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Resumen: El uso moderado de plaguicidas en la agricultura moderna es de vital importancia para 
el correcto desempeño y rendimiento de los cultivos. El hymexazole (HYM) es un fungicida de 
Amplio espectro, comúnmente usado en una gran variedad de cultivos, sin embargo, a la fecha no 
existen publicaciones sobre su disipación y residualidad en el cultivo de fresa. Por lo que el 
objective de la investigación fue evaluar la disipación y residualidad del hymexazole en follaje y 
frutos de fresa mediante un método QuEChERS y UPLC-ESI/MS-MS. Para esto se llevaron a 
cabo varios experimentos de validación del método cromatográfico, se estableció el cultivo de 
fresa, recolectó y cuantificó el contenido del plaguicida a través del tiempo para crear los patrones 
de disipación. El método arrojó buena linealidad, reproducibilidad, precision, repetitibilidad con 
una recuperación del 73.78 a 109.49 % con un CV del 8.24 %. A pesar de las dos 
administraciones del HYM en frutos y follaje de fresa no se detectó el compuesto (>0.017 ppm) 
después de las 24 h de administrado. El HYM por su rápido metabolismo en la planta es capaz de 
disiparse entre las primeras 24 h posteriores de ser aplicado, por lo que además de su potente 
efecto fungicida este producto se degrada rápidamente por lo que los residuos en el producto final 
son mínimos.    
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1. Introduction

La fresa (Fragaria × ananassa) es uno de los cultivos frutales más apreciados por una 
gran diversidad de consumidores, sus cualidades sensoriales y nutricionales son 
valoradas ya que es bien sabido que aporta una gran cantidad de vitaminas, minerales y 
fitoquímicos como ácidos fenólicos y flavonoides los cuales se ha observado poseen 
actividades antioxidantes [1, 2]. La producción de fresa es liderada por China (3336690 
ton), seguido de Estados Unidos (1055963 ton), Egipto (597029 ton) y México (557514 
ton) (valores estimados, imputados y oficiales del 2020) [3]. 

Se estima que la producción de fresa seguirá incrementando debido a la gran diversidad 
de productos industrializados presentes en el mercado, así mismo a la demanda por 
alimentos con fitoquímicos benéficos para la salud [4-6], sin embargo, durante la 
producción primaria el cultivo se vuelve vulnerable a microorganismos fitopatógenos, 
principalmente a los hongos, los cuales son responsables de la aparición de las 
principales enfermedades que impactan económicamente al cultivo de fresa, ya que 
pueden infectar todas las partes de la planta, pudiendo ocasionar severos daños, 
incluso la muerte, mermando considerablemente su producción. Algunos de los 
principales agentes fitopatógenos son Colletotrichum fragariae, Sphaerotheca aphanis, 
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp, Verticillium spp, Oidium 
fragariae, Mycosphaerella fragariae causantes de antracnosis, powdery mildew, gray 
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mold, leaf scorch, leaf spot, leaf blight, black spot, powdery mildew, Crown rot, entre 
otras enfermedades [4, 7-9]. 

Es por ello que el uso moderado y seguro de plaguicidas (antifúngicos) es de vital 
importancia en la agricultura moderna, esto para mantener la producción y la soberanía 
alimentaria, ya que estos agroquímicos minimizan las pérdidas precosecha y 
poscosecha. Sin embargo es importante el control, supervisión, monitoreo y 
cuantificación de estos residuos, ya que las fresas se suelen consumir en fresco o 
mínimamente procesadas por lo que potencialmente se pueden encontrar presentes, 
llegando a ocasionar daños a la salud (teratogénicos, mutagénicos y carcinogénicos), 
así mismo los organismos reguladores de plaguicidas como la Food and Agriculture 
organization of the United Nations (FAO), Unión Europea (EU) monitorean y estipulan 
los límites máximos de residuos así como las ingestas diarias aceptables [7, 8, 10]. 
Durante la producción de fresa es necesario la aplicación de repetidas dosis de 
fungicidas y otros plaguicidas, por consiguiente, su acumulación puede verse 
incrementada. La disipación (vida media) de los plaguicidas se refiere al tiempo en el 
cual el producto es descompuesto a la mitad de su concentración inicial administrada a 
la planta. Este fenómeno involucra factores como la temperatura, humedad, luz solar, 
ozono, tipo de plaguicida, cultivo, entre otros [11].

Investigaciones previas mencionan la gran cantidad de plaguicidas usados en el cultivo 
de la fresa, resaltando su vida media y residualidad. Por ejemplo el kresoxim-methyl, 
tetraconazole, pyridaben y procymidone, registran una vida media de hasta 14 días [12]. 
Por otro lado, los patrones de disipación de plaguicidas como el acephate, etofenprox, 
imidacloprid, indoxacarb, Alpha-cypermethrin, zeta-cypeermethrin, fludioxonil and 
oxytetracycline, usados en el cultivo de coles de Bruselas señalan una residualidad de 
entre 8.2 a 15.8 días [13]. Patrones de disipación de metaflumizone y acrinathrin 
aplicados al cultivo de Aster scaber, señalan una vida media de 4.5 y 9.2 días, 
cambiando según el sitio geográfico de cultivo [14]. La vida media reportada del 
metalaxyl-M y azoxystrobin usados para el control fúngico en el cultivo del scallion, es 
de 1.15 y 3.89 días respectivamente [15]. En el cultivo del ginseg se emplea el 
flypyradifurone el cual como productos de descomposición desprende dos metabolitos 
el difluoroacetic acid y 6-chloronicotinic acid, estos productos presentaron patrones de 
disipación de 4.5 a 7.9 días [16]. En el cultivo de melón se usa el boscalid y 
pyraclostrobin, los cuales según los patrones de disipación son 3.52 y 3.27 días, sin 
embargo, las concentraciones fueron menores a 0.05 mg/kg hasta el día 21 [17]. La 
degradación del endosulfan en el cultivo de la okra es del 91.5 %, esto durante el 
séptimo día de evaluación, sin embargo la vida media en las hojas y frutos es de 0.66 y 
23.1 días respectivamente [18]. La vida media del thiamethoxam aplicado para el cultivo 
de durazno es de 4.9-5.5 días, disipándose en un 97.0% en el día 28 de evaluación [19]. 

El hymexazol (3-hydroxy-5-methylisoxazole) (Figura 1) es un excelente agente 
antifúngico y regulador del crecimiento usado ampliamente en una gran variedad de 
cultivos. Resalta por su eficacia, baja toxicidad, y amplio espectro antifúngico 
principalmente contra Pythium, Phytophtora, Aphanomyces sp., Rhizoctonia, Fusarium, 
Mortierella sp. and Rhizoctonia solani por mencionar algunas. Las aplicaciones pueden 
ser en las semillas, partes aéreas o por drenching [20]. Fue desarrollado por Sankyo 
Co., Ltd, Tokyo, Japan, en la década de 1960. El HYM inhibe la germinación de esporas 
a través de interferir en la biosintésis del ADN y ARN de los hongos. Cabe mencionar 
que una vez aplicado es absorbido por las raíces y es metabolizado en dos glicósidos 
(2-(β-D-glucopyranosyl)-5-methyl-4-isoxazoline-3-one, and 3-(β-D-glucopyranosyl)-5-
methylisoxazole), siendo el primero glucosilado en el terminal N y el segundo en el O, 
ambos confieren características únicas al producto (promotor de crecimiento y 
antifúngico) [21]. Recientes investigaciones han diseñado hidrogeles suparamoleculares 
cargados de hymexazol mejorando su liberación, absorción y biodegradabilidad [22], así 
mismo se ha evaluado su adsorción, liberación y características termodinámicas del 
HYM cargado en diatomite un vehículo eficiente para la liberación de este plaguicida 
[23]. Así mismo se ha diseñado un proceso de síntesis optimizado permitiendo obtener 
grandes cantidades de este producto en menor tiempo [24]. Pocos estudios han 
investigado la residualidad del HYM en frutas y hortalizas [25, 26]. Los métodos 
cromatográficos (LC) y la preparación con un método QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, 
Effective, Rugged, Safe) son los mayormente usados, aceptados internacionalmente y 
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con mayor número de publicaciones, por lo que son herramientas óptimas para su 
cuantificación [27-30].  

Figure 1. Hymexazol

Se ha investigado ampliamente los patrones de disipación y residualidad de plaguicidas 
en algunos cultivos, sin embargo, para lo mejor de nuestro conocimiento no se 
encuentran estudios sobre la disipación y residualidad del HYM en fresa, siendo uno de 
los fungicidas más exitosos del mercado y un fruto altamente comercializado alrededor 
del mundo. Por lo que el objetivo de la investigación fue evaluar la residualidad y la 
disipación del HYM en diferentes dosis aplicadas y tiempos de muestreo en el cultivo de 
la fresa, usando un método QuEChERS y UPLC/ESI/MS-MS. 

2. Materials and Methods

2.1 Reagents and chemicals

Se adquirió acetonitrilo (ACN) grado MS, metanol (MeOH) grado MS, agua milliQ, ACN 
grado HPLC, ácido acético grado ACS, ácido fórmico grado ACS, formiato de amonio 
grado ACS, sulfato de magnesio grado reactivo, acetato de sodio grado reactivo, 
acetato de Amonio grado ACS, cloruro de sodio, Supelclean Envi-carb (Carbon 
grafitado), Bondesil C18 40 UM, Bondesil PSA 40 UM, filtro de membrana de Nylon de 
0.22 µm, Hymexazol, lote SLBR6983V, pureza 90 % de Sigma Aldrich. Todos los 
reactivos y disolventes de adquirieron de Sigma Aldrich-Merck (St Louis, MO, USA). 

2.2 Field experiments

2.2.1 Establecimiento del cultivo

Se estableció el cultivo de fresa en Bachigualato, Sinaloa, México (24°46’58’’ Norte y 
107°27’30’’ Oeste. Altitud: 10 msnm) en plantación directa sobre un suelo con textura de 
aluvión, en camas de 32 m de largo. La plantación fue a doble hilera con una 
separación de 0.25 m entre plantas y de 1.4 m entre camas.

2.2.2 Treatments and applications

Se aplicaron cuatro tratamientos de HYM en dosis de 0 (testigo), 0.5, 1.0 y 2.0 ml/L de 
agua con dos réplicas por tratamiento. Cada réplica constó de 80 plantas (n = 160 
plantas por tratamiento). En cada tratamiento, se aplicaron 20 mL por planta vía drench 
penetrando 10 cm la varilla de inyección hasta las raíces. Se realizaron dos aplicaciones 
de los tratamientos previo al muestreo de follaje y posteriormente otras dos aplicaciones 
antes del muestreo de fruta. Las fechas de aplicación y de muestreo de follaje y fruta 
para el análisis de residuos se muestran en el cuadro 1.

Table 1. Aplicación y muestreo de follaje y fruto para el análisis de Hymexazol
Event Días después del transplante Actividad

Transplante 0 -
Primera aplicación 35 Aplicación en drench

Segunda aplicación
48 Aplicación en drench
49 Primer muestreo foliar
50 Segundo muestreo foliar



Agronomy 2022, 12, x FOR PEER REVIEW 4 of 5

Tercera Aplicación 62 Aplicación en drench

Cuarta aplicación
69 Aplicación en drench
70 Primer muestreo fruto
71 Segundo muestreo fruto

                                2.2.2 Sampling

2.2.2.1 Primer monitoreo (foliage)

De cada réplica por tratamiento se tomaron aleatoriamente 100 g de follaje tierno (hojas 
nuevas) a las 24 y 48 h, después de la segunda aplicación que corresponden a los 49 y 
50 días después del trasplante.

2.2.2.2 Segundo monitoreo (Fruits)

De cada réplica por tratamiento se tomaron aleatoriamente 500 g de fruta madura de 
tamaño uniforme y libre de defectos, esto a las 24 y 48 h, después de la cuarta 
aplicación que corresponden a los 70 y 71 días después del trasplante. En ambos 
monitoreos, cada una de las muestras fue transportada en hieleras a -10 °C y 
congeladas a -15 °C hasta el análisis.

                                2.3 Sample preparation

Se usó un método QuEChERS desarrollado por Anastassiades et al. [31] con ligeras 
modificaciones sugeridas por Jiang et al. [25]. Porciones representativas de 10 g de las 
muestras descongeladas y re-homogeneizadas fueron pesadas en tubos de plástico 
para centrifuga de 50 mL. Posteriormente fueron adicionados 10 mL de ACN y 
sonicados por 10 minutos en baño ultrasónico. Después de la agitación, se agregaron 
4.0 g de MgSO4 y 1.0 g de NaCI y se agitaron vigorosamente por 2 min. Después se 
centrifugaron por 5 minutos a 5,000 rpm. 2.0 mL del extracto fue transferido a un tubo 
de centrifuga conteniendo 150 mg de MgSO4 y 40 mg de carbón grafitado. El tubo fue 
agitado vigorosamente por 1 min y centrifugado por 5 min a 6,000 rpm. El sobrenadante 
resultante fue filtrado a través de membrana de nylon de 0.22 µm en un vial de 1.5 mL 
para el análisis por LC-MS/MS.

2.4 UPLC/MS-MS analysis

Los análisis cromatográficos fueron llevados a cabo en un Sistema UPLC Waters 
(Waters México) equipado con una bomba cuaternaria clase H (Acquity H), auto 
muestreador (FTN Acquity). La separación cromatográfica fue realizada en una columna 
Acquity UPLC BEH Shield RP18, 1.7µm, 2.1 x 100mm de Waters. La fase móvil fue 
compuesta por A: (acetato de amonio 7.5 mM + 0.1% de ácido fórmico) y B: 
(acetonitrilo) bombeados a 0.2 mL/min con el siguiente gradiente (Table 2).

Table 2. Chromatography gradient  
Gradient Time (min) Flow (mL/min) A (%) B (%)

0 Start 0.200 90 10
1 0.7 0.200 80 20
2 3.0 0.200 80 20
3 3.1 0.200 90 10
4 5.0 0.200 90 10

El horno de la columna fue mantenido a 30 °C y el volumen de inyección fue de 5.0 µL. 
La identificación y cuantificación se realizó mediante sonda ESI+ en un espectrómetro 
de masas Xevo TQ-S de Waters y estación de trabajo MassLynx. Los iones fueron 
monitoreados usando MRM (Multiple Reaction Monitoring) para al menos dos 
transiciones (Figure 2) bajo las siguientes condiciones de tándem MS (Cuadro 3).

Table 3. Conditions of MS/MS
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Analyte Parent m/z Daughter 
m/z

Dwell (s) Cone (V) Collision 
(V)

Hymexazol 100.2234 43.9053 0.025 24 12
53.8855 0.025 24 10

        Figure 2. Trancisiones de los iones A) parent, B, C) daughters of hymexaxol

                            2.5 Method validation

La validación del método se efectuó estableciendo la precisión y recuperación para 
HYM a diferentes niveles de fortificación en muestras de fresa, el límite de detección 
(DL) y límite de cuantificación (QL) se establecieron con la prueba de repetibilidad del 
nivel más bajo de fortificación. Los datos de recuperación media y valores de porcentaje 
del coeficiente de variación (CV) o desviación estándar relativa (DER) se muestran en la 
Tabla 4. Los recobros para HYM oscilaron entre 72.18 y 108.62 %. La precisión en 
condiciones de repetibilidad expresado en % CV fue de 8.24 %.

Table 4. Linealidad y % de recobro y precisión del sistema

Linealidad Recobro y precisión intra laboratorio 
(%)

Analyte Rango lineal 
(mg/kg)

Coeficiente de 
determinación 

(r2)
Recupera
ción (%)

CV 
(%)

LD 
(mg/kg)

LQ 
(mg/kg)

HYM 0.025 – 0.5 0.9995 82.55 ± 
6.8

8. 
24 0.017 0.051
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Figure 3. Linearidad del sistema

                                 2.5.1 Análisis de blancos matriz (muestras control)

Muestras de fresas comerciales fueron analizadas por triplicado aplicando el método 
QuEChERS modificado para demostrar que está libre de residuos de HYM y obtener 
extracto matriz para la preparación de las diluciones del estándar.

                             2.5.2 Linearidad del sistema

Se prepararon diluciones del estándar en fase móvil y en extracto matriz, 5 y 6 niveles 
de concentraciones en los rangos de 0.02557 - 0.5166 y 0.02557 - 1.02312 ng/µL.

2.5.3 Linealidad (equipos de detección)

Para establecer el rango lineal del sistema, se prepararon diluciones de HYM con 5 
puntos de concentración en los rangos de 0.025 ng/µL a 0.5166 ng/µL preparados en 
fase móvil y una curva con 6 niveles en un rango de 0.025 ng/µL a 1.0231 ng/µL 
preparados en extracto matriz. Cada nivel de concentración del estándar fue corrido 
bajo las condiciones de operación establecidas, fueron corridas por triplicado y se 
obtuvo gráfica de área bajo la curva de concentración teórica contra respuesta de los 
detectores (conteos de área o de altura), usando Excel 2010 y confirmando con el 
software de manejo de señal del sistema MassLynx. La linealidad del método se 
estableció con la fortificación de muestras control en 5 niveles de concentración alto, 
medio y bajo y graficando el promedio de las cantidades de recobro contra las 
cantidades de analito agregadas. En ambos casos el criterio de aceptación fue: r2 > 
0.98. Además, se observa que el valor de Fcalculado (es decir F calculado mediante la 
función Excel ESTIMACION.LINEAL es mayor que el Ftablas (Fcalculado>Ftablas)), por lo cual se 
rechaza la hipótesis nula Ho, siendo la correlación lineal significativa. Otra forma de 
probar si existe una correlación significativa es a través del estimador t Student para el 
coeficiente de correlación:

tr = | r | √(n-2) /√ (1- r2)

Dónde: 

tr = Valor del estimador t Student obtenido para el coeficiente de correlación
| r | = Valor absoluto del coeficiente de correlación 
n – 2 = Número de grados de libertad 
r2 = Valor del coeficiente de determinación
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Para decir que existe una correlación significativa: La hipótesis nula H0 es que no existe 
correlación entre X e Y. Se calculó un valor de t con n-2 grados de libertad y se 
comparó con el valor tabulado de t para el nivel de confianza requerido (α = 0.05), dos-
colas, en este caso para un “n” que dependió de los niveles de calibración.

              2.5.4 Precisión (Repetibilidad)

Se determinó fortificando muestras control en 5 niveles de concentración (bajo, medio y 
alto). Se realizaron 6 réplicas del nivel 1 de concentración y 3 réplicas de los niveles 
restantes, las muestras fueron corridas en réplica simple. Se calculó el porcentaje de 
recobro (% R) y la precisión en condiciones se repetibilidad. Se evaluó como porcentaje 
del coeficiente de variación (% CV). El criterio de aceptación para esta prueba fue: % 
CV ≤ 20. Además, la repetitividad se evaluó mediante el estadístico de Chi cuadrada 
evaluando la distribución de los resultados de los porcentajes de recobros obtenidos en 
el método de análisis bajo las mismas condiciones de trabajo. El criterio de aceptación 
para esta prueba fue:

                                       X2
calculada< X2

tablas

                   2.5.5 Exactitud (% R)

Para evaluar este parámetro se tomaron los datos de % R obtenidos en la repetividad 
de cada nivel y se obtuvo el promedio de las recuperaciones de los cinco niveles. El 
criterio de aceptación para este parámetro fue de: 70 % < % R < 130 %. Los datos 
obtenidos se evaluaron mediante el parámetro estadístico t de Student que cumplió 
con que la tcalculada se encuentre en el intervalo del valor ±t (α/2, n-1). 

t (α/2, n-1) <tcalculada< t (1-(α/2), n-1)

                              2.5.6 Precisión intermedia (reproducibilidad)

Se obtuvieron los datos de porcentaje de recobro de dos pruebas de repetitividad en 
días distintos con 5 niveles por triplicado del HYM en una matriz de fresa, ambas 
pruebas cumplieron el criterio de: 70 % < % R < 130 %. El criterio de aceptación para 
decir que el método fue reproducible fue la prueba estadística F de Fisher es que debe 
cumplirse que:  

Fcalculada < Ftablas

                                2.5.7 Límite de detección (DL) y Límite de Cuantificación (QL)  

Estos parámetros fueron estimados de los datos de la repetibilidad del primer nivel de 
fortificación calculando la concentración recuperada y obteniendo la desviación estándar 
(DE) que se utilizó para estimar los límites de detección (LD) y de cuantificación (LQ) 
del método como se describe en las ecuaciones (1) y (2) [32].

LD = t0.99*DE…………………………Ec. (1)

LC = 3*LD……………………………Ec. (2)

LD= t0.99*DE (t0.99 = 3.365; valor de tablas de t de Student de una cola con 5 grados de 
libertad (n=6) y 99% de nivel de confianza).

3. Results and Discussion

3.1 Method validation

De acuerdo con el protocolo de verificación y las guías de validación CNRPyC/2017 y 
US-EPA, 2000 [32, 33], se evaluaron los siguientes parámetros: linealidad y rango lineal 
de trabajo, límite de cuantificación, límite de detección, precisión en condiciones de 
repetibilidad, precisión intermedia y exactitud [recuperación de adiciones conocidas 
(exactitud en matriz)] reportada como sesgo. 
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3.1.1 Linealidad

La linealidad fue evaluada con 5 y 6 puntos de calibración (0.025 ng/µL a 1.0231 ng/µL) 
usando mezcla de estándares preparados en extracto matriz y en solvente. En todos los 
casos, se utilizó la regresión de mínimos cuadrados, trazando la concentración frente al 
área del pico o en algunos casos el área del pico/área estándar interno. El coeficiente 
de correlación (R2) fue superior a 0.98, tal como se observa en la tabla 5 y figura 4.
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                              Figure 4. Gráfico de linialidad del sistema

                               Table 5. Resultados de la estimacion lineal

Headings?
b 14.17781 291.93562 a

sb 0.36756 176.76434 sa
r2 0.98936 548.07934 sy/x
F 1487.82482 16.00000 df

SCReg 446929128 4806255.38375 SCR
es

Ftablas (1,16,0.05) = 3.634

Como se observa en la tabla 1, el valor de Fcalculado (es decir F calculado mediante la 
función Excel ESTIMACION.LINEAL es mayor que el Ftablas (Fcalculado>Ftablas), por lo cual se 
rechaza la hipótesis nula Ho, demostrando una correlación lineal significativa.

3.1.2 Intervalo lineal de trabajo

Este parámetro fue evaluado mediante la fortificación de muestras control en 5 niveles 
de concentración alto, medio y bajo, siendo el segundo nivel el LC y en el caso del nivel 
superior de concentración fue el límite máximo de residuos (LMR) autorizado en Japón. 
Cada nivel cumplió con la precisión en condiciones de repetibilidad, y veracidad 
establecidos. Para el experimento se estableció el rango de concentración de 0.025 a 
0.5 mg/kg graficando el promedio de las concentraciones de recobro contra la 
concentración teórica adicionada, obteniendo el coeficiente de correlación (r) y 
determinación (r2) superiores a 0.98, tal como se observa en la tabla 6 y figura 5.
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Figura 5. Gráfico de linealidad del método

Tabla 6. Linealidad del método (intervalo lineal de trabajo)
Analyte Pendiente R2 r Intercepto Tr calculado Ttablas

HYM 0.97352 0.99958 0.99979 0.00022 84.2468 3.182
Criterio: R2 > 0.98 y trcalculado > ttablas

Entonces como se puede observar en los resultados de la tabla 2, el valor trcalculado es 
mayor que el ttablas, se rechaza la hipótesis nula Ho, demostrándose una correlación 
lineal significativa.

3.1.3 Precisión en condiciones de repetibilidad

La precisión fue estimada como desviación estándar relativa o % CV en el nivel bajo de 
concentración. Tal como se muestra en las tablas 7 y 8 se cumplieron con los criterios 
de precisión en condiciones de repetibilidad.

Tabla 7. Resultados de precisión en condiciones de repetibilidad
Analitos % de recobro (R) (n=6) % CV

HYM 82.55 ± 6.8 8.24
Criterio: CV < 20 %

Tabla 8. Evaluación del estadístico Chi cuadrada para repetibilidad
Repetitibilidad

Identificación Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5
A 123.14 89.66 100.91 95.32 107.57
B 72.18 91.97 100.06 92.74 108.81
C 77.42 98.27 101.57 93.97 109.49

Promedio 90.91 93.30 100.85 94.01 108.62
Desviación estándar 28.03 4.45 0.76 1.29 0.98
Desviación estándar 

^2 785.542 19.839 0.573 1.662 0.952

Gran media 97.54
N 15
n 3
k 5
gl 8
σ2 161.714
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Identificación Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5
A 655.14 62.05 11.39 4.92 100.53
B 642.94 30.99 6.36 22.99 126.98
C 404.72 0.53 16.26 12.73 142.83

SUMA 2241.37
S2 149.424

X2
calculada 12.94

X2
tablas 15.51

X2calculada< X2 tablas

                             3.1.4 Precisión Intermedia

La tabla 9 muestra la evaluación de los valores de recobro de cada experimento, donde 
se demuestra que no existe efecto en los resultados obtenidos en diferente tiempo.

Tabla 9. Resultados de análisis de varianza para un factor con efectos aleatorios. 
Reproducibilidad

Primera 
prueba (%R1)

Segunda prueba 
(%R2)

Primera 
prueba (%R1)

Segunda prueba 
(%R2)

N-1 A 88.60484387 82.37213763 N-1 A 128.6743869 150.3599415
N-1 B 106.8859162 73.7810887 N-1 B 48.13027996 434.8552577
N-1 C 103.9409338 82.35901707 N-1 C 15.94098776 150.6818857
N-2 A 89.66218862 99.36175753 N-2 A 105.8044411 22.34911854
N-2 B 91.97229416 96.62788087 N-2 B 63.61694344 3.974475968
N-2 C 98.26803346 101.3885027 N-2 C 2.823353438 45.61963125
N-3 A 104.0634619 95.53686853 N-3 A 16.93441598 0.814680331
N-3 B 103.1838294 98.71074679 N-3 B 10.46853898 16.61764599
N-3 C 104.7404895 101.1419023 N-3 C 22.96491565 42.34925148
N-4 A 95.32211845 98.38129705 N-4 A 21.40171479 14.04019608
N-4 B 92.74434287 98.46564699 N-4 B 51.89724605 14.67943364
N-4 C 93.97162594 101.3833465 N-4 C 35.72083827 45.55000595
N-5 A 107.5661006 96.20050516 N-5 A 58.03062456 2.453086022
N-5 B 108.8080266 95.23711675 N-5 B 78.49445072 0.363421683
N-5 C 109.4905525 98.56626669 N-5 C 91.05425383 15.46058154
Prome
dio(xj) 99.94831719 94.63427209 Suma 1712.126005

Gran 
Media 97.29129464 SDM

2 68.35887195

SEM
2 211.7930651

Fcalc 3.098
Ftablas
(1,15,0.

05)
4.543

Fcalculada < Ftablas

3.1.5 Exactitud (%R)

Para evaluar este parámetro se tomaron los datos de %vR obtenidos en las 2 pruebas 
de repetibilidad y se obtuvo el promedio de las recuperaciones de los cinco niveles de 
cada prueba. La exactitud del método es del 98 %

Tabla 10. Evaluación de la exactitud del método
Primera prueba (%R1) n=15 Segunda prueba (%R2) n=15
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% R (recobro) 99.95 %R (recobro) 94.63
Desv. 
Estándar 7.33

Desv. 
Estándar 8.28

                        Criterio: 70% < %R < 130%
                         Tabla 11. Evaluación de la exactitud del método

Exactitud

Identificación Primera prueba (%R1) Identificación
Segunda prueba 

(%R2)
N-1 A 88.60484387 N-1 A 82.37213763
N-1 B 106.8859162 N-1 B 73.7810887
N-1 C 103.9409338 N-1 C 82.35901707
N-2 A 89.66218862 N-2 A 99.36175753
N-2 B 91.97229416 N-2 B 96.62788087
N-2 C 98.26803346 N-2 C 101.3885027
N-3 A 104.0634619 N-3 A 95.53686853
N-3 B 103.1838294 N-3 B 98.71074679
N-3 C 104.7404895 N-3 C 101.1419023
N-4 A 95.32211845 N-4 A 98.38129705
N-4 B 92.74434287 N-4 B 98.46564699
N-4 C 93.97162594 N-4 C 101.3833465
N-5 A 107.5661006 N-5 A 96.20050516
N-5 B 108.8080266 N-5 B 95.23711675
N-5 C 109.4905525 N-5 C 98.56626669

Promedio 99.94831719 Promedio 94.63427209
Desv. 

Estándar 7.328795416 Desv. Estándar 8.281513894
CV 7.332585102 CV 8.751072641
IC 3.708814054 IC 4.190947267

IC (u) [-] 96.23950314 IC (u) [-] 90.44332482
IC (u) [+] 103.6571312 IC (u) [+] 98.82521936

n 30
Exactitud en el intervalo (90.443 - 

103.657)
Gran media 97.29129464

Desv. Estándar total 8.145062117
Hipótesis u0 98

tcalculada -0.477
ttablas (0.975,29) ±2.045

-2.045 ≤ tcalculada ≤ 2.045
          

 3.1.6 Límite de detección (LD) y Límite de cuantificación (LC)

Este parámetro fue estimado mediante el análisis de 6 blancos matriz (fruto fresco) 
fortificados a 0.0257 mg/kg, donde la desviación estándar (DE) obtenida se utilizó para 
estimar el LD y LC utilizando las ecuaciones 1 y 2 para t0.99 = 3.365; valor de tablas de 
t de Student de una cola con 5 grados de libertad (n=6) y 99 % de nivel de confianza. 
Los valores obtenidos se muestran en la tabla 12. Como se observó en la tabla 7 el LQ 
establecido fue de 0.05 mg/kg (inferior al LMR de 0.5 mg/kg para fresa establecido en 
Japón).

Tabla 12. Límite de detección y cuantificación establecidos para el método QuEChERS 
modificado

Analito Límite de 
detección 

Límite de Cuantificación 
(LC) 
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(LD) 
mg/kg

mg/kg

HYM 0.017 0.051

3.2 Dissipation and residuality of hymexazol in foliage and fruits of strawberry

En la tabla 13 se exponen los resultados analíticos del monitoreo de los residuos de 
HYM en follaje a las 24 y 48 h después de la segunda aplicación.

Tabla 13. Cuantificación de HYM en muestras de follaje de fresa tomadas después de 
segunda aplicación.

Momento de muestreo Tratamiento mg/kg
24 h Testigo n.d.
24 h 0.5 mL/L R1 n.d.
24 h 0.5 mL/L R2 n.d.
24 h 1.0 mL/L R1 n.d.
24 h 1.0 mL/L R2 n.d.
24 h 2.0 mL/L R1 n.d.
24 h 2.0 mL/L R2 n.d.
48 h Testigo n.d.
48 h 0.5 mL/L R1 n.d.
48 h 0.5 mL/L R2 n.d.
48 h 1.0 mL/L R1 n.d.
48 h 1.0 mL/L R2 n.d.
48 h 2.0 mL/L R1 n.d.
48 h 2.0 mL/L R2 n.d.

                                                                                           n.d.= No detectado (<LD)

En las figuras 6 y 7 se muestran las corridas cromatográficas de las muestras de follaje 
a las 24 y 48 horas después de aplicar HYM en sus distintas dosis, contrastadas éstas 
con la corrida del estándar de HYM, demostrando la no detección del mismo.

Figura 6. Cromatogramas de muestras de follaje 24 h después de aplicar HYM
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Figura 7. Cromatogramas de muestras de follaje 48 horas después de aplicar HYM

En la tabla 15 se exponen los resultados analíticos del monitoreo de los residuos de 
HYM en fresa madura a las 24 y 48 h después de la cuarta aplicación.

Tabla 15. Resultados en muestras de frutos de fresa tomadas después de la cuarta 
aplicación

Identificación Tratamiento Analito mg/kg
24 horas DDA Testigo Hymexazol n.d.
24 horas DDA 0.5 mL/L R1 Hymexazol n.d.
24 horas DDA 0.5 mL/L R2 Hymexazol n.d.
24 horas DDA 1.0 mL/L R1 Hymexazol n.d.
24 horas DDA 1.0 mL/L R2 Hymexazol n.d.
24 horas DDA 2.0 mL/L R1 Hymexazol n.d.
24 horas DDA 2.0 mL/L R2 Hymexazol n.d.
48 horas DDA Testigo Hymexazol n.d.
48 horas DDA 0.5 mL/L R1 Hymexazol n.d.
48 horas DDA 0.5 mL/L R2 Hymexazol n.d.
48 horas DDA 1.0 mL/L R1 Hymexazol n.d.
48 horas DDA 1.0 mL/L R2 Hymexazol n.d.
48 horas DDA 2.0 mL/L R1 Hymexazol n.d.
48 horas DDA 2.0 mL/L R2 Hymexazol n.d.

 n.d.= No detectado (<LD)

En las figuras 8 y 9 se muestran las corridas cromatográficas de las muestras de frutos 
a las 24 y 48 horas después de aplicar HYM en sus distintas dosis, contrastadas con la 
corrida del estándar de HYM, demostrando la no detección del mismo. Sin embargo, 
como se muestra en la figura 8 en las muestras tratadas aparece un pico a los 1.73 
minutos, el cual no aparece en el testigo, dicho compuesto tiene la misma masa 
molecular que HYM y arroja las mismas transiciones que el estándar, sin embargo, a 
diferente tiempo de retención, lo cual nos hace pensar que podría tratarse de su 
isómero tautomérico (5-metil-3 (2H) –isoxazolone).
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             Figura 6. Cromatogramas en muestras de fruto 24 horas DDA

             Figura 7. Cromatogramas en muestras de fruto 48 horas DDA

5. Conclusions

Los resultados de la verificación de desempeño del procedimiento QuEChERS 
modificado, fueron satisfactorios conforme la Guía de Validación CNRPyC/2017, para 
los parámetros de linealidad, precisión en condiciones de repetibilidad, precisión 
intermedia, exactitud (% de recobro) y límites de detección y cuantificación. Las 
recuperaciones variaron en el rango de 73.78 a 109.49 % con CV del 8.24 %. Por tal 
motivo, el presente estudio concluye que es un procedimiento rápido, simple, sensible y 
confiable para la determinación de residuos de HYM en productos de origen vegetal 
utilizando el sistema LC-MS/MS.

El HYM fue identificado por medio de LC-MS/MS. No se detectaron residuos (> 0.017 
ppm) de HYM en el follaje de fresa después de dos aplicaciones de tres dosis. No se 
detectaron residuos (> 0.017 ppm) de HYM en frutos maduros de fresa después de 
cuatro aplicaciones de tres dosis.
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