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Resumen 

Dentro de las políticas de desarrollo que se gestan actualmente en todo el mundo existe una esfera creciente 

que apoya y promueve el establecimiento de garantías de trazabilidad en los alimentos, su calidad e inocuidad 

y el respeto por el medio ambiente. La presencia de compuestos tóxicos en los alimentos es una preocupación 

que crece en todo el mundo. La inocuidad alimentaria ha venido cobrando mayor importancia en años 

recientes, debido principalmente a la apertura de mercados que obligan al cumplimiento de normas de 

protección al consumidor local en la importación y de los socios comerciales para la exportación. Sin embargo, 

la perspectiva de crecimiento del mercado nacional se ve seriamente limitada si no se cuenta con una 

inspección efectiva de estos productos, pues el control empleando análisis de laboratorio hace parte de los 

crecientes enfoques estratégicos de las políticas gubernamentales que actúan como una barrera con 

consecuencias trascendentales como la detención y el rechazo de los cargamentos. Por esta razón, las 

metodologías desarrolladas en este estudio se consolidan como una herramienta valiosa para apoyar las 

políticas de comercio y el control bajo la exigente normativa actual. 

Para desarrollar las metodologías se escogieron las frutas tropicales de exportación y los cereales de consumo 

interno pues suponen grandes oportunidades comerciales para el país como productos claves en la política 

nacional. Las técnicas desarrolladas fueron orientadas hacia la determinación de plaguicidas al límite 

regulatorio ya que evaluar estos niveles es un requisito para la comercialización de dichos productos. Se 

aprovechó al máximo la capacidad y versatilidad de las técnicas instrumentales de inyección, separación y 

detección para alcanzar una sensibilidad acorde con el propósito del marco normativo. Adicionalmente se 

evaluó una limpieza mejorada con adsorbentes y se implementó una herramienta novedosa para lograr 

mantener el desempeño instrumental empleando una configuración de inversión de flujo. Como valor 

agregado se empleó la adición de compuestos que aumentan la señal de los analitos más sensibles al llamado 

efecto matriz, con lo cual se logró mejorar apreciablemente la calidad de las señales obtenidas en los extractos. 

A través de la validación de las metodologías se logró reunir suficiente evidencia para demostrar que con una 

preparación, procesamiento y almacenamiento adecuado de los ítems de ensayo los procedimientos de análisis 

tienen un buen desempeño en términos de eficiencia, especificidad/selectividad, respuesta lineal, robustez y 

determinación de la concentración con exactitud y precisión. Asimismo se verificó la metodología empleando 

muestras reales con lo cual se puede decir que si un analista entrenado ejecuta el procedimiento operacional 

estándar que se deriva de este trabajo, es posible demostrar la competencia en el análisis de residuos de los 

plaguicidas dentro del alcance de la metodología en cualquiera de las matrices involucradas en el estudio. 

Palabras clave: Cromatografía de gases, espectrometría de masas, QuEChERS, frutas, cereales. 
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Abstract 

Among the political agenda on international development, some initiatives taking place at the heart of the 

states include a growing consumer protection policy that is engaged with the current issues agriculture and 

food security faces. Nowadays, this perspective is on the rise and affects the stock market by demanding rules 

and cooperation between trading countries. This frame is of critical importance, since supports and promotes 

the establishment of guarantees on traceability in food quality and safety and for the respect of the 

environment. The presence of toxic compounds in food is a growing concern worldwide. Food safety has been 

gaining significance in recent years, mainly due to the opening of new markets that require checking 

compliance for local consumer protection in the import of foodstuff as well as for trading partners in its 

exportation. However, the prospect of domestic market growth is severely limited if there is no effective 

inspection of these products. The control of pesticide levels by using laboratory tests is part of a growing 

strategy to comply the government regulations where the detection of infringements leads to ban the producer 

from marketing the products with consequences such as detention and refusal of shipments. Therefore, the 

methodologies developed in this study were found as a valuable tool to support studies related to the 

assessment of pesticides levels and so could help control bodies applying the current trade regulations. 

Before agricultures can start trading, they must first ensure its produce is free of contaminants to the extent 

regulations call for. To develop methodologies useful to demonstrate no harm to consumers according the law, 

some tropical fruits for exportation and grains for domestic consumption were chosen as target matrices since 

they represent great opportunities for the country as key products in national politics. The techniques 

developed were oriented towards determining the regulatory limit of pesticides since evaluating these levels 

is a requirement here and there. Regarding the power and versatility of instrumental techniques such as large 

volume injection, chromatographic separation and detection, full advantage was taken to achieve the level of 

sensitivity consistent with the purpose of the regulatory framework. An improved cleaning was evaluated 

making use of different adsorbents and a novel tool was implemented in order to procure good instrumental 

performance using a reverse flow configuration. The addition of compounds that increase the signal of the 

most sensitive analytes on the principles of the so-called matrix effect brought a remarkable benefit on 

performance, since the quality of the signals obtained in extracts was substantially improved. 

Through the validation of the methods, enough evidence was gathered to show that with proper preparation, 

processing and storage of the test items, procedures of analysis perform well in terms of efficiency, 

specificity/selectivity, linear response, robustness and the concentration can be accurately and precisely 

determined. The methodologies also were verified using real samples, which let thus certainly show that if a 

trained analyst runs the standard operating procedure derived from this work, it is possible to demonstrate 

competence in the analysis of pesticide residues within the scope of the methodology in any of the matrices 

involved in the study. 

Keywords: Gas chromatography, mass spectrometry, QuEChERS, fruits, cereals, analyte protectants. 
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2 Análisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportación y cereales 

 

1.1. Introducción 

 

 

La vigilancia de los residuos de plaguicidas1 en frutas y hortalizas ha sido un tema de suma 

importancia para las entidades gubernamentales y de control. Por ejemplo, los esfuerzos 

adelantados por el Laboratorio de Análisis de Residuos de Plaguicidas (LARP) de la 

Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá se han reflejado en la acreditación de 

calidad para sus metodologías debido al gran impacto de sus resultados sobre la sociedad y 

el comercio. Es así como a través de una investigación dedicada durante la última década, 

el LARP ha concentrado sus recursos en la estructuración de un portafolio completo para la 

determinación de plaguicidas en diversas frutas y hortalizas. Con el paso del tiempo la 

tendencia en este tipo de laboratorios se ha centrado en la implementación de métodos 

multiresiduo (MMRs) con el objetivo de poder identificar y cuantificar tantos analitos como 

sea posible en el mismo análisis con el fin de asegurar la inocuidad química en vez 

desarrollar métodos particulares que sólo son útiles para determinar un analito. De hecho, al 

rededor del año 2005 el compromiso del laboratorio se focalizó en el adelanto de estudios 

para adaptar los métodos de vanguardia hacia opciones económicas para países en vía de 

desarrollo que cuentan con recursos limitados. Dichos estudios contaron con el apoyo y la 

colaboración constante del Organismo Internacional de Energía Atómica (OIEA), 

concretados en la publicación de documentos guía [1] y por supuesto en la disponibilidad 

de equipos especializados. De esta manera el equipo del LARP, con el apoyo de esta agencia 

internacional, logró realizar estos adelantos con metodologías basadas en la extracción con 

acetato de etilo (AcOEt) para el análisis de productos con alto valor en el mercado como la 

miel, la gulupa, la granadilla y el maracuyá, impulsando así su comercialización fuera del 

país. 

En términos generales, las frutas y hortalizas pertenecen al grupo de productos con mejores 

oportunidades de exportación en el marco del Tratado de Libre Comercio (TLC) [2] suscrito 

en el 2005 por los ex presidentes de Colombia y Estados Unidos. A pesar de los esfuerzos 

de ambas partes, este tratado sólo pudo ser aprobado después de 6 años debido a problemas 

sociales internos que tuvieron lugar en Colombia. Finalmente, solo hasta el 12 de octubre 

de 2011 el congreso estadounidense aprobó el TLC, edificando así el camino hacia el libre 

intercambio con el mercado más grande del mundo, lo cual supone un reto para Colombia. 

Teniendo en cuenta que las frutas tropicales aún tienen un mercado muy limitado en el 

exterior, para los agricultores es motivante poder vender sus productos y de ese modo 

                                                 
 

1 Sustancias presentes en alimentos y piensos que son resultado del uso agrícola de los plaguicidas, incluyendo derivados 
con importancia toxicológica que provengan de fuentes conocidas o desconocidas [219]. 
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contribuir con el desarrollo agrícola del país. Del mismo modo se ha evidenciado un 

crecimiento de la participación de Colombia en el mercado de la Unión Europea (UE), 

puesto que el comercio de bienes y servicios y la inversión directa en los socios corporativos 

de Latinoamérica y el Caribe (LAC) es cada vez mayor. Por ejemplo, las estadísticas del 

2000 acerca de las importaciones de la UE revelaron que el segundo producto de 

importación para la UE desde la Comunidad Andina (CAN) - Bolivia, Colombia, Ecuador, 

Perú y Venezuela- fueron las frutas y hortalizas (12,4% del total) superado solamente por el 

petróleo[3]. Tiempo después el papel de nuestro país se destacó a tal punto que en el 2007 

la UE importó de Colombia cerca del 5,3% del total de frutas y hortalizas (Figura 1)[4], muy 

cerca de las cantidades importadas de productores bien conocidos como Suráfrica (5,7%) y 

Brasil (6,2%).  

Figura 1. Socios de la UE para las importaciones de productos agrícolas en 2007. 
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1.1.1 Frutas tropicales 

En los últimos años, el mercado internacional de frutas ha significado un buen cambio para 

el sector económico y social. Dichas transformaciones tienen que ver con cambios en la 

dinámica de los consumidores y sus tendencias, lo cual ha llevado a la diversificación de 

este mercado. Estas modificaciones han promovido la aparición de grandes oportunidades 

para los productores. El aumento en el consumo de frutas y sobretodo de la participación de 

las frutas tropicales y exóticas en el mercado del mundo obedece a la apreciación social y 

científica creciente de sus propiedades nutricionales. Este es un hecho de suma conveniencia 

para nuestra región pues nos representa una circunstancia económicamente favorable pues 

contamos con un alto potencial productivo. La Tabla 1 presenta cómo las exportaciones 

mundiales de frutas frescas y procesadas han aumentado a través del tiempo. 

Tabla  1. Exportaciones de frutas frescas y procesadas (millones de USD) [5]. 

Categoría 1961 1971 1981 1991 2001 

Frutas frescas 1401 2464 8166 16881 21622 

Jugo de fruta 64 224 1041 2720 4508 

Conservas 318 606 2026 3756 4476 

Nueces y deshidratados 232 332 1482 1889 2146 

Total 2015 3626 12715 25246 32752 

El enorme consumo de frutas frescas observado ha provocado una demanda cada vez mayor 

de dichos alimentos, en especial de parte de clientes estratégicos. Por ejemplo, el mercado 

de frutas se mostró en el 2005 como sigue: Estados Unidos con 18.700 millones de USD, 

Europa con 15.400 millones de USD y Japón con 11.100 millones de USD. En la Figura 2 

se muestran los países a los que se destinan frutas colombianas de exportación, es posible 

observar que los países europeos cuentan con mayor participación que los americanos. Las 

últimas políticas gubernamentales como las que se incluyen en el marco del Consejo 

Nacional de Política Económica y Social (CONPES 3527, [6]) promueven fuertemente la 

capacidad competitiva del sector agrícola hacia un progreso sostenible e incluye productos 

alimenticios (p.e. las frutas tropicales o exóticas) dentro de las estrategias para la apertura 

de mercados y el aseguramiento de su permanencia. La calidad del producto en fresco tiene 

una importancia altísima ya que son la base para la producción de fruta procesada y otros 

productos. En un campo con oportunidades, con competencia y tratados comerciales 

estratégicos, Colombia ha aprovechado esta creciente demanda para el sector frutícola en 

mercados muy atractivos y exigentes como el europeo [7]. Algunos países como Costa Rica 

con la piña, Brasil con el jugo de naranja y Chile con varias frutas han sido capaces de 

incorporar sus productos exitosamente en el mercado y por consiguiente ganar entradas 
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importantes para cada nación. La participación de estos países con sus productos en las 

finanzas internacionales se muestra en la Tabla 2. 

Figura 2. Destino de las frutas colombianas. (a) Exportaciones en 2005 incluyendo plátano y banano.                                

(b) Exportaciones en 2007 únicamente de frutas exóticas. 

 

 

Tabla 2. Casos latinoamericanos exitosos en la exportación de frutas 

País Producto Participación en 2000 (%) 

México 

Mangos frescos 28,4 

Aguacate 22,2 

Argentina Limones y limas 13,0 

Chile 

Manzanas 7,8 

Uvas 19,9 

Brasil Jugo de Naranja 75,1 

Perú Mangos frescos 5,9 

Costa Rica Piña 29,3 

Todos estos modelos de producción comparten algunas características que aseguran una 

demanda estable y en aumento. Por ejemplo, la inversión pública para reforzar el motor 

productivo o la diversificación al nivel de parcelas son factores que podrían ayudar en 

condiciones propias de un mercado volátil. Otras posibilidades importantes son: los 

contratos para mantener control sobre el riesgo a futuro, el control con entidades que deseen 

financiar proyectos relacionados y la promoción de políticas de cero aranceles o de 

estabilidad macroeconómica. Finalmente, la consolidación de una marca país puede ser útil 

para poder ofrecer productos con sello de calidad de ñdenominaci·n de origenò. Sin duda 
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alguna, éste es un punto clave que han situado exitosamente a países latinoamericanos como 

por ejemplo, las manzanas y peras chilenas o el café colombiano. Afortunadamente 

Colombia es un país privilegiado con una gran biodiversidad además de ser poseedor de una 

rica oferta de recursos naturales y diversidad de frutas y hortalizas entre otros. En el caso de 

Colombia se está lejos de ser únicamente representado por la exportación de café, puesto 

que el clima de altura es el responsable de que nuestro país posea diferentes productos 

disponibles durante todo el año. La Figura 3 muestra la dinámica de exportaciones de 

Colombia y cómo en su mayoría son las frutas exóticas las que tienen la más alta 

participación. 

Figura 3. Evolución de las exportaciones de frutas frescas (USD). 

 

1.1.2 Cereales 

 

En cuanto a la producción mundial de cereales, la Figura 4 muestra una proyección de la 

dinámica de producción, demanda y reservas de cereales a nivel mundial a partir de datos 

históricos [8]. Sin embargo, existen factores como las alteraciones en las prácticas 

productivas y la inclemencia del clima que se han consolidado como duros retos para esta 

industria. Un ejemplo de ello son las condiciones climáticas que cerca al año 2010 

impusieron una marcada disminución en la producción del grano, sobre todo en países como 

Rusia, uno de los principales exportadores. Sin embargo, no todos los cereales se han 

afectado negativamente por las condiciones adversas. El caso del arroz (Figura 5), por 

ejemplo, es un producto que gracias a la apertura de mercados mundiales alcanzó picos de 

precio y producción que lo destacan frente a los granos más tranzados a nivel mundial.  
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Figura 4. Proyección mundial de la dinámica mercantil de cereales. 

 

 

Figura 5. Proyección del mercado. a) Precio nominal de cereales (USD/Ton), b) Producción 

mundial de arroz. 

 

 

El arroz paddy se destaca entre otros cultivos tropicales de importancia mundial como las 

frutas y hortalizas, las pasturas y los cultivos destinados a la producción de fibras (algodón, 

yute, etc.) [9]. Según la Figura 5, el arroz se posiciona como un grano con una gran dinámica 

comercial y productiva que a futuro podría entregar mayores dividendos para los arroceros 

colombianos y que de acuerdo con la Política Nacional de Seguridad Alimentaria y 

Nutricional (CONPES 113), se constituye como uno de los cereales que hace parte de la 

canasta básica alimentaria en Colombia junto al trigo, la cebada y la avena.  
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Los registros más recientes de la FAO2 se encuentran en la Tabla 3 y demuestran que la 

tendencia en la producción mundial posiciona al maíz como la cosecha más importante con 

cerca del 35% del total de los cereales seguido por el arroz paddy y el trigo con el 28% y 

27%, respectivamente. Por el contrario, se observa otra tendencia en Colombia, donde el 

maíz ocupa el segundo lugar con un 38% de la producción nacional, mientras que el arroz 

paddy tiene un porcentaje mayoritario del 59% y sin duda supone un papel principal en el 

sector manteniendo una producción que va en aumento de acuerdo con el comercio mundial.  

Adicionalmente, teniendo en cuenta el fuerte crecimiento agrícola que el país ha presentado 

durante la última década mostrado en la Figura 6 [11], se proyecta un gran crecimiento 

positivo en el sector arrocero para los próximos años ya que con los resultados obtenidos el 

país ha logrado concretar políticas agropecuarias encaminadas a la selección de tierras 

designadas para el cultivo especializado, como lo son las grandes extensiones de diferentes 

regiones del país destinadas a la producción de arroz. Por ejemplo la región central 

(departamentos del Huila y el Tolima) se ha consolidado como el mayor productor de grano 

con un 44% del total del país  [12]. 

Figura 6. Comportamiento de la producción agrícola nacional. Fuente CONPES 113. 

 

                                                 
 

2 Food and Agriculture Organization 

Tabla 3. Comparación del mercado de producción de cereales del año 2010 (Ton) [10]. 

Cereales Mundial  Colombia 

Cebada 123477192 12980 

Maíz 844405181 1536290 

Avena 19600935 4000 

Arroz paddy 672015587 2412220 

Sorgo 55654523 98964 

Trigo 650881002 15780 
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Así pues, si se quiere aprovechar de lleno las oportunidades en el mercado de unos de los 

principales productos de interés para el país como lo son las frutas tropicales y los cereales, 

no es suficiente gozar de una enorme variedad de recursos naturales, estar localizados en 

una esquina geográfica estratégica o que exista una gran demanda. También es necesario 

promover el desarrollo del sector agrícola por medio de la identificación de productos 

exportables, aumentar y mejorar los mercados, asegurar una explotación sustentable y de 

alta calidad, tener capacidad de asociación regional, trabajar en gancho con la cadena 

productiva como también apostar por la innovación y el valor agregado. Por fortuna, las 

últimas políticas del gobierno son agudas, estratégicas y bien fundamentadas hacia la 

búsqueda del éxito financiero del país. Ejemplos de ello son el Plan Frutícola Nacional 

(PFN), una herramienta táctica que el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) 

ha adoptado con el objeto de alcanzar dichos resultados, además de los esfuerzos del gremio 

(Asohofrucol) que le apuestan a estimular la producción frutícola en varias regiones del país 

[13] junto con el fuerte apoyo que actualmente reciben los agricultores majagualeños por 

parte de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica) en alianza 

con el MADR y la entidad estatal ñColombia Humanitariaò basados en la promoci·n del 

cultivo de arroz mediante entrega de cerca de 84 toneladas de semillas de alta calidad [14]. 

Estos estímulos no son nuevos y se remontan al año 2006 cuando el MADR estableció 

políticas macroeconómicas que pueden ser resumidas en los siguientes puntos: vínculos con 

pequeños productores, promoción de la inversión privada, la apertura de mercados y la 

investigación tecnológica con el objetivo de desarrollar prácticas de control para reducir la 

presencia de residuos de plaguicidas. En dicho documento se considera explícitamente la 

necesidad de cooperación entre institutos de investigación, universidades y el gobierno [5].  

El mercadeo estratégico seguramente permitirá el posicionamiento de las frutas colombianas 

en mercados externos como alimentos sanos, amigables con el ambiente, conformes con los 

estándares de calidad y las regulaciones. La consolidación de una oferta estable, constante 

y de alta calidad que responda a las necesidades del consumidor final es un estímulo para 

esta cadena de producción. No obstante, debido a que la presencia de plaguicidas en los 

alimentos podría representar riesgos para los consumidores, para Colombia es importante 

vigilar los niveles de residuos de plaguicidas en los productos alimenticios lo cual todavía 

supone un reto para el país. 
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1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo general 

 

Este estudio tiene como fin desarrollar y validar una metodología para la determinación de 

residuos de plaguicidas en cereales y en frutas tropicales colombianas de mayor atractivo 

para el mercado mundial. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

Á Establecer una metodología para analizar residuos de plaguicidas en cereales y frutas 

tropicales empleando el método QuEChERS y cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas con el fin de proveer una herramienta para determinar los 

niveles de concentración de plaguicidas seleccionados en dichos productos de alto 

valor agregado en el mercado internacional. 

 

Á Evaluar la viabilidad de la implementación de la adición compuestos químicos antes 

del análisis instrumental de los métodos seleccionados con el fin de aumentar la 

sensibilidad del equipo a los plaguicidas más difíciles de determinar a baja 

concentración. 

 

Á Desarrollar y validar estas técnicas de acuerdo a una metodología cuantitativa de 

análisis que permita evaluar conformidad en los productos con respecto al límite 

máximo de residuos.  
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1.2.3 Productos de investigación  

 

Á Un Procedimiento Operativo Estándar para la determinación de residuos de 

plaguicidas en frutas tropicales usando el método QuEChERS y cromatografía de 

gases acoplada a espectrometría de masas con cuadrupolo sencillo.  

 

Á Un Procedimiento Operativo Estándar para la determinación de residuos de 

plaguicidas en cereales usando el método QuEChERS y cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas con cuadrupolo sencillo. 

 

Á Al menos un artículo científico en una revista de reconocimiento internacional que 

refleje los resultados obtenidos. 
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2.1 Justificación de la Investigación 

 

Las frutas colombianos de exportación se definen como las que tienen una demanda por 

debajo de la que tiene el banano (fruta de exportación principal), pero que presentan una alta 

dinámica en el mercado. Los productos de reciente introducción en el mercado ofrecen 

fuertes y atractivas oportunidades de negocio por el alto potencial de demanda internacional 

[15]. La Figura 7 destaca a la uchuva, el bananito o banano bocadillo, la granadilla, la pitaya 

y el tomate de árbol como frutas exquisitas vendidas fuera del país.  

Desde luego estas frutas parecen promisorias como productos representativos de las frutas 

tropicales exóticas, las cuales serán a futuro reconocidas internacionalmente como 

productos colombianos tales como el café o el banano. La diversificación del negocio, que 

estaba limitado al comercio de algunos productos manufacturados en el ámbito regional y 

de Estados Unidos, recae en los diferentes destinos a los que llegan nuestras frutas tropicales. 

De acuerdo a las cifras reportadas por Legiscomex.com [16], en el 2008 Colombia fue el 

primer productor de uchuva seguido de lejos por Suráfrica el cual produce una variedad 

menos dulce y colorida, lo cual la hace menos atractiva que la variedad colombiana. La 

Tabla 4 muestra las entradas para Colombia en el año pasado por concepto de exportaciones 

de frutas exóticas [17].  

Figura 7. Mercados que mostraron preferencia por frutas tropicales colombianas en el 2007:       

a) uchuva, b) tomate de árbol, c) bananito d) pitaya y e) granadilla. 
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La priorización 

de la capacidad 

productiva del país es muy importante dentro de las metas propuestas por el PFN. Esta 

priorización tiene que ver con la especialización de microrregiones para la producción de la 

oferta de frutas. La Figura 8 muestra como el MADR priorizó algunas regiones en las cuales 

se brindará soporte para su explotación en el futuro. Como resultado de este estudio, la 

uchuva, el bananito, el tomate de árbol, la pitaya y la granadilla fueron clasificadas para 

vocación exportadora. 

Figura 8. Departamentos priorizados para cultivos de exportaci·n en el marco de la ñApuesta 

Exportadoraò y los municipios con mayor participaci·n. a) Uchuva, b) Tomate de §rbol, c) 

bananito, d) pitaya y granadilla [18]. 

 

                                                 
 

3 Precio en puerto de carga convenido. Acrónimo inglés (Free On Board). 

Tabla 4.Exportación de frutas exóticas colombianas en el 2010. 

Códigos de 

exportación 
Descripción USD FOB3 

0810.90.50.00 Uchuva 22.161.513,16 

0803.00.13.00 Bananito 5.193.048,02 

0810.90.40.00 Pitaya 1.613.713,57 

0810.90.30.00 Tomate de árbol 1.208.625,29 



Implicaciones Prácticas 17 

 

 

Tomando en cuenta el crecimiento de la población, los productores de todo el mundo han 

tenido que abastecer la demanda cada vez más exigente del sector agropecuario en general. 

De acuerdo con esto, durante las últimas décadas en Colombia se ha incrementado el uso de 

agroquímicos para controlar diversos tipos de plagas, y, como lo muestra la Figura 9 los 

últimos registros del ICA4 ponen de manifiesto el aumento consistente en la importación de 

formulaciones comerciales de plaguicidas para suplir las necesidades de un sector agrícola 

en desarrollo que incrementa continuamente su demanda. No obstante estas prácticas ya no 

son recomendables pues su presencia produce efectos negativos en la salud y el ambiente 

[19] y desde hace décadas se conocen las consecuencias de su uso indiscriminado. En 

general, la contaminación química es menos evidente que los riesgos microbiológicos pero 

puede ser responsable de enfermedades a largo plazo [20], por tanto se hace necesario 

establecer políticas de calidad e inocuidad para alimentos frescos y procesados como medida 

de prevención; lamentablemente muy pocos países siguen estas recomendaciones. Por 

ejemplo, sólo los países pertenecientes a la OECD5 han registrado un menor consumo de 

este tipo de agroquímicos al seguir lineamientos de sostenibilidad ambiental [21]. Por esta 

razón, los entes de control nacionales e internacionales permanecen alerta ante al mal uso 

de los plaguicidas, puesto que los hallazgos frecuentes de residuos de estos compuestos en 

productos de consumo ponen a prueba la verdadera implementación de las BPA6 en cultivos 

de diferentes regiones. 

Figura 9. Evolución consolidada de importaciones de plaguicidas (2008-2010). Tomado de [22]  

 

                                                 
 

4 Instituto Nacional Agropecuario 
5 Organisation for Economic Co-operation and Development. 
6 Buenas Prácticas Agrícolas. 
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Desde 1991 se ha venido estudiando una tecnología de producción en cultivos de arroz en 

china [23] llamada tecnología de alta productividad o HYT (High Yield Technology, por sus 

siglas en inglés), la cual está relacionada con la incorporación de biofertilizantes y 

bioestimulantes en el cultivo. Esta novedosa tecnología se ha implementado recientemente 

en el campo colombiano obteniéndose excelentes resultados. La apuesta de los agricultores 

arroceros por un mayor rendimiento en la cosecha ha traído beneficios que se pueden 

resumir en un aumento desde el 15% al 40% en la producción [24].  

Actualmente los productores de arroz son conscientes de diversos factores con un riesgo 

potencial sobre el desarrollo de su actividad de producción agrícola. Entre ellos se puede 

considerar que uno de los más importantes es el estado del clima, ya que puede afectar 

drásticamente a este cultivo si se presentan tanto inundaciones como sequias. Por ejemplo, 

desde el 2010, el país se ha visto seriamente afectado por inundaciones que han sido 

resultado del fenómeno de la niña[25], [26] y que han ocasionado alertas fitosanitarias que 

afectan directamente la producción de los agricultores y dejan pérdidas multimillonarias 

para los inversionistas. Asimismo, la frecuencia de ocurrencia de las sequias se han venido 

incrementando a tal punto que su impacto muchas veces limita significativamente la 

producción [27], principalmente en los modos de cultivo que emplean terrenos inundables 

para obtener una lámina de agua durante temporadas prolongadas.  

A pesar de esto, uno de los mecanismos más efectivo para proteger el cultivo de arroz y 

hacer de éste un negocio rentable consiste en el uso de semillas certificadas para asegurar la 

resistencia a pestes y enfermedades [28]. Su comercio y distribución son políticas 

establecidas por parte de las agremiaciones de productores arroceros, sin embargo estas 

actividades están sujetas a la regulación constante por parte de organismos de control, como 

el ICA, que es el responsable de la incautación de semillas sin los documentos que 

demuestren su calidad. Por ejemplo, en el mes de Julio de 2009 se presentó un caso 

oportunamente controlado en el que traficantes pretendían enviar a la región LAC un 

cargamento con alrededor de dos mil toneladas de semillas de arroz paddy ilegales. Este 

caso demuestra la importancia que tiene para el país que este sector cuente con materiales 

de la más alta calidad con el fin de reducir al máximo la aplicación de agroquímicos y la 

aparición de emergencias fitosanitarias.  

Dentro de los riesgos biológicos más importantes que afectan al arroz, los parásitos y las 

enfermedades reducen significativamente la productividad. Adicionalmente, las malezas 

compiten por luz, agua y nutrientes durante el cultivo lo que conlleva frecuentemente a 

grandes pérdidas económicas. Se estima que estas pérdidas alcancen valores entre el 18% y 

el 22% del costo de producción [29]. Por lo tanto, se requieren estrategias fundamentalmente 

biológicas en el manejo integrado del cultivo para mitigar el riesgo de contaminación 

química. Respecto a estas prácticas más amigables con el ambiente, algunos agricultores 
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emplean hongos como Metarrhizium anisopliae y Trichoderma spp. y, específicamente, 

para controlar los insectos parásitos como son el barrenador (Diatraea saccharallis) y la 

sogata (Tagosodes orizicolus) los agricultores hacen uso de Trichogramma exiguum y 

Haplogonatopus hernandezae, respectivamente [30]. 

Así mismo, según la federación Nacional de Arroceros (Fedearroz)7, se ha registrado un 

crecimiento significativo en el portafolio de agroquímicos para el control de plagas en el 

cultivo de arroz. De acuerdo a un reporte de la Cámara de Comercio, hasta la fecha hay cerca 

de 30 registros de productos que son producidos a nivel local entre insecticidas, fungicidas 

y herbicidas, su distribución se muestra en la Figura 10. 

Figura 10. Control químico de plagas ofrecido en Colombia por Fedearroz. 

 

 

El portafolio de agroquímicos les ha permitido a los agricultores poder obtener un producido 

de alta calidad a precios altamente competitivos lo cual ha llevado a una reducción 

importante en los costos de producción a través del tiempo. Así pues, los principales 

plaguicidas empleados en el cultivo de arroz pueden alcanzar dosis de productos técnicos 

que van desde 0,3 hasta 8 L, y 15 g a 25 kg para productos líquidos y sólidos 

respectivamente. Adicionalmente, los últimos datos de producción y comercio de 

plaguicidas publicados por el ICA [31] han mostrado que son principalmente dos las 

compañías que producen plaguicidas destinados a este cultivo, lo cual suma casi el 6% de la 

producción total de plaguicidas en el territorio Colombiano y además que esto constituye un 

8,6% de las ventas totales de estos agroquímicos en el país.  

                                                 
 

7 Organización más importante del país que agremia a los productores de arroz. 
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Figura 11. Porcentaje del total del registro nacional del mercado de plaguicidas para uso en 

cultivos de arroz (1970-2005). 

 

 

La Figura 11 muestra un registro de las ventas de plaguicidas destinados al uso en el cultivo 

de arroz. Entre los productos más destacados, el glifosato, el 2,4-D y el propanil tienen una 

participación mayoritaria en los registros de ventas. Los beneficios otorgados por el uso de 

este tipo de plaguicidas relacionados a la protección del cultivo son diversos a pesar de la 

tendencia en la reducción del control químico en la agricultura. Estos productos han 

demostrado ser altamente efectivos y consistentes durante el tiempo y son ejemplo del 

continuo aumento en el consumo de plaguicidas por parte de este sector productivo a pesar 

de saber que esto implica una fuente potencial de contaminación y riesgo para la salud del 

consumidor.  

En los últimos años se ha implementado el desarrollo de análisis multiresiduo capaces de 

determinar desde 100 hasta 300 plaguicidas simultáneamente (LS-MRM8) [32]. El 

incremento en el número de contaminantes que se puedan determinar en un mismo análisis 

aun es un desafío para las técnicas contemporáneas debido a que los requisitos de detección 

                                                 
 

8 Large Scale Multiresidue Methods, por sus siglas en inglés 
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para estos métodos son bastante exigentes. Es así como la Decisión de la Comisión europea 

1999/50/EC9 [33] estipuló que el límite máximo de residuos (LMR ï ñConcentraci·n 

m§xima permitida en un alimento por entidades de control nacional o internacionalò [34]), 

debe ser en su mayoría del orden de los µg.kg-1 . Lamentablemente, sólo por medio de 

instrumentos altamente especializados es posible realizar estas determinaciones sin 

comprometer la calidad de los resultados. En las técnicas actuales para el análisis de residuos 

de plaguicidas se requiere el uso de espectrometría de masas (EM) [35] dado su alto grado 

de especificidad y selectividad permitiendo así la determinación a concentraciones cada vez 

más bajas.  

 

2.2 A la vanguardia en métodos multiresiduo 

 

El primero de los MMRs que estuvo disponible para el análisis e identificación de 

plaguicidas estuvo basado en Cromatografía de Papel (CP) [36] aunque luego se lograron 

aislar y determinar diferentes tipos de plaguicidas en alimentos empleando separaciones más 

rápidas y eficientes empleando Cromatografía en Capa Fina (CCF) [37], a tal punto que la 

entonces Comisión para la Química de Plaguicidas de la IUPAC10 llegó a considerarla en 

esa época como la técnica para la determinación y cuantificación de los tipos de plaguicidas 

más importantes [38]. Tiempo después, algunos investigadores desarrollaron métodos de 

extracción y limpieza para la determinación en matrices de diferentes orígenes [39ï42] al 

contar con instrumentación más eficiente y automatizada (p.e CG y CL), pluralizando los 

métodos de extracción, limpieza y determinación selectiva de compuestos. Con ello, los 

MMRs se diversificaron generando un conjunto de técnicas modulares basadas en 

características particulares del ensayo como la matriz y los analitos que fueron unificados 

en protocolos y guías de ensayo que fueron adoptadas por entes estatales y laboratorios de 

investigación como el Pesticide Analytical Manual (PAM) [43] y el método S19 del DFG11 

[44]. En 1987, Roos et. al. [45] publicó un método basado en la extracción con AcOEt y el 

secado con Na2SO4. Este método fue adaptado posteriormente por la autoridad sueca de 

alimentos NAFAS12 empleando un paso de limpieza por Cromatografía de Permeación con 

Gel (CPG), que lo convirtió en uno de los métodos más ampliamente usados al mantener 

buenos resultados, un bajo costo de operación y emplear solventes menos tóxicos. Aunque 

                                                 
 

9 European Commission. 
10 International Union of Pure and Applied Chemistry. 
11 Deutsche Forschungsgemeinschaft 
12 National Food Administration of Sweden. 
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su uso se popularizó bastante, en realidad este método no es muy eficiente y los análisis 

toman mucho tiempo en realizarse. Con base en esto, algunos investigadores [46] optaron 

por emplear mejores alternativas, específicamente usando la Extracción en Fase Sólida 

(EFS), sin embargo sus esfuerzos resultaron en una reducción marcada del alcance de los 

MMRs al poderse analizar solamente pequeñas familias de compuestos.  

Los avances tecnológicos impulsaron así la idea de mejorar la limpieza de los extractos 

empleando la gran diversidad de adsorbentes disponibles en el mercado, así fue como Barker 

et.al. [47] reunió las características de los métodos clásicos en un único paso. El método se 

llamó Dispersión de Matriz en Fase Sólida (DMFS) [48ï50] y consistió en un mecanismo 

simultáneo que incluía homogenización, extracción exhaustiva, fraccionamiento y 

purificación de la muestra lo que posibilitó obtener extractos listos para el análisis 

instrumental. En 1992, Kadenczki [51] demostró su aplicabilidad en una gran variedad de 

frutas y hortalizas empleando un método rápido y económico en términos de cantidad de 

solventes y de muestra, sin embargo la porción analítica requerida se redujo a cantidades tan 

pequeñas que no permitían asegurar el tratamiento de una muestra representativa. En la 

actualidad existen diferentes metodologías aún en desarrollo que incluyen [52]: Extracción 

con Fluidos Supercríticos (EFSC) la cual es más selectiva al ajustar cuidadosamente sus 

parámetros pero permanece como una de las más costosas, Extracción con Líquidos 

Presurizados o Extracción Acelerada con Solventes (ELP/EAS) dónde la cinética de la 

extracción se mejora con la variación de estos temperatura y la presión, la Extracción 

Asistida por Microondas (MAE) y además la Microextracción en Fase Sólida (MFS) para 

analitos volátiles. Adicionalmente, los últimos adelantos como el uso de Polímeros de 

Impresión Molecular (PIM) brindan ventajas no sólo como método de limpieza [53], [54] 

sino como plantillas para monitoreo ambiental o sensores biomiméticos [55] debido a su 

altísimo grado de selectividad. Sin embargo, a pesar de las ventajas de cada uno los métodos 

anteriormente mencionados, estas técnicas comparten dificultades como la optimización 

rigurosa y el enfoque altamente especializado producto de ella, lo cual disminuye sus 

probabilidades de uso como MMRs en laboratorios de rutina. 

Por otro lado, en 2003 Anasstassiades y Lehotay [56] continuando con la búsqueda de una 

alternativa sencilla y eficiente publicaron los primeros avances relativos a un método que 

empleaba una extracción simple con acetonitrilo (ACN) y una partición simultánea con sales 

anhidras seguida por una limpieza empleando adsorbentes comúnmente usados en EFS a 

trav®s de una versi·n ñdispersivaò (d-EFS). El método demostró ser rápido, fácil, 

económico, robusto y seguro, así que fue denominado m®todo ñQuEChERSò QuEChERS13. 

A través de la última década este método ha tenido algunas modificaciones[57ï66] para 

                                                 
 

13 Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe. por sus siglas en inglés. 
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asegurar un buen desempeño en diferentes aplicaciones aunque continúa siendo 

sustancialmente el mismo desde su publicación. 

Vale la pena notar que la tendencia actual de los MMRs está dirigida hacia procedimientos 

de extracción y limpieza cada vez más genéricos y menos selectivos[67]. 

Independientemente del grado de selectividad que se tenga en la extracción o en la detección, 

el uso de un sólo análisis no puede emplearse para ñconfirmarò un resultado. Por lo tanto, 

es de suma importancia la confirmación de la presencia de un plaguicida en una muestra que 

en primera instancia resulta positiva. Con relación a lo anterior, a lo largo del tiempo se han  

desarrollado diferentes estrategias para ejecutar dicha confirmación dentro de las cuales una 

muy popular fue la confirmaci·n con ñcolumnaò. Este m®todo consist²a en realizar el mismo 

análisis pero empleando una columna con selectividad distinta, sin embargo el valor de dicha 

confirmación es limitado [68] ya que tiene un grado de selectividad bajo. 

Como se muestra en la Figura 12, este tipo de confirmación no es independiente, ya que 

ambas técnicas se basan en los mismos mecanismos fisicoquímicos y es necesario emplear 

técnicas ortogonales (independientes) para la confirmación. Por ejemplo, Bakain y 

colaboradores [69] demostraron que al cambiar la selectividad en sistemas de cromatografía 

líquida (CL) empleando buffers, el coeficiente de correlación puede usarse para evaluar el 

grado de ortogonalidad de los sistemas cromatográficos. En conclusión, se hace necesario 

el uso de un criterio verdaderamente independiente como el cromatográfico y el 

espectrométrico que si puede permitir una identificación y confirmación fiables como 

requisito en el desarrollo de técnicas contemporáneas. 

 

Figura 12. Comparación del tiempo de retención relativo (vs. paratión) para el análisis de plaguicidas por CG. 

Columnas y programas de temperatura diferentes. A) Comparación de fases estacionarias DB-1 and DB-5 con 263 

plaguicidas; y, B) Comparación de fases estacionarias DB-5 and DB-1701 con 315 plaguicidas. Fuente: [68]. 
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La identificación es un prerrequisito antes de reportar cualquier resultado cuantitativo, sin 

embargo, si no se emplea detección altamente selectiva o si se usa instrumentación incapaz 

de separar las interferencias isobáricas se podría promover la aparición de falsos negativos 

que podrían conllevar a la omisión de riesgos potencialmente peligrosos para los 

consumidores. Adicionalmente, estas tendencias modernas se suman a la necesidad de que 

las soluciones analíticas deban ser cada vez más integrales, lo cual impulsa actualmente la 

posibilidad de identificar y confirmar más compuestos en menos tiempo. En ese sentido, se 

podría lograr una adecuada identificación de los analitos siempre que las técnicas de análisis 

sean capaces de brindar información estructural que cumpla con ciertos criterios de 

aceptación. Entre dichos criterios se cuenta por ejemplo, con el sistema de puntuación de la 

decisión de la Comisión de la UE 2002/657/EC como también con varios parámetros 

alternativos muy importantes que han sido propuestos en varias ocasiones por algunos 

investigadores, (p.e.: presencia del ión molecular, uso de alta resolución, masa exacta y 

análisis de abundancia isotópica entre otros) [68], [70]. Sin embargo, si se tiene en cuenta 

esta tendencia en relación con la evolución de los MMRs, el estar a la vanguardia hacia 

métodos aún más sencillos y rápidos requiere definitivamente una gran inversión en 

instrumentación. En Colombia esto podría lograrse con la implementación de políticas para 

promover la investigación en instituciones educativas y en centros de investigación y 

desarrollo tecnológico, a través del apoyo financiero [71] para la adquisición de equipos de 

investigación robustos14 que permitan alcanzar y mantener una selectividad adecuada al 

innovar en estos métodos al mismo tiempo que se mantiene el nivel de confianza del análisis. 

Poder asegurar la inocuidad química de los alimentos es una política [72] y una prioridad a 

nivel mundial La inocuidad o food safety está incluida en la definición de Seguridad 

Alimentaria de la FAO: Food security exists when all people, at all times, have physical and 

economic access to sufficient, safe and nutritious food to meet their dietary needs and food 

preferences for an active and healthy life y por lo tanto las actividades de los investigadores 

vienen encaminadas a optar por metodologías que exigen el más alto desempeño en el 

análisis instrumental. Estas estrategias implican principalmente el uso de la detección con 

EM como su herramienta fundamental para implementar nuevos métodos obteniendo 

certeza y resultados de calidad. 

  

                                                 
 

14 Los equipos robustos son aquellos cuyo costo supera los USD$ 100.000 de investigación [71] 
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2.3 Validación de métodos cuantitativos 

 

La validación de metodologías analíticas es un requisito ante las instituciones de regulación 

en el marco de guías oficiales como las BPL15 y los estándares de calidad ISO16 17025. La 

norma ISO 17025 es el estándar de calidad más importante en laboratorios de química 

analítica [73]. El propósito de esta normatividad es construir un campo armonizado que 

facilite el intercambio de información y refuerce la confiabilidad de los resultados por medio 

de la validación, verificando así si el desempeño es adecuado para la necesidad en particular. 

La validación fija los rangos o los parámetros entre los cuales se puede considerar que el 

método se desempeña como se espera, además, su seguimiento ayuda a verificar dichos 

valores a través del Control de Calidad analítico de rutina (CC) [74]. Según la Eurachem17 

los métodos y los equipos deben probarse para asegurar que son adecuados para el propósito 

para el que fueron desarrollados [75]. Los esfuerzos para el cumplimiento de los requisitos 

juegan un papel muy importante en los laboratorios acreditados bajo la norma ISO 17025. 

Uno de los beneficios más destacables de la validación es que ésta permite que el analista 

pueda entregar evidencia justificada y demostrable de que los resultados son confiables y 

reproducibles a cierto nivel de confianza. La extensión de la validación depende, en gran 

medida, del contexto en el que se encuentre inscrito el método pues por ejemplo la PAHO18 

considera unas u otras características de despeño a validar en la industria farmacéutica 

dependiendo de distintos objetivos como: (a) la determinación de identidad de la materia 

prima o producto terminado, (b) la determinación de sus impurezas, (c) cuantificación de 

activos o (d) la evaluación de otras características de las formas farmacéuticas acabadas. 

Especialmente la determinación de componentes minoritarios (niveles traza) constituye un 

caso particular de la aplicación de la química analítica lo cual se evidencia plenamente en el 

análisis de residuos. Así pues, la extensión de la validación puede variar siempre y cuando 

se garantice una caracterización completa del desempeño según los lineamientos propios del 

campo de aplicación (inocuidad alimentaria).  

El procedimiento de validación que se llevará a cabo está basado en las recomendaciones de 

la máxima autoridad sanitaria en Europa19. Dichas recomendaciones están consignadas en 

el documento vigente del comité DG SANCO20 referente al análisis de residuos de 

plaguicidas en alimentos y piensos (SANCO/12495/2011 [76]) y la aplicación en este 

trabajo de investigación se describirá brevemente a continuación. Se asume que antes del 

                                                 
 

15 Buenas Prácticas de Laboratorio. 
16 International Organization for Standardization 
17 Antigua WELAC Western European Laboratory Accreditation Cooperation 
18 Pan American Health Organization. 
19 No confundir con la autoridad europea encargada  European Food Safety Authority (EFSA). 
20 Dirección General de Sanidad y de los Consumidores de la Comunidad Europea. 
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procedimiento de validación, el método se ha optimizado y las condiciones de trabajo se 

controlan adecuadamente. Después de la selección de los analitos y las matrices 

representativas, los aspectos a evaluar serán: Especificidad/selectividad, linealidad, 

exactitud, precisión, límites de cuantificación (LOQ) y efecto matriz (EfM). En este punto 

vale la pena precisar algunos de estos términos. Por ejemplo, la selectividad se refiere al 

ñgrado en que un m®todo puede ser usado para determinar un analito en particular en una 

mezcla sin interferencia de componentes con un comportamiento similarò [77] y es usada 

frecuentemente para caracterizar la separación cromatográfica, ésta difiere de la 

especificidad en que solo evalúa el desempeño en la detección [78], sin embargo aquí ambas 

se usan indistintamente pues los detectores de EM dan respuestas tanto selectivas como 

específicas a diferencia del detector ECD que a pesar de ser selectivo no es específico [76]. 

Por otro lado, la precisión se puede caracterizar por medio de la repetibilidad y la 

reproducibilidad intralaboratorio dando una idea de la consistencia entre los resultados con 

el tiempo. La exactitud se estima por medio del porcentaje de recuperación, mientras que la 

determinación del sesgo no aplica puesto que en este tipo de estudios no se cuenta con 

materiales de referencia certificados en la matriz de análisis. La comisión SANCO sugiere 

en su documento guía que al llevar a cabo la validación todas las características de 

desempeño deben estar en los rangos establecidos en la Tabla 5. 

Tabla 5. Parámetros de validación y criterios. 

Parámetro Vía de evaluación Criterio  

Linealidad A través de la curva de calibración 
Residuales  

< +/- 20% 

Efecto matriz 
Comparación de la curva de calibración en solvente y la curva de 

calibración en matriz 
- 

LOQ 
Nivel más bajo al cual se pude demostrar que 

¢LMR 
se alcanzan criterios de exactitud y precisión del LOQ 

Selectividad Respuesta en blanco de reactivos y muestras control <30% del LOQ 

Exactitud Determinar la recuperación promedio de niveles fortificados 70-120% 

Precisión (RSDr) Determinar la repetibilidad RSDr de niveles fortificados  ¢20% 

Precisión (RSDR) 
Determinar la reproducibilidad  

(p.e. intralaboratorio) 
¢20% 
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2.4 Metodología 

2.4.1 Esquema de análisis 

 

El análisis multiresiduo se basa en métodos que permiten la determinación de varios analitos 

simultáneamente gracias principalmente a un alto grado de selectividad. Para el análisis de 

residuos de plaguicidas empleando cromatografía acoplada a espectrometría de masas se 

recomienda efectuar un procedimiento riguroso de extracción y limpieza para evitar al 

máximo las interferencias. Sin embargo, los métodos tradicionales no son muy eficientes en 

estas etapas y por esto últimamente se han evaluado e implementado nuevas aproximaciones 

para acelerar dichos procedimientos cuando esta selectividad es proporcionada 

principalmente por el método de detección empleando espectrometría de masas. La 

selectividad de la metodología analítica define en gran medida tanto el marco de referencia 

para el análisis, como su alcance y aplicabilidad. En este estudio se propone el esquema de 

la Figura 13 basado en uno de los MMRs para el análisis de cereales y frutas tropicales de 

exportación. 

Figura 13. Esquema de implementación del MMRs. *Adición al módulo del método 

QuEChERS (Se realiza en el procedimiento y su evaluación es instrumental). 
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2.4.2 Herramientas tecnológicas en desarrollo 

 

Á Método QuEChERS/CG-EM (Q) 

Una técnica de uso común es la cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas 

con cuadrupolo sencillo (CG-(Q)EM) operando en modo selectivo de iones (SIM21, por sus 

siglas en inglés). Esta técnica se emplea para detectar analitos en diversas matrices, sin 

embargo no se tiene seguridad sobre la ausencia de otros posibles contaminantes. Cuando 

se trabaja en este modo de operación, los plaguicidas que de hecho puedan estar presentes 

pero que no estén incluidos en el método pueden ser ignorados fácilmente. Esta es una 

desventaja inherente e ineludible en el monitoreo selectivo de iones. Así entonces, a pesar 

de la superioridad en lo concerniente a sensibilidad en el modo SIM respecto al modo scan 

[79], este último ofrece la posibilidad de ejecutar un examen cualitativo preliminar de las 

muestras al comparar toda la información espectral. Vale la pena anotar que en este tipo de 

aproximaciones la calidad del espectro scan debe ser el objetivo más importante [80] para 

poder ejecutar búsquedas automatizadas en las bibliotecas con toda confianza. Este método 

sigue el mismo principio basado en la comparación de probabilidad (PBM22) desarrollado 

en sus inicios por McLaferty [81]. En este caso, es importante aclarar que se debe establecer 

una velocidad adecuada de adquisición para poder obtener mayor calidad y menos ruido y 

así realizar una buena búsqueda inversa al comparar con los espectros en modo de ionización 

por impacto electrónico de la biblioteca NIST23. Otro adelanto desarrollado posteriormente, 

fue por ejemplo la macro Au Pest, una herramienta más eficiente desarrollada hace ya dos 

décadas que simula automáticamente la evaluación manual de los datos, incluyendo el 

reconocimiento automático de picos, la sustracción de ruido y la búsqueda en bibliotecas 

designadas previamente [82]. Más adelante el Sistema de Deconvolución de Espectros de 

Masas e Identificación (AMDIS24) desarrollado por el NIST se popularizó ampliamente para 

este tipo de análisis como un programa que extrae un espectro reconstruido del espectro 

original obtenido del CG-(Q)EM e identifica los compuestos objetivo al comparar contra 

una biblioteca de referencia. El proceso completo puede ser abreviado como sigue: primero 

se hace un análisis del ruido, después la percepción del componente, seguido de la 

ñdeconvoluci·nò del espectro y finalmente la identificaci·n del compuesto [83]. El objetivo 

práctico de este programa es minimizar el esfuerzo que involucra la identificación de 

compuestos por CG-(Q)EM y cumplir con los objetivos de un análisis cualitativo.  

                                                 
 

21 Selected Ion Monitoring 
22 Probability Based Matching. 
23 National Institute of Standards and Technology. 
24 Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System. 
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En 2010 Norli et. al. [84] realizó una evaluación independiente de un programa de reporte 

por deconvolución [85] Deconvolution Reporting Software (DRS, por sus siglas en inglés) 

que emplea AMDIS como núcleo para el análisis de residuos de plaguicidas puso a prueba 

su capacidad para detectar plaguicidas en el rango de 20 a 100 µg/kg en frutas y hortalizas. 

Este estudio mostró resultados aceptables teniendo en cuenta las frecuentes dificultades al 

analizar plaguicidas vol§tiles ñproblem§ticosò. Del mismo modo, Mezcua y colaboradores 

ejecutaron un screening automatizado empleando DRS para el análisis de diferentes matrices 

al tomar en consideración una lista prioritaria de plaguicidas. Conforme a los resultados 

encontrados por AMDIS, los investigadores definieron un Límite de Identificación (LI) el 

cual aseguraba una relación señal-ruido (S/N) mayor que 10. Cabe mencionar que en este 

estudio se empleó el método QuEChERS con el objetivo de evitar las interferencias de 

matriz y mantener altos porcentajes de recuperación (más del 95% de los compuestos entre 

80-110%). Un ensayo posterior de identificación mostró que algunos compuestos 

problemáticos tenían puntajes de comparación entre el 70-90% de coincidencia, aunque sólo 

el 3% del total de los puntajes para las determinaciones estuvieron por debajo del criterio 

70%. Aun así, es importante aclarar que la sensibilidad baja es el principal obstáculo para 

este tipo de técnicas automatizadas en el análisis de residuos que emplean modo scan, puesto 

que sin importar qué tan bien se haya purificado un extracto, el perfil de la matriz siempre 

tendrá una influencia significativa en las intensidades de los iones del analito, y en estas 

condiciones el método de comparación podría fallar por contaminación del espectro del 

analito con compuestos endógenos coeluyentes en una separación incompleta. 

El método QuEChERS se destaca ampliamente de los métodos tradicionales de extracción 

y limpieza en residuos de plaguicidas gracias a las ventajas que posee, sin embargo el uso 

de ACN fue cuestionado recientemente por varios laboratorios debido al alto costo que 

alcanzó en los últimos años. Un bache económico sumado a la clausura temporal de plantas 

de producción durante los juegos olímpicos en Beijing [86] causaron una escasez mundial 

de este insumo. Por esta razón, algunos investigadores optaron por la búsqueda de 

alternativas usando AcOEt como solvente de extracción. Desafortunadamente, estudios 

desarrollados por Lehotay empleando esta modificación al método oficial 2007.01 de la 

AOAC25 dio como resultado mayor cantidad de compuestos co-extraidos en extractos de 

manzana y arándano [87]. La investigación concluyó que la causa de ello no fue por que el 

AcOEt removiera más componentes sino porque el procedimiento de limpieza es menos 

efectivo en estas condiciones. En la actualidad, las metodologías americanas y europeas 

basadas en ACN son las que se usan en la mayoría de laboratorios analíticos de rutina. Sin 

embargo, las restricciones prácticas del uso de ACN en CG han llevado a que se prefiera 

intercambiar el disolvente del inyectable llevando casi a sequedad <0,5 mL y 

                                                 
 

25 AOAC: Asociación de Comunidades Analíticas (http://www.aoac.org/about/aoac.htm) 
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reconstituyendo por ejemplo con tolueno (según recomendaciones de Schenk et. al. este 

procedimiento se ejecuta dos veces [66]). 

 

Á Inyección de grandes volúmenes 

La introducción de la muestra en el análisis cromatográfico es un paso muy importante del 

análisis por CG ya que tiene una gran influencia en el desempeño global del sistema 

instrumental. Una revisión hecha en 1996 por Motohashi et. al. [88] mostraba que la mayoría 

de los métodos oficiales para el análisis de residuos de plaguicidas en frutas, hortalizas y 

suelos que empleaban columnas capilares que hacían uso de la inyección sin división de 

flujo a una temperatura alrededor de 250°C que permitía como máximo la inyección de sólo 

1µ L-5µ L  de muestra (dependiendo del solvente usado [89] o del uso de un pulso de presión 

durante la inyección [90]) lo cual limita notablemente la sensibilidad en los sistemas CG-

EM. Dadas las características y requisitos actuales del ensayo sobre todo en términos de 

sensibilidad, se pueden aprovechar algunos adelantos que permiten obtener mejores 

resultados en aplicaciones tan exigentes como el análisis de residuos. Por ejemplo, 

investigadores como Zrostlíková et. al. [91] y Stajnbaher et. al. [92] han optado por evaluar 

diferentes modos de introducción de la muestra empleando sistemas que permiten la 

inyección de grandes volúmenes (IGV) principalmente para la determinación de bajas 

concentraciones de plaguicidas en matrices vegetales obteniendo muy buenos resultados. 

Recientemente, estos modos de inyección se han extendido también a otras aplicaciones 

como la determinación de compuestos estrogénicos en matrices ambientales [93].  

Existen diferentes diseños de puertos de inyección que hacen posible emplear la IGV dentro 

de los que se destacan: on-column, con-sin división de flujo (SSL26) y el Inyector de 

Temperatura Programable o PTV por sus siglas en inglés. Para el funcionamiento del 

inyector on-column desarrollado en 1985 por Grob et. al. para IGV [94] se requiere emplear 

una sección de columna capilar sin fase estacionaria (retention gap) acoplada antes de la 

columna analítica para retener el líquido, ya que al momento de la inyección se mantiene la 

temperatura debajo del punto de ebullición del solvente formando una capa líquida en su 

interior. Después, el solvente empieza a evaporarse en esa zona junto con otros compuestos 

volátiles que quedan atrapados de nuevo en la capa líquida, mientras que los compuestos 

menos volátiles que permanecen en la superficie del retention gap son reenfocados por el 

efecto de la fase estacionaria de la precolumna y así, cuando todo el solvente se ha 

evaporado, el horno inicia el calentamiento y el proceso cromatográfico comienza. Con base 

en esta configuración el máximo volumen de inyección depende de la longitud del retention 

                                                 
 

26 Inyector más conocido como split-splitless, por sus siglas en inglés. 
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gap siendo necesarios 15 m x 0,32 mm para la inyección de hasta 150 µL  [95]. Las 

aplicaciones para determinación de bajas concentraciones en estos sistemas son bastante 

limitadas debido a que no se promueve la separación de los analitos de los compuestos 

coextraídos de la matriz lo que la hace aplicable solamente para matrices relativamente 

limpias como el agua [96], [97]. Adelantos en esta técnica han permitido inyectar aún 

mayores volúmenes (cerca de 800 µL) o emplear un retention gap más corto. La Figura 14 

muestra un esquema representativo del equipo necesario para la técnica de Evaporación de 

Solvente Parcialmente Concurrente (ESPC) la cual requiere del control de la velocidad de 

inyección durante la evaporación del solvente por medio de una válvula para su salida, sin 

embargo en esta técnica los analitos más volátiles se pierden fácilmente con el solvente por 

la evaporación concurrente y prevenir esta desventaja resulta en mayores complicaciones 

que han limitado su popularización.  

Figura 14. Configuración esquemática para la inyección IGV on-column tipo ESPC. AC: columna analítica, RP: 

precolumna de retención, RG: retention gap, FM: flujómetro, SVE: salida del vapor del solvente, FID: detector de 

ionización de llama. Imagen tomada de [98] 
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Por su parte, el puerto de inyección SSL es mucho más usado en distintas aplicaciones. 

Cuando el inyector SSL se usa para la determinación de trazas se recomienda emplear el 

modo sin división de flujo para no disminuir la cantidad de analito que pueda llegar al 

detector. Sin embargo, este inyector presenta complicaciones en la determinación 

multianalito puesto que la inyección en caliente tiende a promover la descomposición de 

compuestos termolábiles y una alta discriminación. Esta última se ha evidenciado 

notablemente cuando en la inyección se da el fenómeno de termospray [89], caracterizado 

por la formación de un cono de nebulizado en la punta de la aguja durante la inyección 

manual debido principalmente por un tiempo de residencia prolongado en el puerto de 

inyección. Con la automatización se logró mejorar sustancialmente la velocidad de 

inyección y controlar la profundidad que alcanza la aguja con lo que se logró reducir este 

fenómeno generando una banda que transfiere la totalidad de la muestra al inserto, 

reduciendo notablemente la discriminación de los compuestos con mayores puntos de 

ebullición. 

Teniendo en cuenta que las aplicaciones convencionales del inyector SSL normalmente no 

soportan la IGV, en 2003 Cavagnino et. al. [99] desarrollaron el concepto del vapor de 

exceso empleando el mecanismo de Recondensación Concurrente de Solvente (RCS) útil en 

la IGV empleando el mismo SSL común. El mecanismo de esta técnica se ilustra en la Figura 

15 y hace uso de la inyección por formación de banda. El líquido se deposita sobre un 

material de soporte (p.e.: lana de vidrio) colocado al fondo del inserto evitando que se tenga 

contacto con las paredes del mismo para promover una evaporación lenta. Los vapores de 

solvente empiezan a expandirse, desplazando y comprimiendo al gas de arrastre. Como el 

sistema permanece completamente cerrado (sin suministro de gas, válvulas de división y de 

purga) el desplazamiento produce un gran incremento de presión que resulta en la 

transferencia de los primeros ñvapores de excesoò hacia el retention gap donde se vuelve a 

condensara a una temperatura más baja. Esta recondensación produce un efecto de succión 

que promueve la transferencia de la muestra a la columna. Esta técnica permite en teoría un 

volumen de inyección ilimitado siempre que no se sobrepase la capacidad del retention gap. 

Además como no se observa discriminación, ni descomposición de compuestos inestables, 

y no es necesaria una optimización complicada sino sólo una inyección rápida, una pequeña 

inserción de la aguja y cerrar las válvulas durante el periodo sin división es una técnica muy 

promisoria para este tipo de aplicaciones.  
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Figura 15. Diagrama representativo del mecanismo de Recondensación Concurrente de Solvente (RCS). 

Imagen tomada de [99] 

 

 

El desarrollo de otras alternativas para poder ejecutar la IGV incluyen técnicas como la 

inyección AT-column [100] o el uso de interfaces como TOTAD27, sin embargo, el puerto 

de inyección que más se destaca en las aplicaciones de la última década es el PTV [101], 

gracias probablemente a su gran versatilidad y la posibilidad de cambiar entre diferentes 

modos de inyección con la misma configuración sin necesidad de aditamentos especiales. 

Desde su desarrollo en 1979 por Vogt et. al. [102], [103], el PTV se diferenció de los demás 

puertos en que es el único que puede ser calentado o enfriado rápidamente ya que cuenta 

con un sofisticado control de temperatura a diferencia de los demás que operan de modo 

isotérmico. El inyector PTV soporta inyecciones en modo sin división, vapor de exceso y 

venteo de solvente (VS).  

El modo de VS es el más empleado usando el PTV en IGV [101] y consiste en los siguientes 

pasos: primero la muestra se introduce a una temperatura relativamente baja (por debajo el 

                                                 
 

27 Through Oven Transfer Adsorption Desorption. 
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punto de ebullición del solvente), después se elimina el solvente por la válvula de división 

mientras que los compuesto de mayor punto de ebullición permanecen en el inserto, luego 

se hace la transferencia del material elevando rápidamente la temperatura en el modo sin 

división y reenfocando los analitos en la cabeza de la columna al mantener baja la 

temperatura del horno y finalmente se reabre la válvula de división a alta temperatura para 

remover los residuos del inserto. Existen cuatro maneras de introducir la muestra al puerto 

de inyección PTV para la IGV: inyección múltiple, directa o injección at-once, velocidad de 

introducción de muestra controlada y PTV/on-column. Las primeras cuatro se basan en el 

mismo principio del modo de VS y la última es simplemente la aplicación on-column 

descrita anteriormente pero con este tipo de puerto empleando un inserto especialmente 

diseñado [104]. La manera más fácil de introducir un mayor volumen de muestra empleando 

una jeringa convencional de 10 µL  es hacer inyecciones sucesivas del volumen que quiere 

multiplicarse. En estas condiciones, el tiempo y el flujo entre inyecciones debe asegurar la 

eliminación completa del solvente pues de lo contrario se podría perder muestra por la 

válvula de división. La inyección  at-once consiste en una sola introducción rápida de la 

muestra y el volumen es limitado por la mitad del volumen nominal de la jeringa empleada. 

La principal característica de esta inyección es el uso de un material inerte de soporte [105], 

[106] dentro del inserto para aumentar la capacidad de retención de líquido. Debe tenerse en 

cuenta que el diámetro del inserto debe ser tal que no se supere la capacidad con la expansión 

del solvente pero que tampoco se requieran grandes cantidades de material de empaque 

debido a que su reactividad podría llevar a la descomposición de analitos termolábiles [106], 

[107] o pérdidas por adsorción [108]. Por último, si se controla la velocidad de introducción 

de la muestra la inyección múltiple puede simularse [92] empleando un proceso continuo en 

el que la evaporación y la introducción de la muestra se contrarrestan para mantener un 

volumen de líquido adecuado dentro del inserto. Este tipo de inyección se prefiere a la 

inyección múltiple.   
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Á Tecnología de flujo capilar 

Por otro lado, debe resaltarse que la migración hacia metodologías de preparación de 

muestra más rápidas y sencillas debe considerar necesariamente evitar al máximo la entrada 

de material no volátil a la columna analítica para evitar su deterioro, sobre todo si se inyectan 

volúmenes mayores a los que convencionalmente se usan en CG. Por ejemplo, en el estudio 

automatizado de Mezcua y colaboradores, se recomienda enfáticamente el uso de la técnica 

backflushing (inversión del flujo en la columna) [109] para mantener la robustez del método 

entre análisis. Recientes estudios adelantados por Mastovska y colaboradores [110] 

demostraron que al usar una configuraci·n en forma de ñTò (Figura 16) compatible tanto 

con CG-(Q)EM como con versiones con triple cuadrupolo CG-EM(QQQ) [111], [112], hay 

un aumento en la robustez a largo plazo cuando la configuración incluye un backflushing 

concurrente antes de la columna analítica y después del retention gap. Esta configuración 

conlleva a una protección mejorada de la columna al evitar que las interferencias no volátiles 

deterioren su desempeño. Para lograr este propósito, es imperativo que el backflushing 

empiece tan pronto como el último de los analitos eluya por completo del retention gap con 

el objetivo de evitar el riesgo de que se pierdan durante el venteo. 

Figura 16. Configuración de la tecnología de flujo capilar de inversión de flujo backflushing 

concurrente. Imagen Tomada de [108]. 
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Es importante mencionar que la Decisión de la Comisión Europea 2002/657/EC [70] 

establece requisitos de confirmación en el análisis de residuos de contaminantes por EM. 

Este criterio consiste en la adquisición de al menos tres puntos de identificación (PIs) para 

contaminantes orgánicos y cuatro puntos si son sustancias prohibidas. En la Tabla 6 se 

muestra una lista del número de PIs ganados por ión adquirido bajo condiciones específicas.  

  

Lamentablemente al operar en modo SIM los (Q)EM raramente pueden ofrecer un alto grado 

de confianza en la identificación puesto que son instrumentos de baja resolución y como se 

observa éstos solo conceden 1 PI por ión y se conoce la alta probabilidad de que existan 

interferencias de matriz. Por esta razón, cuando se usan estos instrumentos se hace necesario 

emplear el tiempo de retención y al menos 2 iones de calificación más el ión de 

cuantificación para asegurar una confirmación confiable.  

Á Agentes enmascarantes de sitios activos 

El documento SANCO/2007/3131 [113] fue la primera versión de las guías para la 

validación de métodos y procedimientos de control de calidad para el análisis de plaguicidas 

en alimentos y piensos en donde se incluyeron algunos compuestos que actúan como 

Agentes Enmascarantes de Sitios Activos (AESA) o más ampliamente conocidos como 

ñanalyte protectantsò 28 que se usaron como una alternativa para minimizar el EfM en CG. 

La intención del uso de estos compuestos era producir un EfM (de aumento en la señal) 

equivalente en la cuantificación al emplear soluciones de calibración en solvente o en matriz. 

Además aquí también se menciona que la herramienta más eficaz para eliminar el EfM es la 

preparación de soluciones de calibración empleando el método de adición estándar. La 

                                                 
 

28 Se evita usar este nombre para evitar confusión en la traducción (ñPotectores de analitosò). 

Tabla 6. Relación entre el tipo de fragmentos másicos y los puntos ganados. 

Técnica EM PIs ganados por ión 

Espectrometría de masas de baja resolución (EMbr) 1,0 

EMbr n ión precursor 1,0 

EMbr n  producto de transición 1,5 

Espectrometría de masas de alta resolución (EMar) 2,0 

EMar n  ión precursor 2,0 

EMar n  producto de transición 2,5 
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realidad es que este efecto es común a varias técnicas analíticas y sus causas y consecuencias 

son diferentes en cada una, por ejemplo, en la interfaz CL-EM se genera un efecto de 

supresión iónica [114] aun cuando se tiene una buena separación cromatográfica. Por esta 

razón, se han venido usando extensivamente diferentes alternativas para sobrellevar este 

fenómeno, ya sea minimizándolo o compensándolo [115] por varios medios: (i) cambio de 

las condiciones en la interfaz (p.e. Nanospray [116]), (ii) mejoramiento de la separación 

cromatográfica [117], (iii) limpieza intensiva del extracto durante el procesamiento de la 

muestra [118], (iv) cuantificación por el método de adición de estándar o (v) con el uso de 

estándar marcado isotópicamente [119]. Este último es sin duda el método más costoso, 

sobretodo tratándose de un método multiresiduo, sin embargo éste ha demostrado ser el más 

efectivo de todos cuando se emplea EM en la detección. Su uso es altamente recomendado, 

tanto así, que versiones posteriores como las guías SANCO/10684/2009 y 

SANCO/12495/2011 recomiendan su adición en cualquier etapa del procedimiento antes de 

la determinación.  

La historia del desarrollo de los AESA se remonta a 1997 cuando Erney, quien describió por 

primera vez el aumento de la señal en CG por efecto de la matriz, sugirió la posibilidad de 

simular la presencia de la matriz al emplear aditivos a las solucione de estándares de 

calibración [120]. A principios de la década pasada Ito et. al. [121] concibió la idea de 

adicionar polietilenglicoles (PEG) y extractos de matriz a las soluciones de 13 plaguicidas 

con el fin de aumentar la intensidad de sus señales mientras evaluaba el EfM que se 

presentaba en su determinación en sedimentos. Posteriormente en 2003 Anastassiades, 

Mastovska y Lehotay [122]  realizaron una investigación extensa de los efectos que tienen 

un gran número de compuestos con diferentes propiedades fisicoquímicas (68 compuestos) 

sobre las señales de 30 plaguicidas empleando la metodología QuEChERS/CG-(Q)EM. La 

evaluación se basó en la comparación de alturas de pico de los compuestos más susceptibles 

en soluciones con el compuesto prueba en ACN contra las respuestas obtenidas solamente 

en ACN. El efecto de aumento reflejaba principalmente dos cosas: (1) un mejoramiento de 

la transferencia de los analitos debido a la reducción de la degradación o de la retención 

irreversible en el inserto y la columna, y (2) disminución del coleo y ensanchamiento de 

picos debido a la reducción en las interacciones con sitios activos en la columna. El mismo 

año, Zrostíková et. al. [123] resaltó la necesidad de la evaluación de su efecto en el sistema 

CG a largo plazo. En un estudio posterior [124], se evaluaron varias combinaciones de los 

compuestos previamente identificados por tener un efecto de protección en analitos de 

elución temprana, media y tardía. La combinación más adecuada que se encontró en este 

estudio fue: etilglicerol (10 mg.mL-1, protección inicial), g-gulonolactona (1 mg.mL-1, 

protección media) y sorbitol (1 mg.mL-1, protección final) y sus efectos se muestran en la 

Figura 17. En general un rasgo distintivo de estos compuestos es su alto momento dipolar y 

su habilidad de formar puentes de hidrógeno. 
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Figura 17. Comparación de la forma y la intensidad de las señales de plaguicidas a 100 ng.mL-

1 en matriz (mezcla de frutas) y solvente ACN. Izq: sin la adición de AESA y der: empleando 

la combinación propuesta. Imagen tomada de [124]. 

 

 

Desde sus inicios, la adición de AESA de sitios activos llamó la atención de la comunidad 

científica al brindar mayor confianza en la exactitud con que se determinaban diferentes 

analitos, de modo que por el año 2005 sus aplicaciones empezaron a extenderse más allá del 

campo de los residuos de plaguicidas hacia otros compuestos tóxicos determinados por CG 

como los análogos bromados de mutagénicos en matrices ambientales [125], [126].  
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En estudios posteriores presentados por primera vez en el EPRW29 2006 en Grecia, los 

investigadores reconfirmaron la correlación entre la volatilidad los AESA y los plaguicidas 

además de la influencia de la cantidad aplicada sugiriendo el empleo de ciertas 

combinaciones en cantidades específicas [127]. Adicionalmente, este estudio extendió el 

alcance de protección de compuestos sensibles a hidrólisis básica (p.e. captan, folpet y 

clorotalonil) empleando ácido shikimico a 0,5 mg.mL-1. El esquema explicativo de la Figura 

18 muestra que de acuerdo con Lehotay et. al. [128] el principio operativo y las aplicaciones 

de los AESA van más allá de suprimir la necesidad del calibrado en matriz, otorgando al 

sistema instrumental mejores formas de los picos, repetibilidad, robustez y posibilidades de 

disminuir el valor de los LOQs. 

Figura 18. Principio práctico del uso de los agentes enmascarantes o analyte protectants.  

Imagen tomada de [127]. 

 

 

El uso de mezclas de AESA ha ganado una gran popularidad en la determinación de residuos 

de plaguicidas por CG y a pesar de que se ha reportado que parecen no ser suficientemente 

efectivos para la protección de compuestos altamente inestables como los carbamatos [129] 

o presentar problemas en la detección por EM [87], su uso ha venido siendo ampliamente 

documentado reportando excelentes resultados en diversas aplicaciones [130ï141]. 

                                                 
 

29 European Pesticide Residue Workshop. 
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2.4.3 Hipótesis general de la investigación 

 

Con el desarrollo de este estudio se hace posible analizar residuos de plaguicidas para 

evaluar conformidad con la legislación aplicable y así contribuir al control de calidad post-

cosecha en productos agrícolas dentro del alcance propuesto en las validaciones. 

 



 

3. Experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 Análisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportación y cereales 

 

 

 

  



Experimental 43 

 

3.1 Matrices  

 

El documento SANCO/10684/2009 define que para los MMRs es posible realizar la 

validación inicial del método usando una matriz representativa para cada grupo descrito en 

su Anexo I. Así mismo, según esta guía se sabe que el alcance del método puede extenderse 

posteriormente a otras matrices por medio de validación de rutina empleando los datos de 

control de calidad si se demuestra su aplicabilidad a otros productos de la misma categoría 

[76]. Con base en este documento, todas las frutas tropicales de este estudio Figura 19 son 

productos representativos del grupo con alto contenido de agua (más del 95%) con 

excepción de la uchuva que pertenece al grupo de bayas y pequeñas frutas ácidas con alto 

contenido de agua. En contraste, según la clasificación reportada en los principios de 

validación de métodos [142] todas las frutas consideradas en este estudio pertenecen a un 

¼nico grupo denominado ñfrutas con alto contenido de aguaò. De este modo es posible 

realizar una única validación para tomate de árbol, pitaya, granadilla y banano bocadillo 

tomando la uchuva como matriz representativa. Con respecto al análisis en cereales se 

presenta un caso similar, en el que puede emplearse el arroz como matriz representativa para 

el desarrollo y validación del método.  

Figura 19. Productos a emplear durante el estudio. 
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3.1.1 Uchuva 

La uchuva (Physalis peruviana) pertenece a la familia Solanaceae, es nativa de la región de 

los Andes suramericanos. Existen varios sinónimos que hacen referencia a la misma fruta, 

entre ellos se encuentran physalis, baya dorada y baya peruana. Este es un arbusto tropical 

de 1,5 m de altura encontrado en climas fríos a templados, su fruta es una bolita carnosa con 

un diámetro entre 1,2 y 2,5 mm y un peso alrededor de 4 a 10 g. Es amarilla y dulce y su 

apariencia es muy similar a la de un tomate. La uchuva es rica en vitaminas A y C [143]. 

Esta baya está cubierta por un cáliz formado por cinco sépalos que la cubren y protegen 

contra insectos, aves, patógenos y climas extremos. Su aroma es delicado y frutal y su sabor 

es ácido [144]. En su mayoría se cultiva en el departamento de Cundinamarca, especialmente 

en los municipios de Granada y Silvania, pero también se encuentra en los departamentos 

de Antioquia, Boyacá, Cauca, Huila, Magdalena, Nariño y Tolima bajo óptimas condiciones 

para cultivo [143], [145]. Las condiciones se resumen a continuación: 

 

Å Altitud: 2300-2800 m.s.n.m. 

Å Temperatura: 8-17 °C 

Å Humedad relativa: 70-80% 

Å Precipitaciones: 600 mm-1100 mm 

Å Suelo rico en materia org§nica. 

Å Niveles de luz solar altos (Tropical). 

 

3.1.2 Banano bocadillo 

El bananito o banano bocadillo (musa acuminata) es nativo de los países localizados en el 

área tropical como la India, Filipinas, Malasia, Kenia, Venezuela, Costa Rica, México, 

Ecuador y Colombia. Esta es una fruta muy dulce de 10 a 12 cm de largo y pesa cerca de 20 

a 40 g, muy similar al banano pero mucha más pequeña y con una piel más delgada. Como 

se esperaría, el bananito es atacado por las mismas plagas del banano común. A pesar de la 

falta de información estadística, es posible identificar las principales áreas donde se cosecha 

el banano bocadillo como el departamento de Cundinamarca, Valle del Cauca, Risaralda, 

Antioquia y la zona cafetera. 
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3.1.3 Pitaya  

La pitaya (Hylocereus megalanthus) o fruta del dragón amarilla como se le conoce en Asia 

es una variedad de frutas que se dan en varias especies de cactus. Las más conocidas son las 

especies con pulpa roja (Asia y Centro América) más bien amargas, en vez de la pulpa de la 

pitaya exportada por Israel, Ecuador y Colombia (yellow pitaya) que tiene una pulpa blanca, 

suave y con un aroma muy delicado. Esta pulpa está llena de semillas comestibles y puede 

ser usada en la producción de jugo, yogurt y mermeladas. Este cultivo es afectado 

considerablemente por temperaturas extremas (altas o bajas). 

Las condiciones óptimas del cultivo son [146]: 

 

Å Temperatura: 14-16 °C 

Å Precipitaciones: 1500-1700 mm 

Å Altitud: 1400-1700 m.s.n.m. 

Å Suelo rico en materia org§nica y pH ligeramente §cido (5,5-6,5). 

 

3.1.4 Tomate de árbol 

El tomate de árbol o tamarillo son los nombres que se le dan a la especie Solanum betaceum 

(syn. Cyphomandra betacea). Es nativo de varias regiones tropicales y subtropicales. La 

planta es un arbusto que bajo condiciones favorables llega alcanzar los 5 m de altura. Los 

frutos inmaduros son verdes y luego se tornan rojo intenso con una piel lisa y brillante. Esta 

fruta en forma de huevo (10x5 cm) es muy conocida por su aroma herbal, frutal y amaderado 

[144]. Se cultiva en Kenia, Nueva Zelanda, Australia, Ecuador y Colombia. Colombia 

produce dos variedades de tomate de árbol, el común que produce un fruto amarillo y el 

tamarillo que produce frutos rojo intenso. Este último es el más atractivo y el que se exporta 

actualmente. 

 

3.1.5 Granadilla  

El género Passiflora incluye una gran cantidad de especies conocidas mundialmente como 

frutos de la pasión. La granadilla (Passiflora ligularis) es nativa de las montañas de los 

Andes entre Bolivia, Venezuela y Colombia. Esta es la segunda Passiflora en importancia 

por debajo del maracuyá (Passiflora edulis). Las plantas de granadilla son arbustos y 
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trepadoras. Su fruto es una cáscara redonda de color amarillo y en su interior está llena de 

una multitud de semillas comestibles húmedas. Su sabor es dulce y acuoso. El jugo es rico 

en vitaminas A, C, B12, fibra, minerales y carbohidratos. En Colombia se han reportado 

cerca de 167 especies de pasifloras [147], la Figura 20 muestra su distribución geográfica 

en el continente. Éstas se encuentran por lo general en la región andina entre los 1000 y los 

2000 m.s.n.m., pero sólo la granadilla es la variedad que está siendo exportada actualmente. 

Figura 20. Distribución del número de especies de Passifloraceae en el continente Americano. 

(El territorio colombiano posee la mayor diversidad). Imagen tomada de [147]. 
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3.1.6 Arroz  

El arroz es una planta que crece por naturaleza en pantanos, y en su gran mayoría se mantiene 

durante casi todo el ciclo de cultivo en terrenos inundados [148] aunque existen algunas 

variedades de arroz seco que crecen en grandes pendientes o tierras altas. Las dos variedades 

de arroz de cultivo más importantes son el arroz africano (Oryza glaberrima L.) y el arroz 

asiático (Oryza Sativa L.), aunque el primero no se cultiva fuera de este continente [149] y 

además viene siendo reemplazado gradualmente en los países de África occidental por O. 

sativa L.. La posición taxonómica de este producto lo clasifica en el género Oryza de la 

familia botánica de las Gramineas o Poaceae [150] y aunque existen cerca de 20 especies 

distribuidas en las regiones tropicales de África, sur y sudeste de Asia, sur y centro América 

y Australia, la O. sativa L. es la especie más importante para el consumo [151]. Las cosechas 

son llamadas arroz paddy (con cáscara, pues el arroz que se consume es el arroz blanco sin 

tamo y polichado) antes del procesamiento y una vez listo este producto constituye la mayor 

fuente calórica para una gran porción de la población mundial. Esta cascarilla que se retira 

sirve como primera barrera para proteger el interior blanco o endosperma contra infecciones, 

insectos, hongos o deterioro durante su cultivo y almacenamiento. 

Específicamente, el progreso del sector arrocero en Colombia se fundamenta en que se 

cuenta con regiones que poseen las condiciones más apropiadas para este tipo de cultivos 

como lo son las poblaciones del centro-oriente del país entre las que encontramos a Ibagué, 

Venadillo, El Espinal y Saldaña en el Tolima, Neiva y Campoalegre en el Huila, y además 

Villavicencio, Acacías, Granada, Yopal y Aguazul en los llanos orientales. Por otro lado 

también se destacan las zonas cenagozas de los municipios de Fundación, Valledupar entre 

los departamentos de Cesar y Magdalena, Magangué en la Mojana sucreña, además de 

Montería, Caucasia, Aguachica, San Alberto y Cúcuta pertenecientes a la región norte del 

país. La Figura 21 muestra las principales regiones donde se cultiva arroz paddy.  
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Figura 21. Principales regiones del país para el cultivo de arroz. Imagen tomada de  [152] 
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3.2 Técnicas de análisis 

 

3.2.1 Descripción general 

Los procedimientos que se desarrollaron en el marco del proyecto se resumen en la siguiente 

sección. Estas metodologías fueron desarrolladas para consolidar una estrategia para el 

monitoreo de plaguicidas a nivel del LMR o a concentraciones inferiores como requisito 

para la comercialización de estos productos. La principal contribución fue la evaluación 

experimental para la implementación del método QuEChERS en el análisis instrumental por 

CG-(Q) EM operando en modo SIM. Este enfoque planteó la posibilidad de analizar 

eficientemente diferentes tipos de compuestos en un mismo análisis. Para ello se escogió la 

combinación de adsorbentes que garantizaron los mejores resultados (extractos más limpios 

y porcentajes de recuperación más altos), no obstante, como se sabía de antemano que una 

selectividad limitada en la detección incide en gran medida sobre los LOQs de algunos 

plaguicidas, se tuvo que a reducir el alcance del método a los compuestos con LOQs que 

presentaron valores superiores al nivel de acción de la metodología (NAc). El NAc es la 

expresión del LMR (mg.kg-1) para un plaguicida en unidades de concentración en µg.mL-1 

[153] y su cálculo involucra los pasos de la metodología analítica, que para el caso del 

método QuEChERS este factor vale la unidad. Así pues, los compuestos que no se lograron 

determinar con exactitud y precisión al LMR de la legislación más exigente30 debieron ser 

propuestos para un análisis alternativo por una metodología más selectiva.   

De acuerdo a lo anterior se tuvo la necesidad de emplear una estrategia que permitiera la 

detección de trazas empleando la instrumentación disponible. Es aquí donde cobra 

importancia los tres aspectos fundamentales relacionados únicamente con el desempeño 

instrumental que fueron evaluados a través del proceso experimental: la optimización de la 

IGV y la implementación del backflushing y de los AESA. Se evaluó el empleo de AESA 

en la mejora de la sensibilidad del sistema instrumental hacia los compuestos más difíciles 

de determinar en CG a baja concentración, protegiéndolos de los factores que promueven el 

deterioro de las señales cromatográficas. En efecto, para llevar a cabo el estudio el 

procedimiento global se dividió en dos etapas: inicialmente se escogió de manera preliminar 

los compuestos analizables por el método QuEChERS/CG-(Q)EM bajo las mejores 

condiciones instrumentales (IGV y backflushing) con el fin de escoger la metodología de 

extracción y limpieza que demuestrara los mejores resultados. Posteriormente se puso a 

                                                 
 

30 El menor valor del LMR entre el Codex Alimentarius, la US EPA (United States Environmental Protection Agency) y 

la UE. Si hay combinaciones plaguicida/matriz que no se encuentren reportados se toma el valor por defecto de 10 mg.kg-

1. La referencia usada para cereales es el LMR adoptado por el Gobierno Nacional (Resolución 2906/2007 [203])del Codex 

Alimentarius  y en su defecto aplica el correspondiente con  base en la extrapolación de la Joint FAO/WHO Meeting on 
Pesticide Residues (JMPR) hacia otros productos con BPAs comparables [34]. 
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prueba la efectividad de los AESA seleccionados para el mejoramiento de las señales de 

todos compuestos dentro del alcance de la metodología y si se demostraba un aumento 

significativo en la sensibilidad se consideró la modificación de la metodología QuEChERS 

con la adición de los AESA. Finalmente y de acuerdo a la estrategia analítica elegida para 

los analitos seleccionados se procedió a realizar la validación de las metodologías para una 

matriz representativa en el caso de las frutas y para arroz en el caso de los cereales con el 

fin de que pudieran emitir resultados de calidad en el análisis de rutina. 

3.2.2 Herramientas estadísticas 

El objetivo primario de los experimentos realizados se basó en la posibilidad de obtener del 

sistema de estudio la ñmejorò informaci·n posible, donde el t®rmino ñmejorò fue una 

relación mediada hacia la calidad de los resultados. Asimismo, fue posible distinguir 

diferentes tipos de experimentos según su propósito. Por un lado, se trató con experimentos 

centrados en la investigación de la influencia de los factores de prueba sobre alguna 

propiedad, los cuales fueron muy útiles para la caracterización del sistema y por otro lado 

se realizaron experimentos enfocados a maximizar el provecho de los resultados, agilizar 

los procesos y disminuir el tiempo de trabajo. A pesar de que ambas perspectivas permitieron 

aproximarse a la obtención de mejores resultados, el primer enfoque claramente ubicó su 

interés en los medios, con lo cual se pudo evaluar relaciones y tomar decisiones con base en 

el impacto de los factores en el desempeño, mientras que el segundo enfoque se centró en el 

fin, con lo que se prestó todo el conjunto de factores a disposición para proponer condiciones 

que permitieran alcanzar una mejora significativa. 

Cuando se experimenta sobre sistemas complejos los factores de prueba producen a menudo 

efectos que no son independientes. Por esta razón, éstos se debieron identificar e integrar en 

conjunto para poder sustraer conclusiones que sí reflejaran su comportamiento verdadero. 

Como se sabe, el diseño experimental tiene en cuenta interacciones que permiten hallar 

respuestas concluyentes [154], por ejemplo, a través de los diseños factoriales que van más 

allá de los efectos evidentes como los que se extraen al interpretar una superficie de 

respuesta multifactorial (SRMF) [155]. Dichas interacciones permitieron evaluar 

efectivamente la independencia de los factores en la realización de los experimentos, lo cual 

constituyó un grado de relevancia de hecho superior y más provechosa que los descriptores 

básicos del diseño (factores y sus niveles de prueba). De esta manera fue como la 

comparación de las versiones oficiales de la metodología QuEChERS se contempló bajo un 

esquema evaluativo empleando diseños completamente al azar con estructura factorial, un 

diseño experimental útil para discriminar entre diferentes opciones y poder concertar las 

condiciones experimentales para las aplicaciones de este estudio. Debido a que estos factores 

podían estar interrelacionados, las herramientas de comparación global (robustas a dichas 

interacciones) jugaron un papel preponderante. Así mismo, se puede decir que esta 

evaluación sistemática permitió inferir características del método de elección que podían 
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influenciar significativamente el desempeño con lo que se pudo explicar comportamientos 

e implementar mejoras al sistema. 

Sin embargo, también existen sistemas que exhiben mejoras sólo después de una extenuante 

experimentación ya que su desempeño general depende de una gran variedad de factores. 

Debido a lo anterior algunos autores suelen reproducir los sistemas que muestran resultados 

aceptables sin saber si sus condiciones son óptimas en otro entorno de estudio. Aun así, estos 

sistemas pueden ser susceptibles a mejorar sustancialmente pudiéndose alcanzar un 

desempeño superior. Entre los motivos para que ocurra esto se puede mencionar dos 

ejemplos. En primer lugar esta situación puede obedecer bien sea a que la combinación de 

niveles de prueba fue relativamente buena pero insuficiente para alcanzar el fin deseado o 

simplemente de manera inadvertida se omitieron variables clave, relaciones sinérgicas o sólo 

simplemente se evaluó una variable a la vez sin reconocer la potencial complejidad del 

sistema. 

El proceso de optimización permite mejorar el desempeño de un sistema bajo unas 

condiciones determinadas (óptimas). Este es un proceso ad hoc y está basado en 

instrucciones (algoritmos matemáticos) que permiten maximizar, minimizar [156] o llevar 

una propiedad del sistema hacia un punto deseado. Esta propiedad es la característica que se 

optimiza y que bajo circunstancias específicas produce la mejor respuesta posible. El uso 

eficiente de una estrategia de diseño experimental permite optimizar un número de factores 

relativamente grande empleando un número razonable de experimentos [157]. El método de 

ñoptimizaci·n autodirigidaò o Simplex fue propuesto inicialmente por Splendey et. al. [158] 

y refinado posteriormente por Deming y colaboradores [159] como una herramienta muy 

eficiente que permite observar secuencial y simultáneamente si el proceso de optimización 

se lleva a cabo de manera adecuada limitando así el proceso experimental hacia la menor 

cantidad de experimentos que, a diferencia de la SRMF, no se lleva a cabo bajo una 

aproximación a posteriori. El método Simplex se basa entonces en medir los efectos que 

producen cambios simultáneos y deliberados en las variables y así deducir las direcciones 

en que deben realizarse cambios secuenciales para obtener una mejora en la respuesta. En 

este estudio se consolidó el sistema en una respuesta única pero podrían usarse varias 

magnitudes que lo representen [160]. La Tabla 7 contrasta los aspectos diferenciables entre 

los métodos de optimización simplex y SRMF. 
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Tabla 7. Comparación de métodos útiles para optimización. 

Método Simplex SRMF 

Ventajas 

¶ Rápido y fácil 

¶ Económico 

¶ Secuencial 

¶ Sin supuestos (modelo) limitantes 

¶ Muchas variables 

¶ Óptimo para modelamiento 

¶ Perspectiva evaluativa 

¶ Lotes de trabajo 

Desventajas 
¶ Secuencial 

¶ Datos particulares 

¶ Tiempo/Lote de trabajo 

¶ Costoso (más experimentos) 

¶ Pocas variables 

 

Es claro que para mejorar el sistema existen varias opciones, tanto mejor si el método 

presenta mayores ventajas, así que para explicar las características del método que se 

seleccionó se relacionan sus fundamentos a continuación. La representación del método 

simplex se suele hacer empleando una figura geométrica de k+1 vértices, dónde k es el 

número de variables a optimizar. Para el Simplex inicial (So), las variables y sus valores 

asociados se escogen a criterio del experimentador o basado en estudios previos que 

demuestren su importancia. El primer paso para implementar el método autodirigido fue 

elegir una respuesta del sistema a optimizar o en este caso a maximizar, ya que se 

relaciona con la necesidad de aumentar la sensibilidad del sistema. Una vez definida se 

procedió a construir el So, de suma importancia para el desarrollo de la optimización 

[161]. Así pues, la primera fila representa las condiciones de partida (basadas en estudios 

anteriores) y las filas restantes representan coordenadas correspondientes a los demás 

valores a ensayar. 
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So es entonces el simplex inicial, en dónde Xi,j corresponde al valor de cada variable, o1,j 

representa el valor de partida de cada variable, pi,j y qi,j son constantes determinadas por el 

número de vértices y Si,j es el módulo de paso (MP) establecido a criterio propio, con el cual 

se realiza el desplazamiento de cada variable dentro del simplex [162]. Se intentó utilizar un 

MP tal que la modificación del valor resultado de cada vértice generara cambios relevantes 

[163]. Una vez se ha ejecutado el So, se procede a identificar el vértice con la peor respuesta 

(W) y se calcula un nuevo vértice (R) simétrico a W respecto al hiperplano formado por los 

demás vértices. De este modo cada vez se obtuvo un simplex nuevo Si formado por R y 

todos los vértices de So excepto W. El proceso continúa iterativamente a voluntad dentro de 

los límites experimentales del sistema físico, que en este caso se reduce a las 

especificaciones del equipo. Una variación más eficiente del método que fue empleada en 
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este estudio consistió en la variación simultánea de Si,j que permitió expandir la siguiente 

proyección hacia condiciones deseadas o contraerse si se dirigía a condiciones menos 

favorables. Esto supuso un desafío a la eficiencia del proceso, aunque se sabe que 

usualmente se logra alcanzar el óptimo con menos proyecciones [164]. La Figura 22 

presenta una representación del simplex modificado y el Anexo 1 el algoritmo asociado. 

Figura 22. Posibles proyecciones de la respuesta a rechazar (W). 

 
R: Reflexión, E: Expansión, C+: Contracción positiva y C-: Contracción negativa. 

3.2.3 Procedimiento del método QuEChERS 

Desde su aparición en el 2003, el método que fue originalmente publicado ha tenido algunas 

modificaciones para asegurar la extracción eficiente de los compuestos dependientes del pH 

y minimizar la perdida de analitos susceptibles a la degradación expandiendo el espectro de 

matrices aplicables [165]. El método QuEChERS consiste básicamente en tres pasos. La 

primera parte es una extracción líquido-líquido con ACN que incluye simultáneamente un 

proceso de salting out de la muestra en medio acuoso. En segundo lugar, se realiza un 

procedimiento d-EFS equivalente a una extracción sólido-líquido haciendo uso de diversos 

adsorbentes para remover la mayoría de componentes coextraídos con los analitos y por 

último se realiza el análisis instrumental empleando EM en la detección. A continuación se 

da una descripción general del procedimiento. En la Tabla 8 se resumen las dos variaciones 

oficiales del método amortiguado de las que, por conveniencia, se escogerá sólo una de ellas 

para completar el estudio. En el procedimiento originalmente formulado, se toma una 

porción representativa de 15 g de muestra previamente homogenizada y se pesa en un tubo 

de centrífuga de PTFE de 200 mL. Entonces se adicionan 15 mL de ACN, y se agita el tubo 

vigorosamente por 1 min. Después de esto, se adicionan 1,5 g NaCl y 4 g MgSO4, y se repite 

el proceso de agitación por 1 min. El extracto se centrifuga (3700 rpm) por 1 min. Una 

alícuota de 5 mL del sobrenadante (fase de acetonitrilo) se transfiere a un tubo graduado de 

centrífuga de 15 mL conteniendo 250 mg PSA31 y 750 mg MgSO4 (de lo contrario tomar las 

cantidades por cada mL en la Tabla 8) y agitar enérgicamente por 20 s, este es el 

procedimiento base de limpieza pero según los resultados puede incluirse otros adsorbentes 

                                                 
 

31 Primary Secondary Ammine. Bondesil-PSA® Varian, Inc. 
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como C1832 o GCB33 en menor proporción. Seguidamente, el extracto se centrifuga de nuevo 

(3700 rpm) por 1 min. Finalmente, se obtiene un extracto con el equivalente de 1 gmuestra.mL-

1 en cerca de 100% ACN. [166]. El AESA debe adicionarse en el vial de inyección antes de 

inyectarse en el CG [167]. 

  

                                                 
 

32 Octadecilsilano. 
33 Graphitised Carbon Black. Supelco Supelclean Envi-Carb® SPE Bulk Packing 
34 European Committe for Standarisation. 
35 Muestra analítica. 

Tabla 8. Método de QuEChERS amortiguado 

Diferencias características Método oficial AOAC 2007.01 
Método UE prEN-15662 

(CEN34) 

Extracción de las muestras 

15 g s 35/15 mL 1% AcOH en ACN 
10 g s/10 mL ACN, 4 g MgSO4 + 1 

g NaCl, 

+ 1,5g NaAcO + 6g MgSO4 
1g Na3C*2H2O + 0,5 g Na2HC*1½ 

H2O 

Limpieza de la muestra por mL 
150 mg MgSO4 + 50 mg PSA 

(Matrices pigmentadas:50 mg GCB) 
150 mg MgSO4 + 25 mg PSA 

(Matrices pigmentadas:2,5 mg GCB) 



 

4. Resultados 
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4.1.1 Método de separación cromatográfica 

 

La selección de las condiciones del programa de temperatura del horno para obtener una 

separación adecuada de los 55 plaguicidas se llevó a cabo empleando variaciones en los 

periodos isotérmicos y las rampas de temperatura y tuvo como base los resultados obtenidos 

en la identificación de los compuestos empleando bases de datos de EM. Las bases de datos 

usadas fueron las bibliotecas ILAU.L y NIST05.L disponibles en el software Enhanced 

MSD Chemstation del instrumento. Como primera opción de búsqueda se hizo uso de la 

base de datos ILAU.L,  una biblioteca especializada en plaguicidas y análisis de residuos 

que reúne los analitos determinados en el instituto alemán ILAU36. Por otro lado, como 

segundo frente de búsqueda se empleó la biblioteca general del 2005 del NIST, útil para 

verificar la información en caso de alguna confusión u omisión de identidad. Un ejemplo 

claro de su uso simultáneo fue la identificación del compuesto endosulfan equivalente al 

tiodan en ILAU.L. Así pues, posteriormente se realizó la identificación de los componentes 

del cromatograma empleando el software de deconvolución AMDIS con dos objetivos 

principales: (i) agilizar la búsqueda individual de cada pico del TIC (Total ion current) 

cuando se emplea la búsqueda convencional con el algoritmo PMB y (ii) agudizar la 

exactitud del algoritmo contrarrestando el ruido del cromatograma o los problemas de 

identificación por coelución. Por consiguiente se ejecutó la deconvolución empleando este 

software automatizado y se logró identificar efectivamente las señales encontradas como 

una combinación con los compuestos de la mezcla inyectada. El Anexo 3 muestra un ejemplo 

de los reportes generados aunque también se puede observar una gran cantidad de falsos 

positivos ya que el criterio espectrométrico se usó sin restricciones adicionales37. La Figura 

23 muestra la interface de AMDIS en la que se distinguen tres zonas. En la primera se 

observa el TIC en color blanco y los iones principales en rojo y azul. En la segunda se 

observa la extracción del espectro y en la tercera su comparación por biblioteca.  

  

                                                 
 

36 Institüt für Lebensmittel-, Arneimittel-und Umwelt-Analityk GmbH  

37 Por esta razón se decidió emplear AMDIS pues es un software automatizado que permite realizar la identificación manual a diferencia 

del DRS que genera directamente el reporte de resultados limitando la verificación de la información. 
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Figura 23. Deconvolución AMDIS. Coelución del azoxistrobin (344) y un isómero del dimetomorf (301). 

 
 

Con ayuda de esta valiosa herramienta de identificación de compuestos coeluyentes se 

realizaron variaciones en las cuatro fases distinguibles que estructuran el proceso de 

separación: (i) el ascenso hasta ~200°C que afecta en su mayoría a los compuestos más 

volátiles, (ii) separación isotérmica o muy lenta (iii) ascenso hasta ~280°C que promueve el 

tránsito de los compuestos menos volátiles y (iv) evacuación isotérmica de los compuestos 

de más alto peso molecular. En la práctica las variaciones estuvieron limitadas dentro del 

rango de ~60 °C hasta 280 °C, ya que sólo a partir de esta temperatura se asegura una 

transferencia del solvente desde las columnas capilares al exterior y sólo bajo 300°C se 

garantiza que la columna analítica conserva sus propiedades y su fase estacionaria [169].  
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Tabla 9. Programas de temperatura para identificación de compuestos y evaluación inicial de la 

separación. 

 
 

La Tabla 9 muestra las variaciones de un programa de temperatura existente en el equipo 

tomado como punto inicial para realizar 5 ensayos posteriores (M1-M5). Los ensayos se 

calificaron teniendo en cuenta varios parámetros importantes como número de compuestos 

identificados ( Tgt), el puntaje promedio de identificación (match) y la duración del análisis. 

De los métodos M4 y M5 se pudo observar que a los 40 min sólo se alcanzan ~200°C, tiempo 

insuficiente para evacuar todos los compuestos, así que se prefirió tener una rampa rápida 

al inicio para asegurar que todos los compuestos salieran en un tiempo razonable. Asimismo, 

comparando las rampas M3 y M2, una velocidad pronunciada en M2 (100 °C en 10 min) no 
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fue contraproducente pues se mantuvo una buena separación y buenos puntajes de 

identificación. Es claro que a pesar de que el promedio de calificación en todos los ensayos 

es superior al umbral (L) (Figura 24), en algunos métodos se observaron más falsos 

negativos ya que algunos compuestos obtuvieron  una calificación inferior a 60 puntos o no 

se lograron identificar. Por ejemplo, a pesar de que el match promedio del método M5 supera 

al método M1, el M5 sólo logró identificar 46 de los 49 compuestos identificados en el 

primer método. Sumado a esto, la duración de cada análisis supuso una selección del método 

M2 puesto que este ofreció buenos resultados siendo uno de los métodos más cortos y con 

mayor número de compuestos identificados. 

Figura 24. Comparación de puntajes de identificación de los métodos de separación. 

 
 

Una vez se identificaron las 58 señales y con base en los anteriores resultados, se realizaron 

variaciones al ensayo M2 manteniendo un tiempo de análisis de 58,75min con el objetivo 

de refinar la separación cromatográfica, mejorar la forma de los picos y seguir disminuyendo 

el tiempo de análisis. En el Anexo 4 se muestran los TICs de los métodos M2 (A, B, C, D) 

con variaciones estratégicas a M2 en las fases de separación (i-iv) en lo que respecta a los 

periodos isotérmicos y las pendientes de los programas de temperatura. En los recuadros 

rojos se observa que con un periodo isotérmico al inicio del método se retrasa todos los 
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compuestos y adicionalmente se obtiene un frente de solvente que puede ser eliminado con 

un aumento en la temperatura (> 60°C) una vez inicia el análisis para una mayor facilidad 

en la evacuación del solvente, esto sin afectar apreciablemente los compuestos de elución 

temprana. Por otro lado la disminución de la pendiente inicial (20 a 12°Cmin-1) tuvo un 

efecto positivo en el perfil del TIC con picos más agudos y separados ya que los picos se 

redistribuían de manera pareja en el tiempo, lo cual mostró una marcada dependencia del 

perfil cromatográfico con las condiciones del inicio del análisis. Como consecuencia, se 

decidió investigar más a fondo esta fase de la separación suavizando la primera rampa para 

los métodos M2C (1,2 y 3) al incluir un fraccionado por debajo de los 20 min (<200°C). 

Después de analizar la mezcla de plaguicidas con los programas de temperatura de la Tabla 

10, se observó una mejoría importante en la separación cromatográfica (método M2C3) con 

lo que se procedió posteriormente a agilizar la salida los últimos compuestos con lo que se 

disminuyó el tiempo de análisis a 39 min. 

  

 

 

 

 

 

 

En este punto y con el precedente de la aparición del frente de solvente evidenciado en 

algunos ensayos se decidió hacer una prueba para este programa de temperatura con la 

inyección IGV empleando el modo de VS desarrollado para el mismo instrumento. Este 

método se nombró MQ y consistió una temperatura inicial de 39,4ºC, flujo de venteo de 

63.8mL.min-1con una presión de 0 psi por 0.5min. Luego de cerrar la válvula, a los 0.53min 

la presión aumentó a 22.3 psi, la temperatura se incrementó a razón de 625ºC.min-1 a 

267.3ºC, valor que se mantuvo por 2.8 min, luego se llevó a 290ºC a razón de 100ºC.min-1 

y un flujo de 40mL.min-1 por la válvula de venteo entre los 3,5 y 6 min para limpiar el 

inyector. Posteriormente se disminuyó a 15mL.min-1 como ahorro hasta el final del análisis. 

La Figura 25 ilustra los TICs obtenidos con cada modo de inyección. Como se puede 

observar, en el modo VS (b) el tiempo de evacuación del solvente (recuadro azul), se incluyó 

en la primera parte del programa de temperatura del horno, dicha rampa (en el recuadro rojo) 

solo inició después de 3.83 min una vez los analitos son transferidos a la columna capilar. 

Cabe resaltar que la separación es muy similar pues el recuadro rojo muestra las mismas 

Tabla 10. Programas de temperatura M2C 

Método 
Rampa 

(°Cmin-1) 

Tiempo 

(min) 

Tiempo total 

(min) 

Temperatura 

(°C) 

M2C1 

 0 0 60 

12 11.25 11.25 195 

0 10 21.25 195 

3.5 24.28 45.54 280 

 15 60.54 280 

M2C2 

 0 0 60 

12 11.25 11.25 195 

0 5 16.25 195 

3 28.33 44.58 280 

 15 59.58 280 

M2C3 

 0 0 60 

20 4.5 4.5 150 

5 9 13.5 195 

0 5 18.5 195 

4 21.25 39.75 280 

 15 54.75 280 
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condiciones38 en cold splitless y VS, una vez se ha efectuado la transferencia de los analitos. 

Sin embargo, la diferencia más apreciable es una mejora evidente en la agudeza y forma 

general en el modo VS (sobre todo para la primera mitad), aumentando notablemente la 

eficiencia cromatográfica. Se puede además observar que existen varios componentes que 

parecen hombros o picos individuales en la inyección cold splitless pero que se logran 

diferenciar claramente en la inyección en modo VS. 

Figura 25. Comparación de dos modos de inyección SMFM 294. a) Cold Splitless y b) Venteo de 

solvente. 

  
 

Como consecuencia se decidió adoptar el modo de VS, ya que las inyecciones empleando 

ACN en este modo de inyección resultan aparentemente inalteradas produciendo resultados 

comparables con los obtenidos para un sistema optimizado previamente para AcOEt [168]. 

Cabe resaltar que el ACN no es en realidad el solvente más apropiado para el análisis por 

CG debido a su gran coeficiente de expansión, pero los resultados obtenidos nos permiten 

inyectar empleando este solvente pues de lo contrario sería necesario intercambiar el 

solvente por otros más adecuados como el tolueno, el hexano, el i-octano e incluso el acetato 

de etilo lo cual implicaría un paso adicional en la metodología.  

                                                 
 

38 Separación basada en el método MC3 pero finalizando a los 39 min. 

a) 

b) 
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Con el objetivo de disminuir el tiempo de análisis se realizaron tres modificaciones en las 

rampas MQ (1, 2 y 3), con lo cual se lograron mejores resultados. La Figura 26 muestra la 

comparación de los perfiles con la rampa MQ en la que la primera modificación permite 

acortar el análisis en cerca de 35 min. 

Figura 26. Rampas alternativas a MQ (TIC referencia superior/azul) con inyección por venteo de solvente. 

 
Finalmente, una variación del método MQ1 (A) eliminó un periodo de acople entre la 

temperatura inicial del inyector y el valor de partida de la separación (Figura 27: Ramp1) 

con lo que los compuestos se desplazaron a la derecha. Este corrimiento permitió ejecutar 

la adquisición completa de los compuestos más volátiles (metamidofos y diclorvos) con una 

distancia prudente de posibles cantidades remanentes que pudieran permanecer del frente de 

solvente. Estas condiciones suponen la separación más adecuada para los compuestos en 

estudio y a pesar de la posibilidad de incluir más familias de compuestos, esta rampa se 

consideró como el programa de separación definitivo. La siguiente sección incluye el estudio 

de la adición de nuevos compuestos bajo este mismo programa. 

Figura 27. Comparación del método de separación definitivo MQ1A con su antecesor MQ1 
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Á Estudio de compuestos termolábiles 

Los N-metilcarbamatos (NMCs) son uretanos N-metil sustituídos con acción plaguicida que 

usualmente se analizan por CL empleando derivatización postcolumna con detección por 

fluorescencia ya que se aprovecha su hidrólisis a metilamina para formar un derivado 

altamente fluorescente. Actualmente la detección directa de estos compuestos se puede 

llevar a cabo empleando EM. En cualquier caso, las propiedades fisicoquímicas de dichos 

compuestos restringen el análisis hacia el uso de CL pues las condiciones drásticas de 

temperatura en la transferencia de los analitos a la columna39 en CG impiden la 

determinación cuantitativa de estos compuestos por su alto grado de descomposición en el 

puerto de inyección. Por ejemplo, en la inyección de la SMFM 294 al emplear el algoritmo 

PMB se pudo identificar los productos de degradación de varios compuestos que requieren 

condiciones especiales [92], en donde los compuestos identificados que se muestran en el 

Anexo 5 incluyen a los productos de degradación del diclofuanid (DMSA40), el folpet 

(Ftalimida), y el captan (1,2,5,6-tetrahidroftalimida). Para llevar a cabo la determinación de 

estos compuestos termolábiles en 2006 Zhang y Lee [170] implementaron la derivatización 

on-column41 para generar productos de NMCs térmicamente estables evitando este tipo de 

problemas.  

Como una alternativa a los procesos de derivatización, se empleó un inyector PTV que 

gracias a la baja inercia térmica de los materiales en los que está construido [101] se hizo 

posible disminuir al máximo la temperatura para la volatilización de los analitos al realizar 

la transferencia hacia la columna a valores más bajos que en un inyector SSL; además que 

permite establecer altas velocidades de calentamiento (hasta 760°C.min-1). Así pues, se 

inyectaron NMCs (10µg.mL-1) para identificar los compuestos carbaril (tipo aril-NMC) y 

carbofuran (heterociclo NMC) de los que se muestran los principales productos de 

degradación en la Figuras 28-29, respectivamente. 

  

                                                 
 

39 Tanto con inyección en caliente o en frío. 
40 N,N-dimetil -Nô-fenilsulfamida. 
41 Derivatización con hidróxido de trimetilfenilamonio e hidróxido de trimetilsulfonio. 
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Figura 28. NMCs y productos de descomposición. a) Carbaril y b) 1-naftalenol. *Compuesto padre. 

 

 

  
Figura 29. NMCs y productos de descomposición. a) carbofuran, b) 3-hidroxicarbofuran, 

c) 3-cetocarbofuran, d) 7-fenolcarbofuran, e) 3-hidroxi-7-fenolcarbofuran, f) 3-ceto-7-fenolcarbofuran. *Compuesto padre 
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La Figura 28 muestra claramente la presencia de 1-naftalenol como el producto de hidrólisis 

del carbaril identificado en modo scan por la biblioteca NIST05.L. A partir del TIC es 

posible afirmar que la degradación de este compuesto es muy significativa, aún a 

concentraciones altas, lo cual permite inferir que la cuantificación a concentraciones 

inferiores (100-1000 veces) conllevaría muy seguramente a una pérdida completa de la señal 

del analito, principalmente por el aumento relativo de los sitios activos que aumentarían su 

descomposición. Por otro lado, se hicieron inyecciones de los estándares de plaguicida de 

los productos de descomposición del carbofuran (Figura 29) con excepción del compuesto 

(e) del que se conoce su identidad sólo por comparación PMB.  

Éstos compuestos son productos de oxidación e hidrólisis mixtos que conforman el conjunto 

(b-f) y a diferencia de la vía metabólica ninguno sufre oxidación hacia el derivado N-

hidroximetilado. Las señales mostradas corresponden a los estándares puros, sin embargo, 

en varios perfiles es posible apreciar la presencia de mezclas. Esto se puede evidenciar más 

fácilmente en la inyección del compuesto (c), en la cual se observó una señal de magnitud 

comparable del compuesto (f). Un caso análogo ocurre con el compuesto (b) con presencia 

de (e). En experimentos posteriores se evaluó la transformación de los compuestos 

empleando un inserto de vidrio recién silanizado en el cual se observó el mismo fenómeno. 

Los resultados se resumen en la Tabla 11 y suponen claramente procesos exclusivos de 

hidrólisis que generan los derivados 7-fenol y que a su vez descartan posibles reacciones de 

oxidación en precursores o productos. Esta degradación es promovida probablemente por la 

presencia residual de grupos tipo silanol en la superficie del vidrio del inserto. 

Adicionalmente, se descarta una degradación significativa en el trayecto de la separación o 

en regiones extracolumnares. Lo anterior se pudo inferir ya que la interacción con la fase 

estacionaria parece ser pequeña o muy rápida pues se relaciona con tiempos de retención 

tempranos que por coincidencia corresponden también con el peso molecular. 

Tabla 11. Estudio de los compuestos relacionados del carbofuran. 
Detectados (<) 

 

Inyectados 

10min---Tiempo de retenci·nŸ15min 

d) f) e) a) c) b) 

Carbofuran       

3-cetocarbofuran        

3-hidroxicarbofuran       

7-fenolcarbofuran       

3-ceto-7-fenolcarbofuran       

Peso molecular (u) 164 178 180 221 235 237 

 

Para incorporar estos compuestos en el método de análisis instrumental y probar su posible 

determinación simultánea, se procedió a realizar una solución mezcla constituida por NMCs, 

sus productos de degradación y los demás plaguicidas. Así pues, se preparó 1mL de SMFM 

304 (ver  
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Anexo 6) con un volumen aditivo de soluciones stock cercano a 100 µL que, para integrarlos 

en una misma inyección, se llevó a volumen empleando la solución de plaguicidas SMFM 

294. Adicionalmente, se preparó una dilución de 10µg.mL-1 de PCB42  52, un compuesto a 

usarse como estándar interno (E.I.) el cual es adicionado a los inyectables antes de cada 

análisis. La Figura 30 muestra el perfil cromatográfico completo del método MQ1A. 

Figura 30. Perfil del método de separación incluyendo plaguicidas en SMFM 294 y 304 con E.I. 

 
 

Se procedió a realizar la inyección de la SMFM 304 en modo SIM43 a diferentes 

concentraciones. Los resultados que se muestran en la Tabla 12 permitieron estimar una 

respuesta lineal aparente con un R2~0,99. Respecto a la sensibilidad44 del sistema al ion de 

cuantificación se observan claramente dos grupos: (i) compuestos con buena sensibilidad, 

cercana a la unidad y (ii) compuestos con sensibilidad limitada (<0,1mL.µg-1). Asimismo, 

se observó que los compuestos pertenecientes al grupo (ii) no pudieron ser discriminados 

del ruido (NA) a concentraciones bajas lo cual imposibilitó su determinación 

simultáneamente con los demás plaguicidas. Un ejemplo es el carbaril y su producto de 

descomposición que no pudieron ser integrados a 0,1 µgmL-1, hecho por el cual se decidió 

abstenerse de incluirlo en el método. Respecto al carbofuran y sus compuestos relacionados, 

se presentó una situación análoga a la del aril-NMC, pues el producto de oxidación 3-

hidroxicarbofuran y su correspondiente producto de hidrólisis no se observaron a 0,05µgmL-

1. De hecho, como muestra la Figura 31, la integración del ión de cuantificación (negro) en 

los CEI45 a la menor concentración ensayada, sólo fue posible para los compuestos del grupo 

(i). Sin embargo, también debe observarse que la relación S/N fue bastante deficiente para 

estas señales, con excepción de la señal del carbofuran. Vale la pena destacar que 

precisamente sólo para dicha señal, además de una alta sensibilidad (1,094mL.µg-1), el pico 

a bajas concentraciones se obtuvo con un ruido instrumental relativamente bajo a pesar de 

apreciarse incompleto por un desplazamiento fuera de la estrecha ventana de adquisición.  

Tabla 12. Cuantificación de NMCs en modo SIM. Evaluación preliminar de sensibilidad y respuesta lineal. 

Respuesta del ión de  Concentración (µg.mL -1) m R2 

                                                 
 

42 PCB: Polychlorinated biphenyl. PCB52: (2,2',5,5'-Tetraclorobifenilo) El pico alto e incompleto es el E.I. 
43 Los detalles de la construcción del método de adquisición en modo SIM se abordan en la sección 4.1.3. 
44 Pendiente de la ecuación de la recta (m) 
45 Cromatograma de extracción de iones. 
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cuantificación (Relativa al E.I.) 10,000 1,000 0,500 0,100 0,050 0,025 (mL.µg-1) 

7-fenolcarbofuran  9,5494 0,6147 0,2454 0,1083 0,0566 0,0281 0,963 0,9984 

7-fenol-3-cetocarbofuran  11,7999 1,0058 0,3892 0,1689 0,0821 0,0452 1,184 0,9995 

7-fenol-3 hidroxicarbofuran  0,1908 0,0242 0,0111 0,0052 NA NA 0,019 0,9997 

1-naftalenol 0,3046 0,0951 0,0554 NA NA NA 0,025 0,9896 

Carbofuran 10,9081 1,0729 0,4413 0,1125 0,0356 0,0049 1,094 0,9999 

3-cetocarbofuran  9,1370 0,8157 0,3253 0,0997 0,0395 0,0117 0,918 0,9998 

3-hidroxicarbofuran  0,7138 0,1037 0,0375 0,0177 NA NA 0,070 0,9984 

Carbaril 0,8267 0,0688 0,0254 NA NA NA 0,084 1,0000 

Figura 31. CEI de una inyección de NMCs a 0,050µgmL-1. 

 
 

De esta manera y por las razones expuestas anteriormente, se optó por realizar únicamente 

la cuantificación del carbofuran y su producto de hidrólisis (7-fenolcarbofuran). Por 

consiguiente, se realizó una estimación del grado de descomposición del carbofuran al 

comparar las señales correspondientes a cada compuesto teniendo en cuenta que comparten 

el ion 149 en el programa de monitoreo de iones. Para calcular el % de degradación (%D), 

la Figura 32 muestra una inyección en modo scan de carbofuran, en donde las relaciones 

entre el primer ión de calificación y el ión de cuantificación del 7-fenolcarbofuran es 77,9 

(%Exp) como se muestra en la figura el %D es bastante grande correspondiendo a un 68,4%.  

Asimismo, para probar el efecto de la matriz se empleó un extracto de pitaya a la misma 

concentración con el que se logró disminuir en más de 10 veces el %D. En la Figura 33 se 

muestra un pico con mayor ruido pero menor degradación. Por esta razón fue posible llevar 

a cabo la determinación de carbofuran en matriz gracias a que se lograron demostrar las 

siguientes condiciones: 
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1. El carbofuran es un compuesto termolábil, sin embargo durante el análisis no sufre 

oxidaciones sino que su descomposición se limita a la hidrólisis (único producto). 

2. Es posible detectar el carbofuran y su producto de hidrólisis a baja concentración.  

3. Es posible detectarlos a las concentraciones propuestas de trabajo y se logró 

evidenciar una disminución sustancial del %D al realizar la inyección en matriz. 

Figura 32. Inyección de carbofuran en solvente. Estimación del % de degradación. 
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Es importante aclarar que no se tuvo en cuenta para este análisis exploratorio la tercera 

familia de NMCs, los tipo oxima (aldicarb, metomil y oxamil), ya que son moléculas mucho 

más polares y pequeñas que limitan el análisis de manera exclusiva a la CL. Estos 
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compuestos son mucho más lábiles y presentan múltiples productos de descomposición 

térmica hacia compuestos tipo sulfóxido, sulfona, oxima y nitrilo.  

Á Método de limpieza instrumental 

Teniendo en cuenta que en los ensayos realizados en las secciones anteriores se usó como 

base la solución mezcla de plaguicidas en solvente, se procedió a evaluar la configuración 

backflushing durante el análisis instrumental. Esta técnica tiene el objetivo de eliminar al 

máximo la posibilidad de la entrada de no volátiles hacia la columna analítica que son 

propios de las matrices a emplear ya que pueden contaminarla en detrimento de su 

desempeño. La configuración original de este equipo fue descrita en el numeral 7. y 

mostraba que todo el efluente pasaba por un primer retention gap, luego por la columna y 

al final por otra sección de retention gap hacia el detector. Bajo estas condiciones, sólo se 

podía programar un backflushing al terminar el análisis (ver Anexo 7) (postrun). 

Inicialmente, este sistema fue diseñado para evitar un cambio abrupto de presión en la 

cámara de vacío cuando, por ejemplo, se quiere cambiar de columna, ya que funciona 

empleando una línea auxiliar de helio que restringe la entrada de aire a la cámara de vacío. 

Ahora bien, en el postrun backflushing, las impurezas que entran a la columna deben 

atravesar todo el trayecto desde el extremo final de la columna analítica hacia el inicio para 

ser eliminados por la válvula de venteo del puerto de inyección, lo cual constituye un retorno 

demasiado largo para ser eficiente. Luego entonces, se decidió reconfigurar el ensamblaje 

neumático de modo que se asegurara la menor posibilidad de contaminación de la columna 

analítica al inyectar extractos de matriz. En ese sentido, se conectó el puerto de inyección 

PTV a 5m de retention gap y éste a su vez se acopló a la columna de 30 m, la cual terminó 

conectada directamente en la interfaz del detector EM. Para la conexión entre las columnas 

se eliminó la unión de cuarzo, la cual se usaba inicialmente, y se empleó el divisor de flujo 

con EPC para tener disponible una línea modulable de He en este punto. En aplicaciones 

como el análisis de residuos de plaguicidas la selectividad de la fase estacionaria 

generalmente siempre es de baja polaridad, lo cual permite trabajar con la misma columna 

y cambiarla sólo hasta cuando se decide renovarla. Por esta razón se decidió aprovechar el 

gas auxiliar en un ñbackflushing concurrenteò el cual permite mantener la presión en la 

cabeza de la columna al mismo tiempo que se invierte el flujo en la primera sección 

(retention gap) obteniendo un venteo hacia puerto de inyección. En la versión electrónica 

de este documento se muestra una descripción ilustrativa en un videoclip (aquí). La Figura 

34 muestra un esquema comparativo entre las dos configuraciones.  

https://docs.google.com/file/d/0B7cJfXOz_hraSnU3enRrdnAtSkE/edit?usp=sharing
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Figura 34. Configuración CG-EM. (a) Postrun backflushing y (b) backflushing concurrente. (Inversión ª) 

 
Como el backflushing concurrente ocurre a partir del retention gap, a diferencia del postrun 

backflushing, fue necesario tener en cuenta ciertas precauciones para asegurar un correcto 

funcionamiento del equipo. La implementación de la técnica inspirada por los adelantos de 

Mastovksa et.al. [110] se relaciona en los siguientes experimentos y tuvo como objetivo 

determinar el tiempo mínimo que debe esperarse después de la inyección para que pueda 

apagarse la presión del inyector y empiece la inversión del flujo, sin incurrir en pérdidas de 

analito. Sin embargo, la evaluación del tiempo en el que los compuestos son transferidos a 

la columna analítica demanda del uso de una configuración diferente debido a que podrían 

quedar residuos de solvente después del venteo, que, de llegar a la cámara de ionización 

(~10-6torr) podría fundir el filamento del EM. Estos cuidados no son exclusivos de este tipo 

de detector ya que, por ejemplo, los detectores de fotoionización también requieren un 

periodo inicial de inactividad mientras se asegura la evacuación del frente de solvente. 

Así pues, continuando con la investigación se evaluó el tiempo en el que analitos de 

diferentes características (elución temprana, media y tardía) atravesaban en su totalidad el 

retention gap empleando un sistema de detección más robusto. Por consiguiente, se conectó 

directamente el retention gap a un detector µECD 63Ni y se hicieron inyecciones 

individuales de los compuestos que se muestran en la Figura 35. 

 

a) 

b) 
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Figura 35. Inyección de analitos de diferentes características en la configuración retention gap- µECD 
63Ni.  

 
Diclorvos, PCB 52 y azoxistrobin. tR: 0,927, 3,119 y 9,046 min respectivamente. µECD 63Ni. Longitud retention gap: 5 m. 

 

Como se puede observar, el compuesto más demorado no supera los 10 minutos. En 

principio, estos resultados no se esperaban ya que el método finaliza a los 33 minutos lo cual 

indica que la evacuación de los compuestos en sólo 5 m se gasta un tercio del tiempo total. 

Además, a pesar de que los siguientes 30 m de columna analítica supondrían una interacción 

que implica la retención temporal de los analitos, el tránsito de los compuestos parece ser 

más demorado en la primera parte del proceso. Esto podría relacionarse con la etapa de 

transferencia de los analitos desde el puerto de inyección hasta los capilares y por 

consiguiente el traspaso a la sección de separación podría tener un rol preponderante en el 

deterioro del desempeño cromatográfico, por ejemplo, por la exposición de los compuestos 

a un estrés térmico prolongado. Así pues, se restableció la configuración de backflushing 

concurrente y se varió el tiempo de inicio de los experimentos como muestra la  Figura 36 

dónde en los primeros cromatogramas se evidenció la ausencia de varias señales indicando 

la pérdida de una gran cantidad de analitos tardíos. 
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Figura 36. Inyección de SMFM 296 y ejecución del backflushing concurrente. Tiempos de partida (8-11) min. 

 
 

Teniendo en cuenta estos resultados, se realizaron experimentos adicionales aumentando el 

tiempo de inicio de la inversión del flujo (>10 min), con lo que se definió un mínimo de 13 

min con el que se logró detectar los compuestos con elución más tardía como por ejemplo 

los piretroides de la Figura 37. 

Figura 37. Extensión del inicio del backflushing concurrente. Tiempos de partida definido 13min. 
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4.1.2 Inyección con temperatura programada 

Como se explicó en la sección 4.2.2 la inyección de grandes volúmenes empleando el puerto 

de inyección PTV alcanzó una gran popularidad desde su incursión en el mercado gracias a 

los beneficios que otorga este sistema en cuanto a versatilidad práctica y diversidad de 

campos de aplicación. En todos los experimentos realizados hasta el momento se realizó una 

inyección at-once de 4 µL en los modos cold splitless y VS empleando una jeringa de 10 

µL, la cual podría considerarse una aplicación IGV ya que usualmente en la mayoría de 

aplicaciones SSL se inyecta como máximo 1-2µL. A diferencia de otras técnicas IGV, la 

evaporación y la transferencia no ocurren simultáneamente ya que en el modo VS se cuenta 

con una serie de pasos bien diferenciados. Estos pasos pueden ser resumidos en dos fases 

clave según el programa de temperatura del inyector: (i) la introducción de la muestra y 

venteo de solvente en ñfrioò y (ii) la transferencia de analitos en caliente. Adicionalmente, 

una vez el inyector está caliente después de la transferencia, como se incorporó el programa 

de limpieza instrumental se realiza un procedimiento de mantenimiento durante la inversión 

de flujo (con la válvula de venteo abierta) análogo al bakeout que se emplea con muchos 

detectores cuando resultan saturados o contaminados. Teniendo en cuenta esto es posible 

esquematizar el ciclo completo de programas de temperatura en la Figura 38. 

Figura 38. Esquema general del programa de temperatura para la inyección en modo de venteo de solvente. 

 
Pasos del proceso delimitados con lineas discontínuas. El eje horizonta representa el tiempo, Ti y Tf: Temperatura 

inicial y final del inyector PTV respectivamente, (ON/OFF): Apertura y cierre de válvulas, BKF: Backflushing 

concurrente. 

 

Como se observa en la figura anterior, cuando se realiza la inyección, el cuerpo del puerto 

de inyección permanece a una temperatura inicial (Ti) la cual debe ser inferior al punto de 

ebullición del solvente. Durante este paso se debe mantener la válvula de venteo abierta a 

una presión de 0 psi por un periodo de tiempo (tv) necesario para asegurar que el solvente, 

inicialmente en estado líquido, se vaporiza por completo promovido por un flujo de venteo 
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(Fv) que permita eliminar el solvente sin incurrir en pérdidas significativas de los analitos 

más volátiles. Posteriormente, en el siguiente paso se cierra la válvula de venteo y al mismo 

tiempo se enciende el EPC del PTV para aumentar la presión del inyector (Pi) la cual 

conduce a la transferencia de la muestra hacia el retention gap, gracias a un aumento súbito 

hasta la temperatura final (Tf). Como se evidenció anteriormente, a pesar de que se esperaría 

que no se establezcan equilibrios en el capilar sin fase estacionaria que retrasen a los 

compuestos, la transferencia de los analitos es un proceso que consume bastante tiempo. De 

hecho, se evidenció que sólo después de transcurridos los primeros minutos se logra 

completar la transferencia desde el retention gap a la columna analítica. Así pues, una vez 

se asegura que el último plaguicida ha pasado a la columna analítica y que no se perderá al 

invertir el flujo del primer capilar (13 min), se puede iniciar el backflushing. Se apaga la 

presión del inyector y se abre la válvula de venteo durante el transcurrir del análisis, con la 

intención de que los compuestos menos volátiles al interior serán expulsados del sistema al 

retornar por los 5 m ya recorridos para salir finalmente por la válvula de venteo del inyector 

caliente. Este proceso se continúa ejecutando por el tiempo restante del análisis, periodo en 

el cual se espera que el inserto se limpie completamente, quedando listo para la siguiente 

inyección. En la versión electrónica de este documento un videoclip (aquí) muestra el 

proceso y detalla algunos pasos mientras se ejecuta una inyección. 

Ahora bien, se podrían tener en cuenta otros factores a partir de la experiencia de otros 

autores [168] como la Tf o la velocidad de inyección, sin embargo ya se sabe a priori que 

los mejores resultados se logran empleando el máximo posible que permite el equipo. Así 

pues, teniendo en cuenta que en realidad los parámetros con mayor relevancia durante el 

procedimiento de inyección en modo VS son los citados anteriormente (Ti, Pi, tv y Fv) se 

plante· el experimento de optimizaci·n autodirigida llamado ñSimplex Aò empleando un 

conjunto de valores iniciales sólo para las cuatro variables mencionadas con sus módulos de 

paso46. Así pues, se decidió iniciar el algoritmo del simplex modificado empleando una 

inyección at once de la mitad del volumen nominal de la jeringa del instrumento (5 µL) en 

modo SIM, con el objetivo de obtener una mayor respuesta del equipo. Se empleó la SMFM 

294 como solución de prueba y como variable respuesta se estableció la altura promedio de 

los picos para así obtener una idea general de la sensibilidad del sistema. Además se 

consideró que lo realmente importante era obtener señales más eficientes que permitieran 

obtener una relación S/N alta. El conjunto del So para el Simplex A se muestra en la Tabla 

13. 

 

Tabla 13. Simplex inicial A (So A) para optimización del PTV en modo VS. Inyección de 5 µL 

                                                 
 

46 Condiciones de partida Simplex A: Ti= (39,4|MP: 2) °C, Fv= (63,8|MP: 5) mLmin-1, tv= (0,5|MP: 0,1) min, Pi= (22|MP:1) psi 

https://docs.google.com/file/d/0B7cJfXOz_hraUjhPTGpNdHJVYk0/edit?usp=sharing
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Simplex Ti (°C) Fv (mLmin -1) tv (min) Pi (psi) 

S1 38,4 66,3 0,45 21,5 

S2 40,4 66,3 0,55 21,5 

S3 40,4 66,3 0,45 22,5 

S4 38,4 61,3 0,55 22,5 

S5 40,4 61,3 0,45 21,5 

Después de 7 proyecciones no se observaron cambios favorables para el sistema, con lo que 

se reevaluó la conveniencia de las proyecciones realizadas con base en sus efectos, lo cual 

puso en evidencia que los cambios realizados en los experimentos no lograron variaciones 

apreciables más allá de desplazamientos y ligeras diferencias similares a la variabilidad por 

repetibilidad de la inyección (Figura 39). 

Figura 39. TICs simplex A (S1-S5). Compuestos con elución a) temprana (9-13) min y b) tardía (26-32) min. 

 

 
 

 

a) 

b) 
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Se decidió entonces realizar dos cambios de suma importancia con base en los resultados 

anteriores, con el objetivo de conseguir resultados que reflejaran verdaderas mejoras del 

sistema a través de la optimización. Así pues, se construyó un nuevo simplex inicial 

denominado ñSimplex Bò (SoB) en el cual se duplic· el MP47 en pro de evidenciar efectos 

significativos en cada paso de la experimentación. Igualmente, como se observó que los 

cambios durante el desarrollo de las reflexiones incluían un desplazamiento considerable, se 

hizo necesario seleccionar compuestos que se encontraran en una ventana de adquisición 

suficientemente ancha para evitar su omisión48 y por otro lado que fueran lo suficientemente 

ñsensiblesò a los cambios realizados para agilizar la finalización de la optimización. Por esta 

razón se resolvió emplear un grupo de compuestos como indicadores del estado del sistema. 

Entre estos compuestos se seleccionaron diez señales clave distribuidas a lo largo del perfil 

cromatográfico. Los compuestos seleccionados (tR: min) se enumeran a continuación:  

 

1. diclorvos (9,5) 6. 4,4ô-DDT (22,1) 

2. diazinón (14,0) 7. ɓ-ciflutrina (26,5) 

3. m-paratión (15,4), 8. cipermetrina (29,0) 

4. metalaxil (15,8) 9. difenoconazol (29,3) 

5. fentión (17,1) 10. deltametrina (29,8) 

 

Bajo este marco se construyó y se desarrolló la optimización autodirigida con un nuevo 

simplex que se presenta en la Tabla 14, con el cual se logró una situación muy diferente a la 

anterior (SoA) ya que las señales de ambos extremos del perfil se lograron mejorar de 

manera  apreciable como se buscaba. Los cambios fueron muy superiores a la dispersión 

generada por el sistema instrumental tal como se evidencia en la Figura 40. En esta serie de 

experimentos se observó que el experimento S8 produjo una señal superior a las obtenidas 

durante el simplex inicial y además que no logró ser superada por proyecciones posteriores, 

con lo cual se detuvo el experimento de optimización pues no valía la pena continuar con 

valores incluso menores al S9 (segundo mejor). 

  

                                                 
 

47 Condiciones de partida Simplex A: Ti= (39,4|MP: 4) °C, Fv= (63,8|MP: 10) mLmin-1, tv= (0,5|MP: 0,2) min, Pi= (22|MP:2) psi 

48 Este tipo de problemas se observan en la parte a) de la Figura N°40. Un compuesto ~ 13,5 min aparece recortado debido estos efectos. 
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Tabla 14. SoB (S1-S5) y optimización del modo VS. Inyección de 5 µL. * El EPC del 7890A  permite hasta 3 cifras decimales. 

Simplex Ti (°C) Fv (mLmin -1) tv (min) Pi (psi)* Altura media 
S1 36,9 68,8 0,4 21 472444 

S2 41,9 68,8 0,6 21 365185 

S3 41,9 68,8 0,4 23 215271 

S4 36,9 58,8 0,6 23 380310 

S5 41,9 58,8 0,6 21 478598 

S6 36,9 58,8 0,6 20 308354 

S7 38,15 61,3 0,55 20,75 432150 

S8 35,02 55,05 0,38 21,875 537453 

S9 31,59 48,18 0,26 22,313 514561 

S10 39,09 63,18 0,26 19,313 292828 

S11 37,45 59,89 0,52 22,078 500858 

S12 37,49 59,89 0,30 22,227 512182 

 

Figura 40. TICs simplex B (S4-S9). Compuestos con elución  

a) Temprana (9-15) min y b) tardía (26-32) min. 

 

 
Al graficar estos resultados de manera individual (para cada señal) fue posible observar una 

tendencia general común en la optimización como se observa en la Figura 41. Este 

comportamiento sugiere que se logró mejorar en los últimos ensayos en compuestos como 

el diclorvos o la cipermetrina (sin embargo fueron inferiores al S8), no obstante, también 

compuestos como el m-paration, 4,4ô-DDT o la deltametrina empeoraron perceptiblemente. 

  

a) 

b) 
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Figura 41. Evolución del simplex para las 10 señales seleccionadas 

 
Los resultados mostraron que se logró mejorar la calidad del perfil cromatográfico en 

términos de sensibilidad, sin embargo, se podría llegar a pensar que la mejora no se debe al 

algoritmo de optimización (al tener en cuenta las circunstancias del experimento), sino a una 

posible concentración del inyectable durante la optimización. Esta consideración surge 

principalmente de la naturaleza secuencial del simplex ya que en la práctica se hace uso de 

un periodo largo para cada experimento (1 h aprox. entre una inyección y la siguiente) y 

además que durante este lapso de tiempo (incluyendo las repeticiones), el inyectable 

permanece perforado en la bandeja en espera de la siguiente inyección. Por esta razón, se 

dispuso una verificación empleando el mismo inyectable con el fin de eliminar cualquier 

tipo de duda al respecto. En la Figura 42 se observa una comparación entre la mejor 

respuesta (S8) y la repetición de una de las respuestas inferiores (S3). Según los resultados 

se puede decir que no cabe duda de que la mejora en el desempeño del sistema no se debe a 

que el inyectable se encontrara más concentrado sino a la convergencia sinérgica entre los 

parámetros que logran aumentar contundentemente la respuesta a lo largo de todo el perfil 

cromatográfico. 

Figura 42. Verificación de la optimización bajo las condiciones experimentales S8 comparando 

posteriormente con S3 empleando el mismo inyectable. 
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4.1.3 Evaluación de las condiciones de análisis 

 

En esta sección se discuten y se definen aspectos críticos respecto al alcance y la 

conveniencia de algunos aspectos de la metodología desarrollada y se toman decisiones muy 

relevantes para el desarrollo posterior realizado en el estudio. Antes de continuar se debe 

recordar que la razón fundamental del desarrollo de las metodologías es que al emplear un 

método sencillo y rápido de análisis se logren determinar los residuos de plaguicidas a los 

niveles requeridos por la legislación aplicable para poder expedir un resultado con suficiente 

confianza con base en este soporte documental. Así pues, teniendo en cuenta que ambas 

versiones del método QuEChERS son muy similares pero tienen distintos rasgos, tanto en 

los pasos de extracción como en los de limpieza (esquema representativo del procedimiento 

en la Figura 43), se realizó la preparación de los reactivos de las dos versiones oficiales de 

modo que los análisis se realizaran de manera simultánea. En estos estudios se emplearon 

las matrices de las frutas tropicales uchuva, tamarillo, granadilla, pitaya y banano bocadillo. 

Como primer paso se realizó la preparación de estas muestras, lo cual requirió limpiar las 

frutas del material ajeno a estas, despuntar la corona del bananito y de la pitaya (Grupo 14 

de las guías del Codex Alimentarius [171]), lavar intensamente todas las unidades y cortarlas 

transversalmente para su posterior homogenización. Después del procesamiento en un 

homogenizador industrial para la obtención de un puré, cada matriz se rotuló debidamente 

y se conservó para posteriores análisis alrededor de 100 g por empaque ziplock evitando 

dejar residuos de aire para impedir su deterioro en el congelamiento (-20°C). Para el 

momento de su uso se dejó reposar la matriz fuera del congelador por tiempo suficiente y se 

homogenizó manualmente el contenido del empaque una vez se había descongelado para 

poder tomar las porciones analíticas de puré evitando la segregación de material o líquido. 

Posteriormente se tomaron las porciones analíticas y se desarrolló el procedimiento de 

análisis por cada método. 

Figura 43. Representación esquemática de las diferencias en las versiones oficiales del método 

QuEchERS.  

 
 



Resultados 81 

 

 

Una vez obtenidos los extractos de matriz se realizó una inyección en modo scan para 

conocer los perfiles cromatográficos de los extractos blancos y así contrastar las señales de 

lo que se puede extraer por ambos métodos en cada matriz. Así pues, las imágenes en la 

Figura 44 muestran los perfiles sobrepuestos de ambas versiones del método QuEChERS 

para cada extracto de fruta. 

 

 

 

 

 

Figura 44. TICs de inyección de extractos de matriz versiones oficiales AOAC y CEN. 
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Continuación Figura.44. TICs de inyección de extractos de matriz versiones oficiales AOAC y CEN. 

 
 

Como se puede observar, los perfiles cromatográficos son característicos para cada fruta y 

la mayoría de picos se comparten en ambas versiones aunque con cambios sustanciales en 

intensidad diferenciando apreciablemente un método del otro. En primer lugar se pudo 

evidenciar que el rango del eje de intensidad para los TICs del tomate de árbol, de la pitaya 

y hasta de la granadilla permaneció alrededor de107 cuentas, mientras que en el caso del 
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bananito y la uchuva este fue superado en cerca de un orden de magnitud. Sin embargo, en 

esta última se observó un perfil particularmente más complejo con muchas más señales 

distribuidas a los largo del TIC. Esta gran cantidad de señales podrían considerarse como el 

perfil m§s ñsucioò dentro del grupo de matrices ensayadas. Por otro lado, la comparación de 

cada versión deja ver una diferencia aún más clara y consistente para todas las matrices ya 

que se puede observar que en el método CEN se generan TICs mucho más simples en 

términos de intensidad y número de señales, con excepción del caso de la pitaya en dónde 

los perfiles son casi equivalentes. Teniendo en cuenta lo anterior, se podría decir que los 

extractos obtenidos por el método AOAC son menos convenientes pues sus señales 

asociadas a compuestos endógenos podrían actuar como interferentes coextraídos con los 

analitos. Asimismo, se encontró que la uchuva es la matriz que genera extractos más sucios, 

particularmente por el método AOAC. Por el contrario con la pitaya, empleando cualquiera 

de las dos versiones del método QuEChERS, se producen los extractos menos complejos. 

Á Método de adquisición SIM 

 

La herramienta de deconvolución fue muy útil para la identificación de las señales obtenidas 

en modo scan pues permitió adjudicar con certeza la identidad de los plaguicidas a un tR 

característico como se vio en la Figura  24. Se logró constatar la presencia de todos los 

plaguicidas y además de otros compuestos como algunos productos de degradación. Por 

consiguiente, después de establecer la identidad de cada señal, se consolidó un método SIM 

con dos objetivos: (1) aislar las señales que permanecían sin resolver y (2) aumentar la 

sensibilidad del sistema de detección. En este estudio se construyeron dos versiones del 

método SIM, el primero fue un método SIM preliminar para adelantar de manera transitoria 

varios ensayos que se abordarán a continuación y el segundo fue el método definitivo 

empleado en la metodología a validar. Así pues, para la construcción del método SIM 

preliminar se consideró principalmente el alto grado se selectividad que proporcionan los 

iones característicos (p.e. plaguicidas halogenados) y, en lo posible, las relaciones m/z 

mayores a 100 -200 unidades. La Figura 45 a continuación muestra una representación 

esquemática de los 28 grupos que se crearon para construir este método SIM. Algunos 

grupos contienen más compuestos que otros, pero en general se procuró elegir los iones de 

manera uniforme teniendo en cuenta que se contara con suficiente cantidad de tiempo para 

las transiciones entre los grupos. El Anexo 8 muestra una tabla con los detalles del inicio de 

cada grupo, el número y los iones monitoreados en el transcurso de la adquisición. 
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Figura 45. Representación esquemática en AMDIS de los 28 grupos del método SIM preliminar sobre el TIC.  

En la parte inferior se muestra un recuadro aislado y los nombres de los compuestos asociados. 

 
La construcción de este método SIM permitió establecer los criterios que refuerzan la 

identificación de los compuestos empleando el tiempo de retención y la intensidad relativa 

de los iones calificadores con el ión objetivo empleado para la cuantificación. Las relaciones 

entre los iones que se registraron en la creación del método son muy similares a las 

proporciones que se podrían obtener de los espectros que se encuentran en la biblioteca ya 

que corresponden a la inyección de los compuestos en solvente. No obstante, se debe dejar 

claro que en la práctica la identificación de los compuestos se realiza en extractos de matriz, 

lo cual cambia totalmente la perspectiva de la confirmación del análisis ya que los 

compuestos endógenos de las muestras y el aumento natural del ruido influyen fuertemente 

en la consistencia de dichas proporciones. Así pues, la estrategia práctica que se siguió en 

este estudio y que se considera la más aconsejable, es realizar siempre la comparación de 

proporción de iones con fines de confirmación empleando los valores que se obtengan en el 

nivel de estándar en matriz que, sin ser idénticos, tienen una mayor similitud en términos de 

condiciones del instrumento y de la muestra. Adicionalmente, la comparación entre señales 

en las mismas condiciones permite tener en cuenta esos efectos de la matriz que son bastante 

significativos, sobre todo al trabajar a baja concentración. En el numeral 8 se entrega 

evidencia objetiva que soporta la especificidad de las metodologías validadas, con lo que la 

identificación de los analitos por comparación de al menos dos proporciones de la 

abundancia de los iones seleccionados se considera como prueba cualitativa positiva que 

descarta la necesidad de análisis confirmativos adicionales [172].  

Ahora bien, después de inyectar los extractos de matriz con los compuestos de la mezcla 

SMFM 294 a 20 ng.mL-1 empleando el método SIM preliminar, se logró evidenciar que los 

compuestos endógenos distinguidos previamente en los perfiles de los extractos 

efectivamente si influyen en la determinación de algunos compuestos incluidos en la 

metodología, tanto así, que fue necesario hacer modificaciones en algunos grupos SIM. 

Estos cambios se realizaron con la intensión de omitir el efecto de algunas interferencias 

sobre el ión de cuantificación, intercambiándolo por alguno de los iones diagnóstico con 

selectividad admisible y suficiente sensibilidad. Así pues, por ejemplo para el compuesto g-

HCH se decidió intercambiar el ión de cuantificación 219 por el ión calificador 217, caso 




























































































































































































































































