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INFORMACION GENERAL

1. El Comité del Codex sobre Residuos de Plaguicidas (CCPR50, 2018) examind, en su 50.2 reunién, una
propuesta de nuevo trabajo de Irdn sobre la revision de las Directrices sobre el uso de la espectrometria de
masas en la identificacion, confirmacion y determinacion cuantitativa de residuos (CXG 56-2005) y puso de
relieve las lagunas en las Directrices que era necesario abordar, por ejemplo, el titulo de las Directrices no
coincide con el contenido del documento que se centra solo en el ensayo de confirmacion; claros errores de
redaccion en el texto; las Directrices contemplan la espectrometria de masas en general que requiere una
mayor orientacion detallada, etc.

2. La CCPR50 reconoci6é la importancia del problema y recalcd la necesidad de que las Directrices
estuvieran armonizadas con las Directrices sobre criterios de rendimiento para métodos de andlisis para la
determinacion de residuos de plaguicidas en los alimentos y los piensos (CXG 90-2017).

3. La CCPR50 acord¢ establecer un Grupo de trabajo por medios electrénicos (GTE), bajo la presidencia de
Iran y la copresidencia de Costa Rica, que trabajaria en inglés, con los siguientes términos de referencia
(REP50/PR, parrs. 164-166):

() Preparar un documento de debate sobre la informacion general, los problemas y soluciones
posibles a las lagunas identificadas en las directrices, incluido un documento de proyecto y una
exposicién de la revision propuesta de CXG 56 para su examen en la CCPR51.

(i) Armonizar CXG 56 con CXG 90 y otros documentos pertinentes del Codex.

4. La invitacién para unirse al GTE fue distribuida a mediados de julio de 2018 con la fecha limite para el
registro a finales de julio de 2018. La lista de participantes se encuentra en el Apéndice Il.

DOCUMENTO DE DEBATE

5. Cuando se llevan a cabo andlisis con fines de vigilancia o aplicacién 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 analisis, que se han
identificado erroneamente como plaguicidas.

6. Se puede argumentar que la cuantificacion del analito no tiene sentido sin la confirmacion de su
identidad, mientras que, en algunos casos, como en el de los compuestos prohibidos o el andlisis cualitativo,
solo se necesita la confirmacion o es mas importante que la cuantificacion.

7. Convencionalmente, para la confirmacion de los resultados positivos para los residuos de plaguicidas en
los alimentos o cualquier compartimiento del medio ambiente, se han adoptado enfoques diferentes, como
cromatografia de gases con dos detectores diferentes o dos columnas de diferentes polaridades,
combinacion de dos técnicas cromatograficas o reaccién quimica seguido del andlisis del derivado. Otros
medios de confirmacion, como el patrén cromatografico caracteristico, podrian aplicarse alternativamente.

8. Sin embargo, estos enfoques de confirmacién clasicos no proporcionan suficiente informacion estructural
sobre el analito. Los métodos de confirmacion deben proporcionar toda la informacion estructural sobre el
analito que sea posible, lo cual solo es posible mediante la aplicacion de técnicas de espectrometria (por
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ejemplo EM, IR).

9. Dada la importancia de la confirmacion de los resultados positivos de residuos de plaguicidas en los
alimentos, la Comision del Codex Alimentarius (CAC) aprobé en 2005 unas Directrices para el uso de la
espectrometria de masas (EM) en la identificacién, confirmacion y determinacién cuantitativa de residuos
(CXG 56-2005).

10. Las lagunas en las directrices que era necesario abordar, por ejemplo, el titulo de las directrices no
coincide con el contenido del documento; CXG56 se centra solo en el ensayo de confirmacion; claros
errores de redaccion en el texto; CXG56 contempla la espectrometria de masas en general que requiere
una mayor orientacion detallada, etc.

11. En cada seccion siguiente se revisan las materias contenidas en CXG 56-2005 y se proporcionan
recomendaciones de revisién. Los apéndices | y Il del presente documento contienen un documento de
proyecto y un esbozo de las directrices revisadas para la propuesta de nuevo trabajo para su consideracion
por el CCPR. El apéndice Ill contiene una lista de los participantes de este GTE.

ENSAYO DE CONFIRMACION

13. El parrafo 1 pone de relieve la importancia de la generacién de datos de confirmacién de los
resultados, antes de presentar un informe del andlisis. El parrafo se cierra con un ejemplo de las técnicas y
confirma que no se corresponde con el uso de espectrometria de masas.

14. Los parrafos 2, 3 y 6 describen las técnicas de confirmaciéon no relacionados con las técnicas de
espectrometria de masas actuales; no son compatibles con el titulo de las directrices y su dmbito de
aplicacion; se recomienda eliminar ambos parrafos.

CROMATOGRAFIA DE GASES/ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG/EM)

15. De los parrafos 7 a 17 se propone eliminar las secciones actuales, ya que no solo se refieren a los
métodos de espectroscopia, sino también a las técnicas fuera del alcance del documento. Hay una mezcla
de criterios de aceptacién de otras técnicas con las técnicas de la espectrometria de masas.

16. Se propone eliminar las secciones de cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM),
HPLC y HPLC-EM, cromatografia en capa fina (TLC) y derivacion, y en su lugar incluir las secciones:
Ambito de aplicacion, Principios generales, Seleccién de iones de reconocimiento para la identificacion,
confirmacién, deteccion cuantitativa y un glosario de términos.

RECOMENDACIONES
17. ElI GTE formula las recomendaciones siguientes para el CCPR:

e Recomendar la aprobacion del nuevo trabajo por la Comision del Codex Alimentarius (CAC42)
basado en el documento del proyecto presentado en el apéndice |.

e Establecer un GTE para llevar a cabo la revisién de las directrices de acuerdo con los puntos
planteados en el documento del proyecto.

e Proporcionar observaciones generales sobre las directrices revisadas propuestas expuestas en el
apéndice |l para ayudar al GTE en la revisién ulterior de las directrices.
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APENDICE |
DOCUMENTO DE PROYECTO

PROPUESTA DE NUEVO TRABAJO SOBRE LA REVISION DE LAS
DIRECTRICES PARA EL USO DE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS EN LA IDENTIFICACION,
CONFIRMACION Y DETERMINACION CUANTITATIVA
DE RESIDUOS (CXG 56-2005)

(Para examen)
Objetivo y ambito de aplicacién

El objetivo del nuevo trabajo propuesto es revisar las Directrices sobre el uso de la espectrometria de masas
(EM) para la identificacion, confirmacion y determinacién cuantitativa de residuos (CXG 56-2005) con el fin
de mejorar y aclarar el contenido. Las directrices CXG 56-2005 revisadas contemplan aspectos generales
sobre el andlisis de residuos de plaguicidas por EM, con recomendaciones sobre la identificacion,
confirmacién y determinacién cuantitativa. La revision tiene como fin:

e Dar a las directrices un formato conforme a la estructura de las normas del Codex.

e Centrandose mas en hechos sobre la EM, como una poderosa técnica de confirmacion y
cuantitativa para la determinacién de residuos de plaguicidas, especialmente en los métodos para
residuos mdltiples.

Pertinencia y oportunidad

Los plaguicidas comprenden un gran nimero de sustancias que pertenecen a muchos grupos quimicos
diferentes. La caracteristica comun es que son eficaces contra las plagas. Los plaguicidas comprenden una
gran variedad de sustancias quimicas con diferentes estructuras. Hay diferencias entre sus modos de
accion, absorcién, biotransformacién y eliminaciéon. Se necesitan metodologias analiticas que sean capaces
de medir los residuos a niveles muy bajos y proporcionen evidencia inequivoca de la identidad y la magnitud
de cualquier residuo detectado. La EM es una tecnologia precisa y altamente flexible que se ha utilizado
durante muchos afios en la identificacion y cuantificacién de residuos de plaguicidas.

Desde que el CAC38 adopté las CXG 56 en 2005, se han realizado muchas mejoras en la EM y las técnicas
de separacién de cromatografia liquida (CL) y cromatografia de gases (CG) que se emplean a menudo con
la EM. En consecuencia, las CXG 56 deben revisarse para incluir los avances tecnoldgicos y las
actualizaciones en la EM para la determinacion de residuos de plaguicidas.

La revisién de las directrices tiene su origen en las solicitudes de explicaciones mas detalladas sobre el uso
de la EM como el método mas potente de confirmacién y cuantitativo para la determinacién de residuos de
plaguicidas, en especial en los métodos para residuos multiples.

Principales aspectos que deben tratarse
El nuevo trabajo propuesto por el CCPR debe contemplar los siguientes aspectos:

1. Principios generales de las ensayos de confirmacién en la determinacion de residuos de
plaguicidas, en especial en los métodos para residuos multiples y que demuestran los avances de la
técnica de EM para CG y HPLC aplicables a los plaguicidas.

2. Criterios para la seleccién de iones precursores y del producto para la identificacion, confirmacion y
deteccion cuantitativa.

3. Criterios para la confirmacién de las identidades de los residuos.

4. Criterios del control de calidad de la cuantificacion de los residuos identificados.

Evaluacion con respecto a los criterios para el establecimiento de las prioridades de trabajo

El principal trabajo propuesto sobre la revision de CXG 56-2005 es describir los avances recientes en
espectrometria de masas, incluyendo separaciones cromatogréficas, diferentes analizadores de masas con
guiones para CG/CL, efectos de la matriz en el analisis de EM, y diversas aplicaciones de la EM en el
andlisis de residuos de plaguicidas. Los métodos de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM) y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (CL-ES) siguen
desempefiando un papel crucial en el campo del andlisis de residuos de plaguicidas (ARP). Pese al
predominio de los métodos de CL-EM, la CG-EM sigue siendo una herramienta Gtil para el analisis de
plaguicidas que no son aptos para ionizaciébn a presion atmosférica (IPA) (como los compuestos
organoclorados y piretroides) o en ciertas matrices de alimentos, como los productos con alto contenido de
grasa.

Los principales objetivos de la revisién son:

e Cuantificar los compuestos de interés con gran precision y exactitud en los niveles impuestos o por
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debajo de ellos por la legislacion actual o mas bajos

e Posibilitar el analisis de residuos mdltiples de compuestos con diferentes propiedades
fisicoquimicas
e Ser suficientemente sélida como para permitir un analisis de alto rendimiento

Las directrices deben incluir tolerancias permitidas de intensidades iénicas relativas ya que pueden variar
segun la técnica utilizada para el andlisis. En el caso de la EMCL-EM, la mejorada. La selectividad ofrecida
por el uso de EM/EM es crucial en el caso de la coelucion de compuestos en los que puede lograrse la
identificacion inequivoca y la confirmacion de los picos coeluyentes a través de transiciones de MRM Unicas.

En esta revision pretendemos aclarar estos aspectos.
Pertinencia para los objetivos estratégicos del Codex

Objetivo estratégico 1: establecer normas alimentarias internacionales que aborden problemas
alimentarios actuales y que se planteen

Debido al desarrollo de métodos de analisis de residuos de plaguicidas, la revision de estas directrices
garantiza resultados uniformes de andlisis de diferentes laboratorios.

Objetivo estratégico 2: garantizar la aplicaciéon de los principios de andlisis de riesgos en la
elaboracion de normas del Codex

El documento de directrices no abordara residuos de un plaguicida o productos alimenticios especificos. En
otras palabras, se pretende que sea pertinente para todos los riesgos de residuos de plaguicidas en todo
tipo de alimentos que causen un riesgo.

Objetivo estratégico 3: facilitar la participacion efectiva de todos los miembros del Codex

El alcance de las directrices es aplicable para cualquier laboratorio de residuos de plaguicidas en cualquier
pais miembro del Codex.

Objetivo estratégico 4: poner en préactica sistemas y préacticas efectivos y eficaces de gestion del
trabajo

Durante el desarrollo de las directrices, todos los documentos de trabajo y debates electrénicos seran
distribuidos de manera oportuna y transparente a través del foro electrébnico en
http://forum.codexalimentarius.net/. A medida que avance la revision, las Ultimas versiones de los textos
seran traducidas a los idiomas oficiales de la Comisién antes de las reuniones anuales del Comité.

Informacién sobre la relacion entre la propuesta y otros documentos existentes del Codex

Las directrices complementardn las normas existentes del Codex que se centran en los residuos de
plaguicidas. El documento de directrices del CCPR contempla los métodos analiticos cuantitativos y
cualitativos (de deteccién, identificacién, confirmacién) que son coherentes con los criterios establecidos en
CXG 90-2017 y siguen de cerca las recomendaciones del documento SANTE 11813 2017.

Determinacién de necesidades de aportaciones técnicas a la norma procedentes de oOrganos
externos, a fin de que se puedan programar

En este estadio no se ha identificado ninguna necesidad adicional.
Espacio de tiempo propuesto para la finalizacién del trabajo

A reserva de la aprobacion por la CAC en 2019, un primer borrador de las directrices revisadas se
presentard a la CCPR52 (2020) para su consideracion. La aprobacion final por la CAC esta prevista en el
afio 2022.


http://forum.codexalimentarius.net/
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APENDICE Il

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

CAC/GL 56-2019-
Proyecto de revision preliminar
Para recabar observaciones generales del CCPR

Introduccioén

Cuando se llevan a cabo analisis con fines de vigilancia o aplicacién reglamentaria, es especialmente
importante que se generen datos de confirmacién 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.

Se puede argumentar que la cuantificacion del analito no tiene sentido sin la confirmacion de su identidad,
mientras que, en algunos casos, como en el de los compuestos prohibidos o el analisis cualitativo, solo se
necesita la confirmacion o es mas importante que la cuantificacion.

Los ensayos de confirmacién 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. Tratandose de una
serie de muestras de origen similar, que contenga residuos del mismo plaguicida, quizds baste con
confirmar la identidad de los residuos en una pequefia parte de las muestras, tomada al azar. De igual
forma, cuando se sabe que 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, deben utilizarse para comprobar la
presencia de posibles sustancias que interfieren en el andlisis.

Clasicamente, para la confirmacion de los resultados positivos para los residuos de plaguicidas en los
alimentos o cualquier compartimiento del medio ambiente, se han adoptado enfoques diferentes, como
cromatografia de gases con dos detectores diferentes o dos columnas de diferentes polaridades,
combinacion de dos técnicas cromatograficas o reaccion quimica seguido del analisis del derivado. Otros
medios de confirmacion, como el patrén cromatografico caracteristico, podrian aplicarse alternativamente.
Por ejemplo, cuatro isomeros de cipermetrin forman un patrén especifico, que, combinado con los tiempos
de retencién, puede servir como evidencia adicional de la identidad de cipermetrin. Sin embargo, en casos
similares se debe tener cuidado cuando es posible la reisomerizaciénl.

Sin embargo, estos enfoques de confirmacién clasicos no proporcionan suficiente informacién estructural
sobre el analito.

Los métodos de confirmacién deben proporcionar toda la informacién estructural sobre el analito que sea
posible, lo cual solo es posible mediante la aplicacion de técnicas de espectrometria (por ejemplo EM, IR).
Por consiguiente, la mayoria de los documentos que establecen los criterios de confirmacion para residuos
y contaminantes describen la combinacién de una técnica cromatografica con espectrometria de masas
como el principal instrumento de confirmacion.

Ambito de aplicacion

Estas directrices abordan el principio general de aplicacion del espectrémetro de masas (EM) en la
identificacién, confirmacion y determinacién cuantitativa de residuos de plaguicidas, y deben leerse junto
con todos los métodos de analisis pertinentes de residuos de plaguicidas.

Principios generales

El andlisis de los residuos de plaguicidas con métodos para residuos miltiples consta generalmente de dos
fases: cribado y confirmacion. El proceso se describe esquematicamente en la Fig. 1. 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

1 EN12393-3-2013: Alimentos de origen vegetal — métodos para residuos multiples para la determinacién de residuos de
plaguicidas por CG o CL/EM. Parte 3: Determinacién y ensayos de confirmacion
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fase es la confirmacién, que se concentra en los plaguicidas encontrados en la primera fase. El uso de los
resultados a comunicar y la consiguiente decision de gestion determina los esfuerzos realizados en el
proceso de confirmacién. La eleccion de la técnica utlizada para la confirmacion 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 separacién y deteccién. En
el Cuadro 1 se proporcionan algunos procedimientos alternativos de confirmacion.

Seleccién de iones de reconocimiento para la identificacion, confirmaciéon y deteccidon cuantitativa

La deteccién por espectrometria de masas se llevara a cabo mediante técnicas de EM, utilizando espectros
de masa completos (barridos completos) o el control de iones especificos (SIM), o el control de la reaccion
seleccionada (SRM), u otras técnicas apropiadas de EM o EM-EM", combinadas con los modos de
ionizacion adecuados. En el caso de espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS), la resolucion
sera generalmente superior a 10 000 para todo el intervalo de masas, con una definicion del valle del 10 %.

Los espectros de referencia para el analito deben generarse utilizando los mismos instrumentos y técnicas
empleados para el andlisis de las muestras. Si son evidentes grandes diferencias entre un espectro
publicado y el generado en el laboratorio, debe demostrarse que el ultimo es valido.

Si se registran espectros de barrido completo en una Unica espectrometria de masas, debe haber un
minimo de cuatro iones con una intensidad relativa = 10 % del pico de base. Se incluira el ion molecular si
se encuentra en el espectro de referencia con una intensidad relativa = 10 %. Puede recurrirse a la
busqueda bibliogréafica asistida por ordenador2. En este caso, la comparacién de los datos del espectro de
masas en las muestras de ensayo con la solucion de calibracién superara un factor critico de
correspondencia. Este factor se determinara para cada analito durante el proceso de validacion, sobre la
base de espectros para los que se cumplen los criterios que describiremos a continuacién. Se controlara la
variabilidad en los espectros debida a la matriz de la muestra y el funcionamiento del detector.

En caso de medicién del barrido completo, puede ser necesaria la sustraccion meticulosa de espectros del
fondo por deconvolucién u otros algoritmos, para asegurar que el espectro resultante del pico
cromatografico es representativo. Cuando se utiliza la correccion del fondo, debe de aplicarse de manera
uniforme en todo el lote y debe indicarse claramente.

Si se realiza la determinacion de espectrometria de masas por SIM, el ion molecular debe ser
preferentemente uno de los iones de diagnéstico seleccionados. Los iones de diagnéstico seleccionados no
deben proceder exclusivamente de la misma parte de la molécula. La relacién sefial-ruido de cada ion de
diagnostico debe ser> 3:1.

Al seleccionar los iones caracteristicos para el desarrollo del método SIM deben considerarse muchos
datos. Interferencias notorias, como iones que se sabe que son abundantes en el medio ambiente, como
ftalatos (m/z 149), los artefactos de columna (m/z 73, 207, 221, 281, 327), la matriz, el fondo, la pérdida de
fraccion especifica (m/z 18) etc. no deben incluirse cuando se desarrolla un método para SIM. Identificacion
y confirmacién de los resultados.

Los cromatogramas de iones extraidos de los extractos de muestra deben tener picos de tiempo de
retencién, forma del pico y relacion de respuesta similares a los obtenidos a partir de estandares de
calibracion analizados en concentraciones comparables en el mismo lote. Los picos cromatograficos de
iones selectivos diferentes para el analito deben coincidir completamente. Cuando un cromatograma de
iones muestra evidencia de interferencia cromatografica significativa, la identificacién no debe basarse en él.

Uno de los problemas en el analisis de residuos de plaguicidas es la falta de un nimero suficiente de iones
con los volumenes requeridos en los espectros de masas de algunos plaguicidas. Por ejemplo, la ionizacién
por impacto electrénico en los espectros de masas de bitertanol, metoxicloro, fosmet produce iones de
cuantificacién solo con volimenes superiores o inferiores al 10% del pico de base, que no pueden utilizarse
para fines de cuantificacion debido a la alta incertidumbre de la medicion. Ademas, aumentaran
significativamente el LOQ como se expondra a continuacion. En otros casos, como dimetoato, mevinfos y
fentién, los iones de diagndstico no son especificos ytrazas de iones de las masas de identificacién suelen
coincidir con componentes de la matriz. Por ejemplo, pueden seleccionarse tres iones con m/z 109, 127,
192 para la identificacién de mevinfos en el modo SIM, pero dos de ellos (109 y 127) aparecen a menudo en
la superposicién de coextractos3.

Distintos tipos y modos de detectores de espectrometria de masas proporcionan grados diferentes de
selectividad y especificidad, lo cual guarda relacion con la confianza en la identificacion. Los requisitos para

2 La deconvolucion automatizada de espectros de masas y sistema de identificacién (AMDIS) es un programa de
ordenador que extrae los espectros de los componentes individuales en un archivo de datos de CG/EM e identifica los
compuestos de interés, cotejando estos espectros en una biblioteca de referencia.

3 Soboleva E. Ahad K. Ambrus A. Applicability of some MS criteria for the confirmation of pesticide residues, Analyst,
129, 1123-1129, 2004.
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la identificacién se presentan en el Cuadro 2. Deben considerarse como criterios de referencia para
identificacién, no como criterios absolutos para demostrar la presencia o ausencia de un analito.

Cuantificacion

Cuando se utiliza el control selectivo de iones (SIM), los intervalos de tolerancia de la relacion de iones y los
tiempos de retencidon basados en la inyeccion del plaguicida tipo en disolvente puro a la concentracion
cercana al nivel critico deberian haberse establecido en este punto. Las intensidades relativas de los iones
detectados, expresadas como un porcentaje de la intensidad del ion mas intenso o la transicion, deben
corresponder a las del analito patrén, de patrones de calibracion o de muestras adicionadas, en
concentraciones comparables y medidas en las mismas condiciones, con las tolerancias de + 30%. Cuando
dos (o tres) razones idnicas seleccionados estan dentro de los intervalos de tolerancia establecidos se
confirma el residuo. Para un pequefio nimero de plaguicidas la espectrometria de masas probablemente
solo muestre un ion especifico, en cuyo caso debe buscarse una confirmacién 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 (por ejemplo, evaluacién de la ingestion
dietética), se buscara mayor confirmacion de la identidad del analito. Esto puede lograrse con el mismo
instrumental de CG-EM, inyectando compuestos tipo ajustados a la matriz del analito sospechado, para
compensar la influencia de la matriz sobre las razones iénicas. En este caso, deben realizarse inyecciones
posteriores del compuesto tipo ajustado a la matriz y la muestra sospechosa. La desviacion del RRT del
analito en el compuesto tipo y el pico sospechado en la muestra debe ser normalmente inferior al 0,1%. Dos
razones i6nicas medidas en una muestra deben estar dentro del intervalo de tolerancia calculado en base a
las razones iénicas 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 razones 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 el Cuadro 1.

La confirmacién de los residuos detectados tras la separacién por cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) suele ser mas problematica con respecto a la cromatografia de gases. 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 mas 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 supresion, y por consiguiente para confirmar la
cantidad puede hacerse necesaria la adicion de compuesto tipo 0 compuestos tipo marcados por isétopos.
Asimismo se podra recurrir a la derivacion para confirmar los residuos detectados por HPLC(Tabla 1).

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

Siempre que se utilicen técnicas cromatograficas en el cribado o confirmacién, es esencial determinar
correctamente las ventanas del tiempo de retencién. Hay que asegurarse de que el instrumento se regule
correctamente antes de empezar el andlisis, debiéndose realizar un ensayo de idoneidad antes de cada lote
de andlisis4. La base de datos sobre tiempos de retencion debera ajustarse a las condiciones actuales5. En
la fase 1 pueden aplicarse intervalos de tolerancia de 1,5 al 3% del tiempo de retencién absoluto a la CG
capilar dependiendo de la forma de un pico. Para la confirmacion del tiempo de retencién los intervalos de
tolerancia absoluta aumentaran a un tiempo de retencion mas elevado. El intervalo de tolerancia debe ser
inferior a 1 seg para un TR 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 retencion mas elevados es conveniente un
intervalo de 6 seg.

4 Soboleva E. Ambrus A., Application of system suitability test for quality assurance and performance optimization of a
gas chromatographic system for pesticide residue analysis, J. Chromatogr. A. 1027. 2004. 55-65.

5 Lantos J., Kadenczki L., Zakar F., Ambrus A. validation of gas chromatographic Dtabases for qualitative identification of
active ingredients of pesticide residues in Fajgelj A. Ambrus A. (eds) Principles of Method Validation, Royal Society of
Chemistry, Cambridge, 2000, pp 128-137.
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Cuadro 1. Métodos de deteccién apropiados para el cribado y la confirmacion de residuos.

Fase 1-Cribado
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CG - columna capilar — ECD, NPD, 1 y
X X X | X | X | X | X X
FPD, PFPD
- 1,
CG-EM X X2 X | X | X | x| X X
CL-EM X X X | x| x| X X
- | Técnicas de barrido completo X X | X | X | x| X |X X
O
ke L
s | (MS)", HRMS, otras técnicas de
e . . ., X X X X X X X X
= | ionizacién
5
O | LC-DAD o exploracion UV X X | X X | x| x X
N
@ . .
@ | LC-UV/VIS (longitud de onda simple) X X X | x X
LL
LC-fluorescencia X X X | X X X
TLC - enzimas, proliferacion fungal o 5 3
. e s X X X X X X X X
inhibicién del cloroplasto
Derivacién X X | x| x| x| x| x X
Perfil especifico de isbmeros X X | x| x| x| x|x

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

2- Puede utilizarse la misma técnica CG-EM 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 utilizard la fase movil o estacionaria de polaridad diferente.
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Cuadro 2. Requisitos de identificacion para diferentes técnicas de EM

Requisitos de identificacion

Detector / Sistemas tipicos ¥
caracteristicas | ;. P Adquisicion numero
de EM (ejemplos) minimo de otros
iones
S/N = 39
Los picos de analitos en
barrido completo !os cromatogramas de
., cuadrupolar . ’ iones extraidos deben
(resolucion de . intervalo m/z incidir plenament
la unidad de trampa ionica, limitado, seguimiento | 3 iones coincidir p'e ente.
masa) tiempo de vuelo de iones Razoén |on|c§1 dentro del
(TOF) seleccionados (SIM) * 30% (relativo) del
promedio de los patrones
de calibracién de la misma
secuencia
Control de la
reaccion
triple cuadrupolar | seleccionada o
trampa ionica, multiple (SRM,
EM/EM trampa MRM), resolucién de 2 producciones
cuadrupolar masa para el
Q-TOF, Q- aislamiento del ion
Orbitrap precursor igual o
mejor que resolucién
de la unidad de masa
Eahélo(ljfc%tr? © barrido completo,
TR intervalo m/z ;
Medicion )TOF limitado, SIM, 2 lones con
exacta (Q-)Orbitrap fragmentacion con o exactitud de
de masa FT-ICR-MS sin seleccidn del ion masgbsc 5
EM sector precursor, o Ppm="
combinacion de ello
2 iones:
EM de fase individual | *197
combinada y ma'ecurar,
molécula
EM/EM con (des)protonada
resolucién de masa o ion aducto
para el aislamiento con exact. de
del ion precursor masa < 5
igual o mejor que la ppmac
resolucién de la Mas

unidad de masa

Producciondl
EM/EM

a) Preferiblemente incluyendo el ion molecular, molécula (des)protonada o ion aducto

b) incluyendo al menos un fragmento de ion

9 < 1 mDa para m/z < 200

9 ningun requisito especifico para la exactitud de masa

€) en ausencia de ruido, debe haber una sefial en al menos 5 barridos seguidos
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| sistema ha demostrado idoneidad Efectuar el mantenimiento del
para anélisis y es aplicable . .
base de datos RT sistema y adaptar parametros TR
Analizar muestras con CG o HPLC Analizar muestras con CG-EM
Tiempos retenciéon Tiempos retencién
estan en limites de Analito no es estan en limites de
tolerancia establecidos detectado tolerancia establecidos.
Si
Analito es identificado. No Relaciones i6nicas selecc.
es necesario confirmacion estan en limites de
tolerancia establecidos
No l
Analito no es 2 o 3 iones esperados
identificado estan en muestra en
RT dada
Analito confirmado provisionalmente
Comunicar resultados No Confirmacién basada
en uso
FASE 2 - CONFIRMACION Si l
i
A 4
Utilizar otras técnicas para Utilizar otros iones si estan Utilizar estandar ajustado a la matriz de
confirmacion en funcion de disponibles? compuesto sospechado para verificar
disponibilidad de tiempo, costos y intervalos de tolerancia de relaciones
la experiencia del analista?. i6nicas v RT v cuantificar el analito*

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

2 — Remitirse al Cuadro 6 para otros medios de confirmacion.
3 — Para un pequefio nimero de plaguicidas la espectrometria de masas puede mostrar solamente un ion especifico. En
este caso debe buscarse una confirmacion alternativa.

Figura 1. Representacion esquemaética del cribado y confirmacion (fase 1 y fase 2) para residuos de
plaguicidas
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GLOSARIO DE TERMINOS

Confirmacion

El proceso de generacién de suficiente evidencia para garantizar
qgue un resultado para una muestra especifica es valido. Los
analitos deben estar identificados correctamente para
cuantificarlos. La identidad y la cantidad de residuos deben
confirmarse. Es imposible confirmar la ausencia total de residuos.
La adopcion de un “limite de presentacion de informes” en el LCL
evita el alto costo injustificado de confirmar la presencia, o
ausencia, de residuos en niveles innecesariamente bajos.

EM/EM

Espectrometria de masas en tdndem, que aqui incluye EM". Un
procedimiento de EM en el que los iones de una masa
seleccionada con la raz6on de carga (m/z) del proceso de
ionizacién primario son aislados, fragmentados en general por
colision, y los iones del producto separados (EM/EM o EM?). En
los espectrometros de masas de trampa de iones, el procedimiento
puede llevarse a cabo de forma repetitiva en una secuencia de
iones del producto (EM"), aunque esto no suele ser practico con
bajos niveles de residuos.

Validacion

La confirmacion mediante examen y puesta a disposicion de
pruebas efectivas de que se cumplen los requisitos particulares de
un uso especifico previsto.

Determinacion

Un resultado cuantitativo de un método que cumple con los
criterios de rendimiento aceptables para el propdsito cuantitativo
del andlisis (por ejemplo, cromatografia con un detector selectivo
de elementos)

Identificaciéon

Un resultado cualitativo de un método capaz de proporcionar
informacion estructural (por ejemplo, utilizando la deteccion por
espectrometria de masas (EM)) que cumple con criterios
aceptables para el propdsito del analisis.

Barrido completo

Cuando la determinacién con espectrometria de masas se lleva a
cabo registrando espectros de barrido completos, es obligatoria la
presencia de todos los iones de diagnéstico medidos (el ion
molecular, los aductos caracteristicos del ion molecular, los iones
fragmentados caracteristicos y los iones isotOpicos) con una
intensidad relativa superior al 10 % en el espectro de referencia
del patrén de calibracion.

Seguimiento de iones

seleccionados (SIM)

Cuando la determinacién con espectrometria de masas se lleva a
cabo por fragmentografia, el ion molecular sera preferiblemente
uno de los iones de diagnostico seleccionados (el ion molecular,
los aductos caracteristicos del ion molecular, los iones
fragmentados caracteristicos y todos sus iones isotépicos). Los
iones de diagnostico seleccionados no deberan proceder
exclusivamente de la misma parte de la molécula. La relacién
sefial-ruido para cada ion de diagndstico sera = 3:1

Control de la reacciéon
seleccionada (SRM)

Los datos adquiridos a partir de uno o mas iones de productos
especificos correspondientes a iones precursores seleccionados
registrados a través de dos 0 mas etapas de espectrometria de
masas.

Nota 1: el control de la reaccién seleccionada en la espectrometria
de masas de multiples etapas se conoce como control de
reacciones consecutivas.

Nota 2: el control de la reaccién seleccionada aplicado a multiples
iones de productos de uno 0 m4s iones precursores se conoce
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como control de la reaccion multiple.

Control de la
multiple (MRM)

reaccion

La aplicacion del control de la reaccion seleccionada a mdultiples
iones de productos de uno 0 mas iones precursores.

Nota: este término no debe confundirse con el control de la
reaccidn consecutiva, que implica la aplicaciéon en serie de tres o
mas etapas del control de la reaccion seleccionada.
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