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DIRECTRICES PARA EL USO DE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS (EM) EN LA
IDENTIFICACION, CONFIRMACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA
DE RESIDUOS

CAC/GL 56 - 2005
ENSAYOS DE CONFIRMACION

Cuando se llevan a cabo andlisis con fines de vigilancia o aplicacion reglamentaria, es especialmente
importante que se generen datos de confirmacion antes de dar un informe sobre muestras que contienen
residuos de plaguicidas normalmente no asociados con el producto, o cuando parece que se han superado los
LMR. Las muestras pueden contener sustancias quimicas que interfieren en el andlisis, que se han
identificado erréneamente como plaguicidas. En la cromatografia de gases son ejemplos de esto las
respuestas de los detectores de captura de electrones a los ésteres de ftalato y las que se obtienen de los
detectores selectivos de fosforo con compuestos que contienen azufre y nitrégeno.

El andlisis de los residuos de plaguicidas con métodos para residuos multiples consta generalmente de dos
fases: cribado y confirmacidén. EIl proceso se describe esquematicamente en la Fig. 2. La primera fase
comprende el establecimiento de los residuos de plaguicidas que puede esperarse que se hallen presentes
desde la interpretacion de los datos sin elaborar, evitando en lo posible las falsas negativas. La segunda fase
es la confirmacion, que se concentra en los plaguicidas encontrados en la primera fase. EIl uso de los
resultados a comunicar y la consiguiente decision de gestion determina los esfuerzos realizados en el proceso
de confirmacion. La eleccion de la técnica utilizada para la confirmacién depende de su disponibilidad,
tiempo y costos, que estan basados o bien en una mayor interpretacion de los datos de espectrometrias de
masas y cromatograficos, o en métodos alternativos utilizando propiedades fisicoquimicas diferentes del
compuesto, o la combinacion de varios métodos de separacion y deteccion. En el Cuadro 6 se proporcionan
algunos procedimientos alternativos de confirmacion.

Siempre que se utilicen técnicas cromatogréficas en el cribado o confirmacién, es esencial determinar
correctamente las ventanas del tiempo de retencion. Hay que asegurarse de que el instrumento se regule
correctamente antes de empezar el anélisis, debiéndose realizar un ensayo de idoneidad antes de cada lote de
analisis’. La base de datos sobre tiempos de retencion debera ajustarse a las condiciones actuales?. En la fase
1 pueden aplicarse intervalos de tolerancia de 1,5 al 3% del tiempo de retencién absoluto a la GC capilar
dependiendo de la forma de un pico. Para la confirmacion del tiempo de retencidn los intervalos de
tolerancia absoluta aumentaran a un tiempo de retencién mas elevado. El intervalo de tolerancia debe ser
inferior a 1 seg para un RT de menos de 500 seg. Para tiempos de retencion entre 500 y 5000 seg. se
recomienda un intervalo de 0,2% del RRT. Para tiempos de retencién mas elevados es conveniente un
intervalo de 6 seg.

Los ensayos de confirmacion pueden ser cuantitativos y/o cualitativos, pero en la mayor parte de los casos se
necesitaran ambos tipos de informacién. Se plantean problemas particulares cuando se deben confirmar los
residuos en el limite de determinacion o préximos al mismo, pero aunque en este nivel es dificil
cuantificarlos, es imprescindible que se confirme adecuadamente su nivel de identidad.

La necesidad de ensayos de confirmacion puede depender del tipo de muestra o de su historial conocido. En
algunos cultivos o productos se encuentran con frecuencia determinados residuos. Tratdndose de una serie
de muestras de origen similar, que contenga residuos del mismo plaguicida, quizas baste con confirmar la
identidad de los residuos en una pequefia parte de las muestras, tomada al azar. De igual forma, cuando se
sabe gque se ha aplicado un determinado plaguicida al material de la muestra, no hay mucha necesidad de
confirmar la identidad, si bien deberan confirmarse algunos de los resultados seleccionados al azar. Cuando
se disponga de muestras de control, deberian utilizarse para comprobar la presencia de posibles sustancias
que interfieren en el analisis.

! Soboleva E. Ambrus A., Aplicacién del ensayo de idoneidad del sistema para garantizar la calidad y optimizar
el rendimiento de un sistema de cromatografia de gases para el andlisis de residuos de plaguicidas , J.
Chromatogr. A. 1027. 2004. 55-65.

Lantos J., Kadenczki L., Zakar F., Ambrus A. Validacion de bases de datos de cromatografia de gases para la
identificacion cualitativa de ingredientes activos de residuos de plaguicidas en Fajgelj A. Ambrus A. (eds)(eds)
Principios de Validacion del Método, Real Sociedad de Quimica, Cambridge, 2000, pp 128-137.
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Las operaciones necesarias para una identificacion positiva dependen del criterio del analista, debiendo
prestarse atencion particular a la eleccion de un método que reduzca al minimo los efectos de compuestos
que interfieren en el andlisis. La(s) técnica(s) que se elija(n) dependera(n) de la disponibilidad de
instrumentos y conocimientos adecuados en el laboratorio de ensayo.

CROMATOGRAFIA DE GASES/ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC/MS)

Los datos sobre residuos obtenidos mediante espectrometria de masas suponen las pruebas mas definitivas y,
cuando se dispone del equipo necesario, constituyen la técnica de confirmacion preferible. La técnica
también se utiliza normalmente a efectos de seleccion de residuos (fase 1). Generalmente el anélisis de
residuos mediante espectrometria de masas se aplica conjuntamente con una técnica cromatogréfica de
separacidn, con el fin de obtener simultdneamente datos sobre el tiempo de retencion, la relacion masa/carga
en los iones y la abundancia de los mismos. La transmisién cuantitativa de analitos labiles a través del
sistema cromatografico plantea problemas semejantes a los experimentados con otros detectores. En lo que
respecta a la cuantificacion, los iones que se controlen deberan ser los méas especificos del analito, los que
sufran menos interferencias y aquellos en los cuales la relacion sefial/ruido sea buena.

Cuando se utiliza el monitoreo selectivo de iones (SIM), los intervalos de tolerancia de la relacion de iones y
los tiempos de retencion basados en la inyeccién del plaguicida tipo en disolvente puro a la concentracion
cercana al nivel critico deberian haberse establecido en este punto. Los intervalos de tolerancia para las
relaciones ionicas deben estar dentro de los limites de + 30 % de la relacién idnica absoluta. Cuando 2 (6 3)
relaciones ionicas seleccionadas estan dentro de los intervalos de tolerancia establecidos, se confirma2 el
residuo. Para un pequefio nimero de plaguicidas la espectrometria de masas probablemente solo muestre un
i6n especifico, en cuyo caso debe buscarse una confirmacion alternativa.

Cuando los iones detectados indican todavia la posible presencia de un residuo, el resultado puede
comunicarse como identificado provisionalmente. Sin embargo, cuando el resultado dé lugar a una medida
reglamentaria o los resultados se utilicen con otra finalidad (p. ej.: evaluacion de la ingestion dietética), se
buscard mayor confirmacion de la identidad del analito. Esto puede lograrse con el mismo instrumental de
GC-MS, inyectando compuestos tipo ajustados a la matriz del analito sospechado, para compensar la
influencia de la matriz sobre las relaciones ionicas. En este caso, deben realizarse inyecciones posteriores
del compuesto tipo ajustado a la matriz y la muestra sospechosa. La desviacién del RRT del analito en el
compuesto tipo y el pico sospechado en la muestra debe ser normalmente inferior al 0,1%. Dos relaciones
i6nicas medidas en una muestra deben estar dentro del intervalo de tolerancia calculado en base a las
relaciones ionicas en el compuesto tipo ajustado a la matriz. Se considerara que el residuo ha sido
confirmado si cumple la norma general expuesta anteriormente. Si las relaciones i6nicas no se encuentran
dentro de los intervalos de tolerancia, puede obtenerse una confirmacion adicional de la identidad utilizando
otras técnicas analiticas, ejemplos de las cuales figuran en la Tabla 6.

Otra confirmacién por espectrometria de masas puede realizarse mediante la formacién de su espectro
completo de masas mediante ionizacion por impacto electrénico (en la practica, normalmente desde m/z50
hasta mas alla de la region de iones moleculares). La ausencia de iones que interfieren es una consideracion
importante en la confirmacion de la identidad. Una confirmacién complementaria de la identidad puede
conseguirse: i) utilizando una columna cromatogréafica alternativa; ii) otra técnica de ionizacion (por ejemplo
ionizacién quimica); iii) controlando otros productos de reaccion de determinados iones mediante
espectrometria doble de masas (MS/MS o MS") o iv) controlando otros iones con una masa mayor de
resolucion.

Las determinaciones por espectrometria de masas deberan satisfacer unos controles de calidad analitica
similares a los que se aplican a otros sistemas.

HPLC y HPLC-MS

La confirmacion de los residuos detectados tras la separacion por cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) suele ser mas problematica con respecto a la cromatografia de gases. Si la deteccion se efectGa por
absorcion de rayos UV, la produccion de un espectro completo puede proporcionar una prueba adecuada de
la identidad. Sin embargo, los espectros UV de algunos plaguicidas no son muy utiles para el diagndstico
por ser andlogos a los producidos por muchos otros compuestos que poseen grupos funcionales o estructuras

3 Soboleva E. Ahad K. Ambrus A. Aplicabilidad de algunos criterios de MS para la confirmacion de residuos de
plaguicidas), Analyst, 129, 1123-1129, 2004.
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similares, y la coelucion simultdnea de compuestos que provocan interferencia puede determinar otros
problemas. Los datos sobre la absorcién UV obtenidos con diversas longitudes de onda pueden apoyar o
refutar la identificacion, pero en general por si solos no son suficientemente caracteristicos. Se pueden
emplear datos de fluorescencia para apoyar los obtenidos por absorcion UV. El empleo de cromatografia de
liquidos-espectrometria de masas (CL-EM) puede proporcionar datos justificativos adecuados, pero
considerando que habitualmente los espectros generados son muy simples y presentan una escasa
fragmentacion caracteristica, es improbable que los resultados obtenidos mediante CL-EM sean definitivos.
Una técnica méas potente es la aplicacion de CL-EM/EM, ya que combina selectividad y especificidad y a
menudo ofrece pruebas adecuadas de la identidad del compuesto. Las técnicas de CL-EM tienden a estar
sujetas a los efectos de las matrices, especialmente la supresién, y por consiguiente para confirmar la
cantidad puede hacerse necesaria la adicién de compuesto tipo 0 compuestos tipo marcados por isétopos.
Asimismo se podra recurrir a la derivacion para confirmar los residuos detectados por HPLC (Tabla 6).

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

En algunos casos serd muy conveniente confirmar mediante cromatografia en capa fina (CCF) los resultados
de la cromatografia de gases. La identificacion se basa en dos criterios: valor fR y reaccion de visualizacion.
Los métodos de deteccion basados en bioensayos (por ejemplo con enzimas, proliferacién fungica, inhibicion
del cloroplasto) resultan particularmente idéneos para la confirmacién cualitativa puesto que son especificos
de cierto tipo de compuestos, sensibles, y normalmente se ven muy poco afectados por los coextractos*®. La
literatura cientifica contiene numerosas referencias a esta técnica®. Sin embargo, los aspectos cuantitativos de
la cromatografia en capa fina son limitados. Una extension ulterior de esta técnica implica la eliminacién de
la superficie de la placa correspondiente al fR del compuesto de interés, seguida de coelucion del material de
la capa y de un nuevo anélisis quimico o fisico de confirmacién. Habréa que poner siempre en la placa, junto
al extracto de la muestra, gotas de una solucion del plaguicida tipo para evitar problemas de no repetibilidad
del fR. Echando sobre el extracto gotas del plaguicida tipo también se puede obtener informacion atil. Las
ventajas de la cromatografia en capa fina son la rapidez, el bajo costo y la aplicabilidad a materiales sensibles
al calor; las desventajas consisten en que normalmente es menos sensible que las técnicas instrumentales de
deteccidon cromatografica y exige una purificacion mas eficiente cuando la deteccion se basa en las
reacciones cromaticas de las sustancias quimicas.

DERIVACION

Al seleccionar iones para confirmacion GC/MS basados en una derivacion, los iones seleccionados tienen
gue ser estructuralmente pertinentes para el residuo y no representar fragmentos del agente de derivacion.
Aunque la derivacion puede ser una forma valiosa de confirmar la identidad de un residuo, debe tenerse en
cuenta que afiade también un elemento extra a la incertidumbre de una confirmacion cuantitativa.

Esta forma de confirmacidn puede considerarse bajo tres amplios epigrafes:
a) Reacciones quimicas

Se han utilizado frecuentemente reacciones quimicas en pequefia escala que originan productos de
degradacion, adicién o condensacion de plaguicidas, seguidas de un reexamen de los productos por técnicas
cromatogréaficas. Las reacciones dan origen a productos que tienen tiempos de retencién y/o respuesta al
detector distintos de los del compuesto de origen. Hay que tratar una muestra de plaguicida tipo juntamente
con el residuo sospechado a fin de poder comparar directamente los respectivos resultados. Debera incluirse
también un extracto enriquecido para probar que la reaccion ha tenido lugar en presencia de material de la
muestra. Cuando los derivados se detectan gracias a las propiedades del reactivo del que se derivan, pueden
producirse interferencias. Cochrane, W.P., ha publicado una resefia de las reacciones quimicas utilizadas
para fines de confirmacion (Chemical derivatisation in pesticide analysis, Plenum Press, NY (1981)). Las

4 Ambrus™ A.,. Fiizesi? I.; Susan? M.; Dobi® D., Lantos* J., Zakar® F., Korsos* 1., Olah® J., Beke® B.B., y L.

Katavics® Métodos de cribado efectivos en cuanto a costos para analisis de residuos de plaguicidas en fruta,
hortalizas y cereales en grano, J. Environ Sci. Health B40, 297-339, 2005. Health B39 2004 aceptado para

publicacion.

5 Ambrus A.; Fiizesi I.; Lantos J.; Korsos |.; Hatfaludi T. Repetibilidad y Reproductibilidad de los valores fR y
MDQ con distintos Sistemas de Elucion y Deteccion TLC. J. Environ Sci. Health B39 2004 aceptado para
publicacion.

6 Informe sobre Plaguicidas de IUPAC (13) (Batora, V., Vitorovic, S.Y., Thier, H.-P. and Klisenko, M.A.; Pure

& Appl. Chem., 53, 1981, 1039-1049.
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reacciones quimicas tienen la ventaja de ser rapidas y faciles de realizar, pero es necesario comprar o
purificar reactivos especializados.

b) Reacciones fisicas

Una técnica Util es la alteracion fotoquimica de un residuo de plaguicida para obtener uno o mas productos
de patrén cromatografico reproducible. Hay que tratar siempre de igual manera una muestra del plaguicida
tipo y del extracto enriquecido. Las muestras que contienen mas de un residuo de plaguicida pueden plantear
problemas en la interpretacion de los resultados. En tales casos, puede efectuarse antes de la reaccion una
separacién previa de residuos especificos mediante CCF, cromatografia de alto rendimiento o
fraccionamiento en columna.

c) Otros méetodos

Muchos plaguicidas pueden degradarse o transformarse por la accién de enzimas. En contraposicion a las
reacciones quimicas normales, estos procesos son muy especificos y generalmente consisten en oxidacion,
hidrdlisis o desalquilacion. Los productos de la conversion poseen caracteristicas cromatograficas distintas
de las del plaguicida de origen, y pueden utilizarse a efectos de confirmacion si se comparan con los
productos de reaccion utilizando plaguicidas tipo.



CAC/GL 56-2005 Pagina 5 de 6

Tabla 6. Métodos de deteccion apropiados para el cribado (fase 1) y la confirmacién (fase 2) de
residuos.

Fase 1 - Cribado

GC con columna capilar — ECD, NPD, FPD, PFPD
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GC — columna capilar — ECD, NPD, FPD, | x* |x! |x X X X X
PFPD
GC-MS X xt2 | x X X X X X
LC-MS X X X X X X X
S | Técnicas de examen completas X X X X X X X X
'S
£ | (MS)", HRMS, otras técnicas de ionizacion X X X X X X X X
1.
= | LC-DAD o exploracién UV X X X X X X X
o
o " "
« | LC-UV/VIS (longitud de onda simple) X X X X X
D
§ LC-fluorescencia X X X X X X
TLC - enzimas, proliferacion fungal o | x X X X X X X x%3
inhibicidén del cloroplasto
Derivacion X X X X X X X X
Perfil especifico de isomeros X X X X X X X

1- Se utilizara o bien la columna de polaridad diferente que da lugar a un orden de elucién diferente o
elucidn de residuos y contaminantes en las proximidades del pico de interés u otro detector especifico.

2- Puede utilizarse la misma técnica GC-MS para la fase 2 (confirmacion) si se seleccionan iones diferentes
0 se establecen intervalos de tolerancia basados en soluciones ajustadas a la matriz.

3 - Se utilizara la fase movil o estacionaria de polaridad diferente.
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El sistema ha demostrado idoneidad
para andlisis y es aplicable
base de datos RT

Efectuar el mantenimiento del
sistema v adaptar parametros

FASE 1 - CRIBADO

v v

Analizar muestras con GC o HPLC

Analizar muestras con GC-MS

Y v

Tiempos retencion
estan en limites de
tolerancia estab.

Tiempos retencion
estan en limites de
tolerancia estab.

Analito no es
detectado

Si

Analito es identificado. No es

! _ ) Relaciones ionicas eleg.
necesario confirmacion

estan en limites de
tolerancia establecidos

Analito no es

2 6 3 iones esperados
identificado

estan en muestra en
RT dada

Analito confirmado provisionalmente

|

Confirmacion basada
en uso

Comunicar resultados

FASE 2 - CONFIRMACION

)

Utilizar otras técnicas para Utilizar otros iones si estan disponibles Utilizar estandar ajustado a la matriz de
. L .. compuesto sospechado para verificar intervalos
co_nflrm_ac_u_)n en fun_Clon de de tolerancia de relaciones iénicas y RT y
disponibilidad de tiempo, coantificar el analito

Figura 2. Representacion esquematica del Cribado y Confirmacion (Fase 1y Fase 2) para residuos de
plaguicidas

1 —Valores no habituales incluidas las sustancias prohibidas, violacion de LMR o requisitos de estudio como, por
ejemplo, en la evaluacion de la exposicion.

2 — Remitirse a la Tabla 6 para otros medios de confirmacion.

3 — Para un pequefio nimero de plaguicidas la espectrometria de masas puede mostrar solamente un i6n especifico. En
este caso debe buscarse una confirmacion alternativa.




