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RESUMEN 

 
El objetivo de este trabajo de investigación fue validar un inmunoensayo ELISA para la 

determinación de glifosato en vegetales. En resumen, se realizaron curvas de calibración con 

controles y muestras según indicaciones del kit. Se varió el analista para evaluación de 

reproducibilidad y el tiempo de derivatización para evaluación de robustez. Al terminar la fase 

experimental, se encontró que el método ELISA es selectivo para glifosato al compararlo con el 

aminoácido glicina, cuya estructura es similar al glifosato. Adicionalmente, se obtuvo un coeficiente 

de determinación (R2) de 0.9969 dentro del intervalo de trabajo de 0.075 a 4 ppb. El glifosato, en 

vegetales, es detectable a concentraciones arriba de 0.41 ppb y cuantificable a concentraciones 

superiores a 1.38 ppb. Las recuperaciones del glifosato a 0.245, 0.981 y 3.924 ppb fueron 299%, 

185% y 112.10% con un coeficiente de variación de 20.20, 90.40 y 11.48% respectivamente. El 

método es robusto al variar el tiempo de derivatización (valor p de 0.7862). En conclusión, el 

método analítico para la determinación de residuos de glifosato es válido bajo los parámetros de 

la norma COGUANOR ISO/IEC 17025:2017. Se recomienda realizar recuperaciones a niveles 

mayores del LOD inter e intra-ensayo para fortalecer la validez del método. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 
El glifosato es un herbicida de amplio espectro, no selectivo y post-emergente que tiene la 

finalidad de suprimir o inhibir el crecimiento de todo tipo de plantas. Según estudios realizados, 

este herbicida está relacionado a efectos teratogénicos en animales acuáticos y enfermedades 

humanas como: nefropatía mesoamericana, desbalance ácido-base, esclerosis múltiple, entre 

otros. Debido a su alta utilización en el área agrícola y la implementación de organismos 

genéticamente modificados con resistencia a herbicidas, el glifosato se ha encontrado en 

alimentos y fuentes de agua. Por lo tanto, diferentes organizaciones han establecido 

concentraciones residuales máximas para monitorear la exposición de glifosato. La técnica de 

inmunoabsorción enzimática ELISA, por sus siglas en inglés,  es una de las herramientas 

económicas y confiables utilizadas para la detección de este herbicida a las concentraciones 

residuales exigidas por las organizaciones regulatorias.  

 

En Guatemala, la norma COGUANOR ISO 17025: 2017 exige, entre sus requisitos 

técnicos, el proceso de validación de métodos analíticos para garantizar confiabilidad y veracidad 

en los resultados que se obtengan de los análisis. Por lo tanto, la finalidad de este trabajo de 

investigación es validar una metodología analítica para la determinación de residuos de glifosato 

mediante la técnica de inmunoabsorción enzimática ELISA. En este trabajo de validación se 

evaluarán los siguientes parámetros: selectividad, linealidad, límites de detección y cuantificación, 

precisión, veracidad y robustez. Los ensayos, a grandes rasgos, consisten en series repetitivas de 

derivatización y preparación de la curva de calibración de estándares por analistas diferentes y 

tratamiento de muestras con concentraciones de glifosato dentro de la curva para evaluar la 

veracidad del método. En conclusión, el método analítico para la determinación de residuos de 

glifosato por la técnica ELISA es exacto, preciso, lineal y cumple con los parametros de validación 

designados por la norma COGUANOR NTG ISO/IEC 17025: 2017.  
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II. OBJETIVOS 

 
A. General  

Validar un método analítico por ensayo ELISA  para determinar residuos de glifosato en vegetales.  

B. Específicos   
1. Determinar la validez del método analítico propuesto por medio de los siguientes 

parámetros: selectividad, linealidad, veracidad, precisión, límite de detección (LOD), límite 

de cuantificación (LOQ), y robustez.  

2. Determinar la concentración de glifosato en vegetal de elección para determinar la 

exactitud del método analítico.  
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III. JUSTIFICACIÓN 
  

El glifosato es el herbicida de amplio espectro más utilizado a nivel mundial y su utilización 

en la agricultura se ha incrementado desde su introducción al mercado en 1970. Debido al 

desarrollo de una variedad de cultivos genéticamente modificados resistentes a este herbicida, la 

aplicación de este es cada vez más común (Rendón-Von Osten & Dzul-Caamal, 2017). Esto ha 

causado una acumulación de residuos en fuentes de agua y alimentos, por lo que la USFDA 

(United States Food and Drug Administration) ha establecido una concentración residual máxima 

de 1 µg/ml (Selvi et. al, 2011). En Guatemala, el glifosato se utiliza para el control de malezas en 

diferentes cultivos, entre ellos: el banano, el café y la caña de azúcar y se aplica posterior al tiempo 

de limpieza del cultivo. Para la caña de azúcar, en particular, el glifosato se utiliza como madurante 

para maximizar la producción de azúcar (Spaunhorstid et. al, 2019).    

  

Este herbicida ha sido objeto de evaluaciones periódicas por Agencias nacionales e 

internacionales. La mayoría de organizaciones han establecido que el glifosato tiene una toxicidad 

relativamente baja para mamíferos (Tarazona et al., 2017). Sin embargo, en el 2015, un Reporte 

del Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cáncer (IARC, siglas en inglés) indicó que el 

glifosato y sus productos de formulación son probablemente cancerígenos para el ser humano 

(Guyton et al., 2015). La Resolución de dicho Reporte se basa en diferentes estudios publicados 

donde se ha detectado glifosato en orina y sangre de agricultores. Adicionalmente, otros estudios 

citados en la Resolución indican un alto daño a nivel de ADN y estrés oxidativo (IARC, 2015). 

Debido a estos hallazgos se han establecido límites de dicho analito en diferentes cultivos para su 

importación en diversos países debido al daño que puede ocasionar en los sectores agrícola y 

comercial.  

  

Para Guatemala, como país altamente exportador de productos agrícolas, contar con 

laboratorios de análisis acreditados bajo la norma ISO 17025 es imprescindible. Estos tienen que 

contar con métodos normalizados, es decir validados y verificados, para garantizar la calidad de 

los resultados a los clientes (Oficina Guatemalteca de Acreditación, 2010). Actualmente en el país 

se cuenta con 23 laboratorios de análisis y 4 laboratorios de calibración acreditados bajo la norma 

ISO 17025 por la Oficina Guatemalteca de Acreditación (OGA). Entre los laboratorios de análisis 

acreditados bajo esta norma se encuentra el laboratorio INLASA, el cual está desarrollando el 

método de determinación de glifosato mediante la técnica de inmunoensayo ELISA. Esta técnica 

ofrece la detección de este herbicida a nivel de partes por billón tal y como exige la norma 

internacional, además de reducir el error del proceso de derivatización y tratamientos adicionales 

a la muestra.  
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La validación de la metodología analítica por medio del inmunoensayo ELISA para la 

determinación de residuos de glifosato en vegetales, permitirá detectarlo a los niveles de 

concentración residual máxima exigidos por la USFDA y otras agencias reguladoras para la 

importación de estos cultivos. Adicionalmente, el laboratorio INLASA podrá contar con un método 

confiable y válido para sumar a su compendio de métodos validados bajo la norma ISO 17025. La 

detección de este analito de interés es un indicador de su uso en los diferentes cultivos y propone 

una revisión minuciosa al impacto ambiental que puede presentar el glifosato a nivel de suelos y 

agua. Los cultivos en los que se aplica el herbicida son de alto impacto para el producto interno 

bruto del país y es primordial que estos cumplan con las normas internacionales y evitar ser 

rechazados al momento de su importación.  
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IV. MARCO TEÓRICO  
 

A. GLIFOSATO  

 
1. Organismos genéticamente modificados 

 
a. Definición  

 

La Organización Mundial de la Salud (2017) define organismos genéticamente 

modificados (GMOs por sus siglas en inglés) como: “organismo (i.e plantas, animales o 

microorganismos) en el cual el material genético ha sido alterado de tal manera que no ocurre por 

apareamiento o recombinación natural”.  En cuanto a los cultivos genéticamente modificados, 

existen dos tipos de alteraciones genéticas: resistencia a herbicidas no selectivos y producción de 

una toxina de la bacteria Bacillus thuringiensis (Zhang et al., 2016). Adicionalmente, se han 

desarrollado cultivos transgénicos utilizado ARN de interferencia para mejorar su calidad y valor 

nutricional (Ali et al., 2010) 

 

b. Puntos de debate 

 
La introducción de cultivos genéticamente modificados ha sido fuente de debate a nivel 

mundial y cabe destacar las ventajas y desventajas de su utilización. Una principal ventaja es el 

rápido crecimiento de esta en comparación con los cultivos tradicionales, brindando una mejor 

productividad para abastecer una población determinada. Adicionalmente, estos pueden crecer en 

condiciones climáticas desfavorables (Bawa & Anilakumar, 2013). El costo de producción es bajo 

y esto se debe probablemente a que su crecimiento se da en granjas industriales (Lisowska, 2011). 

 

Una de las desventajas principales es la ausencia de información sobre los efectos, a largo 

plazo, que puede tener el consumo de cultivos transgénicos en seres humanos. Debido a esto, 

mucha gente prefiere no consumirlos y, parte de este pensamiento, muchas empresas 

manufactureras no incluyen un etiquetado adecuado (Bawa & Anilakumar, 2013). Adicionalmente, 

la utilización de estos puede ocasionar una presión selectiva en las malezas, para que estas 

puedan conferir resistencia a un herbicida en particular (Owen & Zelaya, 2005). Por último, la 

inserción de genes en dichos cultivos puede conferirle propiedades alergénicas en algunas 

personas o dependiendo del proceso empleado (Bawa & Anilakumar, 2013).  
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2. Propiedades químicas 

 
El glifosato ácido tiene una formula molecular de C3H8NO5P con un peso molecular de 

169.07 g/mol. El glifosato ácido es un sólido cristalino, incoloro e inodoro. Su formulación consiste 

en la sal desprotonada del glifosato ácido y un catión (isopropilamina, amonio o sodio), con más 

de una sal en algunas de sus formulaciones por diferentes fabricantes. Su estructura orgánica 

(Figura 1) se muestra a continuación:  

 

Figura 1. Estructura química del glifosato.  

(Szekacs & Darvas, 2012)  

 

Este compuesto es de solubilidad alta en agua (11.6g/L) a 25°C e insoluble en solventes 

orgánicos comunes como: acetona, etanol y xileno (IARC, 2015). Las sales utilizadas en su 

formulaciones se utilizan con el fin de aumentar su solubilidad en agua (Szekacs & Darvas, 2012).  

 

El glifosato es estable a la hidrólisis en un rango de pH de 3-9 y relativamente estable a 

foto degradación. Este se descompone a altas temperaturas, liberando humos tóxicos que incluyen 

óxidos de nitrógeno y fósforo (IARC, 2015). Debido a los grupos donantes de hidrógeno y 

aceptores de hidrógeno, este presenta 4 constantes de disociación, siendo estos: pKa(1)=0.8, pKa 

(2)=2.3 pKa(3)=6 y pKa(4)=11. Estos corresponden a la disociación del protón del primer fosfónico, 

el carboxilato, segundo fosfónico y la amina, respectivamente (Macbean, 2012).  

 

3. Usos 

 
El glifosato es un herbicida de amplio espectro, no selectivo, sistémico y post-emergente 

con la finalidad de inhibir o suprimir el crecimiento de todo tipo de plantas, incluyendo gramas, 

perennes, viñas, arbustos y árboles (IARC, 2015). Este tiene uso agrícola y no-agrícola alrededor 

del mundo (Selvi et al., 2011). En el área agrícola se utiliza principalmente para el control de 

malezas, en el cual se aplica aproximadamente 4.3 kilogramos por hectárea de manera directa en 

las malezas (Tomlin, 2000) y como madurante en cultivos de caña de azúcar (Spaunhorstid et al., 

2019). Entre sus usos no-agrícolas son particularmente para control de malezas en líneas férreas, 

parques y huertos familiares (Silva et al., 2018). En Guatemala, este se utiliza para el control de 

malezas en los cultivos de café, caña de azúcar y banano (Juarez, 2014). Desde la adopción de 

métodos de siembra directa en la agricultura y el uso de cultivos genéticamente modificados, el 
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glifosato se ha utilizado como un herbicida post-emergente y selectivo en cultivos anuales (Powles, 

2010).  

 

4. Mecanismo de acción 

 
El principal mecanismo de acción del glifosato en las malezas es mediante la inhibición de 

la biosíntesis de aminoácidos aromáticos en plantas, específicamente en la inhibición de la ruta 

del ácido shikímico (Motta et al., 2018). La ruta del ácido shikímico se puede observar con mayor 

claridad en la Figura 2:  

 

 

Figura 2. Ruta metabólica del ácido shikímico.  

(Maeda & Dudareva, 2012) 

E4P: D-erythrose 4-phosphate, PEP: phosphoenolpyruvate, DAHP: 3-Deoxy-D-arabino-

heptulosonate-7-phosphate, DHQS: 3-dehydroquinate synthase, DHD: 3-dehydroquinate 

dehydratase, SDH: shikimate dehydrogenase, SK: Shikimate kinase, EPSP: 5-

Enolpyruvylshikimate 3-Phosphate, CS: Chorismate synthase 

  

El glifosato actúa como un inhibidor competitivo en el sitio activo de la enzima 5-enolpiruvil 

shikimato 3-fosfato sintasa (ESPS), la cual cataliza la reacción entre fosfoenolpiruvato y shikimato-

3-fosfato para formar 5-enolpiruvil shikimato 3-fosfato (Herrmann, 1995). Otros efectos indirectos 

complejos del glifosato se han visto en la Bioquimica de plantas. Entre los efectos se encuentran: 

(a) Reducción de los niveles de metionina, (b) inhibición de las reacciones de transaminación, (c) 

Biosíntesis de clorofila y (d) transporte de membrana (Gomes et al., 2014).  

   

5. Toxicidad  

 
El glifosato, desde su introducción en 1974, se ha mantenido como un pesticida de amplio 

espectro que tiene bajo potencial de riesgo para los mamíferos. Sin embargo, la Agencia 

Internacional de Investigación en Cáncer (IARC, siglas en inglés), concluyó que el glifosato y sus 

productos de formulación son probablemente cancerígenos para los humanos (Guyton et al., 
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2015). El objetivo de dichas evaluaciones es la identificación de peligros de carcinogenicidad y no 

incluyen recomendaciones regulatorias o legislativas, ya que son evaluaciones científicas del 

analito en particular (Tarazona et al., 2017). Otras agencias regulatorias han presentado diferentes 

opiniones sobre la posible carcinogenicidad del glifosato, aumentando el debate social y científico 

de este herbicida.  

 

Se han realizado varios estudios que indican los efectos adversos del glifosato sobre el 

ambiente y los animales. Debido al mecanismo de acción primario que tiene el analito, se ha visto 

que tiene una repercusión en el tamaño y composición de la microbiota de las abejas, importante 

polinizador de cultivos agrícolas (Motta et al., 2018). También se ha observado sus efectos 

teratogénicos en microalgas, renacuajos, embriones de erizos de mar, salamandras, entre otros 

(Szekacs & Darvas, 2012). En peces, se ha visto que el glifosato induce estrés oxidativo mediante 

la reducción de enzimas moduladoras de especies reactivas de oxígeno y transaminasas (Alves-

Balvedi et al , 2018).  

 

En humanos, se ha visto que la exposición a altas concentraciones de glifosato es un 

factor principal en nefropatía mesoamericana, que afecta principalmente a agricultores en América 

Central (Seneff & Orlando, 2018). Adicionalmente, se ha visto que, para la nefropatía 

mesoamericana está asociada con una síntesis proteica deficiente, donde el glifosato sustituye a 

la glicina en varias acuaporinas, canales de cloro, citocromo c oxidasa y colágeno (Seneff & F 

Orlando, 2018). Su ingestión en bajas dosis puede ocasionar desbalance ácido-base y, 

subsecuentemente, acidosis metabólica, al igual que disfunción mitocondrial (Swanson et al., 

2016). Otras enfermedades asociadas son: esclerosis múltiple, linfoma non-Hodgkin, defectos en 

el nacimiento, disfunción cardiaca, entre otras (Alves-Balvedi et al., 2018).  

 

6. Regulaciones internacionales  

 
El marco regulatorio del glifosato ha sido deficiente e inefectivo ya que el glifosato no se 

puede detectar en métodos multiplex para diferentes pesticidas. Por lo tanto, se desconoce el 

impacto de esta brecha de conocimiento en la economía pública y sistemas de salud. Desde el 

2010, la Unión Europea ha realizado monitoreo regular de glifosato en cereales, pero el reto sigue 

siendo la detección de glifosato en semilla de soya genéticamente modificadas (Alves-Balvedi et 

al., 2018). Adicionalmente, otros factores importantes es el número de laboratorios que cuentan 

con un método válido para detectar este herbicida y las estrategias gubernamentales para prevenir 

efectos adversos del glifosato.  

 

Debido al uso que presenta este herbicida y los peligros que puede ocasionar en el ser 

humano y animales, una estrategia de regulación empleada es el límite residual máximo (MRL, 
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por sus siglas en inglés). Estos límites especifican la concentración máxima de un herbicida que 

puede existir en productos agrícolas y difieren entre las diferentes agencias regulatorias (Li & 

Jennings, 2017). Por ejemplo, la USFDA (United States Food and Drug Administration) y la 

Canadian Food and Drug Act establecieron un límite residual máximo de 1.0 µg/ml (Selvi et al., 

2011). Otras agencias, como la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA, en 

inglés) establecen un límite de 20mg kg-1 de glifosato en habas de soya (Alves-Balvedi et al., 2018).  

 

7. Métodos de análisis  

 
La controversia de este herbicida no selectivo ha puesto en marcha el desarrollo de varios 

métodos para cuantificar glifosato y su metabolito mayoritario, ácido aminometilfosfónico en varias 

matrices, tales como: agua, aire, orina y suero (IARC, 2015). La alta polaridad del glifosato dificulta 

su extracción de matrices agrícolas y biológicas (Selvi et al., 2011) al igual que su análisis directo 

por técnicas de cromatografía de gases o líquida con detectores tradicionales, incluyendo UV-Vis 

y Fluorescencia (Oulkar et al., 2017). Sin embargo, se han desarrollado procesos de derivatización 

para cambiar las propiedades químicas del glifosato. El método más recomendado es 

derivatización en pre-columna con cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC-Cl) para obtener un 

derivado fluorescente que pueda ser medido por cromatografía líquida con detector de 

fluorescencia (Nucci et al., 2018). Sin embargo, los procesos de derivatización para la detección 

del analito acarrean un error adicional en la detección del analito. También se han desarrollado 

métodos de alta sensibilidad por cromatografía iónica y cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem para detectar este analito (Alves-Balvedi et al, 2018).  

 

La detección del glifosato con los métodos antes reportados generalmente tienen límites 

de detección más altos que aquellas reportadas por métodos de inmunoensayo ELISA para la 

mayoría de herbicidas (Selvi et al., 2011). Por lo tanto, este tipo de inmunoensayo ha sido una 

herramienta valiosa en la determinación de residuos de herbicidas y complementa los métodos 

analíticos convencionales. 

 

B. ELISA  

 
1. Fundamento de la técnica 

 
La técnica de ensayo ELISA se basa en el reconocimiento de un antígeno o hapteno a un 

anticuerpo. (Aydin, 2015). La enzima puede estar acoplada al primer anticuerpo que produce el 

complejo antígeno-anticuerpo o puede estar en un segundo anticuerpo, más conocido como 

anticuerpo de detección secundaria. Este complejo se hace visible mediante una reacción 

enzimática, en el cual la adición de un sustrato enzimático produce un cambio de color. La reacción 

enzimática se detiene utilizando solución de hidróxido de sodio, ácido clorhídrico o sulfúrico. El 
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producto que se obtiene puede ser medido en un espectrofotómetro en el rango de 400-600nm. 

La medida de la densidad óptica de la reacción es proporcional a la cantidad de antígeno en la 

muestra (Shah & Maghsoudlou, 2016). Debido al cambio de color que debe producir la reacción, 

se emplean diversos sistemas de enzima/sustrato, los cuales se muestran a continuación en el 

Cuadro 1:  

Cuadro 1. Sistemas de enzima y sustrato utilizados para inmunoensayos enzimáticos ELISA.  

 

(Dankwardt, 2006) 

 

Esta técnica permite la detección de bajas concentraciones de moléculas como 

péptidos/proteinas, hormonas, vitaminas, drogas y pesticidas en un alto nivel de especificidad con 

el anticuerpo diseñado para estos (Lequin, 2005). Este tipo de inmunoensayo presenta varias 

ventajas, entre las cuales destacan: rapidez, sensibilidad alta, y bajos volúmenes de trabajo. Su 

desventaja principal es la baja confiabilidad, en comparación con los inmunoensayos radioactivos 

(Dankwardt, n.d.).  

 

2. Tipos de ELISA 

 
Los inmunoensayos ELISA se dividen en diferentes categorías dependiendo de cómo el 

antígeno es inmovilizado y detectado (Shah & Maghsoudlou, 2016). De manera general, se pueden 

clasificar en métodos homogéneos y heterogéneos. En el primero, la reacción antígeno-anticuerpo 

y su medida se realiza en solución sin la separación previa de antígeno libre o complejo anticuerpo-

anticuerpo (Jenkins, 1992).  

 

Los métodos heterogéneos son los más utilizados y permite una mayor sensibilidad que 

los descritos anteriormente. Estos métodos consisten en formar el complejo antígeno-anticuerpo 

sobre una fase sólida y remover, mediante lavados, el antígeno libre en la reacción (Aydin, 2015). 

Los tipos de métodos heterogéneos se describen con mayor profundidad a continuación:  
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a. Directo 

 
Esta modalidad de ELISA es la más simple para detectar antígenos. Este es adecuado 

para la detección de antígenos de alto peso molecular. La técnica consiste en recubrir la placa con 

antígeno. El exceso de antígeno se lava y se añade una solución de bloqueo, usualmente albúmina 

de suero bovino o detergentes, para minimizar unión no específica (Shah & Maghsoudlou, 2016). 

Esta se incuba con un anticuerpo acoplado a una enzima para su medición. La incubación es 

seguida por lavado para eliminar antígenos o anticuerpos libres del medio (Aydin, 2015). Después 

se añade un sustrato que produce un cambio de color que puede ser medido en el 

espectrofotómetro. La siguiente figura (Figura 3) muestra el proceso de un ELISA directo:  

 

 

Figura 3. Protocolo de ELISA directo.  

(Shah & Maghsoudlou, 2016) 

 

b. Indirecto  

 
Este tipo de inmunoensayo presenta el mismo principio que el anterior descrito. La 

diferencia está en la cantidad de anticuerpos utilizados para la detección del antígeno en la placa 

(Gan & Patel, 2013). Seguido de la inmovilización del antígeno, adición de solución de bloqueo y 

lavado, se añade un anticuerpo primario que se une al antígeno en la placa. Posterior a esto, se 

añade un anticuerpo secundario conjugado con una enzima. De manera similar al ELISA directo, 

se incuba la placa y se añade un sustrato enzimático que produce el cambio de color para ser 

medido en el espectrofotómetro (Shah & Maghsoudlou, 2016). Este proceso se muestra de mejor 

manera en la Figura 4 (siguiente página):  
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Figura 4. Protocolo de ELISA indirecto.  

(Shah & Maghsoudlou, 2016) 

 

c. Sándwich  

 
Su nombre deriva de la capacidad del ensayo de capturar el antígeno entre dos 

anticuerpos, formando un “sándwich” (Shah & Maghsoudlou, 2016). La placa se recubre con un 

anticuerpo específico para el antígeno en la muestra. Después de recubrir los sitios de unión no 

específicos con albúmina de suero bovino, se añade el antígeno contenido en la muestra. Un 

anticuerpo primario se adiciona para que atrape el antígeno junto con el anticuerpo en la placa. 

Un anticuerpo secundario conjugado a una enzima se une específicamente al anticuerpo primario. 

El exceso se lava para posteriormente añadir el sustrato que enzimáticamente se convierte en un 

producto coloreado que puede ser medido en un espectrofotometro (Gan & Patel, 2013). Su 

proceso se muestra en la siguiente figura (Figura 5):  

 

 

Figura 5. Protocolo de ELISA “sándwich”.  

(Shah & Maghsoudlou, 2016) 

 

d. Competitivo 

 
El proceso clave de este tipo de inmunoensayo es la reacción competitiva entre el antígeno 

de la muestra y el antígeno adherido a los pozos de la placa con el anticuerpo primario. El 

anticuerpo primario se incuba con la muestra y este se une, manera específica, al antígeno 

presente en esta. Los complejos antígeno-anticuerpo se agregan a la placa con el antígeno 

recubierto. Después de su incubación, se lavan los anticuerpos libres. Entre mayor antígeno exista 
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en la muestra, mayor cantidad de anticuerpos primarios se unirán a dicho antígeno. Por lo tanto, 

habrá una baja cantidad de anticuerpos libres para unirse al antígeno en el pocillo de la placa (Gan 

& Patel, 2013). Un anticuerpo secundario conjugado a una enzima se añade, seguido de un 

sustrato que produce la señal cromogénica. El ELISA competitivo genera una curva inversa, en la 

cual una alta cantidad de antígeno en la muestra produce una señal baja (Shah & Maghsoudlou, 

2016).  

 

 

Figura 6. Protocolo de ELISA competitivo.  

(Shah & Maghsoudlou, 2016) 

 

3. Inmunógenos  

 
Debido a la interacción antígeno-anticuerpo en el inmunoensayo ELISA, el antígeno debe 

ser suficientemente grande para poder formar dicho complejo. La mayoría de pesticidas tienen un 

bajo peso molecular y no son ordinariamente antigénicos. Estos deben ser acoplados a una 

molécula portadora, usualmente una proteína, para inducir una respuesta de anticuerpos. Las 

moléculas que más se utilizan son fracciones de globulinas, albúminas séricas de diferentes 

especies, ovoalbúmina, fibrinógeno, entre otras (Dankwardt, 2006).  

 

La derivatización de los analitos permiten incrementar la sensibilidad del inmunoensayo. 

En este caso, se ha visto que la adición de anhidrido acético puede incrementar la sensibilidad del 

inmunoensayo 100 veces más (Rubio et al., 2003).  

 

C. DESARROLLO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

 
La química analítica es el estudio de la separación, cuantificación e identificación de 

componentes químicos en muestras naturales o artificiales que se constituyen de uno o varios 

elementos (Ravisankar et al., 2015). En esta disciplina se pueden obtener resultados cualitativos 

o cuantitativos, ya sea para detectar presencia o ausencia de un analito o cuantificarlo en una 

muestra en particular. Los instrumentos analíticos tienen un rol fundamental en la generación de 
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resultados confiables y de alta calidad. El desarrollo de métodos analíticos es el proceso de 

seleccionar un procedimiento de ensayo para determinar la composición de una muestra. Estos 

métodos, posterior a su desarrollo, deben ser validados para garantizar que cumplen con su 

cometido y que generen resultados confiables y precisos (Chauhan et al., 2015).  

 

La Oficina Guatemalteca de Acreditación (OGA) es el principal encargado de aplicar y 

administrar la Acreditación en todo el territorio nacional, con el fin de reconocer la competencia 

técnica de los organismos de evaluación de conformidad, en base a normas nacionales e 

internacionales vigentes. Entre los organismos sujetos a evaluación por la OGA se encuentran los 

laboratorios de ensayo y calibración, los cuales trabajan bajo la norma COGUANOR ISO/IEC 

17025. Actualmente, Guatemala cuenta con 23 laboratorios de análisis y 4 laboratorios de 

calibración acreditados bajo dicha norma.  

 

 

1. Tipos de métodos  

 

a. Métodos normalizados  

 
Se consideran métodos normalizados a todos aquellos emitidos por organismos de 

normalización internacionales, regionales o  nacionales (Organismo Argentino de Acreditación, 

2013). Las normas de calidad y regulaciones requieren el uso de este tipo de métodos y se 

emplean en situaciones en las que el método es ampliamente utilizado. Adicionalmente, estos 

deben usarse tal y como están descritos (Organismo Guatemalteco de Acreditación, 2018).  

 

b. Métodos no normalizados  

 
Este tipo de métodos deben estar apropiadamente validados para poder ser utilizados, ya 

sea desarrollado por un tercero o resultado de una modificación de un método normalizado. La 

validación de este tipo de métodos se hace para demostrar que las modificaciones no tienen 

repercusión en la calidad de los resultados. La norma COGUANOR NTG ISO/IEC 17025, adoptada 

por el Organismo Guatemalteco de Acreditación como criterio de acreditación para laboratorios de 

ensayo y calibración,  establece que el laboratorio debe desarrollar un procedimiento de ensayo 

que incluya al menos: (i) identificación apropiada, (ii) alcance, (iii) Descripción del tipo de objeto a 

ensayar, (iv) aparatos y equipos, (v) patrones de referencia y materiales de referencia, (vi) 

condiciones ambientales, (vii) descripción del procedimiento, (viii) criterios de aceptación o 

rechazo, (ix) registro de datos e incertidumbre (Organismo Guatemalteco de Acreditación, 2018).  

 

 

 

 



15 

 

c. Métodos desarrollados por el laboratorio 

 
El laboratorio debe demostrar un plan que incluye la evaluación de persona, equipo y 

recursos que le permita desarrollar métodos propios. Estos deben ser adecuadamente validados, 

documentados y autorizados antes de ser utilizados en dicho establecimiento. Se debe emplear 

un material de referencia equivalente al de la muestra (Organismo Guatemalteco de Acreditación, 

2018).  

 

2. Validación de métodos analíticos  

 

a. Definición  

 
Según la norma ISO/IEC 17025, el término validación significa: “confirmación, a través del 

examen y aportación de evidencias objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para 

un uso específico”(Bravo et al., 2010). Existe una dependencia entre el desarrollo y validación de 

métodos ya que muchos de los parámetros que se observan en su desarrollo son evaluados en el 

proceso de validación.  

 

b. Importancia de la validación de métodos 

  
La importancia de la validación de métodos surge de la competencia internacional, 

manteniendo el estándar de los productos en un alto valor comercial y por razones éticas (Chauhan 

et al., 2015). Adicional, la validación de los métodos analíticos es parte de los componentes de un 

resultado de calidad. Con un resultado de calidad, el químico analítico puede tomar una decisión 

con confianza (Bravo et al., 2010).   

 

c. Herramientas de validación  

 
Para el proceso de validación de métodos analíticos, se emplean diferentes herramientas, 

entre las cuales se encuentran: blancos, muestras de rutina, soluciones fortificadas, materiales 

pre-adicionados y patrones de medida.  

 

El uso de diferentes blancos permite evaluar la señal obtenida por el equipo y determinar 

cuánta parte de esta se atribuye al analito y cuanta parte se atribuye a otras causas. Entre los 

blancos utilizados se encuentran: de reactivos y de muestra. Los blancos de reactivo son aquellos 

utilizados durante el proceso analítico. Los blancos de muestra, por otra parte, son aquellas que 

no contienen el analito de interés. Estas brindan una estimación real de las interferencias que 

pueden aparecer (Bravo et al., 2010).   

 

La segunda herramienta son las muestras de rutina. Estas proporcionan información sobre 

la precisión e interferencias que pueden aparecer en un análisis de rutina. Estas son muestras que 
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contienen el analito de interés. Estas se contrastan con las soluciones fortificadas, donde el 

analista intencionalmente adiciona el analito de interés a una concentración conocida. Se debe 

poner cuidado especial de que la concentración no supere el intervalo de trabajo del método (Bravo 

et al., 2010).  

 

Otra herramienta utilizada son los materiales pre-adicionados. Estas son materiales en los 

que el analito de interés se agregó en algún momento previo al muestreo para análisis. Los 

patrones de medida son sustancias en la cual se ha caracterizado una propiedad particular y puede 

emplearse como referencia metrológica. Entre estas encontramos los materiales de referencia 

certificado (MRC), en la cual el valor del parámetro de interés se certifica con un documento que 

demuestra su trazabilidad y su incertidumbre (Ministerio de trabajo y asuntos sociales de España, 

2009).  

 

d. Parámetros de desempeño del método  

  
La norma COGUANOR ISO/IEC 17025 exige la evaluación de ciertas características de 

un método en particular durante su proceso de validación. Entre estos parámetros se encuentran: 

selectividad, límite de detección (LOD), límite de cuantificación (LOQ), intervalo de trabajo, 

linealidad, veracidad, precisión, robustez e incertidumbre de la medida. Cada uno de estos se 

explica en mejor detalle a continuación.  

  

1) Selectividad 

 
Se define como la capacidad del método para determinar simultánea o separadamente 

analitos diferentes presentes en una misma muestra (Oficina Guatemalteca de Acreditación, 

2018). En la etapa de medición para un método analítico en particular, no se mide directamente la 

concentración del analito sino una propiedad específica. En este caso, es fundamental establecer 

que la propiedad medida sea del analito y no de compuestos con estructura o química similar 

(Bravo et al., 2010).  

 

Para evaluar la selectividad de un método, se estudia su capacidad de medir el analito de 

interés en muestras que contienen interferencias específicas. De no conocer si las interferencias 

se encuentran en la muestra, se estudia la capacidad del método para medir el analito comparando 

con otros métodos independientes (Bravo et al., 2010).  

 

 

2) Límite de detección y cuantificación  

 
El límite de detección (LOD) se puede definir como la concentración mínima de analito en 

la matriz de una muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo 
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condiciones específicas (Oficina Guatemalteca de Acreditación, 2018). En esta parte es necesario 

distinguir el límite de detección del instrumento y el límite de detección del método. El primero 

puede basarse en la medición de una muestra blanco de reactivo sometido directamente al 

instrumento. El límite de detección del método es el más útil para validación y se basa en análisis 

de muestras que son sometidas a todo el proceso de medición (Bravo et al., 2010).  

 

El límite de cuantificación (LOQ) se define como la concentración mínima de analito en la 

matriz de una muestra que puede ser cuantificada con una exactitud y precisión aceptable bajo 

condiciones específicas (Oficina Guatemalteca de Acreditación, 2018).  

 

Tanto el LOQ como el LOD requieren un replicado representativo para obtener una 

desviación estándar adecuada para calcular dichos límites. Normalmente, se realizan entre 6-15 

réplicas para dicho parámetro y se recomiendan 10 réplicas para protocolos de validación (Bravo 

et al., 2010). Estos dos conceptos se reflejan en una curva de calibración de la siguiente forma 

(Figura 7):  

 

 

Figura 7. Curva de calibración obtenida a partir de un método instrumental.  

(Bravo et al., 2010) 
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3) Intervalo de trabajo 

 
Se define como el intervalo en el cual el método proporciona resultados con una 

incertidumbre aceptable. El límite inferior del intervalo de trabajo está determinado por el límite de 

cuantificación (LOQ). El extremo superior está determinado por concentraciones en las cuales se 

observan desviaciones significativas en la sensibilidad analítica. En este parámetro de 

desempeño, se evalúa el intervalo de trabajo del método y del instrumento. El primero considera 

los procesos de extracción y separación del analito mientras que el segundo considera la muestra 

ya procesada (Bravo et al., 2010).  

 

4) Linealidad 

 
Capacidad del método analítico para generar resultados directamente proporcionales a la 

concentración del analito en un rango específico (Oficina Guatemalteca de Acreditación, 2018). 

Dependiendo del contenido del analito en la muestra, se selecciona un rango de linealidad 

apropiado. Para la evaluación de la linealidad, se emplea el coeficiente de determinación (R2), el 

cual determina el grado de ajuste lineal, y el análisis de residuos para la curva de calibración 

(Delgado, 2009).  

 

5) Exactitud 

 

La exactitud se define como el grado de concordancia entre el valor aceptado (i. e valor 

de referencia) y el valor encontrado (Oficina Guatemalteca de Acreditación, 2018). En la etapa de 

validación de métodos se busca analizar la exactitud de los resultados obtenidos mediante la 

evaluación de los efectos sistemáticos y aleatorios sobre estos. Por lo tanto, el estudio de la 

exactitud se basa en dos componentes: veracidad y precisión.  

Veracidad es la expresión de la proximidad de la medida de un numero infinito de 

resultados a un valor de referencia. Puesto que no se puede realizar dicho número de mediciones, 

se realiza una evaluación práctica denominada sesgo. Este se basa en la comparación de la media 

de los resultados con un valor de referencia. Para trabajar dicho parámetro, se realizan 

experimentos de recuperación por método de adición de estándar (Bravo et al., 2010). El objetivo 

de estos experimentos es ver efectos de la matriz en la medición del analito de interés.  

  

6) Precisión 

 
Como se mencionó anteriormente, el componente secundario de la exactitud es la 

precisión. La precisión es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de 

ensayos, utilizando una muestra homogénea, bajo condiciones establecidas (Oficina 

Guatemalteca de Acreditación, 2018). Tanto para la precisión como el sesgo es importante la 
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medición repetitiva de ensayos para incluir las variaciones en las condiciones operativas que se 

pueden esperar cuando se utilice el método rutinariamente. Dentro de este parámetro, se 

consideran tres medidas: repetibilidad, precisión intermedia y reproducibilidad (Bravo et al., 2010).  

 

La repetibilidad es el grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas 

del mesurando, realizadas en la misma condición de medición (Oficina Guatemalteca de 

Acreditación, 2018). Esta supone dar la pequeña variación de los resultados (Bravo et al., 2010) y 

se evalúa realizando 10 réplicas de materiales de referencia en el rango lineal por el mismo 

analista, mismo instrumento y mismas condiciones ambientales (Delgado, 2009).  

 

La reproducibilidad supone dar la mayor variación en los resultados y es una medida de 

variabilidad en los resultados entre laboratorios (Bravo et al., 2010). La OGA (2018) indica que 

algunos cambios válidos para reproducibilidad pueden ser: principio de medición, método, 

analista/observador, instrumento, material y patrones de referencia.  

 

El punto medio entre estos dos extremos es la precisión intermedia, la cual ofrece una 

estimación de la variación de los resultados cuando las mediciones se realizan en un solo 

laboratorio, pero en condiciones que son más variables para la repetibilidad (Bravo et al., 2010). 

Los parámetros de variación son: día, analista, equipo y lote de reactivos (Oficina Guatemalteca 

de Acreditación, 2018). Para evaluar estas tres mediciones se emplean parametros de dispersión 

tales como: desviación estándar, varianza o coeficiente de variación (Delgado, 2009).  

 

7) Robustez 

 
Se define como la capacidad del método analítico de no ser afectado por pequeñas pero 

deliberadas variaciones en los parametros del método (Oficina Guatemalteca de Acreditación, 

2018). En otras palabras, en condiciones experimentales establecidas, los pequeños cambios no 

deben causar variaciones significativas en los resultados obtenidos (Delgado, 2009). Este 

parámetro de desempeño proporciona una indicación de la fiabilidad del método durante su uso 

normal (Bravo et al., 2010).  

 

8) Incertidumbre de la medida 

 
La incertidumbre es un intervalo asociado con un resultado de medida que expresa el 

rango de valores que razonablemente pueden atribuirse a la cantidad que se está midiendo. 

Algunas consideraciones para el cálculo de incertidumbre de la medida son: incertidumbre en el 

valor de referencia, calibración de equipos e incertidumbres asociadas a la cristalería y sesgo con 

su incertidumbre (Bravo et al., 2010). Este se incluye dentro de los parametros de validación 

porque forma parte del desempeño de un método (Delgado, 2009). 
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3. Verificación de métodos analíticos  

 
a. Definición  

 
Se define como aportación de evidencias objetivas de que un elemento satisface los 

parámetros especificados (Prichard et al., 2011). Cuando un laboratorio adopta un método 

normalizado, sin modificación, este debe verificarse antes de ser utilizado para los análisis de las 

muestras de los clientes (Delgado, 2009). Este proceso, según la OGA (2018), debe emplearse 

de manera rutinaria como parte del proceso de aseguramiento de calidad. 

 

b. Diferencia entre verificación y validación  

 
La validación y verificación presentan significados similares, sin embargo, presentan 

procesos de evaluación diferentes. Según Delgado (2009), el proceso de verificación no necesita 

una evaluación rigurosa de los parámetros de desempeño del método como lo es para una 

validación de método. Adicionalmente, la validación de métodos involucra varios días y replicas 

para corroborar que cumpla con los parametros mientras que una verificación de método puede 

requerir un solo día y dos réplicas para cada parámetro.  
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V. ANTECEDENTES 

 

La utilización de un inmunoensayo ELISA para la determinación de glifosato se ha 

empleado en varias matrices. Un estudio realizado por Bettazzi et. al (2018) utilizó un 

inmunoensayo magnético acoplado a sensores electroquímicos para la determinación de glifosato 

en cervezas. Se evaluaron parámetros como efectos de matriz, límite de detección y cuantificación, 

y ajuste logarítmico para el inmunoensayo. También se han utilizado muestras de aguas 

subterráneas, potable y orina en localidades agrícolas para monitoreo de niveles residuales de 

glifosato (Rendón-Von Osten & Dzul-Caamal, 2017). Otros estudios se han enfocado en el 

desarrollo y validación de inmunoensayos. Selvi et. al (2011) desarrollaron un ELISA, a base de 

anticuerpos aviares, para la detección de glifosato en muestras alimentarias y complementaron el 

análisis con cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) con detector de fluorescencia. Los 

parametros que evaluaron en dicho ensayo fueron: reactividad cruzada, veracidad, sensibilidad y 

linealidad. Esta comparación entre técnicas se ha visto también en una investigación realizada por 

Fernando Rubio y colaboradores (2003), donde han llegado a concluir que la técnica de 

inmunoabsorción enzimática ELISA es económica y confiable para el análisis de este herbicida.  
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VI. METODOLOGÍA  
 

A. Sitio de estudio  

 

La validación de la metodología analítica para determinación de residuos de glifosato se 

llevó a cabo dentro de las instalaciones del laboratorio INLASA, S.A ubicado en la Ciudad de 

Guatemala.  

 

B. Sujetos de estudio  

 

Para la validación de la metodología analítica de residuos de glifosato en vegetales, 

mediante la técnica de inmunoensayo ELISA, se evaluaron los siguientes parametros de 

desempeño: selectividad, linealidad, límite de detección y cuantificación, veracidad, precisión y 

robustez.  

 

C. Diseño, enfoque y tipo de investigación  

 

Enfoque: Cuantitativo.  

El diseño de esta investigación es experimental.  Este tiene un componente transversal de 

tipo correlacional ya que, dentro de los parámetros, la linealidad juega un papel importante en 

evaluar la correlación entre la concentración de glifosato y la absorbancia detectada por el 

espectrofotómetro. Adicionalmente, este presenta un componente descriptivo debido a la 

recolección de datos sobre cada parámetro de desempeño del método.  

 

D. Tipo y tamaño de muestra 

 

Los tipos de muestras con los que se trabajará la validación de método por 

inmunoensayo ELISA son vegetales. Se realizaron soluciones de concentración conocida de 

glifosato para evaluar los parametros del método analítico. Para el parámetro de selectividad, se 

utilizó un estándar de glicina y se trabajó con concentraciones dentro de la curva de calibración 

establecida por el kit comercial Abraxis Glyphosate ELISA.  

 

E. Criterios de inclusión y exclusión  

 

Los vegetales (hortalizas) se clasifican según su parte comestible y las categorías son: 

frutos, bulbos, flor, hojas y tallos verdes, legumbres y raíces. El método por validar es apto para 

cuantificar glifosato en vegetales frescos y empacados correctamente con su respectivo código 

de muestra por parte del laboratorio. Debido a que las frutas no están en la categoría de 

hortalizas, se excluye cualquier tipo fruta en este análisis.  
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F. Variables  

 

Cuadro 2. Definición y operacionalización de las variables de estudio. 

 

Variable Definición Tipo  Unidad de medición 

Absorbancia Cantidad de luz que 

absorbe el analito.  

Cuantitativa  

Razón  

Unidades de 

Absorbancia  

Concentración  Cantidad de analito 

en la muestra.  

Cuantitativa  

Razón  

Partes por billón 

(ppb)  

Selectividad  Capacidad del 

método determinar 

simultánea o 

separadamente 

analitos diferentes 

presentes en una 

misma muestra.  

Cuantitativa  

Razón 

Partes por billón de 

glicina 

Límite de detección  Concentración 

mínima de analito 

que puede ser 

detectada, mas no 

cuantificada, bajo 

condiciones 

establecidas. 

Cuantitativa  

Razón 

Partes por billón de 

glifosato  

Límite de 
cuantificación  

Concentración 

mínima de analito 

que puede ser 

cuantificada con 

una exactitud y 

precisión aceptable 

bajo condiciones 

establecidas.  

 

 

 

 

 

 

Cuantitativa  

Razón 

Partes por billón de 

glifosato   
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Variable Definición Tipo Unidad de medición 

Linealidad Capacidad del 

método para 

generar resultados 

directamente 

proporcionales a la 

concentración de 

analito en un rango 

específico.  

Cuantitativa  

Intervalo  

Coeficiente de 

determinación (R2) 

Veracidad   Proximidad de la 

medida  

Cuantitativa  

Razón 

Porcentaje de 

recuperación  

Precisión Grado de 

concordancia entre 

los valores de una 

serie repetida de 

ensayos.  

Cuantitativa  

Razón  

Coeficiente de 

variación porcentual  

Robustez  

 
Capacidad del 

método de no ser 

afectado por 

pequeñas pero 

deliberadas 

variaciones en los 

parametros del 

método.  

Cuantitativa  

Razón  

Tiempo de 

incubación para 

derivatización 

(minutos)  

 

G. Hipótesis  

 

Hipótesis nula: La validación de la metodología analítica para la determinación de 

residuos de glifosato en vegetales mediante la técnica de inmunoensayo ELISA cumple con los 

parámetros de selectividad, límite de detección y cuantificación, precisión y robustez designados 

por la norma COGUANOR NTG ISO/IEC 17025.  

 

Hipótesis alternativa: La validación de la metodología analítica para la determinación de 

residuos de glifosato en vegetales mediante la técnica de inmunoensayo ELISA es exacta, 

precisa, lineal y cumple con los parametros de validación designados por la norma COGUANOR 

NTG ISO/IEC 17025.  
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H. Instrumentos de medición  

 

Fotómetro de microplacas ELISA.  

 

I. Metodología  

 

Preparación solución madre de glifosato y glicina a 500ppm  

Se utilizó un estándar analítico de glifosato (Sigma Aldrich, 98% pureza) para la 

preparación de la solución madre. La glicina utilizada fue grado reactivo con una pureza de 

99.8%. 

 

Evaluación de parametros de validación del método  

Para trabajar las muestras, estándares y controles, se siguió las indicaciones para 

derivatización y preparación de ELISA del kit comercial Abraxis Glyphosate ELISA, que se 

encuentra en la sección de Anexos.  

 

1. Selectividad 

Se realizó solución de trabajo de glicina (Merck, grado reactivo) a 500 ppb. A partir de esta 

solución, se realizaron diluciones a dos concentraciones diferentes (1, 4 ppb) dentro de la 

curva de calibración.  

2. Límite de detección y cuantificación 

Se realizaron 6 corridas de una solución blanco.  

3. Linealidad  

Se realizó el procedimiento de derivatización y preparación de ELISA para el blanco y la 

curva de estándares de glifosato en triplicado.  

4. Veracidad 

Se realizó el método de adición de estándar a tres niveles de la curva de calibración (0.25, 

1 y 4 ppb) para evaluar recuperación del analito sobre la muestra preparada según el 

protocolo que se describirá a continuación.    

5. Precisión  

Se realizaron 6 corridas del procedimiento según el inserto del kit comercial. Dichas corridas 

se efectuaron en dos diferentes días por dos analistas diferentes cada día para evaluación 

de repetibilidad y reproducibilidad.  

6. Robustez 

Se incubó por 9 minutos para derivatización de muestras, controles y curva de calibración y 

preparar ELISA.  
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Preparación de muestra 

Se siguió el protocolo de preparación de muestra establecido por Selvi et al. (2011) que 

se encuentra en la sección de Anexos. De manera condensada, se pesó 1 gramo de muestra en 

un tubo polipropileno de 50ml. Se agregó una alícuota de concentración conocida de estándar de 

glifosato de manera que la concentración final se encuentre dentro de la curva de calibración. Se 

realizó una extracción con diclorometano y agua. Se sonicó la muestra y, posteriormente, se 

centrifugó por 10min a 8000g. Se transfirió la fase acuosa a otro tubo polipropileno y se evaporó 

hasta secado con nitrógeno a 55°C en baño. Finalmente, se disolvió en 1ml de buffer de ensayo. 

Modificaciones: Únicamente se transfirió la fase acuosa y se pasó por un filtro PVDF de 0.22µm 

para su respectivo análisis por ELISA.  

 

J. Plan de análisis de datos y presentación de resultados  

 

Los parámetros de desempeño del método analítico se evaluaron utilizando estadística descriptiva  

y se evaluó cada parámetro de la siguiente manera:  

 

1. Selectividad 

Se obtuvo la absorbancia (B) de la cada concentración de glicina y se dividió entre la 

absorbancia promedio del blanco (Bo) para obtener un porcentaje de adhesión (% B/Bo). Se 

obtuvo la concentración de glicina mediante la inserción del %B/B0 en la ecuación logarítmica de 

4 parámetros. Se comparó concentraciones y %B/B0 entre glicina y glifosato.  

 

2. Límite de detección y cuantificación   

Se calculó el % B/Bo para el diluyente de la forma descrita anteriormente. Utilizando %B/B0 

de las 6 corridas del diluyente, se obtuvo la desviación estándar (σ). Se calculó el límite de 

detección (LOD) y límite de cuantificación (LOQ) mediante las siguientes ecuaciones:  

𝐿𝑂𝐷 = 3 ∗ 𝜎 𝑝𝑝𝑏 

Ecuación 1. Determinación de límite de detección  

𝐿𝑂𝑄 = 10 ∗ 𝜎  𝑝𝑝𝑏 

Ecuación 2. Determinación de límite de cuantificación  
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3. Linealidad 

 

Se obtuvo el %B/B0 para cada estándar dividiendo la absorbancia promedio de cada 

estándar (B) por la absorbancia promedio del diluyente (Estándar cero, Bo). Después, se realizó 

el gráfico entre el %B/B0 y la concentración, en logaritmo, de glifosato. Se determinó el coeficiente 

de correlación de la curva generada utilizando el programa GraphPad Prism 6.  

 

4. Veracidad 

Para cada nivel establecido, se calculó el porcentaje de recuperación mediante la siguiente 

ecuación:  

%𝑅 =
𝐶𝑓 − 𝐶𝑖

𝐶𝑎

∗ 100 

Ecuación 3. Porcentaje de recuperación del glifosato 

Donde Cf es la concentración final, Ci es la concentración después de la adición de un volumen 

definido de la solución estándar Ca.  

5. Precisión 

Se calculó el coeficiente de variación porcentual (CV%) sobre las réplicas de la solución 

control de 75ppb realizadas por el investigador y los analistas de las instalaciones para evaluar la 

repetibilidad y reproducibilidad.  

6. Robustez 

Se comparó, mediante prueba T-Student al 95% de confianza, las medias de la solución 

control de 75 ppb sometidos a 9 minutos de incubación de derivatización y el tiempo de incubación 

indicado (10 minutos).  
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VII. RESULTADOS  

 
A. Selectividad  
 

El primer parámetro evaluado fue la selectividad. El Cuadro 3 refleja los porcentajes de 

adhesión (%B/Bo) obtenidos a dos concentraciones, tanto de glifosato como de glicina, dentro de 

la curva de calibración trabajada. Se puede observar que el glifosato presenta un porcentaje de 

adhesión (%B/Bo) menor a la glicina a los dos niveles de concentración mostrados en el cuadro. 

Adicionalmente, la glicina presenta %B/Bo similares a dos concentraciones diferentes.  

 

Cuadro 3. Determinación de la selectividad del método ELISA para determinación de glifosato.  

Analito Concentración (ppb) %B/Bo 

Glifosato 1.00 0.401 

4.00 0.229 

Glicina 1.00 0.737 

4.00 0.724 

 

B. Límite de detección y cuantificación  

 

El Cuadro 4 muestra que el glifosato en vegetales es detectable a partir de 0.41 ppb. A 

partir de 1.38 ppb, se puede cuantificar el glifosato en vegetales con precisión y confiabilidad.  

 

Cuadro 4. Límite de detección y cuantificación para la determinación de glifosato.  

Límite Concentración (ppb) 

Detección (LOD) 0.41 

Cuantificación (LOQ)  1.38 
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C. Linealidad  

 

La curva de calibración de ELISA de tipo competitivo se trabaja por regresión logística de 

4-parámetros. En la Figura 8, se observa la relación sigmoidal entre el %B/Bo y las 

concentraciones logarítmicas de glifosato en ppb (µg/L). Asimismo, se puede observar los 

coeficientes de determinación (R2) y determinación ajustado para la regresión logística de 4-

parámetros utilizada en esta curva de calibración. Las líneas punteadas en el gráfico reflejan el 

intervalo de confianza asociado a la curva de calibración.  

 

 
Figura 8. Curva de calibración de inmunoensayo ELISA para determinación de glifosato. 

  

D. Veracidad  

 

En el Cuadro 5 se observan las concentraciones reales de glifosato, en ppb, agregadas a 

la muestra de vegetal y las concentraciones obtenidas luego de analizar la muestra. Para cada 

nivel de concentración, se observa los porcentajes de recuperación obtenidos con su respectivo 

coeficiente de variación (CV%). Únicamente el nivel de concentración de 3.924 ppb presenta un 

porcentaje de recuperación y CV% aceptable según la norma SANTE/11813/2017.  

 

Cuadro 5. Recuperación del glifosato a distintos niveles de la curva.  

Tipo de 
muestra 

Nivel de 
concentración 

(ppb) 

Concentración 
obtenida (ppb) 

Recuperación  CV% 

Vegetal  0.245 0.735 299.58% 20.20 

0.981 1.817 185.18% 90.40 

3.924 4.400 112.10% 11.48 
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E. Precisión 

 

Se observan las concentraciones de la solución control obtenidas mediante interpolación 

con la regresión de 4-Parámetros y su respectiva desviación estándar bajo condiciones de 

repetibilidad (1 analista) y reproducibilidad (entre 2 analistas). Asimismo se puede observar el 

coeficiente de variación (CV%) obtenido para cada condición evaluada. Los coeficientes de 

variación se encuentran dentro del rango aceptable establecido por la FDA para métodos 

bioanalíticos.  

 

Cuadro 6. Evaluación de precisión del método mediante repetibilidad y reproducibilidad  

Parámetro  Concentración 
promedio (ppb) 

Desviación 
estándar (ppb) 

CV% 

Repetibilidad  0.785 0.130 16.52 

Reproducibilidad  0.849 0.212 24.92 

 

F. Robustez  

 

Para la medición de la robustez del método ELISA para la determinación de glifosato en 

vegetales, se varió el tiempo de incubación para derivatización de muestras, controles y 

estándares. Se varió a 9 minutos en comparación con 10 minutos, el cual es el tiempo que indica 

el inserto del kit comercial. A) Se observa la curva de calibración del glifosato a nueve minutos de 

tiempo de derivatización. Asimismo, se muestra una variación en los intervalos de confianza de la 

curva de calibración. B) Se muestra el gráfico de barras comparando la concentración de solución 

control a un tiempo de derivatización de 9 con el tiempo establecido por el kit (10 minutos). El valor 

p obtenido en la prueba T,  a un 95% de confianza, fue de 0.7862.  

 

 
Figura 9. Evaluación de robustez del método ELISA para determinación de glifosato. 
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VIII. DISCUSIÓN  

 
El objetivo de este trabajo de investigación consiste en validar un método analítico para la 

determinación de residuos de glifosato en vegetales mediante la técnica de inmunoensayo ELISA. 

Para validar dicha metodología, se evaluaron los parámetros de desempeño establecidos por la 

norma COGUANOR ISO/IEC 17025:2017, los cuales son: selectividad, límite de detección y 

cuantificación, linealidad, exactitud, precisión y robustez.  

 

La selectividad del método mide la capacidad de detectar el analito de interés (i.e glifosato) 

en una muestra en particular y no compuestos de estructura similar (Bravo et al., 2010). La glicina 

es un aminoácido de estructura similar al glifosato (Seneff & F Orlando, 2018), por lo que se usó 

este compuesto para el ensayo de selectividad. En este caso, se puede observar que las 

soluciones de glicina preparadas a 1 y 4 partes por billón devuelven porcentajes de adhesión 

(%B/Bo) cercanos a 1 (Ver Cuadro 3). Al interpolar dichos porcentajes de adhesión (%B/Bo) en la 

regresión de 4P, se obtendrían concentraciones cercanas al blanco. Esto nos indica que el 

anticuerpo utilizado en el inmunoensayo es específico para la detección de glifosato, lo cual indica 

que el método es selectivo.   

 

El siguiente parámetro de evaluación es el límite de detección y cuantificación. En el 

Cuadro 4, se puede observar que el límite de detección (LOD) para la matriz evaluada es de 0.41 

ppb mientras que el límite de cuantificación (LOQ) es de 1.38 ppb. Esto indica que, dentro de este 

rango, se puede detectar presencia o ausencia de glifosato en las muestras de vegetales 

analizadas. A  concentraciones mayores a 1.38 ppb, se puede cuantificar la cantidad de glifosato 

en la muestra con un grado de precisión y confiabilidad. Estos límites son aceptables para el 

laboratorio debido a que se encuentran debajo de los límites residuales máximos de glifosato 

establecidos por la FDA y Comisión Europea, los cuales son 1000 ppb (Selvi et al., 2011) y 0.1 

ppm [100 ppb] (European Comission, 2017), respectivamente.  

 

La linealidad es la capacidad del método para generar resultados directamente 

proporcionales a la concentración del analito en un rango específico. En este caso, al trabajar con 

un inmunoensayo competitivo, se emplea una regresión logística de 4 parámetros con la finalidad 

de obtener un modelo adecuado para el comportamiento de este (Azadeh et al., 2018). La Figura 

8 muestra la curva de calibración obtenida al graficar el porcentaje de adhesión (%B/Bo) vs la 

concentración logarítmica de glifosato. Se puede observar que se obtuvo un coeficiente de 

determinación (R2) de 0.9969, lo cual indica que el 99.69% de la variabilidad en la variable 

dependiente son explicadas por el modelo logístico de regresión. Adicionalmente, un valor cercano 
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a uno indica una mayor fuerza de asociación entre ambas variables bajo el modelo establecido. 

Según los parametros de aceptación de la Oficina Guatemalteca de Acreditación (OGA), se 

requiere un coeficiente de determinación mínimo de 0.98. Al obtener un R2 mayor al establecido 

por dicha oficina, se cumple el parámetro de linealidad.  

 

La veracidad del método analítico es la proximidad de la medida a un valor de referencia. 

En esta validación, se realizaron evaluaciones de recuperación a distintos niveles de la curva del 

kit comercial. El Cuadro 5 refleja los porcentajes de recuperación obtenidos con su respectivo 

coeficiente de variación (CV%). Según la norma SANTE/11813/2017, utilizada para la validación 

de métodos para residuos de pesticidas en alimentos y complementaria con la norma ISO 17025, 

requiere que los porcentajes de recuperación se encuentren en un rango de 70-120% con un 

coeficiente de variación menor a 20%. Utilizando esta base, únicamente la concentración de 3.924 

ppb cumple con los criterios mencionados. Esto se debe principalmente a que dicha concentración 

se encuentra por arriba del límite de cuantificación y los niveles de recuperación por debajo de 

este límite presentan altas variaciones en las réplicas, reflejado en el coeficiente de variación. Por 

lo tanto, el parámetro de veracidad se cumple al trabajar con recuperaciones por arriba del límite 

de cuantificación.  

  

La precisión del método se midió por medio de la repetibilidad y reproducibilidad (Bravo et 

al., 2010), los cuales se evaluaron con 1 y 2 analistas, respectivamente. En este caso, se observa 

que el coeficiente de variación para la reproducibilidad es mayor a la variación de la repetibilidad 

ya que depende de factores propios del personal ya sea en habilidades de uso de micropipeta en 

el ensayo o forma de lavado. Según la guía de validación de métodos bioanalíticos de la FDA 

(2018), las muestras control para inmunoensayos no deben tener un coeficiente de variación 

mayor a 25%. En este caso, la reproducibilidad como la repetibilidad sobre las soluciones control 

del kit tienen coeficientes de variación por debajo del límite mencionado anteriormente, por lo que 

el método es preciso.   

 

La robustez es un parámetro que indica la capacidad del método de no ser afectado por 

pequeñas pero deliberadas variaciones en los parámetros del método (Oficina Guatemalteca de 

Acreditación, 2018). En este caso, se varió el tiempo de incubación para derivatización de las 

muestras, estándares y control del ensayo. La Figura 9B muestra que no hay diferencia 

significativa (valor p 0.7862) entre los 9 minutos de incubación y el tiempo de incubación 

establecido por el inserto del kit comercial (10 minutos). Esto comprueba que el método es robusto, 

sin embargo, se recomienda seguir las indicaciones del manual para no generar variaciones en 

los niveles de confianza de los estándares, tal y como se muestran en la Figura 9A.  
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IX. CONCLUSIONES 

 
1. El método analítico para la determinación de residuos de glifosato en vegetales por 

medio de la técnica de inmunoensayo ELISA es válido bajo los parámetros de 

desempeño establecidos por COGUANOR ISO/IEC 17025:2017.  

2. El método es exacto a concentraciones por arriba 1.38 partes por billón, reflejado en 

el porcentaje de recuperación obtenido y su respectivo coeficiente de variación.  
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X. RECOMENDACIONES  

 
Para profundizar en la etapa de validación de este método, se recomienda realizar 

ensayos de recuperación a niveles por arriba por del límite de cuantificación (LOQ) del método. 

Dichos experimentos de recuperación se pueden hacer con dos analistas para evaluar la variación 

intra e inter-ensayo para poder compararlos con los criterios de aceptación de la norma 

SANTE/11813/2017. Al trabajar con inmunoensayos, se recomienda también utilizar micropipetas 

multicanal para reducir el error durante las etapas del análisis. Por último, se recomienda evaluar 

el método con frutas para ampliar el alcance del método.  
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XII. ANEXOS 

 
PROTOCOLO MODIFICADO DE PREPARACIÓN DE MUESTRA  

 

1. Pesar 1 gramo de vegetal en un tubo de polipropileno de 50ml.  

2. Agregar alícuota de solución de trabajo de glifosato a la muestra de vegetal.  

3. Agregar 10ml de agua ultrapura y 5ml de diclorometano.  

4. Sonicar tubo por 10mins y mezclar vigorosamente por 1 minuto.  

5. Sonicar el tubo con la muestra por 10 minutos adicionales.  

6. Centrifugar muestra por 10 minutos a 8000g.  

7. Transferir fase acuosa a otro tubo de polipropileno.  

8. Pasar fase acuosa obtenida sobre un filtro PVDF de 0.22µm.  

9. Trabajar muestra según indicaciones del kit Abraxis Glyphosate 

 

 

PROTOCOLO DE DERIVATIZACIÓN Y PREPARACIÓN DE ELISA 

 

(Ver documento adjunto).  

 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS DE GLIFOSATO MARCA SIGMA ALDRICH 

 

(Ver documento adjunto).  
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3050 Spruce Street, Saint Louis, MO  63103  USA
  Email USA: techserv@sial.com Outside USA: eurtechserv@sial.com

Certificate of Analysis

Product Name: GLYPHOSATE
PESTANAL, analytical standard

Product Number: 45521
Batch Number: BCBZ6585
Brand: Sigma-Aldrich
CAS Number: 1071-83-6
Formula: (HO)2P(O)CH2NHCH2CO2H
Formula Weight: 169.07
Expiration Date: NOV 2023
Quality Release Date: 04 DEC 2018

TEST SPECIFICATION RESULT

APPEARANCE (COLOR) WHITE TO LIGHT YELLOW AND FAINT 

BEIGE TO LIGHT BEIGE

WHITE

APPEARANCE (FORM) POWDER OR CRYSTALS POWDER

PURITY (HPLC AREA %) ≥ 98.0 % 98.1 %

WATER ≤ 1.0 % 0.1 %

PROTON NMR SPECTRUM CONFORMS TO STRUCTURE CONFORMS

Dr. Claudia Geitner

Manager Quality Control

Buchs, Switzerland

Sigma-Aldrich warrants that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in this publication.  The current

specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service.  Purchaser must determine the suitability of the product   

                                     for its particular use.  See reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.
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45521 Glyphosate

Lot Number: BCBZ6585 Sample Name: T58172_001_LC

Dionex Ultimate 3000

Pump : LPG-3400SD Injection Time: 26.11.18 15:05

Autosampler: WPS-3000 Processed By: Markus Urthaler

Detector: VWD-3400 Vial Number: GC2

Column: Supelco Ascentis Express C18, 2.7 um Column S/N: -

Column Dim.: 100 x 4.6 mm Sample Type: unknown

Mobile Phase: Injection Volume: 2.0 µl

%A : Acetonitril Flow: 1.5 ml/min

%B : TB pH 2.4 Column Temp. (°C): 25.0

%C : %C Run Time: 15.00 min

%D : %D

Gradient : see Figure 1

Sample Prep.: 1 mg sample in 1 ml borate-buffer pH 9.0 : 5 mg DNBCl-Lsg in 1 ml in acetonitrile 4:6

Figure 1: Zoomed Chromatogram

No. Ret.Time Peak Name Area Height Amount Rel.Area 

min mAU*min mAU %

1 6.863 n.a. 0.84690 13.00937 n.a. 1.23

2 7.247 Glyphosate 67.39271 871.41777 n.a. 98.05

3 7.759 n.a. 0.00402 0.07057 n.a. 0.01

4 8.155 n.a. 0.15638 3.13602 n.a. 0.23

5 8.251 n.a. 0.30127 4.47103 n.a. 0.44

6 9.573 n.a. 0.03398 0.00124 n.a. 0.05

Total: 68.73527 892.10600 100.00

Table 1: Integration
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WVL:235 nm

Flow: 1.500 ml/min

TB pH 2.4: 85.0 %

50.0

%C: 0.0 %

%D: 0.0 %
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