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1. OBJETIVO

Establecer el procedimiento analitico para determinar multiresiduos en semillas oleaginosas
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS.

2. ALCANCE

Aplica al analisis de granos y semillas oleaginosas de bajo contenido de humedad destinadas al
consumo humano, procesadas en el laboratorio, abarcando la extraccion, limpieza, concentracion
y analisis instrumental, hasta la emision de los resultados.

3. DOCUMENTOS DE REFERENCIA

3.1 Analytical Methods for Residual Compositional Substances of Agricultural Chemicals, Feed
Additives, and Veterinary Drugs in Food/ Multiresidue Method for Agricultural Chemicals by GC/MS
(Agricultural Products). Fillion, J.et al, J AOAC Int, 2000, 83, 698-713 8(2000) DE-LRPM-488.

3.2 Method Validation and Quality Control Procedures for Pesticide Residues Analysis in Food and
Feed (SANTE/12682/2019).

4. SIGLAS
4.1. Siglas:
4.1.1 mgl/kg y mg/L: Es el equivalente a ppm.

4.1.2 LRCV: Laboratorio de Residuos y Contaminantes en Productos y Subproductos
Vegetales.

4.1.3 LC: Cromatografia Liquida.
4.1.4 LC-MS/MS: Cromatografia Liquida con detector de Masa/Masa.
5. RESPONSABLE

El Departamento de Laboratorios Quimicos es responsable de asegurar la correcta
implementacién del procedimiento. Los técnicos del area deben ejecutar cada etapa del método,
registrar la informacién en los formularios correspondientes y garantizar el cumplimiento de los
lineamientos técnicos establecidos

6. ACTIVIDADES

Se describen los equipos y materiales a emplear en el ensayo:
6.1. Equipos:

a) Cromatdgrafo Liquido con detector de Masa/Masa

b) Agitador Vortex

c) Bafio Ultrasonico

d) Balanza analitica

e) Balanza granataria

f) Centrifuga

g) Trituradora Robo coup ~
h)  Desionizador ultrapuro

6.2. Materiales:

a) Espatula de metal

b) Matraz de vidrio con tapa de 10 ml

c) Matraces de vidrio con tapa de 100ml

d) Probeta de vidrio de 1000 ml

e) Pipeta automatica o micropipeta 100 a 1000uL

f) Tubos de plastico con tapa de 50ml 2

g) Viales de vidrio con tapa de 2 ml Cary Bersni ng. Agrénoma- RPN° 8.544
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h) Vaso de precipitado de 100 ml

i) Filtro minisart 0,2 ym

j) Jeringa descartable de 5 ml

k) Cartuchos de limpieza C18

I) Cartuchos de limpieza Envi-Carb

6.3. Reactivos:

a) Material de referencia certificado

b) Acetona grado HPLC

c) Acetona p.a

d) Acetonitrilo grado HPLC

e) K;HPO, p.a

f) Metanol grado HPLC

g) Agua grado HPLC

h) Acetato de amonio p.a

i) Acetato de Amonio p.a

j) Sulfato de sodio Anhidro

6.4. Desarrollo del ensayo:

6.4.1 Preparacion de la solucion del estandar:
a. Solucion madre

Pesar el material de referencia certificado para preparar una solucion madre de concentracion
1000mg/L, utilizando como disolvente metanol.

Para principios activos cuyo solvente de dilucidén sea diferente al metanol ver ficha del material
de referencia certificado, etiquetar con el FOR-DLQ-013 Etiqueta de Preparacion de Soluciones.
Mantener refrigerado entre 2 a 8 °C. El vencimiento de las soluciones madres es de 1 afo.

Los datos se registran en el cuaderno de ensayos de laboratorio LRCV, Codigo FOR-DLQ-040.
b. Soluciones de Trabajo.

Se prepara partir de la solucién madre 1000mg/L tomando un volumen adecuado para obtener
una concentracion aproximadamente 10 mg/L, utilizando como disolvente metanol, etiquetar con
el FOR-DLQ-013 Etiqueta de Preparacién de Soluciones.

Se guarda a temperatura inferior a 10°C y tiene una validez maxima de 6 meses, y solo se puede
utilizar dentro del periodo de validez de la Solucién madre.

Los datos se registran en el cuaderno de ensayos de laboratorio LRCV, Cédigo FOR-DLQ-040.
c. Niveles

Se prepara cinco concentraciones que incluyan el valor de LMR del plaguicida en la matriz, dos
puntos por arriba y dos puntos por debajo, se utiliza metanol como solvente, agitar y etiquetar
con el FOR-DLQ-013 Etiqueta de Preparacion de Soluciones.

Se guarda a temperatura inferior a 10 °C y tiene una validez maxima de 3 meses, y solo se
pueden utilizar dentro del periodo de validez de la Solucién madre.

Los datos se registran en el cuaderno de ensayos de laboratorio LRCV, Cédigo FOR-DLQ-040

Disolver 52,7 g de K,HPO, (Fosfato mono acido de di Potasio) y 30,2 g de KH,PO, (Fosfato di
Hidrogeno de Potasio) en aproximadamente 500 ml de agua destilada. Agitar y sonicar la
solucién y llevar a volumen en matraz de 1000 mL. Etiquetar con el FOR-DLQ-013 Etiqueta de
Preparacion de Soluciones.
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6.4.2 Preparacioén de la fase mévil

a. Solucion acuosa de acetato de amonio 5 mmol/L (solucién A de la fase movil): Tomar 1 mL de la
soluciéon acuosa de acetato de amonio 5 mol/L (38,5 g/100 ml) (conservada en refrigeracion) y
agregar agua para obtener 1L de la solucion (conservarla en refrigeracion y el plazo de uso es de 1
mes).

b. Solucién de metanol/ acetato de amonio 5 mmol/L (solucién B de la fase moévil): Tomar 2 mL de
la solucién de metanol/acetato de amonio 2,5 mol/L (19,3 g/100 mL) (conservada en refrigeracion) y
agregar metanol para obtener 1L de la soluciéon (conservarla en refrigeracion y el plazo de uso es
de 1 mes).

6.4.3 Preparacion de las muestras a ser ensayadas:

Pesar 10,00 g de muestra en un vaso de precipitado de 500 ml, agregar 20 ml de agua y dejar
reposar por 15 minutos.

Agregar 50 ml de acetonitrilo, homogeneizar la mezcla por 3 minutos y filtrarla al vacio.

Agregar 20 ml de acetonitrilo al residuo en el vaso, homogeneizar por 3 min y filirar al vacio
nuevamente después de homogeneizar.

Enjuagar la pared interior del vaso y el residuo en el papel de filiro con 5 ml de acetonitrilo,
juntar todo el filirado obtenido en el matraz kitasato y trasvasar a un matraz de 100 ml
agregando acetonitrilo hasta obtener 100 mil.

Afiadir 10 g de cloruro de sodio y 20 ml del bufer de fosfato 0,5 mol/L (pH 7,0) en un embudo de
separacion de 100 mL, agregar 20 mL con precision de la solucién de extracto, agitar la mezcla
por 10 minutos. Dejar reposar y una vez separada las capas eliminar la capa acuosa.

Acondicionar con 10 ml de acetonitrilo a la mini-columna de gel de silice C18 en dos porciones
de 5 ml, eliminar el efluente agregar la capa organica arriba mencionada a esta columna y luego
agregar 2 ml de acetonitrilo y colectar todo el efluente en un erlenmeyer de 100 ml.

Agregar sulfato de sodio anhidro (cantidad adecuada), al erlenmeyer de 100 ml para deshidratar
el efluente separar el sulfato de sodio anhidro por la filtracién, en un balén de destilacién de 100
ml y enjuagar con unos 10 ml de acetonitrilo la pared interior del frasco y el papel de filtro en dos
partes y juntar todo el filtrado.

Concentrar el filtrado a una temperatura no mayor de 40°C y eliminar el solvente secando y
endureciendo la solucion final con el gas de nitrégeno.

Agregar 2 ml de la mezcla de acetonitrilo/tolueno (3:1) al residuo y disolverlo completamente
para obtener la solucién de muestra.

6.4.4 Purificacion

Acondicionar en dos porciones con 10 ml en total de la mezcla de acetonitrilo/tolueno (3:1) a la
mini-columna de 2 capas de grafito de carbono/gel de silice aminopropylsilano (500 mg/500 mg)
y eliminar el efluente.

Pasar la solucion de muestra obtenida a esta columna, agregar 20 ml de la mezcla de
acetonitrilo/tolueno (3:1) en dos porciones y colectar todo el efluente en un Balén de destilacién
de 100 ml.

Concentrar a una temperatura no mayor a 40°C hasta que la cantidad sea de 1 mL o menor.
Agregar 10 ml de acetona y concentrar la mezcla a una temperatura no mayor a 40°C hasta que
la cantidad sea de 1 mL o menor. Nuevamente agregar 5 ml de acetona y concentrar la mezcla
para eliminar el solvente. Disolver el residuc en metanol para obtener una solucién de prueba
de 4 ml con precisién. Inyectar en el LC MSMS con el siguiente esquema de inyeccién: Una
curva de calibracion, muestra blanca, muestra fortificada y la solucién de prueba.

6.4.5 Preparacion de muestras
a. Fortificacion

Para fortificar las muestras se debe agregar un volumen calculado de estandar para obtener la
concentracion de fortificado deseado, una vez agregado este volumen se deja reposar el vaso
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gue contiene la muestra fortificada unos minutos y proceder a la extraccién descrita
anteriormente.

b. Preparaciéon de Curva en matriz

Cuando sea necesario utilizar la solucién de patrén con adicion de la matriz para obtener el valor
preciso de la medicion, preparar la solucion de patrén con adicion de la matriz utilizando una
muestra blanca para elaborar la curva de calibracion ajustada a la matriz y llevar a cabo la
cuantificacion.

En cuanto a la muestra blanco, después de preparar la solucién para la prueba de acuerdo con
“5.4.4. Preparacion de muestras ensayadas”, tomar 0,5 mL con precisién de la solucién de prueba
en un tubo de ensayo de 10 mL, secar y endurecerla a una temperatura no mayor de 40°C y en el
gas de nitrégeno, disolver el residuo agregando 0,5 mL la solucién de patrén para obtener la
solucion de patrén con adicién de la matriz.

Utilizando la curva con adicién de la matriz, elaborar la curva de calibraciéon y realizar la
cuantificacion

6.5. Condiciones cromatograficas:

a) Condiciones para LC MSMS
Columna: C18 x 2.1 mm X 150mm. Tamano de particula: S5um.
Temperatura de columna: 40 ° C.
Flujo: 0,2 ml/min.
Fase Movil A: Solucién acuosa de acetato de amonio 5 mmol/L
Fase Movil B: Solucion de acetato de amonio en metanol 5 mmol/L

b) Gradiente: La solucién tanto A como B segun la pendiente de concentracién mencionada en
la tabla que se encuentra abajo.

Tiempo Soluciéon A Solucién B
(minutos) (%) (%)
0 85 15
1 60 40
3,5 60 40
6 50 50
8 45 55
17,5 5 95
30 5 95
30,1 85 15

6.6. Calculos:

Después de elaborar la curva de calibraciéon con diferentes concentraciones apropiadas que
incluyan el limite de cuantificacion, por medio del método de altura de pico 0 método de area de
pico, llevar a cabo la cuantificacién. Establecer una curva de calibracién apropiada segun el valor
de la deteccion vy la linealidad de la curva.

Utilizando la curva de calibracion elaborada, realizar la cuantificacion segun la férmula
mencionada abajo.

Contenido de cada agroquimico (mg/Kg) = Cx 100 /20 x 4 /W
Donde:

C: concentracion obtenida de la solucion para la prueba segun

la curva de calibracién (ug/mL) Lic. Quimicalt R
Ing. Agrinoma="RF.

Lt
Lic. Latira Lorena Lezcano

SENAVE £ mecip



AONAL
0“F£ 04:-0

Caédigo: MA-DLQ-019

& %, ) -
£ & % DETERMINACION DE MULTIRESIDUOS EN Emisor: DGT-DL-DLQ
3 A0 5 SEMILLAS OLEAGINOSAS POR LC-MS/MS Versién: 01

rggep & Pagina: 6 de 6

W: Peso de muestra (g) con 2 digitos luego de la coma

Porcentaje de Recuperacion

% R = (Plaguicida en muestra) x 100

(Plaguicida agregado)

Nota: Los resultados se expresan en mg/kg, deberan tener 2 digitos luego de la coma
7. CONTROL DE CAMBIOS

item

Pagina Cambios

8. DOCUMENTOS

Nombre del Cédigo Area de | Responsable Tiempo de Disposicion Final
Documento archivo retencion por
dependencia

Protocolo de FOR- Sala de g = TR
trabajo LRCY | DLQ-014 | archivos Jefe/Técnicos 5 afios Eliminacion
Preparacién FOR- Sala de o 5 o
de Soluciones | DLQ-013 | archivos | J€fé/Técnicos 5 afos Eliminacion
Cuaderno de

. FOR- Sala de " - e i
Laboratorio DLQ-040 | Estandar Tecnicos S afos Eliminacién
LRCV
Planilla de Uso FOR- Sala de Theniene 5 aff Elifni i
del LCMSMS | DLQ-022 | Equipos oS Iminacion
Esquema de
inyeccion de ng_%és g afi’ cli Técnicos 5 afios Eliminacion
LCMSMS quip
Historial de FOR- Técnicos . o
ensayos DLQ-021 SILAB 5 afos Eliminacion
9. APROBACION DEL DOCUMENTO

APROBACION POR LA DGT
A ,
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Fecha , ing. AQr.
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