquido. 

Parámetro 

Temperatura del horno 

Volumen inyectado 

Velocidad de inyección 

Tiempo de lavado de aguja de 

inyección 

Disolvente acuoso 

Disolvente orgánico 

Valor empleado 

40 ºC 

7 µL 

400 µUmin 

3,0 s 

Agua: HAOc al 1 % 

Metanol 

Fuente: Elaboración propia. 
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Para optimizar los parámetros del detector de masas se determinó el valor 

óptimo de ion precursor e ión producto de cada uno de los analitos; así como el 

voltaje de fragmentación, energía de colisión y la polaridad con que estos se van a 

analizar. 

Los valores de los parámetros pueden ser encontrados en la base de datos 

del instrumento, por medio de revisión de literatura, o bien se optimizan 

manualmente. La optimización manual implica inyectar el analito en disolución a una 

concentración de 0,5 mg/L para seleccionar el ion más abundante para cada 

molécula (ion precursor). A partir de este ion precursor, se van a seleccionar luego 

los iones producto, como aquellas partes de la molécula original que se separan en 

la celda de colisión del instrumento. 

La disolución patrón de 0,5 mg/L se inyectó directamente en el detector (sin 

columna de separación) con fase móvil, donde se busca las mejores energías para 

obtener los iones precursores, iones producto, voltaje de fragmentación y energía 

de colisión, así como la intensidad para cada transición. El cuadro 3 muestra los 

valores obtenidos. 
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Cuadro 3. Optimización de energías y obtención de iones precursores e iones 

producto para cada analito. 

Energía de Energía Tiempo 

Ana lito Ión fragmentación Ión de de 

precursor (V) product colisión Polaridad retención 

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 + 2.6 

169,9 50 42,2 30 

182,0 75 136 10 

Glufosinato 182,0 75 119 20 + 2.1 

182,0 75 56 30 

Fuente: Elaboración propia. 

6.5.1.1 Parámetros de la fuente 

Los parámetros de la fuente incluyen el valor óptimo para la temperatura (ºC) 

y el flujo (mUmin) del gas, además de la presión 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 señal más 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 parámetros de la fuente en el modo de 

ionización positivo y negativo, debido a que en el mismo análisis cromatografico se 

puede cambiar la polaridad de ionización. 
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Cuadro 4. Valores optimizados de la fuente electro spray del analizador 

masas/masas. 

Parámetro de la fuente 

Temperatura del Gas (ºC) 

Flujo del Gas (Umin) 

Presión del nebulizador (psi) 

Temperatura del gas auxiliar (ºC) 

Presión auxiliar del nebulizador (psi) 

Voltaje de capilar (V) 

Fuente: Elaboración propia. 

Valor(+) 

350 

11 

45 

325 

12 

3500 

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

Valor(-) 

350 

11 

45 

325 

12 

3500 

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

disolventes que el equipo utiliza como fase móvil; así como el tiempo que este 

porcentaje se mantiene o varía. Se seleccionan estos parámetros en función de 

obtener una buena separación en el menor tiempo de análisis posible y con una 

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

acidificada al 1 % con ácido acético glacial. La fase móvil orgánica es metanol. El 

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

Cuadro 5. Composición y flujo de la fase móvil empleado en el método. 

Tiempo (min) Porcentaje Disolvente Flujo (ml/min) 

orgánico 

o o 0,25 

5 15 0,35 

8 5 0,35 

10 90 0,35 

12 o 0,35 

3 min de post corrida o 0,25 

Fuente: Elaboración propia. 
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Las muestras que se analizaron para el desarrollo de esta investigación 

fueron recolectadas por personal del SFE, siguiendo normativas internas 

establecidas para este fin. Está determinado dentro de la institución, cuáles son los 

departamentos encargados de recolectar las muestras, tanto los alimentos 

producidos en nuestro país, como los importados. 

6.6 Recolección de muestras 

6.7 Desarrollo de la técnica de extracción 

Debido a que las cantidades máximas de residuos permitidas para los 

plaguicidas en estudio son muy pequeñas, es importante la etapa previa al análisis 

instrumental, en la cual se realiza la limpieza de la matriz para evitar interferencias 

y el efecto matriz a la hora de cuantificar; así como para concentrar los analitos 

extraídos de las muestras. 

Para la extracción de la muestra, se tomó como referencia el método de 

referencia de la Unión Europea (Barth, M; Anastassiades, M; Kolberg, D; 

Benkenstein, A; Eichhorn, E; Zechmann, S; Mack, D; Wildgrube, C; Sigalov, 2013), 

procedimiento utilizado para la determinación de plaguicidas por métodos únicos y 

analitos de alta complejidad. Se realizaron algunas modificaciones con respecto al 

método de referencia mencionado anteriormente que se describen a continuación. 

Se extrae con 20 mL de una mezcla agua:metanol 9: 1 y acidificando al 0,5% 

con ácido fórmico. Debido a la naturaleza de la muestra y la interacción 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 

metodología. 

La Figura 6 muestra el proceso de extracción 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 atracción de cargas, 

de manera que el material de plástico es el idóneo. 

5gArroz 

100 µL ácido Fórmico 
18, 00 ITi... de agua 

2, 00 mL de Metanol 

30 min agitación en vortex 

Centrifugación a5000 r.p.m por 5 min 

D 
500 µL de extracto+ 500 µL de agua 

D 
7 µL al LC MS/MS 

Figura 6. Procedimiento para tratamiento de muestra de arroz. 

Fuente: Elaboración propia. 

6.8 Criterios de aceptación del método 

Un método se acepta como válido si los porcentajes de recuperación de 

muestras fortificadas analizadas se encuentran dentro del ámbito de 70% a 120%, 

ya que ese es el valor aceptable, según el Codex (CODEX, 2009) y la Unión 

Europea (SANTE/11813/2017). Para moléculas que tienen un LMR en el ámbito de 

concentración mayor a 100 µg/kg y menor o igual a 1000 µg/kg. 
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Para evaluar la eficacia del método de extracción se realiza un estudio de 

recuperación en muestras de arroz, con su respectiva curva de calibración 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 recuperación de las muestras se comparan los valores de 

concentración obtenidos en cada muestra por interpolación en los valores en la 

curva de calibración. El resultado esperado era un porcentaje de recuperación entre 

70-120% para cumplir con lo establecido por el COOEX (CXG 90-2017) y la 

Comunidad Económica Europea en SANTE/11813/2017. 

6.9 Procedimiento para los cálculos 

Las curvas de calibración que se trabajan en este método son curvas en 

matriz, lo que significa que se pesan 5 g de muestra (que se sepa no contiene los 

analitos en cuestión), se extrae como blanco y se fortifica con las concentraciones 

adecuadas para obtener una curva de calibración. 

Los cálculos para obtener la concentración en una muestra se ejemplifica de 

la siguiente forma: 

Área = m X Cinterpolada + b 

donde: 

Área = Señal del analito 

Cinterpolada = Concentración en muestra (mg/L) 

m = pendiente 

b = intercepto en el eje y. 

El cálculo final se obtiene de la siguiente ecuación 
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C _ CinterpoladaX V X fd 
muestra - m , 

muestra 
(Ecuación 1) 

donde: 

V es el volumen de agua y disolvente presente en la muestra. 

Mmuestra es la masa de muestra pesada. 

Fd es el factor de dilución. 

6.1 O Parámetros de validación y análisis estadístico 

6.10.1 Parámetros de desempeño 

Los parámetros de desempeño que se evaluaron para la validación del método, 

son los especificados en la guía SANTE/11813/2017. 

• Selectividad. 

• Linealidad y ámbito de trabajo. 

• Sensibilidad analítica. 

• Límites de detección y cuantificación. 

• Exactitud. 

• Precisión intermedia. 

• Incertidumbre. 

Para realizar la validación, cada uno de los parámetros de desempeño 

mencionados debe ser evaluado y verificado. A continuación, se describe la manera 

en que cada uno de estos parámetros se evaluó 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 está midiendo y otras sustancias. Esta característica es ante todo una función de 

la técnica de medición descrita, pero puede variar en función del tipo de compuesto 

o de la matriz. 

Para asegurar que el método es selectivo se debe definir para cada 

compuesto una transición cuantificadora y dos cualificadoras, en lo posible. En el 

momento de la cuantificación de los analitos, la relación 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%, además el tiempo y espectro 

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

6.10.1.2 Ámbito de trabajo y linealidad 

El ámbito de trabajo se refiere al intervalo de concentraciones en que se 

puede determinar el analito considerando la linealidad del método y la dilución 

máxima en la cual se afecte al mínimo la incertidumbre de la medición. 

A partir de la curva matriz se obtiene una ecuación de mejor ajuste, donde se 

obtienen valores de R2 y de pendiente (m) individuales por analito. La linealidad se 

refiere al intervalo de concentración para el cual se obtiene una respuesta lineal y 

se determina el valor de r2 mayor a 0,99 y residuales menores a 20 %. Se sigue la 

siguiente ecuación para determinar residuales: 

Pl = ((Concentracio.~ cal~u~ada) _ l) X lOO. 
Concentracwn teonca 

(Ecuación 2) 

Se empleó la misma fórmula para los 5 patrones restantes de la curva de calibración. 
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6.10.1.3 Límite de detección (LO) y límite de cuantificación (LC) 

El LO es la mínima concentración del analito que puede ser determinada y el 

LC es la menor concentración de analito que puede ser cuantificada con la precisión 

y exactitud adecuadas. Se siguen las siguientes fórmulas: 

LC = 10 X Sb, (Ecuación 3) 

LD __ 3 X LC. 

10 
(Ecuación 4) 

6.10.1.4 Veracidad 

La veracidad se expresa como porcentaje de recuperación y se calcula con 

los resultados de recuperación de muestras fortificadas. Se realizó la recuperación 

en O, 025 mg/kg, y O, 150 mg/kg para cada compuesto, por medio de la lectura de 5 

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

Exactitud = Xp x 100 Ecuación 5) 
Valor sobre el cual se realiza la fortificación ' 

siendo Xp el promedio de la recuperación experimental. 

6.10.1.5 Precisión 

La precisión se evalúa por medio de dos parámetros a saber de 

repetibilidad y precisión intermedia. 

a. Repetibilidad 

Se evalúa por medio del coeficiente de variación de las recuperaciones del 

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

bajo las mismas condiciones. Se sigue la siguiente ecuación: 
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ºloRSD = 
5
:-

1 
X 100, (Ecuación 6) 

Sn-1 corresponde a la desviación estándar de la muestra 
' 

%RSD corresponde a la desviación estándar relativa, por sus siglas en inglés. 

b. Precisión Intermedia 

Se estima por medio del coeficiente de variación de los porcentajes de 

recuperación resultado de las muestras fortificadas para el cálculo de la veracidad. 

Dichas pruebas se realizaron en días y condiciones diferentes. 

6.10.1.5 Efecto matriz 

El efecto matriz es un fenómeno normal y común en espectrometría de 

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

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

pendiente curva de calibración en matriz X lOO. % efecto matriz= -------------­
pendiente en curva de calibración disolvente 

6.11 Incertidumbre 

(Ecuación 7) 

Se define como un parámetro no negativo que caracteriza la dispersión de 

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

El cálculo de incertidumbre puede desarrollarse de diversas maneras. En 

este caso se aplicó el enfoque de caja negra, el cual toma de manera global las 

contribuciones de la precisión, sesgo y algunas contribuciones relevantes en la 

validación. Dicho proceso es un enfoque global, donde no es necesario cuantificar 

o saber exactamente cuáles son las causas de la incertidumbre, ya que se emplea 
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desviaciones a partir de datos repetidos (precisión) u otras observaciones que de 

manera global contribuyen en el valor final de la incertidumbre. 

Dichas contribuciones se mencionan brevemente a continuación: 

a) Incertidumbre debida a la precisión (Uprecisión), la cual corresponde a la variabilidad 

experimental del método analítico y, en ella se incluyen fuentes de incertidumbre 

asociada a todas las etapas del método analítico. Matemáticamente se expresa de 

la siguiente forma: 

s 
Uprecisión = .,¡¡.:¡ , (Ecuación 8) 

s: es la desviación típica de los resultados obtenidos al analizar una muestra 

fortificada con con patrones de los analitos en estudio, en condiciones de 

reproducibilidad intralaboratorial (precisión intermedia) o la desviación típica de un 

producto o matriz determinado por no ser homogéneo. 

N: es el número de veces que se analiza la muestra en ensayos de rutina. 

b) Incertidumbre debida al proceso de verificación de la trazabilidad (u trazabilidad). 

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

del método. 

( IMkR)z + ( ~n)z Utrazabilidad = v n (Ecuación 9) 

El primer término de la expresión (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!.fñ_ ) corresponde a la incertidumbre del valor medio obtenido al 

analizar el material de referencia, siendo "s" la desviación típica de las pruebas de 

precisión intermedia del material de referencia y "n" el número de repeticiones para 

obtener "s". 
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e) Incertidumbre debida a la corrección (Ucorrección). 

En este término se estima la incertidumbre de corrección por falta de 

exactitud. Esta contribución 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- Xmedial < t . , 
= j 2 2 - tabulado, (Ecuac1on 1 O) 

c~R) + (Jn) 

donde: 

XMR: concentración 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: desviación típica de precisión intermedia al analizar el material de referencia. 

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

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 fórmula descrita, se retiene la hipótesis 

nula y por tanto los valores proporcionados por el método son trazables al valor 

certificado del material de referencia. De acuerdo con información suministrada por 

el Auditor experto de la Unión 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 períodos de tiempo diferentes. 

La incertidumbre expandida o final (U) se obtiene mediante el producto de la 

incertidumbre combinada o estándar (uc) y el factor de cobertura (k = 2 para un 95 

% de confianza): 
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Uc = +(Utrazabilídad)
2 + (Ucorrección) 2 + (Uprecisión)

2 
U= k x Uc. (Ecuación 11) 

Se calcula la incertidumbre expandida relativa mediante la siguiente ecuación: 

u 
UR(ºlo) = ., . . X 100. (Ecuación 12) 

Concentracwn materia de referencia 

A manera de resumen de este apartado en el Cuadro 6, se muestran los 

parámetros de validación que se abarcan en esta investigación, así como los 

criterios de aceptación de cada uno de éstos. 

Cuadro 6. Parámetros de desempeño y criterios de aceptación. 

Parámetro 

Selectividad 

Linealidad 

Ámbito de trabajo 

Límite de detección 

Límite de cuantificación 

Exactitud 

Precisión 

Criterio de aceptación 

2 iones y 30 % relación ión 

cuantificador con respecto al 

cualificador 

~20% residuales 

(0.02-0.5) mg/kg 

0,008 mg/kg 

0,025 mg/kg 

(70-120) % 

Repetibilidad: 20 % 

Precisión intermedia: 20 % 

Fuente: Elaboración propia a partir de valores establecidos en guía SANTE/11813/ 

2017. 

En Anexo 2 se ejemplifica el cálculo de los parámetros de desempeño para el 

glifosato 
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7. Discusión de Resultados 

7.1 Optimización del método 

La optimización del método es una de las etapas más importantes para el 

análisis de los plaguicidas en estudio. Con esto se garantiza que las señales y datos 

estadísticos sean confiables, fidedignos y presenten la mejor intensidad posible. 

Incluso una mala optimización puede provocar tanto la presencia de falsos positivos 

como también falsos negativos. Por ello, la definición y optimización de los 

parámetros analíticos de un método de análisis es vital para garantizar una 

validación correcta y resultados confiables de muestras de rutina. 

La cromatografía liquida acoplada a espectrometría de masas es la técnica 

más poderosa en la actualidad para el análisis de residuos de plaguicidas, porque 

permite combinar la separación de los analitos por medio de cromatografía liquida, 

de manera que separa varios compuestos que coeluyen juntos y concentra en una 

distribución normal cada uno de ellos, por lo que al llegar a la fuente de ionización 

permite una mayor abundancia de iones; por otra parte, el analizador de masas es 

ideal para identificar de manera casi inequívoca 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 inyectó 

de manera directa, sin pasar por la columna, una disolución 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 logró definir un ion precursor y uno o más iones 

producto, con su respectiva energía de colisión para el compuesto, tal como se 

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

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

Energía de Energía de 

Ana lito Ión Ión fragmentación colisión 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 

136 10 

Glufosinato 182,0 119 75 20 Positiva 

56 30 

Fuente: elaboración propia. 

Cabe resaltar que no se logró obtener referencias del análisis de glifosato y 

glufosinato en modo positivo, ya que las múltiples bibliografías hacen referencia al 

análisis de estas moléculas en modo negativo. Sin embargo por limitaciones del 

equipo, se determinó experimentalmente que en modo positivo, al menos el glifosato 

presenta diez veces más sensibilidad que en modo negativo. 

La Figura 7 muestra el comportamiento ácido-base del glifosato en disolución 

acuosa. Sus múltiples pKa o constantes de ionización hacen que esta molécula sea 

particularmente complicada, tanto su comportamiento en matriz como también para 

su análisis, ya que las variaciones en el pH del medio conlleva a la modificación del 

equilibrio ácido-base, provocando tanto modificaciones en los tiempos de retención, 

como también concentraciones de diferentes iones. Por ello, es importante para su 

análisis el control del pH, tanto en la extracción, como en la fase móvil. 
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Glifosato 

Figura 7. Constantes de ionización y equilibrio ácido-base del glifosato. 

Fuente: Islas, 2013. 

Si bien, tanto en el disolvente de extracción como en la fase móvil hay una 

porción de disolvente orgánico, 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 mínimo, 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 tendrá una 

importante contribución de la fase móvil, acidificada con ácido acético glacial, 

aproximadamente a un pH de 3, para encontrarse protonado o cargado 

positivamente y favorecer su análisis en modo positivo. 

La misma situación ocurre con el glufosinato, que presenta pKa de 0,8; 2,0 y 

9,8. Por lo que a un pH de la fase móvil de aproximadamente 3, esta molécula tendrá 

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

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

AMPA 

o 

1 Alfr 1 H3N~~-OH 
OH 

t+ pKa= 2.4 

o 
~ + 11 
~ H3N-...._/r--OH 

ft pKa= 5.9 

o 
~ + 11 
~ H3N--..../P-O 

6-
,. pKa= 10.8 

o 
11 -

H2N.........,...P-O 

6-

Figura 8. Equilibrio ácido-base y contantes de ionización 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 práctica no se logró optimizar en modo 

positivo. El AMPA no solo es una molécula muy pequeña y polar, si no que su 

fragmentación es limitada, por lo que no se logró 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 colisión y el detector tienen 

valores fijos de parámetros como presión y temperatura. Para los primeros dos 

solamente se modifican los voltajes mencionados en el cuadro 4. En el caso de la 

40 



fuente de iones si se puede modificar la presión, la temperatura y el voltaje; por lo 

tanto, la optimización se concentra en la fuente. 

La fuente de iones es electro spray (ESI por su iniciales en inglés), por lo que 

su optimización es un factor crítico. A continuación se mencionan las principales 

variables modificadas y optimizadas. 

La temperatura del gas es un parámetro de gran importancia, ya que 

garantiza la desolvatación de la muestra solvatada por la fase móvil a la salida de 

la columna cromatográfica. Si bien las moléculas pueden venir cargadas, no 

necesariamente esto ocurre, por ello la temperatura y una tensión en el capilar de 

entrada de la muestra, permite formar un aerosol de pequeñas gotas. Estas gotas 

llegan a un momento en que su tamaño es tan pequeño. que las fuerzas 

culombianas de repulsión entre los iones con múltiple carga generados en su interior 

son capaces de vencer la tensión superficial, momento en que los iones escapan a 

la fase gaseosa denominándose a este proceso evaporación iónica (Payá, 2006). 

Se realizaron ensayos a tres temperaturas diferentes. 

ttearo= 250 •e 
"' Rc,,o= 300 'C 
" GlufOSinato Verde" !SO •e ... 

r _:..s 

\ 
! " 
: S'l": 
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,~ .. 

\ ~-· , . .. 
¡ f' "" 
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J lf\ .. .,. /\ __ --;;11 

t • • ~ • • " , • • t • 11 P 
TiPl"'r'1pc> 1 ntinj 

Figura 9. Cromatograma total de iones para AMPA, glufosinato y glifosato a las 

temperaturas de 250 o e (línea negra), 300 o e (línea roja) y 350 o e (línea verde). 

Fuente: Elaboración 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 pequeño aumento de 

intensidad a 350 ºC, por lo que se determina está temperatura del gas en la fuente. 

De manera similar, se optimizó el flujo del gas que entra a la fuente de 

ionización. El flujo de gas que entra es determinante , por que mejora la 

desolvatación y formación de iones en la fuente . La Figura 1 O muestra que a un flujo 

de 11 L/min la intensidad de iones es mayor, por ello se estableció el mismo para el 

método. 
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Figura 10. Cromatograma de iones totales para AMPA. glufosinato y glifosato a 

temperatura del gas de 350ºC y flujos de gas de 6 L/min (línea negra) , 8 L/min 

(línea verde) y 11 L/min (línea roja). 

Fuente: Elaboración 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 disminución del volumen de nitrógeno que entra a la región 

ionizante; además, de permitir la estabilidad de compuestos termolábiles que 

podrían descomponerse por el cambio brusco de presión y temperatura entre la 

fuente y la región ionizante. Al capilar se le aplica un voltaje, tanto negativo como 

positivo, este permite estabilizar la relación masa/carga (miz) de los iones que 

entran en el capilar para luego pasar por una rejilla que permite su paso a los 

cuadrupolos. Dicha optimización 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 la diferencia con respecto al resto de los 

voltaje. 
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Figura 11. Cromatograma total de iones para AMPA, glufosinato y glifosato a 350 

ºC de temperatura del gas, 11 L/min de flujo del gas y voltajes de 3500 V (línea 

negra), 2000 V (línea roja), 3000 V (línea azul) y 4000 V (línea verde). 

Fuente: Elaboración propia a partir de software Mass Hunter. 

Otro parámetro de importancia en la fuente de ionización, ESI, para 

espectrometría 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 pequeñas gotas que adquieren una carga eléctrica muy elevada y al 

disminuir el tamaño de las gotas que vencen la tensión superficial , escapan en forma 

gaseosa (Payá, 2006). 

La Figura 12 muestra la abundancia de los iones en diferentes voltajes del 

inyector, observándose que a 500 V se da la mayor abundancia, por lo que se utilizó 

dicho valor para el método. 

o~ 

09 

DS5 

ºª 
OiS 

O' 

o~ 

os 

10~ 
llJ 0.5 
CLJ < 0'5 

04 

-'l 

025 

02 

015 01 
OC6 

1) 

-OC6 

.o 1 

06 08 12 ,. ' 11 

Volteje de 500 V 
Voltaje de 300 V 
Voltaje de 1000 V 

l2 1 • H 3 1 • .t¡ H 4 Sl 54 56 SS 

Tiempo (min) 

Figura 12. Cromatograma total de iones para AMPA, glufosinato y glifosato a 350 

ºC de temperatura del gas, 11 L/min de flujo del gas y voltajes del inyector de 500 

V (línea negra) , 300 V (línea verde), 1000 V (línea roja). 

Fuente : Elaboración propia a partir de software Mass Hunter. 

Las condiciones establecidas de la bomba , los flujos y las gradientes de la 

fase móvil, para lograr la separación efectiva de cada uno de los compuestos se 

muestran en el Figura 13. En esta Figura se indica además los disolventes utilizados 
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como fase móvil, que consistió en una disolución de agua:metanol (95:5) al 1 % de 

ácido acético glacial para la fase acuosa y un disolvente orgánico, el metanol. Es 

importante señalar que el uso de ácido en la fase móvil es necesario para mejorar 

la ionización en la fuente. La fase móvil acidificada al 1 % generó señales intensas 

y una buena forma del pico, por lo que se estableció ese porcentaje para la fase 

móvil del método. En conjunto con estas variables, el flujo de la fase móvil se 

estableció en un intervalo de 0,25 ml/min a 0,35 ml/min porque la forma del pico 

se ensanchaba si el flujo tenía un valor fijo, debido a la naturaleza de la fase 

estacionaria de la columna y la estructura de los analitos en estudio. 

En la Figura 13 se muestra el gradiente de la fase móvil que se definió para 

obtener la mejor separación de analitos en el menor tiempo posible. Si bien los 

tiempos de elución de los analitos es rápida, para garantizar que los picos sean lo 

más reproducibles en tiempo y simetría, se trabajó a un tiempo prolongado de 

limpieza y acondicionamiento de la columna. Tanto en la literatura (método de 

referencia de la Unión Europea) como experimentalmente se observó la pérdida 

de reproducibilidad en los tiempos de retención, debido quizás a la naturaleza de 

la fase estacionaria de la columna que está recubierta de carbón grafitizado 

poroso. 
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Figura 13. Tiempo de retención obtenido para cada analito y gradiente de fase 

móvil para el método cromatográfico. 

Fuente: Elaboración propia. 

De acuerdo con Thermo Fisher Scientific, fabricante de la columna, la 

separación es dependiente tanto de la polaridad como de la planaridad (forma) del 

soluto, por lo que utiliza dos mecanismos, uno de separación/adsorción , donde 

influye el área molecular en contacto con el grafito, además de los grupos 

funcionales presentes. Y el otro mecanismo es la interacciones de inducción de 

carga con la superficie polarizable, siendo el dipolo de inducción de carga el que 

explica la fuerte retención de compuestos polares (Figura 14) . Al acercarse un 

compuesto polar a la superficie se crea un dipolo de inducción , aumentando la 

atracción entre el analito y la superficie de grafito. 
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Figura 14. Mecanismo de separación de columna Hypercarb. A. Mecanismo de 

separación por área molecular de una molecula planar y no planar. B. Mecanismo 

de separación por inducción 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

inyección, los tiempos y simetría de los picos varían. máximo que las matrices son 

complejas y contienen alta proporción de metabolitos presentes en la matriz. 

Por último, a temperaturas de 30 ºC, 40 ºC y 50 ºC no se observó diferencia, 

por lo que se empleó para el método la temperatura de 40 ºC. 

Es importante mencionar que se participó en un ensayo de aptitud de 

residuos de plaguicidas analizados por métodos únicos. Este ensayo de aptitud es 
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realizado por los laboratorios de referencia de la Unión Europea, en el cual deben 

participar los laboratorios oficiales de los países miembros y, terceros países, que 

debido a la exportación a la Unión Europea de productos de origen vegetal, son 

invitados a participar. En este caso la matriz utilizada 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 características diferentes al arroz, ya que presenta un alto 

contenido de grasa y proteína , en comparación con el arroz, permite evaluar el 

método implementado en arroz. Los resultados fueron satisfactorios y se muestran 

en el anexo 4. 

48 



7.2 Validación del método analítico para determinación de AMPA, glifosato 

y glufosinato. 

Realizada la optimización instrumental del método analítico, se realizó la 

validación del método analítico. La validación se lleva a cabo de acuerdo a los 

criterios establecidos por la guía SANTE/11813/2017. De la misma manera, los 

criterios de aceptación se describen en el cuadro 6 y las ecuaciones empleadas en 

los apartado 6.5 y 6.6. 

El análisis se llevó a cabo para AMPA, glifosato y glufosinato, aunque el 

primero sea un metabolito para el glifosato, esté no está incluido en la definición de 

residuos para arroz por parte de EPA y la UE. Sin embargo se procedió a validarlo 

a solicitud del SFE por un eventual monitoreo. 

El cuadro 8 muestra los resultados obtenidos en la validación analítica en 

arroz, los cuales son comparados con los criterios de aceptación establecidos por 

la guía SANTE/11813/ 2017 en el cuadro 6 para cada parámetro de desempeño. Se 

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

Cuadro 8. Resultado de parámetros de desempeño para cada analito. 

Linealidad 
Nivel Bajo Nivel Alto 

Criterio: Residual s ± 20 

% 
(0,025 mg/kg) (0,15 mg/kg) 

Esp* 
EM* Veracidad Veracidad 

Ana lito 
Criterio: 

Criterio: Criterio: Precisión Criterio: Precisión 
$30% 

$ 20% En el Criterio: En el Criterio: 
P1* P2 P1 P4 IPs del LC. 

intervalo RSDr% intervalo RSDr% 

1 

(70-120) $20% (70-120) $20% 

% % 
1 

AMPA 7 4 3 2 4 o 15 93 19 90 7 

Glifosato 3 3 2 2 1 o o 76 81 11 77 6 

Glufosinato 2 1 o 2 1 o 15 90 14 89 3 ---

*Esp= especificidad, EM= efecto matriz, P- patrón de curva de calibración, 

Fuente: Elaboración propia. 
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El método muestra buena linealidad en el ámbito de (0,02-0,50) mg/L, con 

residuales menores al 20 %. De esta manera se establece que ecuación de mejor 

ajuste es lineal y r2 > 0,99 como lo muestran las Figuras 15 y 16. 
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Figura 15. Curva de calibración en matriz de arroz para el AMPA, glifosato y 

glufosinato. 
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Figura 16. Curva de calibración 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 fortificación (0,025yO,15 mg/kg). Todos los niveles de fortificación se encuentran 

entre 77-93 %. Siendo los niveles de glifosato los más bajos, 81% y 77% a nivel 

bajo y alto respectivamente . Posiblemente la interacción con la matriz de arroz por 

parte de los tres analitos y en especial el glifosato es fuerte, por lo que la difusión 

del analito hacia el disolvente de extracción es lenta o limitada. De acuerdo con la 

Figura 17, los mecanismos de interacción del glifosato con la matriz de arroz son 

varias y pueden afectar en la recuperación de éste. 

Interacción electrostática l:":";::=J 
1 
1 

Fueozas de Van de Waals 

1 

P-~-1-~NL;~~-H-1~~~~-
, , , ~de H 

twdrógeno 

l•••++I ++++ 

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

Fuente: Islas, 2013. 

El arroz en un grano rico en almidón y bajo en minerales (Badui Dergal, 2006; 

Rodríguez, 2007), ellos causan una retención del glifosato en la matriz por diferentes 

interacciones, entre ellos la quelación 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 más interacciona con 

los minerales presentes en el arroz. Además, posiblemente el más importante sea 

la interacción con los grupos hidroxilos del almidón (Figura 18), ya que las 

interacciones de los puentes de hidrógeno del glifosato con el almidón son altas e 

influyen en su extracción. 

51 



" o 

\ 

o-

Figura 18. Estructura química de amilopectina1 y su interacción con el glifosato. 

1 Fuente. Badui, D. 2016. 

Otras interacciones entre la matriz son las electrostáticas, sin embargo por la 

elevada concentración de almidón en arroz, más del 45% (Rodríguez, 2007) es 

probable que sea la más intensa. 

La precisión fue evaluada por medio de la desviación estándar relativa de 15 

réplicas a nivel de 0,025 mg/kg y 15 réplicas a nivel de O, 15 mg/L. Para los tres 

analitos se observa que cumple con el criterio de aceptación. De la misma manera 

se evaluó la precisión intermedia realizando la extracción en tres días diferentes e 

inyectando en días diferentes en el mismo equipo-y se obtuvo valores por debajo 

del 20%. 

La especificidad se determinó por medio de la comparación del nivel más 

bajo de fortificación con el blanco matriz, para todos los casos el valor fue inferior al 

30% de la intensidad del pico que representa el ión cuantificador y sus cualificadores 

(Figura 19). 
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Para la determinación 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 determinación, por ende solamente la curva preparada con 

extracto de arroz se recomienda emplear. 
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Figura 19. Señal cuantificadora superpuesta a señales cualificadoras para 

glifosato, glufosinato y AMPA. 

Fuente: Elaboración propia a partir de software Mass Hunter. 

El límite de cuantificación y de detección se obtuvo por medio de la ecuación 

2 y 3 a partir de la fortificación del nivel más bajo. Obteniendo valores muy por 

debajo del nivel más bajo de la curva y por ende del LMR, puesto que el LC es 

menor que el primer nivel de fortificación, el cual cumple con criterios de veracidad 

y de precisión, se adopta como límite de cuantificación del método. El cuadro 9 

muestra lo anteriormente dicho. 
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Cuadro 9. Límites de cuantificación (LC) y límite de detección (LD) de los analitos 

en estudio. 

Analito 

AMPA 

Glifosato 

Glufosinato 

Fuente: Elaboración propia. 

LC (mg/kg) 

8,0 X 10-3 

1,2 X 10-2 

1,7 X 10-2 

LO (mg/kg) 

2,4 X 10-4 

3,6 X 10-3 

5, 1 X 10-3 

La UE en su guía 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 análisis de residuos de plaguicidas, justificándose por los 

resultados obtenidos en las rondas interlaboratoriales realizadas por los miembros 

de la Unión Europea y sus laboratorios oficiales. Sin embargo, este valor es 

empleado siempre y cuando la incertidumbre obtenida en la validación esté por 

debajo de dicho porcentaje. 

Al realizar el cálculo 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 Unión Europea, al reportar el valor de los resultados de los 

plaguicidas validados. El cuadro 1 O muestra los resultados de incertidumbre 

obtenidos. 
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Cuadro 1 O. Resultado de incertidumbre para los analitos en estudio. 

Nivel de Incertidumbre Porcentaje de la 

Ana lito fortificación expandida incertidumbre 

(mg/kg) (mg/kg) expandida 

0,025 0,0094 40 

AMPA O, 15 0,026 19 

0,025 0.0071 35 

Glifosato O, 15 0,042 36 

0,025 0,0070 31 
Glufosinato O, 15 0,021 16 

Fuente: Elaboración propia. 

7.3 Análisis de muestras por medio del método desarrollado y validado 

Luego de la validación se procedió al análisis de muestra de arroz de 

importación como también de producción nacional. Dentro de ellas se analizó 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 

homogénea con respecto al lote total. Las muestras ingresadas al Laboratorio de 

Análisis de Residuos de Agroquímicos 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 país, y por otro lado, la venta de servicios de análisis de residuos 

agroquimicos. 

La recolección de muestras de arroz para la presente investigación se llevó 

a cabo por los departamentos citados, para un total de 49 muestras. Si bien es 

cierto que el número de muestras que ingresan al laboratorio es mayor, muchas de 
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ellas son otras matrices que salen del alcance de la investigación; sin embargo el 

número analizado permite dar indicios del comportamiento de los plaguicidas en 

estudio en muestras de arroz. 

La Figura 20 indica la procedencia de las muestras de arroz analizadas en el 

Laboratorio de Análisis de Residuos de Agroquimicos . 
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Figura 20 . Distribución de muestras nacionales y de importación. 

Fuente: Elaboración propia . 

De producción nacional se han recolectado y analizado 12 muestras, de éstas 

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 proporción de arroz ingresado por importación 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 análisis de las muestras arrojó que de esas 49 muestras, dos presentaban 

glifosato, ambas son importadas; una de ellas de arroz pilado y otro arroz en granza. 

Además ambas sobrepasan el LMR permitido, tal como se observa en el cuadro 11. 

Cuadro 11 . Resultados de análisis de muestras de arroz. 

Tipo de arroz 

Pilado 

Importado 

Valor obtenido 

(mg/kg) 

0,20 ± 0,07 

0.12 ± 0,04 

*LMR adoptado de EPA. 

Fuente: Elaboración propia . 

*LMR 

(mg/kg) 

0,10 

Plaguicida 

Glifosato 

Glifosato 

De acuerdo con el LMR tomado de la EPA, el valor máximo permitido es de 

O, 1 mg/kg, ambas muestras positivas superan ese valor. Demostrando la 

importancia de implementar el análisis de estos plaguicidas por parte del SFE, 

puesto que como se mencionó en apartados anteriores, el arroz es el grano más 

consumido en Costa Rica y para salvaguardar y garantizar la salud pública, este 

tipo de muestras, procedentes de otros países deben ser rechazadas su ingreso a 

territorio nacional. 
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8. Conclusiones y Recomendaciones 

• Se establecieron las condiciones más idóneas para el análisis por 

cromatografía líquida con detector masas/masas (LC-MS/MS), para la 

determinación de residuos de AMPA, glifosato y glufosinato. Así se 

garantizaron señales intensas, reproducibles y constantes para cada residuo. 

• El método de extracción desarrollado para la determinación de AMPA, 

glifosato y glufosinato representa un método simple, rápido, reproducible y 

sensible que logra resultados confiables y cumple con los criterios de 

sensibilidad, veracidad y precisión necesarios para garantizar resultados 

fiables. 

• Los resultados obtenidos para los parámetros de desempeño evaluados 

confirman que el método desarrollado es satisfactorio para la determinación 

de residuos de AMPA, glifosato y glufosinato de acuerdo a los criterios de 

aceptación. 

• La columna cromatográfica para el análisis de analitos de bajo peso 

molecular y alta polaridad es fundamental para la obtención de resultados 

reproducibles, de manera que la columna Hypercarb empleada es una buena 

alternativa para el análisis de compuestos de esa naturaleza. 

• Debido al empleo de un método de extracción tan simple, los extractos finales 

se deben diluir para evitar un efecto matriz muy marcado y además de 

aumentar la vida útil de columnas y tuberías del equipo cromatografico. 

• La presencia de niveles superiores al LMR de glifosato en arroz indica la 

necesidad de monitorear contantemente este grano, puesto que es el más 

consumido en el país. 
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• La implementación de esta metodología aporta el aseguramiento de la 

inocuidad alimentaria y mejoramiento de la salud pública , principales 

objetivos por parte de la institución del SFE. 

Recomendaciones 

• Ampliar las matrices a analizar para determinar glifosato y glufosinato, 

empleando la metodología desarrollada. 

• Ampliar el número de analitos de carácter muy polar para desarrollar un 

método multiresidual de este grupo de compuestos, de manera que puedan 

monitorearse más plaguicidas con una técnica tan versátil como es la 

cromatografía líquida masas/masas. 

• Impulsar un análisis de riesgos que permita seleccionar los plaguicidas y las 

matrices más importantes para implementar su análisis por medio del 

método de análisis desarrollado. 
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Anexo 2. Cálculo de parámetros de validación para el glifosato 

Cuadro 12. Resultados obtenidos en la validación del analito glifosato en la matriz 
de arroz. 

1 Concentración 
Muestra Analito Área del pico 

Concentración teórica 
Calculada 

1 
(mg/kg) 

1 l mg/kg) 
Blanco matriz o 0,00 1 0,000 

ce 1 1 7758 0,02 1 0,021 
CC2 18405 0,05 0,048 
ce 3 37451 0,10 1 0,098 
CC4 1 77612 0,20 0,200 
ce 5 114293 0,30 0,300 
CC6 191061 0,50 0,50 -0,025 mg/kg R.:!_ 3368 0,025 0,0180 

0,025 mg/kg R2 3304 0,025 0,0177 
0,025 ma/ko R3 3311 0,025 0,0177 - ..____ 
0,025 mg/kg R4 3285 0,025 0,0175 - 0,025 mg/kg R5 1 3831 0,025 0,0204 -
0,025 ma/ko R1 3611 1 0,025 0,0193 
0,025 mg/kg R2 3925 0,025 0,0209 ,_ 

1 0,025 mg/kg R3 3601 0,025 0,0192 -0,025 mg/kg R4 3659 1 0,025 0,0195 -
0,025 mg/kg R5 3623 0,025 0,0193 
0,025 mg/kg R1 5946 0,025 o 0239 
0,025 mg{lsg R2 

Glifosato 
5370 0,025 0,0219 

0,025 mq/kg R3 5411 0,025 0,0220 
0,025 mg/kg R4 5295 0,025 0,0216 
0,025 mg/kg R5 5991 0,025 0,0240 
O, 15 mg/k!'.1 R1 23557 0,15 O, 1236 
O, 15 mcr/ko R2 23052 0,15 0,1209 
O, 15 mq/kg R3 23083 - 0,15 O, 1211 
O, 15 mc:/kc:¡ R4 22551 0,15 O, 1183 
O, 15 mg/kg R5 22472 0,15 O, 1179 

1-- -
0, 15 mg/kg R1 20144 0,15 0,1057 ,.._ -
O, 15 mg/kg R2 . 20780 0,15 O, 1091 
O, 15 mg/kg R3 20202 0,15 0,1060 
O, 15 mq/ka R4 20070 0,15 O, 1053 
O, 15 mg/kg R5 20714 0,15 O, 1087 ,_ 
0,15 mg/kg R1 120973 0,15 o 1211 -
0,15 mq/kg R2 127272 0,15 O, 1182 
0,15 mg/kg R3 120947 0,15 0,1245 
O, 15 ma/ko R4 121062 0,15 O, 1221 
0,15 mQ/kg R5 116017 0,15 O, 1178 
Blanco reactivo o 0,00 0,000 

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

(CC1, CC2, CC3, CC4, CC5, CC6) se sustituye respectivamente en las ecuaciones 1, 2, 

3, 4, 5 y 6 según sea el caso: 

,.. Punto 1 de la curva (CC1 ): 

Pl = ((Concentración calculada CCl mg/kg) _ 1) xlOO 
Concentración teórica CCl mg/kg 

((
0,021) ) 

Pl = 0,020 - 1 xlOO 

Pl = 5% 

,.. Punto 2 de la curva {CC2}: 

P2 = ((Concentración calculada CC2 mg/kg) - 1) xlOO 
Concentración teórica CC2 mg/kg 

((
0,048) ) 

P2 = O,OSO - 1 xlOO 

P2 = -4% 

,_ Punto 3 de la curva (CC3): 

p 3 = ((Concentración calculada CC3 mg/kg) _ 1) xlOO 
Concentración teórica CC3 mg/kg 

((
0,098) ) 

P3 = O,lü - 1 xlOO 

P3 = -2% 
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,,_ Punto 4 de la curva (CC4): 

p 4 = ((Concentración calculada CC4 mg/kg) _ l) lOO 
Concentración teórica CC4 mg/kg X 

P4 = ( (~:~~) - 1) xlOO 

P4 = 0% 

» Punto 5 de la curva (CCS): 

PS = ((Concentración calculada ces mg/kg) - 1) 100 
Concentración teórica CCS mg/kg X 

P5 = ( (~:~~)- 1) xlOO 

PS = 0% 

» Punto 6 de la curva (CCS): 

PS = ((Concentración calculada ces mg/kg) - 1) x100 
Concentración teórica CCS mg/kg 

PS = 0% 

B. Cálculo de la Especificidad 

Ecuación (4) 

Ecuación (5) 

Ecuación (6) 

Para obtener la selectividad/especificidad se toman los datos del cuadro 12 y se utiliza la 

ecuación 7. 

E 'f. 'd d Área Blanco matriz speci ici a = . . 
Area patron CCl 

o 
Especificidad = 

47758 

Especificidad = O 
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C. Cálculo de la Veracidad 

x 
Veracidad = . . xl 00 

valor sobre el cual se realiza la recuperacion mg/kg 
Ecuación (8) 

n=S 
X= ¿i=1 Xi 

n 
Ecuación (9) 

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

corresponde a la cantidad de recuperaciones realizadas. 

Y Nivel bajo 

Para las recuperaciones a nivel bajo el valor sobre el cual se realiza la recuperación 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. 

0,0180 + 0,0177 + 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 i= ~~__:.~~~"'--~~---'-~~_.c..~~~-'--~~-'-~~-'-~~~ 

15 

:X= 0,0202 

0,0202 mg/kg 
Veracidad = xlOO 

0,02 mg/kg 

Veracidad= 101% 

Y Nivel alto 

Para las recuperaciones a nivel alto el valor sobre el cual se realiza la recuperación 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 i= ~___'._~..::.:::.:::........:._::_:..=..::...:_..:........:.:.:.=.:=-=-__:.~15~__:.__:~~~--'--~~-'-~~-

:X= 0,116 
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0,116mg/kg 
Veracidad = x100 

0,150 mg/kg 

Veracidad = 77 % 

D. Cálculo de la Precisión 

Y Nivel bajo 

Para las recuperaciones a nivel bajo el valor sobre el cual se realiza la recuperación es 

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

11 respectivamente. 

%RSD = 5"-
1 x100 

X 
Ecuación (10) 

11 ( -)' LX¡ -X -
Ecuación (11) 

n-1 

Según se obtuvo con la ecuación 9: 

X= 0,0202 

Al aplicar la ecuación 11 se obtiene: 

(0.0180- 0,0202)' + (0,0177-0,0202)' + (0,0177-0,0202)' + (0,0175 -0,00,0202)' + (0,0204-0,00,0202)' + (0,0193 -0,00,0202)' + (0,0209-0,00,0202)' + (0,0192-0,0202)' + 
(0,0195 -0,0202)' + (0,0193-0,0202)' + {0,0239 -0,0202)' + (0,0219 -0,0202)' + (0,0220-0,0202)' + (0,0216-0,0202)' + (0,0240-0,0202)' 

Al aplicar la ecuación 1 O se obtiene: 

15 - 1 

Sn-i = 0,0011 

0,0011 
%RSD = 0,0202 x100 

%RSD = 5,4% 
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'Y Nivel alto 

Para las recuperaciones a nivel alto el valor sobre el cual se realiza la recuperación es 

O, 15 mg/kg. Empleando los datos del cuadro 12 se sustituye en las ecuaciones 9, 1 O y 

11 respectivamente. 

Según se obtuvo con la ecuación 9: 

X= 0,116 

Al aplicar la ecuación 11 se obtiene: 

J
(0,1236 -0,1160)' + (0,1209-0,1160)' + (0,1211-0,1160)' + (0,1183 -0,1160)' + (0,1179-0,1160)' + (0,1057 -0,1160)' + (0,1091-0,1160)' + (0,1060-0,1160)' + 

(0,1053 -0,1160)' + (0,1087-0,1160)' + (0,1211-0,1160)' + (0,1182 -0,1160)' + (0.1245-0,1160)' + (0,1221-0,1160)' + (0,1178-0,1160)' 
15-1 

Sn_ 1 = 0,007 

Al aplicar la ecuación 1 O se obtiene: 

E. Límite de Cuantificación 

0,007 
%RSD = O,ll60 xlOO 

%RSD = 6% 

Según lo establecido en el documento LAB-LRE-P0-05 Procedimiento normalizado 

de trabajo para la validación de técnicas analíticas, el límite de cuantificación puede 

definirse como: 

Siendo: 

K: una constante, que para LC es 1 O. 

Sb: desviación estándar de la ordenada en el origen. 

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

L¡(X¡-X)(y¡-y) 
m=---­

l;¡(x¡-x)2 

C d 13 D t 1 ·1 1 d 1 d" t ua ro a os para e ca cu o e a pen 1en e por m1nimos cua 
X· Y; (x - x) (X· - X) 2 

ce 1 0,0210 7758 -0, 1735 0,03010225 
CC2 0,0480 18405 -0, 1465 0,02146225 
CC3 0,0980 37451 -0,0965 0,00931225 
CC4 0,2000 77612 0,0055 0,00003025 
ces 0,3000 114293 0,1055 0,01113025 
CC6 0,5000 191061 0,3055 0,09333025 

Promedio 0,1945 74430 0,0000 0,02756125 
¿ 1, 1670 446580 0,0000 O, 16536750 

Ecuación (13) 

d d ra os. 
(V; - y) (x - x)(Y; - y) 

-66672 11567,592 
-56025 8207,663 
-36979 3568,474 
3182 17,501 

39863 4205,547 
116631 35630,771 

o 10532,924 
o 63197,546 

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

63197,92 
m = 0,0165 

m = 382164 

2. Cálculo de desviación estándar de la ordenada en el origen, Sb: 

S = S Ixf . 
b y/x nI(x;-x) 2 Ecuación (14) 

S _ ICy;-:9)2 
y/x - n-2 Ecuación (15) 

Cuadro 14. Datos para el cálculo de Sb. 

X· x2 Y; y (y- y) (y - y)2 (x. -x) 

ce 1 0,021 o 0,000441 7758 8124,50 -366,50 134324,64 -0, 17350 
ce 2 0,0480 0,002304 18405 18442,94 -37,94 1439,29 -1, 11900 
CC3 0,0980 0,009604 37451 37551,15 -100,15 10030,07 0,09800 
CC4 0,2000 0,040000 77612 76531,90 1080,10 1166608,76 0,20000 
ces 0,3000 0,090000 114293 114748,33 -455,33 207323,57 0,30000 
CC6 0,5000 0,250000 191061 191181,18 -120,18 14442,57 0,50000 

(X· -x) 2 

0,0301 
1,2522 
0,0096 
0,0400 
0,0900 
0,2500 

1 z: 1,1670 o.392349 446580 1446580,ool º·ºº l 1534168,91 l -o.19450 1 1,6719 
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3 X 0,0054 
LD = 10 

LD = 0,0016 

Como se indicó anteriormente, según la guía SANCO, el límite de cuantificación 

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

3 X 0,025 
LD = 10 

LD = 0,0075 

G. Efecto matriz1: 

El efecto matriz se calcula comparando las pendientes de la curva de calibración del 

analito en matriz y en disolvente. El cálculo del porcentaje de efecto matriz se realiza 

según lo indicado en la ecuación (18). 

o1. Ef . 11 Pendiente curva de calibración en matriz l 11 lOO 
10 ecto matriz = , . - * 

pendiente curva de calibracion en disolvente 
Ecuación (18) 

Si el valor obtenido en la ecuación 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 estándar interno. 

Los cálculos para los demás analitos validados en esta matriz, se realizaron de la misma 

forma que como se ejemplificó 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 oíl vegetal commoditiesby using various mu/ti-residue methods and 

clean-ups followed by liquid chromatography tondero mass spectrometry. 
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Anexos 3. 
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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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Figura 23. Espectro MS del Glufosinato a 0,50 mg/L. 

o 
11 P-d 

o 
11 p 1 P-0 

OH 11 
o HO-~ 

.ir' 

.. 
miz 

Figura 24. Espectro MS/MS en modo ESI- para el AMPA. 
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Figura 25. Espectro MS/MS en modo ESI+ para el Glifosato. 

CH, 

¡.. 66 68 70 f¡ 

+ CH¡ 

Hl\J-OH 

11 

o 

11,~·-11 
'I o 
'.... •I 
·rn,-rn,.-¡-tlJ, 1 

011 

' • • i ~ ~ i i i i i ~ i i • a • • 1~ • ili • ~ ~ ili ~ i i i ili ~ ~ i ~ ~ 
miz 

Figura 26. Espectro MS/MS en modo ESI+ para el Glufosinato. 
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Anexo 4. Resultado del Ensayo de Aptitud 

Código asignado al Laboratorio de Análisis de Residuos de Agroquímicos: 3rd-
120. 

EU PROFICI ENCV TEST 

EUPT-SRM13, 2018 

Residues of Pesticides 

Requiring Single Residue Methods 

Test ltem: Soybean Flour 
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Anexo 5. Método de adquisición adquirido de software Mass Hunter de 

Agilent 

Acquisition Method Report ·;(:.'. Agilent Technologies 

MS QQQ Mass Spectrometcr 

Ion Sourc:e 
Sto p M o de 
Time Filter 

LC->Waste Pre Row 

Time Segments 

lndex 

Time Segment 1 

Sea n Segments 

Cpd Name ISTD? 

AMPA No 

AMPA No 

AMPA No 

AMPA No 

Elefon No 

Etelon No 

Fost!lil Al No 

Fosetil Al No 

Fosct1I Al No 

Ghfosato No 

Ghfosato No 

Ghfosato No 

Gl11fosinato No 

Glulosim1to No 

Sean Parameters 

Data Stg 
Ccntrotd 

Source Parameters 

Parameter 
Gas Temp ("C) 
Gas flow (l/min) 
Ncbulizer (psi) 
SheathGasHeater 
SheathGasFlow 

Capillary (V) 
VCharging 

Chromatograms 

Chrom Typc 
TI C 

lnstrument Curves 

Actual 

AJS ESI 

No limit/As Pump 
On 
N/A 

Start Time Sun Type 
(mln) 

Ion Mode 

0 .6 OynamicMRM ESl+Agilent Jet 

Stream 

Tune File 
Stop Time (min) 

Time Filler Width (min) 

LC->W,nt e Post Row 

Oiv Valve Oelt.aEMV 

ToMS 200 

Store 

Prec Ion MS1 Res Prod Ion MS2 Res Frag (VJ CE (V) Cell Acc 
(VI 

1io unit1Enh 11 O Un1tlE nn 90 , 
(6490) (6490) 

110 Unil/Enh 81 UnitlEnh 90 10 
(6490) (6490) 

110 UniVEnh 79 Unil'Enh 90 20 
(6490) (6490) 

110 Unit/Enh 63 Urn1/Ertl 90 20 
164901 (64901 

143 Unlt/Enh 107 Unl1/Enll 50 
(6490) (64901 

143 UnlVEnh 79 Unit.IEnh 50 19 
(6490) (6490) 

109 UniVEnh 109 Unit/Enh "" (6490) (6490) 
109 UnlVEnn 81 Unit/Enh 54 

(6490) (6490) 
109 UnltfEnh 63 Unit/Enn 54 14 

(6490) (6490) 
169.9 UnlVEnh 88 UnllfEnh 50 

(6490) (6490) 
i69.9 UniVEnh 60 Unit/Enh 50 12 4 

(6490) (6490) 
169.9 UniVEnh 42.2 Unit/Enh 50 30 

(64901 (6490) 
182 UniVEnh 136 Unlt/Enh 7fi 10 

(6490! (64901 
182 UnltlEnh 119 Unit/Enh 75 20 

rfi4Q01 IR4QO\ 

Threshold 
o 

Value (+) Value (-) 

350 350 
11 11 
45 45 

325 325 
12 12 

3500 3500 
500 500 

u bel Offset Y-Range 

TIC o 10000000 
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atunes. TUNE.XML 
1 
0 .07 
N/A 

Cycle Time 
(ms) 

500 

Ret Time Ret 
(mini Window 

1.5 2 

1.5 

1.5 2 

1.5 2 

6 

6 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

MRM Rt>peah 

Polarity 

Negallvf! 

~..togallvo 

Negalive 

N~a11V& 

Negellve 

N8{Jal1\lf:t 

NegAÜVA 

Nega1ivo 

Negativa 

Pos1llve 

Pos1tr'v'e 

Posillvtt 

Pos11i,,,.~ 
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N~me: HiP Sampler 

Auxiliary 

Draw Speed 

Eject Speed 
Draw Posltion Offset 

Wait Time After Drawing 

Sample Flush Out Factor 
Vial/Well bottom sensing 

:njection 

lnjection Mode 
Jnjection Volume 

Needlc Wash 

Needle Wash Location 
Wash Time 

High throughput 

Automatic De lay Volume Reduction 

Overlapped Jnjectlon 

Enable Overlapped lnjection 
Valve Switd1ing 

Valve Movements 

Valve Switch Time 1 

Switch Time 1 Enabled 
Valve Switch Time 2 

Switch Time 2 Enabled 
Valve Switch Time 3 

Switch Time 3 Enabled 

Valve Switch Time 4 

Switch Time 4 Enabled 
Stop Time 

Stoptime Mode 

Post Time 

Posttime Mode 

Na me: Binary Pump 

Na me: Binary Pump 

Flow 
Use Solvent Types 
Stroke Mode 
Low Pressure limit 
High Pressure Limit 
Max. Flow Ramp Up 
Max. Flow Ramp Oown 
Expected Mixer 

Stroke A 

Automatic Stroke Calculation A 

Emulation Mode 

Emulation Enabled 
Stop Time 

Stopt1me Mode 
Stoptime 

Post Time 

Posttime Mode 
Postttme 

Solvent Composition 

t:tunn.I lc:h. 1 Solv. 

J ... ¡ 100.0 % Water 
V.03 

2 11 1000 % 

M•:othannl ' .' :1J 

Timetable 

lim. ~ 

l S.DOmtn ss.oo• 
1 8.00 rnin 9'>00lil 
~ 10.00 m1n 10.00" 

Acquisition Method Report 

N•meJ 
form1ato de 
amonio 

• 
l !io.00'!\. 

S001' 

90.00"' 

Model: G1367B 

100.0 µL/min 
400.0 µL/min 
0.0mm 
1.2 s. 
5.0 
No 

lnjection w1th needle wa~h 

7.00µl 

flush Port 
3.05 

o 

"'º 
llD 

ND 

As pump/No limit 

ou 

Model: G4220A 

Model: G4220A 

0.250 ml/min 
Yes 
Synchronized 
0.00 bar 
1000.00 bar 
J 00.000 mL/m1n' 
100.000 ml/min' 
No check 

Ne 

Time set 
10.00 mm 

Time set 
3.00 min 

h2 Solv. INam• i l!ielected 

100.0%Water 1 Ctl 2 
V.03 

100.0 % 1 Ch. 2 
M~thanol V.01 

Ftc!w t>ressure 

D350ml/m"'1 600.00 bar 

D.200 mlJrmn 600.00 bar 

O >!00ntl,lm1n 600.00 bar 
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Namt: Column Comp. 

Ready when front door open 
LPft Tr.mperature Control 

Temperature Control Mode 
Temperatur<> 

Enable Analysis Left Temperature 

Enablt! Analysis left Temperature On 
Enable Analysis Left Temperature Value 

Right Temperature Control 

Ríght temperature Control Mode 

Rigtit temperature 
Enable An<tlysis Right Temperaturc 

Enable Analysis Right Temperature On 
Enable Analysis Right Temperature Value 

Stop Time 

Stoptime Mode 

Post Time 

Posttlme Mode 

Acquisition Method Report 

Modl!I: G1316C 
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Temper.Jture Set 
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