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(Preparado por el Grupo de trabajo por medios electronicos dirigido por los Estados Unidos de América)
(EN EL TRAMITE 4)

Se invita a los miembros y observadores del Codex que deseen presentar observaciones en el Tramite 3 sobre este
documento (véase el Apéndice 1), incluyendo posibles consecuencias para sus intereses econémicos, a que las presenten
de conformidad con el Procedimiento uniforme para la elaboracion de normas y textos afines del Codex (Manual de
Procedimiento de la Comisién del Codex Alimentarius) antes del 20 de abril de 2014. Las observaciones se dirigiran:

a: con copia al:

Ms Lifang Duan Secretario, Comision del Codex Alimentarius,

Institute for Control of the Agrochemicals Programa Conjunto FAO/OMS sobre Normas Alimentarias,
Ministry of Agriculture Viale delle Terme di Caracalla,

Room 906, N°. 18 building 00153 Roma (Italia)

Maizidian Street, Chaoyang District Fax: + 39 06 5705 5609

Beijing 100125, P.R. China Correo electrénico:codex@fao.org

Fax: +86-10-59194252

Correo electronico: ccpr@agri.gov.cn

INFORMACION GENERAL

1. La 45.2 reunion del Comité sobre Plaguicidas (CCPR) (mayo de 2013) convino en iniciar un nuevo trabajo sobre directrices de
criterios de rendimiento para métodos de analisis en la determinacién de residuos de plaguicidas. Al tomar esta decision, el Comité
decidié establecer un grupo de trabajo por medios electrénicos bajo la presidencia de los EE.UU. y copresidencia de China, que
trabajaria solo en inglés.!

2. El 36.° periodo de sesiones de la Comision del Codex Alimentarius (CAC) (julio de 2013) aprobd la propuesta presentada por el
CCPR.2

3. El documento esta basado en dos rondas de observaciones que las presidencias han recibido de miembros del GTE. La lista de
participantes del GTE se presenta en el Apéndice Il.

1REP13/PR, parr. 140 y Apéndice XII.
2REP13/CAC, Apéndice V1.


mailto:kaschenkeveld@hotmail.com
mailto:codex@fao.org

CXIPR 14/46/10 2

APENDICE |

ANTEPROYECTO DE DIRECTRICES SOBRE CRITERIOS DE RENDIMIENTO PARA METODOS DE ANALISIS PARA LA
DETERMINACION DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN LOS ALIMENTOS

DEFINICIONES
Analito: La sustancia quimica buscada o determinada en una muestra.

Protector de analitos: Compuestos que interactuan estrechamente con sitios activos en el sistema de cromatografia de gases
(GC), disminuyendo asi la degradacion, adsorcién, 0 ambos analitos coinyectados.

Método de confirmaciéon: Un método que proporciona informacién adicional de acuerdo con un resultado anterior. En una
situacion ideal se analiza una submuestra diferente con un método con un mecanismo quimico diferente al del primer analisis, y uno
de los métodos se ajusta a los criterios de identificacién del analito con un grado aceptable de certidumbre al nivel de interés.

Determinacion: El resultado cuantitativo de un método, pero que no retne todavia los criterios de identificacién o confirmacion.

Falso positivo: Un resultado que indica erroneamente que la concentracion de analitos se halla presente o que excede un valor
especifico.

Falso negativo: Un resultado que indica erroneamente que la concentracion de analitos no se halla presente o que no excede un
valor especifico.

Identificacion: Proceso de determinacién inequivoca de la identidad quimica de un plaguicida o metabolito en situaciones
experimentales o analiticas.

Residuo no anadido: Residuo detectado en un producto que se debe al uso especifico de un plaguicida, al consumo por un animal
0 a la contaminacién medioambiental en el campo, en contraposicion a los residuos detectados en el enriquecimiento de muestras
en el laboratorio.

Interferente: todo fendmeno quimico o fisico que pueda interferir o perturbar una reaccién o un proceso.

Limite de deteccion (LOD): La concentracion o cantidad real del analito presente en el material objeto de andlisis que llevara, con
una probabilidad (1-B), a la conclusion de que la concentracién o cantidad del analito es mayor en el material analizado que en el
material testigo.

Limite de cuantificacion (LOQ): La caracteristica del funcionamiento del método que suele expresarse como sefial del valor
(verdadero) de la medicion que producira estimaciones con una desviacion estandar relativa (RSD) generalmente de 10 % (6 6 %).

Matriz: EI material o componente que se somete a muestreo en estudios de residuos de plaguicidas.
Matriz testigo: El material de muestra que contiene una concentracion no detectable de los analitos de interés.

Soluciones estandar ajustadas a la matriz: Soluciones estandar preparadas en un extracto de la matriz similar al de la muestra a
analizar que compensa los efectos de la matriz y la interferencia aceptable, si los hay.

Limite maximo de residuos (LMR): Concentracién maxima de un residuo que esta permitida legalmente o esta reconocida como
aceptable en un alimento, producto agricola o pienso, que ha sido establecida por el Codex o una autoridad nacional de
reglamentacion. El término tolerancia utilizado en algunos paises es sindnimo en la mayoria de los casos de LMR (normalmente
expresados como mg/kg de peso fresco).

Método multirresiduos (MRM): Un método analitico que mide de forma simultanea varios residuos de plaguicidas.

Método cuantitativo: Un método con el que se pueden obtener resultados (determinativos) de la concentracion de analitos con
veracidad y precision que relne criterios establecidos.

Desviacion estandar relativa (RSD): Es la desviacion estandar, dividida por el valor absoluto de la media aritmética, expresada
porcentualmente. Se refiere a la precisién del método. Considerando un solo laboratorio, la precisién se expresa con respecto a la
repetibilidad (RSDy) y reproducibilidad (RSDwr) en el laboratorio.

Desviacion estandar relativa de la repetibilidad (RSDy): La precision de la medicién de un analito, que se obtiene utilizando el
mismo método en la(s) misma(s) muestra(s) en un sélo laboratorio durante un breve espacio de tiempo, en el cual no se producen
diferencias en las sustancias y el equipo utilizados y/o en los analistas participantes.

Desviacion estandar relativa de la reproducibilidad en el laboratorio (RSDwr): La precision de la medicién de un analito, que se
obtiene utilizando el mismo método en muestras diferentes, en un solo laboratorio durante un largo espacio de tiempo, en el cual se
producen diferencias en las sustancias y el equipo utilizados, asi como en los analistas participantes.

Repetibilidad: Para un método analitico, el grado de concordancia entre los resultados de las mediciones en material de ensayo
idéntico sometido a las condiciones siguientes: el mismo analista, los mismos instrumentos, el mismo lugar, las mismas condiciones
de utilizacion, la repeticion durante un breve espacio de tiempo.
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Reproducibilidad: Para un método analitico, el grado de concordancia entre los resultados de las mediciones en material de
ensayo idéntico en que se llevan a cabo las mediciones individuales en condiciones cambiantes, como: el analista, los instrumentos,
el lugar, las condiciones de utilizacion, el momento.

Limite de deteccion en el cribado (SDL): El limite de deteccion en el cribado de un método de cribado cualitativo es la
concentracion mas baja para la que se ha demostrado que se puede detectar un analito determinado (que no relina necesariamente
criterios inequivocos de identificacion) en el 95% de las muestras al menos (es decir se acepta un porcentaje del 5% de falsos
negativos).

Método de cribado: Un método que relne criterios predeterminados para detectar la presencia de un analito o clase de analitos a
la concentracién minima de interés o a una concentracion de interés superior.

Selectividad: La selectividad se refiere a la medida en que el método se puede utilizar para determinar analitos especificos en
mezclas 0 matrices sin interferencias de otros componentes que tienen comportamiento similar. Algunas autoridades normativas
utilizan el término especificidad para referirse a la selectividad.

Sensibilidad: El cociente del cambio en la indicacién de un sistema de medicién y el cambio correspondiente en el valor de la
cantidad que se mide.

Especificidad: La capacidad del detector para proporcionar sefiales que detecten eficazmente el analito. (La GC-MS con El es un
sistema de determinacion relativamente no selectivo de gran especificidad. MS y MS" de masas de alta resolucion pueden ser
ambos muy selectivos y altamente especificos).

AMBITO DE APLICACION

1. La finalidad de este documento de directrices es describir los criterios de rendimiento de los métodos para analizar residuos de
plaguicidas en los alimentos y piensos. Aborda las caracteristicas y los pardmetros que deben tener los métodos analiticos para
ofrecer una confianza internacional aceptable en el método para obtener resultados exactos a fin de evaluar residuos de plaguicidas
en programas nacionales o bien en el comercio internacional.

2. Este documento es aplicable a métodos individuales, multirresiduos o multiclase y multirresiduos (MRM) para analizar los
compuestos seleccionados en productos alimenticios, asi como residuos de plaguicidas generales y sus metabolitos y degradados
en los productos alimenticios, segun la definicion de residuo.

3. En este documento se considera un MRM como un método capaz de determinar tres 0 mas analitos de la misma clase quimica o
de mas de una clase de plaguicidas. Estas directrices tratan los analisis cualitativos (cribado, identificacion, confirmacion) y analisis
cuantitativos, cada uno de los cuales tienen requisitos diferentes con respecto al rendimiento del método. Cabe observar que un
MRM validado se puede utilizar para determinar analitos cuando se han validado completamente las caracteristicas de rendimiento
del andlisis cuantitativo, pero debe limitarse a fines cualitativos para los analitos que carezcan de validacién completa.

PRINCIPIOS PARA LA SELECCION Y VALIDACION DE METODOS
DETERMINACION DE LOS REQUISITOS DE LOS METODOS
Ambito de aplicacion del método

4. La finalidad del método se define normalmente en una declaracion sobre su ambito de aplicaciéon en que se determinan los
analitos (residuos), las matrices y el intervalo de concentracion a que se aplica el método. También indica si el método es para
cribado, cuantitacion, identificacién y/o confirmacién de analitos.

5. EI LMR se expresa en funcién de la “definicién de residuo”, que puede incluir el compuesto original, un metabolito principal, una
suma de compuestos originales y/o metabolitos, o un producto de reaccion formado a partir de los residuos durante el analisis. Los
métodos analiticos para residuos tienen que poder medir todos los componentes de la definicidn de residuo.

6. En CAC/GL 40-1993, Directrices sobre buenas préacticas de laboratorio en el analisis de residuos de plaguicidas, se expone la
seleccion de métodos.

Aplicacion de otras directrices de la Comision del Codex Alimentarius

7. La Comisién del Codex Alimentarius ha publicado unas directrices para laboratorios que participan en el analisis de la
importacion/exportacion de alimentos que recomiendan que esos laboratorios:

(a) Deben utilizar procedimientos de control de calidad, como los que se describen en las “Directrices armonizadas
sobre el control interno de la calidad en laboratorios de quimica analitica”.

(b) Deben participar en programas de ensayos de aptitud para el anédlisis de alimentos que confirman el requisito
establecido en el “Protocolo armonizado internacional para ensayos de aptitud de laboratorios analiticos (quimicos)”.

(c) Deben cumplir con los criterios generales para laboratorios encargados de ensayos que se presentan en la Guia
ISO.IEC 17025:2005 “Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de calibracion y ensayo”.

(d) Siempre que estén disponibles, utilizar métodos que han sido validados segun principios establecidos por la
Comision del Codex Alimentarius.
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8. Los métodos se utilizardn en el marco del Sistema de gestién de calidad en los laboratorios reconocido y aprobado, y de
aceptacion internacional, que concuerda con los principios del documento para evaluacion de la calidad (QA) y control de la calidad
(QC), citados anteriormente. El rendimiento en curso debe ser supervisado a través del Sistema de gestion de calidad disponible en
el laboratorio.

Validacion del método y aptitud para el uso

9. El proceso de validacién del método tiene la finalidad de demostrar que un método es apto para su uso. Esto significa que en
manos de un analista bien preparado, el uso del equipo y los materiales especificados, y siguiendo los procedimientos descritos en
el método, se pueden obtener resultados fidedignos y compatibles dentro de los limites estadisticos especificados para el anélisis
de una muestra. La validacién debe especificar el analito (identidad y concentracién), explicar el efecto de la matriz y proporcionar
una caracterizacion estadistica de los resultados de recuperacion. Cuando se sigue el protocolo del método, utilizando pautas
analiticas adecuadas, un analista capacitado debe obtener resultados dentro de los limites de rendimiento establecidos sobre el
mismo material de muestra o equivalente en cualquier laboratorio de control de residuos experimentado.

RESUMEN DE LOS PARAMETROS DE RENDIMIENTO QUE SE CARACTERICEN Y DEFINAN PARA METODOS ANALITICOS

10. Los requisitos generales para las caracteristicas de rendimiento individuales de un método se resumen a continuacion a partir
de las directrices armonizadas de IUPAC para la validacién de métodos de analisis por laboratorios individuales.

A. APLICABILIDAD

La documentacién que se elabora tras la validacion debera proporcionar, ademas de las especificaciones de funcionamiento, la
siguiente informacién:

* laidentidad del analito, incluida la especiacion cuando sea necesario (por ejemplo, “arsénico total’);
* elintervalo de concentracién que abarca la validacion (por ejemplo, “0 a 50 ppm’);
*+ especificacion de la gama de matrices del material de ensayo que cubre la validacion (por ejemplo, “alimentos marinos”);

* un protocolo con la descripcién de los equipos, reactivos, procedimiento (con indicacién del intervalo de variacion admisible
de los datos especificados en las instrucciones, por ejemplo: “calentar a 100 £ 5 °C durante 30 + 5 min”), procedimientos de
calibracién y de control de la calidad y las medidas especiales de seguridad que sean necesarias;

* la aplicacion a que se destina y sus requisitos de incertidumbre criticas (p.j., “Andlisis de alimentos para fines de
clasificacion. La incertidumbre tipica u(c) del resultado ¢ debe ser menor de 0,1 x ¢.”).

B. SELECTIVIDAD

Lo ideal seria evaluar la selectividad con respecto a cualquier interferente importante cuya presencia sea probable. Es
particularmente importante comprobar los interferentes que, basandose en los principios quimicos, probablemente responden al
ensayo. Por ejemplo, es razonable esperar que los ensayos colorimétricos de amoniaco respondan a las aminas alifaticas primarias.
Puede que en la practica no sea posible tener en cuenta o ensayar todos los posibles interferentes; en tal caso se recomienda
comprobar los casos probablemente mas desfavorables. Por regla general, la selectividad debe ser suficiente para ignorar las
posibles interferencias. En muchos tipos de analisis, la selectividad es esencialmente una evaluacién cualitativa basada en si los
ensayos de interferencia adecuados producen o no un resultado significativo.

C. CALIBRACION Y LINEALIDAD

Exceptuando errores graves que pudieran producirse en la preparacion de los materiales de calibracién, los errores de calibracion
representan habitualmente (aunque no siempre) un componente menor de la incertidumbre total y, generalmente, se pueden
incorporar sin riesgo para otras categorias. Por ejemplo, los errores aleatorios producto de la calibracién son parte del sesgo de la
serie, que se evalla de forma global, mientras que los errores sistematicos del mismo tipo pueden aparecer como parte del sesgo
del laboratorio, que también se evalta de forma global. No obstante, es util conocer algunas de las caracteristicas de la calibracién
al comienzo de la validacién de un método porque afectan a la estrategia para el desarrollo 6ptimo del procedimiento. En esta clase
se encuentran cuestiones como: si la funcién de calibracién a) es lineal, b) pasa por el origen, y ¢) no se ve afectada por la matriz
del material de ensayo. Los procedimientos que se describen aqui se refieren a estudios relativos a la calibracion en la validacion,
que son por necesidad mas exigentes que los relativos a la calibracion realizada durante los anélisis sistematicos. Por ejemplo, una
vez que se ha determinado en la validacién que una funcién de calibracion es lineal y pasa por el origen, se puede utilizar para el
andlisis sistematico una estrategia de calibracién mucho mas sencilla (por ejemplo, un disefio repetido de dos puntos). Los errores
de esta estrategia de calibracion mas sencilla se incluirdn normalmente, para los fines de la validacién, en las fuentes de error de
nivel méas elevado.

Linealidad e intercepcion

La linealidad se puede comprobar de manera practica examinando una representacion grafica de los residuos obtenidos de la
regresion lineal de las respuestas a las concentraciones en un conjunto de muestras de calibracion adecuadas. Una linea curva
indica una posible falta de ajuste debido a que la funcién de calibracion no es lineal. A pesar de que actualmente se utiliza de forma
generalizada el coeficiente de correlacion como indicador de la calidad del ajuste, su uso para comprobar la linealidad es engafioso
e inadecuado y no debe utilizarse para este fin.
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Si no existe una estimacién independiente del error puro, se debe estimar mediante mediciones repetidas. A falta de directrices
especificas, se deben aplicar las siguientes (para la calibracion lineal de una variable):

+  sedebe disponer de al menos seis soluciones estandar de calibracion;
« las soluciones estandar de calibracién se deben distribuir de forma regular en el intervalo de concentraciones de interés;

+ elintervalo debe abarcar del 0 al 150 % o del 50 al 150 % de la concentracion probable, segun cudl de los dos intervalos
sea mas adecuado; y

+ las soluciones estandar de calibracion se deben analizar al menos por duplicado y preferentemente por triplicado 0 méas
veces, por un orden aleatorio.

Ensayo del efecto general de la matriz

Se puede realizar un ensayo del efecto general de la matriz aplicando el método de adiciones de analito (también llamado de
“adiciones de soluciones estandar’) a una solucién de ensayo derivada de un material de ensayo tipico. El ensayo deberia
realizarse de tal forma que se obtenga la misma dilucion final que con el procedimiento normal y las adiciones deberian abarcar el
mismo intervalo que la validacion de la calibracién definida por el procedimiento. Si la calibracién es lineal, se pueden comparar las
pendientes de la funcién de calibracién habitual con la representacion gréfica de las adiciones de analito para determinar si existe
una diferencia significativa. Si la diferencia no es significativa, no existe un efecto general de la matriz detectable. Si la calibracién
no es lineal, la prueba de significacion debera basarse en un método mas complejo, pero habitualmente basta una comparacion
visual a concentraciones iguales. Si el resultado de esta prueba no es significativo, indicara a menudo que tampoco existe un efecto
de variacion de la matriz (Seccién |).

D. VERACIDAD Y RECUPERACION

La veracidad es la proximidad entre el resultado de un ensayo y el valor de referencia aceptado de la propiedad objeto de medicion.
La veracidad se expresa en términos cuantitativos como “sesgo”; cuanto menor es el sesgo, mayor es la veracidad. Tipicamente, el
sesgo se determina comparando la respuesta obtenida aplicando el método a un material de referencia con el valor asignado
conocido del material. Se recomienda realizar una prueba de significacion. Cuando la incertidumbre del valor de referencia no es
insignificante, la evaluacion de los resultados debe tener en cuenta dicha incertidumbre ademas de la variabilidad estadistica.

E. PRECISION

La precision es la estrecha conformidad entre resultados de ensayos independientes obtenidos en condiciones estipuladas. Se
expresa habitualmente como desviacion estandar o como desviacion estandar relativa. La distincién entre precisién y sesgo es
fundamental, pero depende del nivel en el que se contempla el sistema de analisis. Asi, desde el punto de vista de una sola
determinacion, cualquier desviacion que afecte a la calibracion de la serie se puede considerar un sesgo. Desde el punto de vista
del analista que revisa el trabajo de un afio, el sesgo del proceso analitico sera diferente cada dia y actuara como variable aleatoria
con una precision asociada. Las condiciones estipuladas para la estimacion de la precision tienen en cuenta ambos puntos de vista.

Para la validacién por un solo laboratorio, se deben tener en cuenta dos tipos de condiciones: a) precisién en condiciones de
repetibilidad, y b) precision en condiciones de proceso a proceso analitico Es importante que los valores de precision sean
representativos de las condiciones de ensayo probables. En primer lugar, la variacion de las condiciones entre las series debe ser
representativa de lo que ocurriria normalmente en el laboratorio en la aplicacién sistematica del método. Por ejemplo, las
variaciones de los lotes de reactivos, analistas e instrumentos deben ser representativas. En segundo lugar, la matriz y
(preferiblemente) el tamafio de particulas del material de ensayo utilizado debe ser tipico de los materiales que se encontraran
probablemente en la aplicacion sistematica.

Muy frecuentemente, la precisiéon varia en funcién de la concentracion del analito. Habitualmente se aceptan las siguientes
hipotesis: i) que la precision no cambia en funcién de la concentracion del analito o, ii) que la desviacién estandar es proporcional a
la concentracién del analito o es linealmente dependiente de la misma. Ambas hipétesis deben comprobarse si se espera que la
concentracion del analito varie de forma sustancial (es decir, en méas de alrededor de un 30 % con respecto a su valor central).

Pueden obtenerse datos de precisién de una gran variedad de tipos de condiciones diferentes ademas de los minimos de
condiciones de repetibilidad y entre procesos analiticos indicados aqui, y puede ser necesario obtener informacién adicional. Por
ejemplo, puede ser Util para la evaluacion de los resultados o para mejorar la medicion, disponer de estimaciones independientes de
los efectos del operador y de proceso analitico, de los efectos interdiarios o intradiarios o de la precision que se puede alcanzar
utilizando un instrumento o varios. Se dispone de diversos disefios y técnicas de analisis estadisticos diferentes y es altamente
recomendable prestar atencién al disefio experimental en todos los estudios de este tipo.

F. INTERVALO

El intervalo validado es el intervalo de concentracion de analito en el cual el método se puede considerar validado. Es importante
comprender que este intervalo no es necesariamente idéntico al intervalo Util de la calibracién. La calibracion puede abarcar un
intervalo de concentraciones amplio, pero el resto de la validacion (habitualmente una parte mucho mas importante en términos de
la incertidumbre) abarcara un intervalo méas reducido. En la préctica, la mayoria de los métodos se validan a sélo uno o dos niveles
de concentracion. El intervalo validado se puede establecer mediante una extrapolacion razonable de estos puntos en el intervalo
de concentraciones.
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G. LiMITE DE DETECCION (LOD)

En sentido general, el LOD es la menor cantidad o concentracion de analito presente en la muestra de ensayo que se puede
distinguir de cero de forma fiable. En sistemas de analisis en los que el intervalo de validacion no incluye ni se aproxima al limite de
deteccion, no es necesario incluir dicho limite en la validacion.

A pesar de la aparente simplicidad del concepto, existen numerosos problemas relacionados con la cuestion del limite de deteccion,
los cuales se resumen a continuacion:

«  La cuestion se puede abordar desde varios enfoques teoricos posibles, en cada uno de los cuales el limite se define de
forma algo diferente. Los intentos por aclarar la cuestion parecen ain mas confusos.

«  Aunque todos estos enfoques dependen de una estimacion de la precision a una concentracién cero o préxima a cero, no
esta claro si se debe considerar que esto implica condiciones de repetibilidad o alguna otra condicién de la estimacién.

* A menos que se recoja una cantidad desmesurada de datos, las estimaciones del limite de deteccion estaran sujetas a
una variacion aleatoria bastante grande.

+ A menudo, las estimaciones del limite de deteccion estan sesgadas a la baja debido a factores operativos.

+ Las inferencias estadisticas relativas al limite de deteccion se basan en la hipdtesis de la normalidad que, a
concentraciones bajas, es, como minimo, cuestionable.

H. LiMITE DE DETERMINACION O LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)

En ocasiones resulta Util establecer una concentracion minima por debajo de la cual se considera que la precision del método de
analisis no es aceptable. Algunas veces esta precision se define, de forma arbitraria, como el 10 % de la desviacion estandar
relativa; otras veces el limite se considera, de forma igualmente arbitraria, como un mudiltiplo fijo (tipicamente 2) del limite de
deteccion. Por lo tanto, en este documento no se recomienda la utilizacién de este tipo de limite en la validacion.

Es preferible tratar de expresar la incertidumbre de la medicion en funcién de la concentracion y comparar esta funcién con un
criterio de aptitud para los fines acordados entre el laboratorio y el cliente o usuario final de los datos.

I. SENSIBILIDAD

La sensibilidad de un método es el gradiente de la funcion de calibracién. Como es habitualmente arbitraria y depende de los
ajustes instrumentales fijados, no es util en la validacion. (No obstante, puede ser Util en procedimientos de garantia de la calidad,
para comprobar si el funcionamiento de un instrumento es constante y satisfactorio.)

J. ROBUSTEZ

La robustez de un método de andlisis es la resistencia al cambio de los resultados obtenidos mediante un método de analisis
cuando se realizan pequefias modificaciones de las condiciones experimentales descritas en el procedimiento. En el protocolo del
método se deben formular los limites de los pardmetros experimentales (aunque no siempre se ha hecho asi en el pasado), y estas
desviaciones admisibles no deben producir, por separado o combinadas, ningtn cambio significativo en los resultados obtenidos.
(En este contexto se entiende por “cambio significativo” aquél que haria que el método no se pudiera aplicar respetando los limites
de incertidumbre acordados que definen la aptitud para los fines.) Se debe identificar qué aspectos del método pueden afectar
probablemente a los resultados y se debe evaluar su influencia sobre el funcionamiento del método mediante pruebas de robustez.

Algunos de los factores que pueden ser objeto de ensayo de robustez son: cambios en los instrumentos, el analista o la marca de
reactivo; concentracion de un reactivo; pH de una solucion; temperatura de una reaccion; tiempo que se deja transcurrir antes de
dar por terminado un proceso, etc.

K. APTITUD PARA LOS FINES

La aptitud para los fines es el grado de correspondencia entre el funcionamiento de un método y los criterios, acordados entre el
analista y el usuario final de los datos, que describen las necesidades del usuario final. Por ejemplo, la magnitud de los errores en
los datos no debe ser tal que dé lugar a decisiones equivocadas con una frecuencia mayor que la definida por una probabilidad
pequefia establecida, pero los errores no deben ser tan pequefios que supongan un gasto innecesario para el usuario final. Los
criterios de aptitud para los fines se pueden basar en algunas de las caracteristicas aqui descritas, pero en Ultimo término se
expresaran como incertidumbre combinada aceptable.

|. Variacion de la matriz

En muchos sectores, la variacidn de la matriz es una de las fuentes de error mas importantes en mediciones analiticas, pero menos
reconocida. Cuando definimos el sistema de analisis que se pretende validar, especificando, entre otras cosas, la matriz del material
de ensayo, puede existir un considerable margen de variacion de la matriz dentro de la categoria especificada. Por citar un ejemplo
extremo, una muestra de la categoria de matriz “suelo” podria estar compuesta por arcilla, arena, caliza, laterita (principalmente
Fe20s3 y Al203), turba, etc., 0 por una mezcla de estos materiales. Es facil imaginar que cada uno de estos tipos de matrices podria
producir un efecto especifico en un método de analisis como la espectrometria de absorcion atémica. Si no disponemos de
informacion sobre el tipo de suelos que estamos analizando, los resultados estaran sometidos a una incertidumbre adicional debida
a este efecto de variacién de la matriz.
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Las incertidumbres debidas a la variacion de la matriz se deben cuantificar por separado, porque no se tienen en cuenta en otras
partes del proceso de validacién. La informacién se obtiene reuniendo un conjunto representativo de las matrices que
probablemente encontremos en la categoria definida, en todos los casos con concentraciones de analito dentro del intervalo
adecuado. Se analizan los materiales siguiendo el protocolo y se estima el sesgo de los resultados. La estimacion del sesgo se
debera realizar habitualmente mediante adicion y recuperacion, excepto en el caso en que los materiales de ensayo sean CRM. La
incertidumbre se estima mediante la desviacién tipica de los sesgos.

M. INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION

En el sistema formal de estimacion de la incertidumbre de la medicidn, ésta se estima mediante una ecuacion o modelo matematico.
Los procedimientos descritos como validacion de métodos tienen por objeto asegurar que la ecuacién utilizada para estimar el
resultado, en la que se tienen debidamente en cuenta errores aleatorios de todo tipo, es una expresion valida que comprende todos
los efectos reconocidos y significativos que afectan al resultado. En CAC/GL 59-2006 se ofrecen directrices sobre la estimacion de
la incertidumbre de los resultados.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE LOS METODOS
CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE LOS METODOS DE DIAGNOSTICO

11. Los métodos de diagndstico son habitualmente de caracter cualitativo o semicuantitativo y tienen como objetivo distinguir las
muestras que no contienen residuos detectables por encima de un valor limite (“negativas”) de aquellas que puedan contener
residuos que sobrepasen ese valor (“potencialmente positivas”). La estrategia de validacion, por tanto, se concentra en el
establecimiento de una concentracién umbral por encima de la cual los resultados son “potencialmente positivos”, la determinacion
de un indice estadisticamente fundamentado para resultados tanto “falsos positivos” como “falsos negativos”, la evaluacion de
interferencias y el establecimiento de las condiciones de uso adecuadas. Los métodos de diagnostico se deben comprobar en
cuanto a selectividad y sensibilidad. Pueden basarse en equipos de ensayo y su selectividad se puede aumentar si se utiliza un
sistema de deteccion después de las técnicas de cromatografia u otras técnicas de separacién. Otra modalidad es utilizar métodos
de diagnostico que incluyan sistemas de deteccion basados en espectrometria de masas, que son muy selectivos. Estos métodos
brindan a los laboratorios medios rentables para ampliar su ambito analitico a analitos con una baja probabilidad de que se
encuentren en las muestras. Se deben seguir analizando los analitos que se dan con mayor frecuencia y medirse utilizando
métodos multirresiduos cuantitativos validados.

12. La selectividad de los métodos de diagndstico debe ser adecuada y tiene que poder distinguir la presencia del compuesto
seleccionado, 0 grupos de compuestos, de otras sustancias que pueden tener el material de muestra. Normalmente no es tan
grande como la de un método cuantitativo. Es frecuente que los métodos de diagnéstico se aprovechen de una caracteristica
estructural comun a un grupo o clase de compuestos y pueden estar fundamentados en la inhibicion del crecimiento microbioldgico,
inmunoensayos o respuestas cromégenas que pueden no identificar claramente a un compuesto. Las técnicas de espectrometria de
masas también se utilizan para seleccion. La selectividad de un método de diagnéstico puede aumentarse cuando se utiliza como
un sistema de deteccion después de la técnica de cromatografia u otra técnica de separacion.

13. La validacion de un método de diagnéstico basada en un limite de deteccion (LOD) se puede concentrar en la detectabilidad.
Para cada grupo de productos, una validacion basica debe consistir en analizar al menos 20 muestras adicionadas en el LOD
estimado. Las muestras seleccionadas deben representar categorias mdltiples de productos del grupo de productos, con un minimo
de dos muestras diferentes para cada categoria de productos y deben ser representativas del &mbito de aplicacion deseado del
laboratorio. Datos adicionales de validacion se pueden tomar de los datos del control de calidad analitica en curso y la verificacidn
del rendimiento del método durante anélisis sistematicos. EI LOD del método de cribado cualitativo es la concentracion mas baja en
la cual se ha detectado un analito (que no relina necesariamente los criterios de identificacion de MS) en el 95% de las muestras al
menos (es decir se acepta un porcentaje del 5% de los falsos negativos).

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE LOS METODOS CUANTITATIVOS

14. La selectividad es de particular importancia en la definicion de las caracteristicas funcionales de los métodos cuantitativos
utilizados en los programas de control reglamentario para los residuos de plaguicidas en los alimentos. EI método debe proporcionar
una respuesta de sefial que esté exenta de interferencias de otros analisis y compuestos de matrices que puedan estar presentes
en una muestra o un extracto de la muestra. Los analisis cromatograficos basados en picos que no tienen una buena resolucién
proporcionan resultados cuantitativos menos fiables. El uso de detectores para elementos especificos, longitudes de onda de
deteccién o detectores selectivos de masas que pueden distinguir mejor un compuesto o estructura particular, junto con la
separacion cromatografica, mejoran la selectividad de los métodos cuantitativos.

15. El requisito de recuperacion de un intervalo de residuos de plaguicidas en una sola extraccién aumenta la posibilidad de
selectividad comprometida en MRM en comparacion con los métodos de analitos individuales. La utilizacion de extraccion menos
selectiva y procedimientos de limpieza puede dar lugar a la coextracion mayor del material de la matriz en el extracto final. La
naturaleza y cantidades de tal material coextraido pueden variar considerablemente en funcion de los antecedentes de la muestra
individual. Por lo tanto, se debe prestar atencion especial al establecer los criterios para la precision y veracidad de los MRM con el
fin de garantizar que la cuantificacion no se va afectada por la interferencia de otros compuestos presentes en la matriz de muestra.

16. Ademas de la selectividad de un método, también se debe demostrar la capacidad del método para proporcionar un resultado
cuantitativo que es fiable. Esto consta de dos factores:
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(@) el grado de coincidencia entre el resultado y el valor verdadero o aceptado de la concentracion del analito presente
en el material de muestra, es decir, veracidad (sesgo) del resultado; y

(b) la capacidad del método para proporcionar resultados con alto grado de coincidencia en determinaciones
independientes, expresada como precision (repetibilidad y reproducibilidad).

17. Los criterios de aceptabilidad de un método analitico cuantitativo deben demostrarse tanto en la fase inicial de validacion como
de amplia validacion, como que es capaz de proporcionar valores promedios de recuperacion aceptables en cada fase de
adicionacién. Se necesita un minimo de 5 duplicados (para comprobar la recuperacién y precision) en el LOD seleccionado o limite
de informacién del método, y al menos otro de un nivel mas alto, por ejemplo, 2-10x el LOQ seleccionado o el LMR. Cuando la
definicion de residuo consta de dos o0 mas analitos entonces, cuando sea posible, el método se debe validar para todos los analitos
que figuran en la definicion de residuo. En el Cuadro 1) se ofrecen recuperaciones aceptables del promedio y la repetibilidad
asociada. El método del LOQ es el nivel de adicionacién mas bajo de la validacion que retine estos criterios de aceptabilidad del
rendimiento del método. En algunos casos, y normalmente con métodos multirresiduos, pueden aceptarse recuperaciones fuera de
ese intervalo. De manera excepcional, cuando la recuperacion es baja pero es compatible (es decir demuestra buena precision) y la
base de ello esta bien establecida (p.ej., debido a la distribucion de analitos en una etapa de particionamiento), puede ser aceptable
una recuperacién promedio inferior al 70%. No obstante, si es posible, se debe utilizar un método con mas precision. La
reproducibilidad interlaboratorios (RSDwr) que se puede determinar en un control de calidad en curso de datos de analisis
sistematicos debe ser < 30%, excluyendo toda contribucidn debido a heterogeneidad de la muestra.

Cuadro 1: Criterios sobre la recuperacion y precision media para matrices planta-animal

Nivel de concentracion Intervalo de recuperaciéon media Precision, RSD (%)
> 1 pglkg < 0,01 mg/kg 60-120 30
> 0,01 mg/kg < 0,1 mg/kg 70-120 20
> 0,1 mg/kg < 1,0 mg/kg 70-110 15
> 1 mglkg 70-110 10

18. La precision de un método puede determinarse mediante el andlisis de un material de referencia certificado, al comparar los
resultados con aquellos obtenidos con otro método para el que los parametros funcionales han sido rigurosamente establecidos con
anterioridad (tipicamente, un método de estudio en colaboracién) o mediante la determinacion de la recuperacién de un analito
fortificado en un material de muestra testigo conocido. Esta Ultima determinacién de la precision como recuperacion se utiliza
frecuentemente en la validacion de métodos para residuos de plaguicidas en los alimentos, debido a que tanto los materiales de
referencia certificados como los métodos validados por un estudio interlaboratorios frecuentemente no estan disponibles. La
precisién de una medicién esta estrechamente relacionada con el error aleatorio (error de repetibilidad o error de repetibilidad en un
laboratorio), el error sistematico (sesgo del método de analisis) y con la recuperacion del analito (medida como un porcentaje de
recuperacion). La recuperacion se evaluara sobre las concentraciones que se refieren al intervalo analitico del método. En la
interpretacion de recuperaciones es necesario reconocer que es posible que el analito afiadido a una muestra no se comporte de la
misma manera que el mismo analito dosificado o acumulado biolégicamente (residuo de plaguicida). En muchas situaciones, la
cantidad de un residuo dosificado 0 acumulado que es extraido (el producto o la fraccién recuperada) es menor que la cantidad total
de residuos dosificados 0 acumulados que se encuentra presente. Esto podria ser el resultado de pérdidas que ocurren durante la
extraccion, la unién intracelular de los residuos, la presencia de conjugados u otros factores que no son totalmente representados
por los experimentos de recuperacion realizados con las matrices testigo fortificadas con el analito. A concentraciones relativamente
altas se prevé que las recuperaciones analiticas se aproximen a un cien por ciento. A concentraciones menores, particularmente
con métodos que incluyan extraccién, aislamiento y pasos de concentracion considerables, las recuperaciones podrian ser
menores. En general, cuando la recuperacion media se encuentra dentro del 70-120%, los datos de residuos no tienen que
ajustarse. De manera excepcional, cuando la recuperacién es baja pero es compatible (es decir demuestra buena precision) y la
base de ello esta bien establecida (p.ej., debido a la distribucion de analitos en una etapa de particionamiento), puede ser aceptable
una recuperaciéon promedio inferior al 70%. No obstante, si es posible, se debe utilizar un método con mas precision. Si se ha
ajustado la recuperacion de los datos de residuos, debe indicarse.

19. Las correcciones de recuperacion deben aplicarse siguiendo los criterios establecidos en la orientacion proporcionada por la
Comision del Codex Alimentarius. Es primordial que cuando se documenten todos los datos (a) se indique claramente si se ha
aplicado o no una correccion de recuperacion, y (b) si la correccion de recuperacion ha sido aplicada, la magnitud de la correccion y
se incluira en el informe el método mediante el cual se obtuvo. Esto ayudara a realizar la comparabilidad directa de los conjuntos de
datos. Las funciones de correccién se fijaran a partir de consideraciones estadisticas adecuadas, seran documentadas, archivadas
y estaran disponibles para el cliente.
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20. Por lo general, los métodos cuantitativos estan fundamentados en una comparacion de la respuesta de un analito en una
muestra frente a la respuesta de soluciones estandar del analito en solucién o en una matriz a concentraciones conocidas. En la
elaboracion y la validacién del método, primero se debe determinar la curva de calibracion para evaluar la respuesta del detector a
las soluciones estandar en el intervalo de concentraciones de interés analitico. La posible mejora de la matriz o los efectos de
supresion de coextractantes de la muestra en el sistema de cromatografia o el sistema de deteccion de la respuesta se deben
abordar con métodos basados en cromatografia de gases (CG) y cromatografia liquida (CL). Cuando sea conveniente, el sistema
de deteccion puede calibrarse utilizando soluciones estdndar en una matriz testigo similar a la de la muestra a analizar (soluciones
estandar ajustadas a la matriz) lo cual compensa los efectos de la matriz y la interferencia aceptable, si los hay. Un modelo practico
alternativo para compensar los efectos de la matriz en el analisis con CG es la utilizacion de protectores de analitos que se afiaden
tanto a los extractos de la muestra como a las soluciones de calibracion a fin de uniformar la respuesta de los plaguicidas en los
calibradores disolventes y extractos de la muestra. Cuando no se disponga de ninglin producto testigo adecuado para la
preparacion de las soluciones estandar ajustadas a la matriz, la forma méas efectiva de compensar los efectos de la matriz es utilizar
la adicion de solucion estandar o utilizar soluciones estandar internas marcadas isotdpicamente. El modelo de adicion de solucién
estandar puede compensar efectos de la matriz y también la recuperacion del procedimiento analitico pero no supera interferencias
cromatograficas. Utilizar un modelo de adicién de soluciones estandar es esencial para garantizar una respuesta lineal en el
intervalo de concentraciones investigadas para obtener resultados precisos.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE LOS METODOS PARA IDENTIFICACION DE ANALITOS

21. Generalmente no es necesario elaborar un método de confirmacién aparte cuando el método original estd fundamentado en
espectrometria de masas o0 en otra técnica altamente especifica. En cada caso puede ser necesaria confirmacion adicional, por
ejemplo, cuando el primer método es un inmunoensayo o cuando detectores selectivos, que solo ofrecen especificidad limitada, se
acoplan a técnicas de CG o CL ya que su uso, incluso en combinacion con columnas de polaridad diferentes, no ofrece una
identificacion univoca.

22. La selectividad es la consideracion principal para los métodos de identificacion. El método debe ser suficientemente selectivo
para proporcionar una identificacion univoca. La espectrometria de masas acoplada a un método de separacion cromatogréafica es
una combinacién muy potente para identificar un analito en el extracto de la muestra. Estas suelen ser las técnicas en que se basan
los métodos de confirmacién. Proporciona simultdneamente tiempo de retencion, ratios carga/ién y datos (intensidad) sobre la
abundancia relativa.

23. A efectos reglamentarios se deben reunir los siguientes criterios de cromatografia de MS/identificacion MS: 1.) el tiempo de
retencion del pico del analito detectado debe estar en 0,1 min del pico de la solucion estandar de referencia del analito analizado al
mismo tiempo; 2.) las distintas transiciones idnicas para el analito se deben coeluir con formas de pico similares; 3.) los ratios de las
zonas de pico de cada transicion ionica deben corresponderse con los ratios de la(s) solucion(es) estandar de referencia en el
10% absoluto aproximadamente para una transicion o en el 20% absoluto aproximadamente para dos transiciones; 4.) se debe
demostrar que los testigos de reactivo y matriz estan exentos de transferencia, contaminacion e interferencias superiores a un nivel
apreciable; 5.) los ratios sefial/ruido para picos medidos deben ser >3; 6.) la sefial debe superar el nivel de intensidad umbral en
comparacion con la sefial de una solucién estandar de referencia apropiada o de control que abarque el nivel de interés; y 7.) las
transiciones idnicas elegidas a efectos de identificacion deben ser razonables quimica y estructuraimente.

24. Los métodos basados en espectrometria de masas de alta resolucién se consideran de mayor fiabilidad debido a mediciones de
masas mas precisas que las que se pueden obtener utilizando técnicas de espectrometria de masas de baja resolucion. Distintos
tipos y modelos de detectores de espectrometria de masas proporcionan grados diferentes de selectividad, lo cual guarda relacién
con la confianza en la identificacion. Los requisitos para la identificacion se presentan en el Cuadro 2. Deben considerarse criterios
de referencia para identificacion, no criterios absolutos para demostrar la presencia o ausencia de un compuesto.

Cuadro 2: Requisitos de identificacion para distintos tipos de espectrometros de masas

MS individual MS individual
Modo de MS (resolucion de la unidad | (alta resolucidn/alta precision MS/MS
de masa) de masa)

Triple trampa ionica cuadrupolar, MS

Sistemas tipicos hibrida

Trampa iénica, cuadrupolar, | TOF, Orbitrap, FTMS, sector

(ejemplos) tiempo de vuelo (TOF) magnético (0.6j., Q-TOF, trampa cuadrupolar)
Examen completo, Examen completo, Seguimiento de la reaccién
Adquisicién intervalo m/z limitado, intervalo m/z limitado, seleccionada/multiple (SRM/MRM),

Seguimiento de iones
seleccionados (SIM)

Seguimiento de iones
seleccionados (SIM)

Espectro del examen completo
producto-ion

Requisitos de
identificacion

= 3 iones de diagnostico,
(que preferiblemente
comprendan el ién
cuasimolecular)

= 2 iones de diagnostico

(que preferiblemente
comprendan el ién
cuasimolecular)

Precision de masa < 5 ppm.
Un fragmento de idn al menos.

= 2 iones del producto
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25. Las abundancias relativas (intensidades) o ratios de iones selectivos (examen completo MS o SIM) o iones del producto
(MS/MS), expresadas como un ratio relativo con respecto al ién (producto) mas intenso, deben corresponderse con las de la
solucion estandar de calibracién a concentraciones comparables y medirse bajo las mismas condiciones. Puede ser que sea
necesario utilizar soluciones de calibracién ajustadas a la matriz. En el Cuadro 3 a continuacién se indican las tolerancias maximas
recomendadas para los ratios idnicos. Las tolerancias que se presentan en el Cuadro 3 no deben tomarse como limites absolutos y
no se recomienda una interpretacion automatizada de los datos fundamentada en los criterios sin una interpretacion adicional por un
analista experimentado.

Cuadro 3: Tolerancias (estandar) maximas recomendadas para ratios idnicos utilizando distintas técnicas de MS

Ratio idnico(ion Tolerancia méxima (relativa) Tolerancia maxima (relativa) para
menos/mas intenso) para GC-EI-MS LC-MSn, LC-MS, GC-MSn, GC-CI-MS
0,50-1,00 +10% +30%
0,20-0,50 +15% +30%
0,10-0,20 +20% +30%
<0,10 1 50% +30%

26. Con la utilizacién de espectrometros de masas de alta resolucion (o deteccion utilizando espectrémetros con alto poder de
resolucién, normalmente > 20.000 FWHM) se proporciona fiabilidad adicional que ofrece identificacion mas exacta de la masa y se
pueden utilizar para pronosticar la composicion elemental de cada fragmento. Ademas, se debe medir al menos un ratio iénico para
eliminar la posibilidad de fragmentos de la misma masa procedentes de compuestos isobaricos de estructura similar.

27. El tiempo minimo de retencion aceptable para los analito(s) sometidos a examen sera al menos el doble del tiempo de retencion del
volumen en vacio de la columna. El tiempo de retencion del analito en el extracto se correspondera con el de la solucion estandar de
calibracion (puede ser necesario que se ajuste a la matriz) con una tolerancia de +0,2 min, tanto para cromatografia de gases como
para cromatografia liquida. Son aceptables desviaciones mayores del tiempo de retencién cuando tanto el tiempo de retencién como la
forma de pico del analito se ajusten a las de un IL-IS apropiado o se disponga de evidencia de estudios de validacion.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE LOS METODOS DE CONFIRMACION

28. A efectos de aplicacion, la confirmacion de que en las muestras hay analitos se debe hacer mediante un segundo analisis, y uno de
los métodos de confirmacion debe contener identificacion de analitos, normalmente utilizando técnicas de MS. Ademas, los métodos de
confirmacién deben utilizar modelos independientes fundamentados en distintos mecanismos quimicos, como separaciones de
cromatografia de gases y liquida (GC y LC). En algunas situaciones puede ser conveniente que sea confirmado por laboratorios
independientes. En el Cuadro 4 hay un resumen de ejemplos de técnicas analiticas que pueden ser apropiadas para reunir los criterios
para métodos analiticos de confirmacion.

29. Siempre que en el cribado o confirmacion se utilicen técnicas cromatograficas, es esencial que las bandas del tiempo de retencion
tengan la determinacién correcta. Se debe prestar atencion a que el instrumento esté ajustado correctamente antes de empezar el
analisis; se debe realizar un ensayo de idoneidad del sistema antes del analisis de cada lote. La base de datos de tiempos de retencién
se debe ajustar a las condiciones actuales. En la fase 1 pueden aplicarse intervalos de tolerancia del 1,5 al 3% del tiempo de retencion
absoluta a la GC capilar en funcién de la forma del pico. Para la confirmacion del tiempo de retencién, los intervalos de tolerancia
absoluta aumentaran con el tiempo de retencién mayor. El intervalo de tolerancia sera inferior a 1 seg. para un tiempo de retencion (RT)
inferior a 500 seg. Para tiempos de retencién entre 500 y 5000 seg. se recomienda un intervalo de 0,2% RRT. Para tiempos de
retencion mayores 6 seg. es un intervalo adecuado. En CAC/GL 56-2005 Directrices para el uso de la espectrometria de masas (EM)
en la identificacion, confirmacién y determinacion cuantitativa de residuos se ofrecen directrices adicionales.

Cuadro 4: Ejemplos de métodos de deteccion apropiados para el analisis de confirmacion de sustancias,
tal como recomienda la Consulta Miskolc

Método de deteccion Criterio
LC o GC y espectrometria de masas si se realiza seguimiento de suficiente nimero de fragmentos i6nicos

LC-DAD si el espectro UV es caracteristico
LC — fluorescencia En combinacién con otras técnicas
2-D TLC - (espectrofotometria) En combinacién con otras técnicas

GC-ECD, NPD, FPD Solo si se combina con dos 0 mas técnicas de separacion

Derivatizacién Si no fue el método de primera eleccién

LC-inmunograma En combinacién con otras técnicas
LC-UVIVIS (longitud de onda individual) En combinacién con otras técnicas
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Otros sistemas cromatograficos (que apliquen fases estacionarias y/o méviles de distinta selectividad) u otras técnicas
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