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RESUMEN

El calculo de los limites de deteccion (LD)
es una practica que ha generado diversas
discusiones en la comunidad cientifica,
debido a las diferentes definiciones y los
procedimientos para realizar su estima-
cion. En este estudio se aplicaron, confir-
maron y compararon seis de los métodos
méas empleados en la estimacion de LD
en el anilisis de residuos de plaguicidas.
Los métodos evaluados correspondieron
a IUPAC (por sus siglas en ingles, In-
ternational Union of Pure and Applied
Chemistry), la EPA (por sus siglas en in-
gles, Enviroment Protection Agency), t,,
raiz media cuadratica del error (RMSE),
Hubaux-Vos y propagacion de errores.
Este estudio se realizd sobre cinco pro-

ductos vegetales empleando el método
QuEChERS en la determinaciéon de 31
plaguicidas, y el andlisis de las muestras
se realiz6 mediante cromatografia liqui-
da acoplada a espectrometria de masas.
Los resultados mostraron que los LD
estimados con los diferentes métodos no
presentaron una variacion significativa
con la matriz de analisis, exceptuando el
método de la EPA. Por su parte, en la
comprobacién de los LD se encontrd que
los métodos t,,, RMSE y Hubaux-Vos
mostraron la menor relacién sefial ruido
(S/R<3), mientras que los métodos de
IUPAC y propagaciéon de errores pre-
sentaron las mejores relaciones S/R. Fi-
nalmente, ningin método estim6 los LD
para todos los compuestos con relaciones
S/R adecuadas.
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ABSTRACT

The limit of detection (LOD) calculation
is a practice that has generated several
discussions in the scientific community,
due to different definitions and procedu-
res for its estimation. The fundamental
objective of the present work is to apply,
confirm and compare six different re-
commendations suggested by official gui-
delines for the estimation of LOD of 31
pesticide residues in five different com-
modities using the QUEChERS method
and ultra fast liquid chromatography cou-
pled to mass spectrometry. The methods
evaluated were IUPAC, EPA, t,, root
mean square error (RMSE), Hubaux-
Vos and propagation of errors. In this
study it was found that limits of detection
of the different approaches did not show
a significant variation with the commo-
dities tested, excluding the method of
EPA. On the other hand, t,,, RMSE and
Hubaux methods showed the lowest sig-
nal to noise ratio (S/N <3). Furthermo-
re, the EPA approach showed the highest
S/N, while IUPAC and propagation of
errors methods presented the best S/N.
Finally, no method estimated the limits
of detection for all compounds with ra-
tios S /N appropriate.

Key words: pesticides, QUEChERS,
limit of detection, food.
RESUMO

O calculo dos limites de detec¢do (LD) é
uma pratica que tem levado a vérias dis-
cussoes na comunidade cientifica, devido
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a diferentes defini¢des e procedimentos
para a sua estimativa. Este estudo apli-
cou, confirmando e comparados seis dos
métodos utilizados na estimativa de LD
na analise de residuos de pesticidas. Os
métodos avaliados foram para IUPAC,
EPA, t,,, erro médio quadréitico (RMSE),
Hubaux-Vos e propagacao de erros. Este
estudo foi realizado em cinco produtos
de plantas utilizando o método de deter-
minacdo de pesticidas QUEChERS 31, a
analise das amostras foi realizada por es-
pectrometria de massa de cromatografia
liquida. Os resultados mostraram que o
LD estimada com diferentes métodos nao
houve variacao significativa com a ma-
triz de analise, a nao ser o método EPA.
Enquanto isso, no controlo da LD-se que
os métodos de t,,, RMSE e Hubaux-Vos
apresentaram menor relagdo sinal-ruido
(S / N <3), enquanto os métodos de
propagacao de erro da IUPAC e teve as
melhores relagdes S / R Finalmente, o
LD qualquer método considerado para
todos os compostos, com relagdes S / R
adequados.

Palavras-chave: QUEChERS pestici-
das, limites de deteccao.

INTRODUCCION

La validacion de metodologias analiticas
es una herramienta que tiene como obje-
tivo garantizar que un método de anali-
sis generé resultados confiables bajo las
condiciones de trabajo disponibles en el
laboratorio; de igual manera, permite de-
terminar el alcance de la metodologia (1,
2). En las ultimas décadas se han publi-
cado un gran nimero de trabajos acerca
de la validacién de metodologias analiti-
cas, la mayoria de estas describen dife-
rentes definiciones, parametros y estrate-
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gias para realizar dicho procedimiento,
pero en general, se ha establecido que
los pardmetros minimos corresponden
al limite de deteccion (LD), al limite de
cuantificaciéon (LC), al rango de lineali-
dad, la precision, la exactitud, la selecti-
vidad/especificidad y la robustez (3). En
analisis de contaminantes, los LD y LC
se destacan por ser dos parametros de va-
lidacién de gran relevancia, puesto que
definen las minimas concentraciones que
pueden ser identificadas y cuantificadas
(3). En la literatura la definicién de los
LC es bastante homogénea y no ha ge-
nerado mayor discusién en la comunidad
cientifica, sin embargo, respecto al LD
se ha encontrado bastante controversia,
debido a las diferentes definiciones exis-
tentes, dando lugar a un amplio niimero
de interpretaciones y procedimientos de
estimacion (4).

En general, la definicion de la IU-
PAC, ha sido ampliamente aceptada
por la comunidad cientifica; sin embar-
go, esta definicién ha evolucionado de
acuerdo a diversas investigaciones (5,
6), destacandose la descrita por Voight-
man, quien presentd una teoria para los
LD en sistemas quimicos que requieren
una medicién. Esta teoria se basé en de-
sarrollos tedricos que asumen un sistema
lineal univariado en el cual la medida del
ruido es aditiva (7). Esta teoria de los
LD vy los niveles de decision se encuen-
tra acorde con un trabajo posterior que
plantea la inclusion de falsos positivos y
negativos, puesto que los LD convencio-
nales ignoraban los falsos negativos (8).
En este segundo estudio se demostr6 que
todos los LD establecidos como k s,/m
(siendo k un factor de cobertura, s, €s
la desviacién estiandar del blanco y m
es la pendiente de curva de calibracion)
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cumplen con una distribucion ¢ no cen-
tral modificada, y que el valor de k es
un producto que depende de los valores
criticos de ¢ o z.; de igual manera, asi
como existen multiples conceptos y de-
finiciones relacionados a los LD, exis-
ten maltiples formas para determinar su
valor, variando segtin el método que se
emplee en este fin (9).

Especificamente, en andlisis de resi-
duos de plaguicidas, Corley compil6 los
métodos mdas importantes para la esti-
macion de los LD tanto en matrices am-
bientales como en alimentos (10). Estos
métodos corresponden a: 1) método de la
IUPAC, el cual depende de la desviacion
estdndar (s,) de la medida de la sefial ob-
tenida para el blanco analitico; 2) el mé-
todo de propagacion de errores (MPE),
el cual es una variacion del método de la
IUPAC, que aparte de emplear el valor
de (s,) adiciona la desviacion estdndar
del intercepto de la curva de calibra-
cion; 3) el método de aproximacién de
Hubaux-Vos, el cual fue la primera apro-
ximacion en aplicar la teoria de predic-
cién estadistica al problema de los LD,
este método involucra la generacién de
una curva de calibracién cercana al valor
de LD vy la inclusién de falsos positivos
y negativos; 4) el método de la EPA, el
cual se encuentra compuesto por dos pa-
sos fundamentales, que corresponden a
la determinacién del limite de deteccién
instrumental (LDI) y la correccién de
este LDI con el porcentaje de recupera-
cién de la metodologia para calcular el
LD; 5) el método RMSE, recomendado
por la EPA, estimado a partir del calculo
de la raiz de la suma del error cuadra-
tico (RSME); 6) el método t,,, €l cual
estima el LD a partir del LC, a través de
la extracciéon de n muestras fortificadas
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al LC y un estadistico ¢ a una cola, para
n-1 determinaciones usando un nivel de
confianza del 99 % [t

99(n - 1)] :

Todos estos métodos tienen ventajas
y desventajas desde un punto de vista
tedrico-practico; por tanto el presente es-
tudio tiene como objetivo comparar estos
métodos de estimacion de LD. Para ello
se parti6 de matrices de origen vegetal
de diferentes caracteristicas y se realizd
la estimacion de los valores de LD en
un método multiresiduo para el anilisis
de plaguicidas por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas.

MATERIALES Y METODOS

Materiales de referencia, reactivos
y soluciones

En este estudio se trabaj6 con los mismos
reactivos, calidad, condiciones de prepa-
racion y almacenamiento de estudios pre-
vios (11, 12).

Instrumentos y equipos
Condiciones cromatogrdficas

El anélisis cromatografico fue llevado
a cabo en un cromatdgrafo liquido ul-
trarrapido (UFLC, por sus siglas en in-
glés Ultra Fast Liquid Chromatograph)
Shimadzu Prominence (Maryland, CA,
EUA), acoplado a un detector selectivo
de masas LCMS-2020 (11, 12).

Los anélisis fueron llevados a cabo
en una columna Shim Pack (6 cm X 2
mm d.i., tamafio de particula de 2,1 pm
y fase estacionaria C18), se trabajo en
modo de gradiente con 4cido férmico
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al 0,1 % (P/V) y acetato de amonio 5
mM en agua Milli-Q (A), y la fase or-
ganica empleada fue acetonitrilo (B). El
programa de elucién utilizado expresa-
do como porcentaje de B inicia al 0 %
(0 min), aumenta al 20 % en 0,01 min,
posteriormente llega hasta el 25 % a
los 0,30 min y luego aumenta hasta el
100 % en los siguientes 10 min, final-
mente se mantiene por 0,20 min. Para
restituir la fase movil a la condicion ini-
cial del analisis se pasa del 100 % al
0 % de B en 2 min, donde se mantiene
por 5 min para equilibrar la columna. El
tiempo total de analisis fue de 8 min. El
volumen de inyeccion fue 5 pl, la tem-
peratura de columna 45 °C y el flujo de
fase movil 0,3 ml/min.

Condiciones de la interfaz
y espectrometro de masas

El equipo cuenta con una interfaz tipo
DUIS [ESI (Electrospray Ionization),
APCI (Atmospheric Pressure Chemical
Ionization)], que se operd en modo ESI,
con un flujo de gas de secado de 10 L/
min y un flujo de gas nebulizador de 1,5
L/min, las temperaturas del bloque de
calentamiento y de la linea de elimina-
cion del solvente correspondieron a 200
°Cy 250 °C respectivamente.

Los analisis se hicieron de manera si-
multanea en modo positivo y negativo, el
voltaje aplicado en el capilar correspon-
di6 a 4500 V y -4500 V respectivamen-
te. Todos los andlisis fueron realizados
en modo SIM (Por sus siglas en ingles,
Selected Ion Monitoring). La Tabla 1
muestra los iones seleccionados y el ran-
go de concentraciéon empleado.
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Tabla 1. Iones de cuantificacion (IC) para los compuestos estudiados y rangos de concentracién

utilizados para las curvas de calibracion

Compuesto IC Rango™ (ug/kg) Compuesto IC Rango™ (ug/kg)
Tiociclam 182 29,2-87,7 Dicloropropionanilida” 216 3,6-10,9
Acefato 201 7,5-22,5 Pirimetanil 200 3-8,9
Monocrotofos 241 9-26,9 Dimetomorf 390 2,2-6,5
Oxamil 237 1,8-54 Azoxistrobina 404 3,7-11,2
Metomil 163 3,6-10,8 Tebuconazol® 308 16,1-48.,4
Carbendazim 192 1,8-5,4 Metoxifenozida 369 7,1-21,4
Imidacloprid” 254 49,2-147,6 Hexaconazol” 358 17,9-53,7
Dimetoato 230 3,8-11,3 Spinosad A 733 18,2-54,7
Tiabendazol 202 1,8-5,4 Benalaxil 326 1,7-5,2
Cymoxanil” 197 106,8-320,4 Difenoconazol 408 14,6-43,7
Tiodicarb 355 1,9-5,6 Azinfosmetil 368 27,8-83.4
Carbofuran 222 39,1 Diazinon 305 2,6-7,9
Atrazina 216 2,5-7,5 Spinosad D 747 18,2-54,7
Metalaxil 280 1,8-5,5 Indoxacarb 528 7,4-22,2
Primicarb 239 1,8-5,5 Clorfenaprid” 349 110,9-332,6
Imazalil 297 8,7-26,2

*Compuestos detectados en modo negativo.

" Para los métodos de Hubaux-Vos, RMSE y propagacion de errores.

Método de extraccion

Para los estudios realizados se escogieron
alimentos que presentaran diferentes ca-
racteristicas; para ello se emple¢ la clasi-
ficacion realizada por la Union Europea,
de esta manera se trabajé con muestras
de arroz (Oryza sativa), aguacate (Per-
sea americana), granadilla (Passiflora
ligularis), lechuga (Lactuca sativa) y ta-
marillo (Solanum betaceum), obtenidas
en supermercados de cadena. Se lavaron
con abundante agua y se retird todo ma-
terial ajeno que pudiera encontrarse en
su superficie. Finalmente, para asegurar
que las muestras se encontraran libres de
plaguicidas, se evaluaron mediante cro-
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matografia. Para la obtencion de los ex-
tractos se empled el método QUEChERS
(11, 12).

Método de limpieza de los extractos

La limpieza de los extractos de arroz,
granadilla y tamarillo se realizé adicio-
nando 25 mg de PSA (amina primaria/
secundaria) y 150 mg de MgSO, anhidro,
por cada mililitro de extracto. Luego se
agitd con ayuda de un vortex por 30 sy
se centrifugd por 2 min a 4500 rpm.

La limpieza del extracto de lechuga
se realiz6 adicionando 25 mg de PSA
(amina primaria/secundaria), 7,5 mg de
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GCB (carbdn grafitizado) y 150 mg de
MgSO, anhidro por cada mililitro de ex-
tracto, luego se agit6 con ayuda de un
vortex por 5 min y se centrifugd por 2
min a 4500 rpm.

Para la limpieza del extracto de agua-
cate se adicionaron 25 mg de ODS (octa-
decilsilano) por cada mililitro de extracto
y 150 mg de MgSO, Se agité por 30 s
con ayuda de un vortex y se centrifugd
por 2 min a 4500 rpm. Finalmente, el
sobrenadante obtenido se filtrd a través
de una membrana PTFE de 0,22 pym y
se transfirid a un vial para el posterior
analisis por cromatografia.

Método de estimacion de limites
de deteccion

La estimacién de los limites de detec-
cion se realiz6 mediante seis métodos
comunmente empleados en el anilisis de
contaminantes en alimentos y matrices
de interés ambiental (10). Estos métodos
correspondieron al método ITUPAC (6),
el método de la EPA (13), el método de
la propagacion del error (5), el método
Hubaux-Vos (14), el método de la raiz
cuadrada del error (RMSE, por sus si-
glas en inglés) (15) y un ultimo método
también propuesto por la EPA, conocido
como ty, (16).

Método de la IUPAC

Para la estimacion de los LD median-
te el método de la [IUPAC se analizaron
cinco muestras blanco de cada uno de los
productos escogidos, se determind el rui-
do en el rango de tiempo de retencion
donde eluye cada uno de los plaguicidas
analizados y se aplic6 la ecuacion 1:
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_ 3xs,

LD M

m

en la cual s, corresponde a la desvia-
cién estandar de los ruidos medidos en
cada muestra y m corresponde a la pen-
diente de la curva de calibracién (con-
centracion vs. altura de la sefial croma-
tografica).

Meétodo de la propagacion de errores

La estimacion de los LD mediante este
método se realiz6 por medio del anali-
sis de cinco muestras blanco y el cilculo
de la desviacion estandar del ruido de
estos blancos; adicionalmente se prepa-
ré una curva de calibracién (con cinco
puntos de calibracién) para cada uno de
los compuestos, en un rango de concen-
tracion cercano al LD estimado median-
te el método de la ITUPAC. La Tabla 1
muestra los rangos de concentracién para
cada uno de los compuestos. Finalmente,
para la estimacién de LD, se empled la
ecuacion 2:

LD:3X1[SB +S1 (2)

m

en la cual s, corresponde a la desvia-
cion estandar de los ruidos medidos en
cada muestra, s, corresponde a la des-
viacién estdndar del intercepto (/) de la
curva de calibracién y m corresponde a
la pendiente de la curva de calibracién
(concentracion vs. altura de la sefal cro-
matogréafica).
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Método de Hubaux-Vos

Para la estimacion de los LD mediante
este método se construyeron curvas de
calibracién en concentraciones cercanas
al LD, se estim6 la desviacion estindar
de los residuales (sy/x) y se calculd la
concentracion critica (Xc), tal como se
muestra en la ecuacion 3:

t S, X2
X( _ [0,05n-2) XDy « 1+%+ — pro - (3)
m gyl (X=X,

en la cual i corresponde al nimero de
lecturas de cada patrdn, j al nimero de
niveles que conforman la curva de cali-
bracién, Xj la concentracion del patron
Jjy Xpm corresponde al promedio de las
concentraciones de todos los patrones.
Finalmente, para calcular el limite de de-
teccion se emplea la ecuacion 4:

LD=2xX, &

Meétodo de la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA)

Para la estimacion de los LD se anali-
zaron cinco muestras blanco de cada
una de las matrices, y se estimd el ruido
pico a pico en la zona donde eluye cada
compuesto. Junto con los blancos se in-
yect6 el nivel mas bajo de la curva de
calibracién y a partir de este, se determi-
nd la concentracién que produciria una
sefial de tres veces el promedio del ruido
(LDI); finalmente, para estimar el limite
de deteccidén se corrigié esta concentra-
cioén por el porcentaje de recuperacion,
esto con el propdsito de tener en cuenta
las pérdidas originadas por el proceso
analitico. Este porcentaje de recupera-
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cién se calculd a partir de muestras forti-
ficadas al LC estimado.

Método de la raiz cuadrada del error
(RMSE)

Para este método se construyé una
curva de calibracién compuesta por cin-
co puntos de calibracién a concentracio-
nes cercanas al LD estimado por el méto-
do de lIa IUPAC (ver Tabla 1). Se calcul6
el valor de la pendiente y el intercepto,
y con los valores de la altura de la sefial
cromatogréafica se calcularon los valores
de concentracion estimados (X, ). Final-
mente se calculé LD mediante la expre-
sion 5:

Zn (X_/ N Xestj )2

3x =
n—2

m

©)
LD =

Donde X, corresponde a la concentra-
cién del j-ésimo nivel de concentracion,
n corresponde al nimero de niveles em-
pleados para la construccién de la curva
de calibracién y m corresponde a la pen-
diente de la curva de calibracion.

Meétodo ¢,

La estimacion de los LD mediante este
método se realizd a partir de la expresion
6:

LD=tyy xs,c (6

Donde t, corresponde a 3,747 para
cuatro grados de libertad y s, . corres-
ponde a la desviacion estandar del limite
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de cuantificacion del método, el cual fue
estimado previamente mediante el méto-
do de la IUPAC (11).

RESULTADOS Y DISCUSION
Estimacion de limites de deteccion

La Figura 1 resume los resultados
obtenidos en la evaluaciéon de los LD,
a través de los valores promedios de
los LD obtenidos para cada matriz me-
diante cada método en estudio. En esta
figura se observa que el método RMSE
estima los LD con los valores mas al-
tos, variando ampliamente la magnitud

Promedio LD (ug/kg)

de este parametro entre las diferentes
matrices en estudio. Por otra parte,
mediante el método t,, se encuentra
que los valores estimados para los
LD corresponden a los més bajos en
todas las matrices. Por su parte, los
promedios de los LD para los métodos
de la EPA, la IUPAC, Hubaux-Vos y
propagacion de errores fueron cerca-
nos entre ellos y, asimismo, se puede
observar que los métodos EPA y pro-
pagacion de errores presentan valores
promedio para LD similares entre si,
exceptuando para la matriz de arroz,
en donde la EPA genera un valor pro-
medio mas bajo.

Figura 1. Promedio de LD estimados mediante cada uno de los métodos en las diferentes matrices.

Respecto a los valores para los LD ob-
tenidos en las diferentes matrices, la Fi-
gura 1 muestra que las matrices de arroz
y lechuga presentan los promedios de LD
méas bajos, hecho que puede encontrarse
asociado a una menor presencia de inter-
ferentes en el anilisis cromatogréfico. En
el caso del arroz, se ha reportado que la
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extraccion de plaguicidas con solventes
como acetonitrilo y acetato de etilo extrae
una baja cantidad de componentes de esta
matriz en comparacion con las demas en-
sayadas, lo que permite obtener mejores
respuestas cromatograficas y menor ruido
quimico (17, 18). Por su parte, la lechuga
€s una matriz que presenta una alta can-
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tidad de pigmentos y clorofilas, lo cual
puede interferir o alterar las respuestas
cromatograficas, asi como generar una
mayor cantidad de ruido quimico (12).
Esta es la principal razén por la cual el
proceso de limpieza realizado durante la
extraccion de los plaguicidas en la matriz
de lechuga involucré el uso de dos adsor-
bentes (PSA + GCB), capaces de reducir
considerablemente el nimero de interfe-
rentes (menor ruido), lo que conduce a
una disminucién de los LD.

148,7

79 I

La Figura 2 muestra el ruido pro-
medio de la sefial cromatografica que
se obtuvo en cada una de las matrices
evaluadas. Este ruido se determind
para cada uno de los analitos, en el
rango de tiempo de retencién en el que
eluye cada compuesto. Esta figura per-
mite confirmar que todas las matrices
presentan un valor de ruido diferente,
siendo mayor para el aguacate y menor
para el arroz.

Figura 2. Promedio del ruido (intensidad) de todos los analitos en cada una de las matrices. Para cada matriz

se evaldo el ruido en cinco blancos (7,

Al correlacionar la informacién
contenida en las figuras 1 y 2 es posi-
ble observar que los valores promedios
obtenidos para los LD con los métodos
de la TUPAC, propagaciéon de errores
y ty, presentan una baja variacion entre
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= 155 por cada promedio).

las diferentes matrices, a pesar de que
el ruido promedio de la sefial cromato-
gréafica cambia notablemente entre una y
otra. Esto indica que en estos métodos
la magnitud del ruido no hace un apor-
te notable en la estimacion del LD. Este
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hecho se cree que no es del todo conve-
niente, puesto que, para una misma con-
centracion de un plaguicida, se tendra
una relacion sefial ruido diferente en una
u otra matriz, y teniendo en cuenta que
en el caso ideal se deben tener relaciones
sefal-ruido (S/R) iguales a 3 para los LD
estimados, se puede llegar a pensar que
para algunos de estos casos estidn subes-
timando (posibles S/R < 3) o sobreesti-
mando (S/R > 3) los valores de LD.

La Figura 3 muestra la distribucion
de los LD seglin una clasificaciéon de
rangos de concentracion que se realiz6 a
partir de la desviacion estandar de todos
los limites de deteccién. En esta figura se
encuentra que para el método de la IU-
PAC no se presentan LD inferiores a 2,5
ug/kg, de igual manera se puede apreciar

EPA RMSE

N
3 o
] g
£ &
S Ed

AGUACATE
LECHUGA |
GRANADILLA |
TAMARILLO |
AGUACATE
LECHUGA |
GRANADILLA |
TAMARILLO |
AGUACATE
LECHUGA
GRANADILLA

OLD<2.5pg/kg

@2.5ug/kg<LD<14.5pg/kg

TAMARILLO

que la mayoria de LD se encuentran en el
rango de 2,5 ug/kg a 14,5 pg/kg en todas
las matrices. Este comportamiento corre-
laciona con lo mostrado en la Figura 1,
en donde al igual que en la Figura 3, se
encuentra una independencia del LD con
la matriz de andlisis. La naturaleza de
este comportamiento se cree es debida a
diferentes factores, dentro de los que se
destacan la alta especificidad que brinda
la espectrometria de masas, la mejor re-
solucién cromatografica del UFLC y el
estrecho ancho de las sefiales cromato-
gréaficas, pues bajo estas condiciones se
minimiza el mayor nimero de interfe-
rentes que puedan coeluir en el rango de
tiempo de retencion y, por tanto, a pesar
del incremento en la magnitud del ruido,
la desviacion estandar de este se mantie-
ne constante.

HUBAUX

PROPAGACION

ARROZ g
LECHUGA

ARROZ
LECHUGA

GRANADILLA

B
=
S
z
E
I}
<

AGUACATE

TAMARILLO
AGUACATE
LECHUGA
GRANADILLA
TAMARILLO

GRANADILLA

TAMARILLO

B LD>14.5pg/kg

Figura 3. Distribucién de los valores de LD estimados mediante las diferentes aproximaciones en las ma-

trices de trabajo.

En contraste con el método de la
IUPAC, los LD estimados mediante el
método de la EPA varian entre las di-
ferentes matrices, hecho asociado a la
naturaleza del calculo de estos limites,
pues este método involucra pérdidas
de los compuestos en el proceso de ex-
traccién/limpieza, variaciones en las
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respuestas cromatograficas ocasionadas
por compuestos de la matriz, entre otros
factores que afectan directamente el cal-
culo de los LD (12). Sumado a esto, con
este método se encuentra que para arroz,
aguacate y lechuga se presentan LD in-
feriores a 2,5 pg/kg, mientras que para
las matrices restantes solo se presentan
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LD superiores a este valor. Para el caso
del arroz se tiene el mas alto porcenta-
je de compuestos con LD < 2,5 ug/kg
respecto a las demas matrices, lo cual se
atribuye al bajo ruido quimico y a los
mayores porcentajes de recuperacion que
se obtuvieron para esta matriz.

En la Figura 3 se halla que el método
RMSE tiene el mayor nimero de com-
puestos con LD < 2,5u g/kg, lo cual no
se correlaciona del todo con lo presenta-
do en la Figura 1, pues alli se encuentra
que mediante este método se tienen los
promedios mas altos de LD; este fend-
meno contradictorio se atribuye a una
minoria de compuestos que presentaron
LD hasta diez o veinte veces superiores a
los de cualquier método y, a pesar de ser
solo un 20 % de los compuestos, estos
inducen a que se presente el promedio
mas alto (Figura 1). La estimacién del
LD con este método se encuentra suje-
ta a diferentes variables dentro de las
que se resalta el ajuste de regresion que
se realice en el rango de concentracion
estudiado; de esta manera, entre mejor
sea el ajuste la prediccion de valores de
concentracion mediante el modelo mate-
mético generado, se obtendrd un menor
error de estimacion, lo que se traduce en
una magnitud baja para el numerador de
la expresion 5 y por consiguiente un me-
nor LD. Sin embargo, en el caso contra-
rio, en el que la estimacion de valores de
concentracién presente un error alto, se
tendran LD mas elevados, hecho que se
observa en las figuras 1 y 3, puesto que
algunos compuestos presentaron ajustes
relativamente pobres, que se reflejaron
en LD altos.

En la Figura 3 se observa que el MPE
presenta resultados similares a lo encon-
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trado mediante el método de la IUPAC,
pues para ningin caso se encontré un LD
< 2,5 pg/kg; por otro lado, respecto a
este mismo resultado, se encuentra que
existe un incremento en el porcentaje de
compuestos con LD > 14,5 ug/kg, he-
cho que es debido a la naturaleza de este
método, pues si se observa la expresion
2 se encuentra que ademas de tener en
cuenta la desviacion estdndar del ruido
(IUPAC) se adiciona un término que
proviene de la curva de calibracion del
método.

El método de Hubaux-Vos presen-
ta una distribucién mas homogénea en
los tres rangos de LD; sin embargo, se
observa una tendencia a estimar los LD
hacia los rangos mas bajos. Finalmente,
mediante t,, se encuentra que la mayoria
de los compuestos presentan LD inferio-
res a cualquier otro método de estima-
cién, hecho que se atribuye al bajo coefi-
ciente de variacién que se obtiene en los
ensayos de repetibilidad de la metodolo-
gia al limite de cuantificacién, pues para
algunos casos se presentan coeficientes
de variacion inferiores al 5 %, por tan-
to la estimacion mediante la expresién 6
da como resultado valores muy bajos de
LD.

Confirmacion de las estimaciones

Como se menciond, con cualquiera de
los métodos existe una posibilidad de
llegar a subestimar o sobrestimar el
valor obtenido para LD, pues esta esti-
macion depende de diferentes variables
que involucra cada método de calculo.
Por tal motivo, una vez se tiene un va-
lor estimado para LD, el siguiente paso
es la confirmacién de este limite. Para
ello se fortifico cada una de las matri-
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ces a la concentracion estimada mediante
cada método; posteriormente se realizd
el proceso de extraccién y se calculd la
relacién sefial ruido para cada uno de los
compuestos en cada una de las matrices.

De acuerdo con la EPA, la relacion
S/R para los limites de deteccion y de
cuantificacion deberia corresponder a 3
y 10 respectivamente, de esta manera,
en el presente estudio se tomaron estos
valores de referencia para determinar
si los limites calculados se encuentran
estimados adecuadamente. En este con-
texto, los valores de S/R inferiores a 3
se consideran sefiales que no son dife-
renciadas adecuadamente del ruido de
la matriz, es decir se realizd una sub-
estimacioén; para relaciones S/R supe-
riores a 10 se considerard que los LD
se encuentran sobreestimados, pues son
seflales bien diferenciadas del ruido de
la matriz y se deberian cuantificar (19).
Sin embargo, es importante sefialar que
las relaciones S/R superiores a 10 no
son necesariamente sobreestimaciones
de los LD, si se tiene en cuenta que de
acuerdo a la definicion del LD es indis-

IUPAC EPA RMSE

ARROZ g
AGUACATE
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GRANADILLA
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AGUACATE
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TAMARILLO
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LECHUGA |y
GRANADILLA |y

0OS/R<3

Figura 4. Distribucion de la relacion senal-ruido para las diferentes

de los LD.
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[@3<S/R<10

TAMARILLO | g

pensable que se tenga una diferencia-
cion senal-ruido con bases estadisticas,
es decir la concentracién que se adopte
como LD tiene que provenir de cual-
quiera de los métodos de estimacioén y
no basta con obtener una relacion S/R
entre 3 y 10. De tal manera que relacio-
nes S/R superiores a 10 no son ideales,
pero satisfacen la definicion del LD.

La Figura 4 muestra la distribucion
de las relaciones S/R para cada uno de
los métodos en las diferentes matrices de
analisis. En estas graficas se observa que
los métodos t,, y RMSE subestimaron el
LD para mas del 90 % de los compues-
tos, pues en la mayoria de los casos se
presentan relaciones S/R < 3. Respecto
a RMSE, se encuentra que la mayoria de
las veces, a excepcion de un compuesto
en aguacate, se presentaron relaciones
S/R < 3 0 S/R > 10. El tercer método
que subestimé el mayor nimero de LD
corresponde al método Hubaux-Vos, sin
embargo a diferencia de RMSE y t,,, este
método permite obtener para mas del
40 % de los compuestos relaciones S/R
adecuadas.

HUBAUX
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La subestimacion de los LD, mediante el
método t,,, se atribuye a su dependencia
con la dispersion de los limites de cuan-
tificacion, pues como se observa en la
ecuacion 6, al presentar dispersiones ba-
jas se tiende a realizar subestimaciones.
Por otro lado, los LD subestimados para
los métodos de Hubaux-Vos y RMSE
se atribuyen al excelente ajuste por re-
gresion de las curvas de calibracion en
los rangos de concentracién evaluados,
lo cual tiene una relacion directa con el
valor del LD, tal como se observa en las
ecuaciones 3 y 5, es decir, entre mejor
sea el ajuste menor es el valor de LD.
Por otra parte, los métodos de la EPA y
de propagacion de errores tienden a so-
brestimar el LD para més del 30 % de
los plaguicidas, siendo critico en los ca-
sos de lechuga y arroz por el método de
la EPA, en el que se sobreestima el LD
para mas del 70 % de los compuestos.
Sin embargo, los métodos de la EPA y
de propagaciéon de errores presentaron
para cerca del 30 % de los compuestos
relaciones S/R entre 3 y 10; asimismo,
mediante estos dos métodos se presentd
el menor nimero de compuestos con re-
laciones S/R menores a 3.

La Figura 4 muestra que el método
de la IUPAC presenta la distribucion
méas homogénea en los diferentes rangos
de relaciones S/R, pues entre cada una
de las matrices se observa comporta-
miento similar en el porcentaje de LD en
cada uno de los rangos de S/R. Mediante
este método se encuentra el mayor por-
centaje de compuestos dentro del rango
3 < S/R < 10, lo que indica que con
esta aproximacion se logran obtener los
resultados méas adecuados. Sin embargo,
se puede observar que en todas las ma-
trices se presentan valores subestimados
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y sobreestimados, lo que sefala que esta
aproximacion, a pesar de ser la més cer-
cana a los lineamientos de la EPA, no es
un método absoluto para la estimacion de
los LD.

Es importante tener en cuenta que la
estimacion de los LD para los diferentes
métodos es de una u otra manera funcién
de la estimacidon que se realiza mediante
el de la IUPAC; por ejemplo, para las
aproximaciones en las que se emplean
métodos de regresion, en la literatura se
indica que se deben realizar las curvas de
calibracién en un rango muy cercano al
LD, para lo cual se emplea el método de
la IUPAC con el fin de establecer el ran-
go de trabajo. Igualmente, para el método
de la EPA, los ensayos de recuperacion
se realizan a partir de la informacién que
brindan los LD de la IUPAC. Respecto a
lo que indica el método t,,, aunque no se
encuentra implicito en el célculo, los li-
mites de cuantificacion para los cuales se
realiz6 los ensayos de repetibilidad si se
relacionan directamente con lo estimado
para la IUPAC.

CONCLUSIONES

En este estudio se encontrd que los LD
obtenidos con los diferentes métodos de
estimacion generalmente presentan va-
lores en el mismo orden de magnitud,
independiente de la matriz bajo estudio,
exceptuando algunos casos como en la
matriz de granadilla o aguacate, donde
los LD presentaron valores relativamente
altos. Asimismo, todos los métodos a ex-
cepcion del método de la EPA, estiman
valores de LD similares para las dife-
rentes matrices analizadas. Finalmente,
se encontré que el método de la IUPAC
permitié estimar para un alto porcen-
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taje de compuestos LD con relaciones
seflal-ruido dentro de un rango acepta-
ble, mientras que los métodos RMSE y
t,, subestimaron el LD para un alto por-
centaje de compuestos, puesto que las
relaciones sefial-ruido obtenidas fueron
inferiores a 3.
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