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RESUMEN

En este trabajo se desarroll6 y validé un método para la determinacion de residuos de siete
plaguicidas en brécoli. Los plaguicidas estudiados fueron alfa-cipermetrina, clorpirifés,
diazinén, dimetoato, endosulfan I, endosulfan 1l y malatién. Adicionalmente se analizé el

endosulfan sulfato, producto de degradacién del endosulfan.

El tratamiento de la muestra se realiz6 empleando el método QUEChERS, que consiste en
tres etapas principales: 1) homogenizacion de la muestra; 2) extraccién con solvente, en
presencia de sales que favorecen la extraccion; y 3) limpieza del extracto, mediante

extraccion en fase sélida dispersiva.

La técnica analitica empleada fue la cromatografia de gases con deteccion por
espectrometria de masas. Para la identificacion de los analitos se compararon los espectros
de masas obtenidos con espectros de referencia de una base de datos. Para la cuantificacion
se prepararon curvas de calibracion en matriz con materiales de referencia certificados, a 6
niveles de concentracién, cubriendo un rango de 0,02 ng/ul a 2,00 ng/ul, con las cuales se

pueden cuantificar muestras con concentraciones de 0,02 mg/kg a 2,00 mg/kg.

El método fue validado segun el modelo sugerido por el Instituto Ecuatoriano de
Normalizacién y conforme a los requisitos técnicos de la norma NTE-ISO/IEC 17025. Los

resultados demostraron que el método es confiable y adecuado para su propadsito.

Para probar la validez del método desarrollado y validado, se realiz6 un estudio de los

niveles de concentracién de los 8 analitos en brocoli en 8 mercados del Distrito



Metropolitano de Quito. Se analizaron 32 muestras, pero no se encontraron residuos de
plaguicida en ninguna de las muestras, lo cual indica que la poblacion de Quito no esta

expuesta a brdcoli contaminado por estos plaguicidas.

Palabras clave: Plaguicidas, brocoli, GC-MS, QUEChERS, validacién.



ABSTRACT

A method for the determination of pesticide residues in broccoli was developed and
validated. The pesticides subject to study were alfa-cypermethrin, chlorpyrifos, diazinon,
dimethoate, endosulfan 1, endosulfan 1l and malathion. Additionally, the endosulfan

degradation product, endosulfan sulfate, was also analyzed.

The QUEChERS method was used for the sample preparation. This method entails 3 main
steps: 1) sample homogenization; 2) solvent extraction in presence of salts which enhance
the extraction and 3) extract clean-up using dispersive solid-phase extraction. The analysis

was performed through gas chromatography with mass spectrometry detection.

The identification of the analytes was done comparing mass spectra to reference spectra
obtained from a database. For quantification, certified reference materials at six
concentration levels were used to prepare matrix-matched calibration curves, covering a
range from 0,02 ng/ul to 2,00 ng/ul, which allow to quantify samples with concentrations

from 0,02 mg/kg to 2,00 mg/kg.

The method was validated according to the model suggested by the Ecuadorian Institute of
Standarization and in conformity with the technical requirements of the standard NTE-
ISO/IEC 17025. The validation data showed that the method is reliable and fit for its

purpose.

A study on pesticide concentration levels in broccoli was performed in eight markets of the

Metropolitan District of Quito. 32 samples were analyzed but no pesticide residues were
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found in any of the samples, indicating that the inhabitants of Quito are not exposed to

contaminated broccoli.

Key words: Pesticides, broccoli, GC-MS, QUEChERS, validation



INTRODUCCION

El consumo de frutas y vegetales ha aumentado considerablemente debido a que la
poblacion estd mas consciente de sus beneficios para la salud como fuentes importantes de
vitaminas y fibra. Sin embargo, hoy en dia la mayoria de cultivos son tratados con
plaguicidas, ya que estos benefician al productor al aumentar el rendimiento del cultivo,

conservar la calidad del producto y extender su durabilidad.

Puesto que los plaguicidas son aplicados directamente en el cultivo, algunos de ellos
pueden estar presentes como residuos en los vegetales y frutas después de su cosecha y, si
son empleados de manera inapropiada o muy frecuente, pueden constituir un riesgo para
los consumidores. Por esta razon, algunas entidades gubernamentales y organizaciones
internacionales han establecido limites maximos residuales para evitar excesos en la

cantidad de plaguicidas en los alimentos.

En el mundo, sobre todo en los paises mas desarrollados, se han aumentado los controles
de residuos de plaguicidas, tanto a los alimentos importados como a los producidos
internamente. Sin embargo, esta no es la situacion en el Ecuador: los productos de
consumo interno son poco controlados. Esto, sumado al uso inadecuado de plaguicidas y la
falta de buenas précticas agropecuarias, revela que es necesario comenzar a desarrollar e
implementar métodos de andlisis de residuos de plaguicidas en frutas y vegetales para su

monitoreo y establecer el riesgo al que estan expuestos los consumidores ecuatorianos.



En este trabajo el producto elegido fue el brocoli. Este es principalmente de exportacion,
pero también es vendido a nivel interno. Adicionalmente, su consumo ha ido aumentando
debido a sus beneficios para la salud y a su creciente demanda en paises como los Estados
Unidos, en los cuales el consumo de brocoli ha aumentado en 300% en los ultimos 30

anos.

En el afio 1997 la Division de Toxicologia Ambiental de la Comision Ecuatoriana de
Energia Atomica realizé un estudio para determinar residuos de clorpirifés en brocoli para
exportacion. La técnica analitica empleada fue la cromatografia de gases con detector FPD
en modo P. El tratamiento de la muestra consistio en la extraccion del analito en acetato de
etilo y la limpieza en columnas Extralut 20, logrando porcentajes de recuperacion de 97%.

El andlisis de las muestras indicé que no habia residuos de clorpirifds [1].

El analisis de plaguicidas en frutas y vegetales, debido a la complejidad de los analitos,
consume mucho tiempo y es de alto costo debido a la calidad y cantidad de los solventes
que se utilizan. Sin embargo, se ha desarrollado un método rapido, barato, con poco uso de
solventes y excelentes resultados de recuperacion, conocido como QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe, que significa rapido, facil, barato, efectivo,
robusto y seguro), que se usa para la etapa de tratamiento de la muestra previa al analisis
por cromatografia de gases o cromatografia liquida de alta eficiencia con deteccion por
espectrometria de masas. Este es el método que se eligié en este estudio, empleando la

cromatografia de gases con deteccidn por espectrometria de masas como técnica analitica.

Debido a que todo método analitico debe garantizar la confiabilidad de sus resultados, se

valido el método desarrollado, con lo cual se evalud su aplicabilidad y eficiencia.



En este estudio, los objetivos son:

1 Desarrollar un método analitico para la determinacién de residuos de siete
plaguicidas en brocoli por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas.

2 Determinar la eficiencia del método de extraccion utilizado, mediante fortificaciones
con soluciones de concentraciones conocidas realizadas en brdcoli producido
organicamente.

3 Demostrar que el método analitico proporciona resultados fiables y adecuados para
su proposito, mediante su validacion siguiendo los requisitos técnicos establecidos en
la norma ISO 17025.

4 Determinar si hay presencia de residuos de plaguicidas en el brécoli comercializado
en varios mercados del Distrito Metropolitano de Quito y cuantificarlos.

5 Establecer si los residuos de plaguicidas detectados estan dentro de los limites
maximos permisibles de residuos establecidos por el Codex Alimentarius, la Union

Europea y los Estados Unidos.

En este trabajo, se presentara en un primer capitulo una breve descripcién del brocoli. Se
explicard en que consiste el control de plagas y cuales son los requisitos de calidad del
brécoli, como se realiza el andlisis de plaguicidas y finalmente, qué es la validacion de un
método analitico. En el segundo capitulo se describirdn los materiales y métodos
empleados en este estudio que consiste en tres partes: el desarrollo y estandarizacion del
método, su validacion y el analisis de las muestras tomadas de los mercados seleccionados.
El tercer capitulo reportard los resultados obtenidos en cada parte de este estudio.
Finalmente, en el cuarto capitulo se presentaran las conclusiones y recomendaciones de

este estudio.



CAPITULO 1: PARTE TEORICA

1.1. EL BROCOLI

El brocoli (Brassica oleracea), originario de Asia Occidental y Europa, es una hortaliza de
la familia Cruciferae o Brassicacea, muy cercana a la coliflor. Se caracteriza por tener
hojas grandes, algo rizadas, de color verde oscuro, mas divididas y pecioladas que las de la
coliflor, y un grueso nervio central [2]. Las hojas rodean a la cabeza o pella que consiste
en yemas florales, de color verde, morado o grisaceo, con botones diferenciables [3]. Esta

cabeza constituye la parte comestible de la planta.

El brocoli es una hortaliza muy nutritiva. ES rico en proteinas, vitaminas y carotenos,
especialmente betacarotenos de alto poder antioxidante, y posee un alto contenido de fibra
[4]. Su consumo también es beneficioso debido a que contiene sulforofano, una sustancia
que, segun estudios realizados en el Centro Integral del Cancer de la Universidad de
Michigan, podria ayudar a prevenir y tratar el cancer de mama, puesto que ataca y mata a

las células madres del cancer e impide que crezcan nuevos tumores [5].

El brdcoli contiene: 71% de carbohidratos, 9% de grasas y 20% de proteinas. Una porcion
de 100 g de brdcoli crudo, aproximadamente una taza de brdcoli picado, tiene un aporte de
34 kilocalorias, 7 g de carbohidratos totales, 3 g de fibra dietética y 3 g de proteina y no
tiene colesterol. Ademas aporta con el 12% del Valor Diario Recomendado (VDR) en
vitamina A, 149% en vitamina C y 116% en vitamina K, y es fuente de calcio, hierro,
manganeso, zinc, fosforo, potasio, entre otros [6].

8



Por otra parte, también tiene valor comercial y econdémico. Actualmente, el brocoli
producido en Ecuador es destinado principalmente a la exportacion. Se estima que se
exporta un 98% de la produccion nacional de brdcoli [7]. Es asi como en el 2008 Ecuador
ocupd el sexto lugar como pais exportador de brocoli a nivel mundial, junto con Espafia,
Francia, Estados Unidos, Italia y México [8]. Durante el 2010, se exportaron 34041
toneladas de brdcoli, cuyos principales destinos fueron Estados Unidos (32%), Japon

(25%) y Alemania (18%) [9].

1.1.1. CULTIVOSEN EL PAIS

Segun el tercer Censo Nacional Agropecuario realizado en el 2000, existian 3359 hectéreas
sembradas de brocoli, con un rendimiento promedio de 14,6 toneladas por hectérea. El
99% del brdcoli se produce en la Sierra, siendo las provincias de Cotopaxi (68%),
Pichincha (16%) e Imbabura (10%) las de mayor cultivo [10]. En la actualidad, se estima
que la superficie sembrada asciende a alrededor de 6000 hectéreas, con un rendimiento de

18 toneladas por hectérea [11].

1.1.2. LAS ENFERMEDADES Y PLAGAS DEL BROCOLI

Como toda hortaliza, el brocoli estd expuesto a una serie de plagas y enfermedades que
deben ser tratadas para evitar una disminucion significativa en la produccion. A pesar de
que la produccién de brocoli se da en altura (2700-3200 msnm) y esto limita la presencia

de plagas, existen variedades resistentes que afectan al brocoli [7].



Los insectos de suelo y de follaje constituyen las principales plagas que atacan al brdcoli.
Entre los primeros se encuentran los trozadores como el Agrotis ipsilon. Los que atacan al
follaje son el pulgon (Aphis gossypii) y la polilla de las cruciferas o minador (Plutella

xylostella) [12].

Entre las enfermedades mas comunes estdn el mal de almacigos (causado por varios
hongos como Sclerotinia, Rhizoctonia, Sclerotium, Fusarium, Phytophthora y Pythium),
el mildeo velloso (Peronospora parasitica), la Alternaria sp. y la hernia de las cruciferas

(Plasmodiophora brassicae) [12, 13].

1.2.  CONTROL DE PLAGAS

Para el control de plagas, se emplean sustancias quimicas conocidas como plaguicidas.
Segun la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos, un plaguicida es
“cualquier sustancia o mezcla de sustancia cuyo propdsito es prevenir, destruir, repeler o
mitigar cualquier plaga”. Una plaga puede constituirse de insectos, ratones u otros
animales, plantas indeseadas, hongos o microorganismos como bacterias y virus. El
término plaguicida no se refiere solamente a insecticidas, sino también a herbicidas,

fungicidas o cualquier otra sustancia empleada para controlar plagas [14].

Los plaguicidas pueden ser clasificados siguiendo varios criterios, por ejemplo:
- el organismo que interesa controlar,
- lanaturaleza quimica, y

- el modo de accion.
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En la primera clasificacion, se distinguen:

insecticidas (controlan insectos, sean larvas, hormigas, pulgas, piojos, pulgones,
etc.),

- acaricidas (acaros o garrapatas),

- nematicidas (nematodos),

- molusquicidas (moluscos),

- rodenticidas (ratas),

- avicidas (palomas),

- bactericidas (bacterias),

- fungicidas (hongos), y

- herbicidas (hierbas) [15].

La segunda clasificacion distingue, segun la naturaleza quimica, plaguicidas:
- orgéanicos, entre los cuales estdn organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretrinas y piretroides, entre otros;

- inorgénicos: sulfato de cobre, sulfato ferroso, cobre y azufre, entre otros.

En la tercera clasificacion se dividen los plaguicidas por su modo de accion:

- plaguicidas de contacto: son aquellos en el que el control de la plaga se da por
contacto directo, es decir, que la plaga muere cuando se le rocia directamente el
plaguicida o cuando entra en contacto con superficies previamente rociadas;

- plaguicidas sistémicos: éstos son absorbidos por plantas o0 animales y se mueven
hacia areas o tejidos no tratados. En el caso de las plantas, los plaguicidas se

mueven por translocacion hacia hojas, tallos o raices no tratadas.
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Para prevenir y combatir las plagas y enfermedades que afectan al brocoli, se usan diversos
plaguicidas, entre los cuales estdn organoclorados, organofosforados, piretroides y
carbamatos. Para las plagas del brocoli se recomienda usar clorpirifds, dimetoato, diazinén,
endosulfan, carbaril, metamidofos, imidacloprid, cipermetrina, entre otros [13]. En cambio,
para las enfermedades del brocoli, se suele emplear oxicloruro de cobre, maneb, mancoceb,

propineb, entre otros.

En este estudio se realizo el analisis de residuos de siete insecticidas: dos organoclorados
(endosulfan alfa y endosulfan beta), cuatro organofosforados (clorpirifés, diazinén,
dimetoato y malation) y un piretroide (alfa-cipermetrina). Adicionalmente, se analizd

endosulfan sulfato, producto de degradacion del endosulfan.

Estos plaguicidas fueron seleccionados siguiendo tres criterios:
- los plaguicidas recomendados por Agripac, una empresa comercializadora de
insumos para la agroindustria en Ecuador,
- los plaguicidas empleados en una finca productora de brécoli, segun la lista
proporcionada por su propietario, y
- los estandares de plaguicidas de que dispone el Laboratorio de Investigacion y
Asesoria en Plaguicidas del Centro de Estudios y Asesoria en Salud en el cual se

realizo este trabajo.

A continuacion se presentan las caracteristicas y propiedades de los plaguicidas

seleccionados y sus efectos en la salud.
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1.2.1. PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS

Son aquellas sustancias que tienen en su estructura al menos un atomo de cloro y que
tienen accion plaguicida. Este grupo de plaguicidas incluye derivados clorados del etano
(DDT), el primer insecticida usado, ciclodienos (clordano, aldrin, heptaclor, endosulfan) y
hexaclorociclohexanos (lindano). Tienen menos toxicidad aguda que los plaguicidas que
actlan contra la colinesterasa (organofosforados y carbamatos), pero tienen un potencial

mayor para la toxicidad crénica [16].

Los plaguicidas organoclorados fueron ampliamente usados desde el final de la Segunda
Guerra Mundial hasta los afios 60 para el control de insectos en la agricultura, el suelo y
dentro de edificaciones. Inicialmente, la persistencia de estos plaguicidas después de la
aplicacion era un beneficio considerable, ya que se controlaba a la plaga por un periodo de
tiempo mas largo. Pero con el tiempo se convirtié en un problema, ya que esa persistencia
favorece la incorporacion del plaguicida a las cadenas tréficas, la acumulacion en los

tejidos grasos humanos y animales y la biomagnificacion®.

Los plaguicidas organoclorados analizados en este trabajo fueron: alfa-endosulfan, beta-
endosulfan y su producto de degradacion, endosulfan sulfato. Las propiedades de estos

compuestos se presentan en la Tabla 1.1.

En casos de exposicion oral aguda a dosis casi letales de endosulfan se ven afectados los

sistemas respiratorio, cardiovascular, gastrointestinal, hematoldgico, hepatico y renal.

! La biomagnificacién es el proceso de acumulacion progresiva de una sustancia toxica a lo largo de la

cadena trofica. Las concentraciones aumentan sucesivamente a medida que se asciende en la cadena.
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Cuando la exposicién es prolongada el higado y los rifiones son los 6rganos méas afectados

[17]. Los sintomas iniciales de envenenamiento con endosulfan son nduseas, vomito,

diarrea, agitacion, pérdida de la conciencia, cianosis, disnea, espuma en la boca y ruidos

respiratorios. En las autopsias se encontraron edemas en los pulmones y cerebro,

hemorragia en la capa medular de los rifiones, enfisema pulmonar agudo y cromatolisis

neuronal [17].

Tabla 1.1. Propiedades del endosulfan I, endosulfan 11y endosulfan sulfato

(Fuente: ATSDR)

Plaguicida Endosulfan | Endosulfan Il Endosulfan sulfato
Alfa-Endosulfan Beta-Endosulfan
Nombre 6,7,8,9,10,10-hexacloro- | 6,7,8,9,10,10-hexacloro- | 6,7,8,9,10,10-Hexachloro-
IUPAC 1,5,5a,6,9,9a-hexahidro- | 1,5,5a,6,9,9a-hexahidro- | 1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-
6-9-metano- 6-9-metano- ,6,9-metano-
2,4,3benzodiozatiepin-3- | 2,4,3benzodiozatiepin-3- | 2,4,3-benzodiozatiepin-
oxido-alfa-isomero Oxido-beta-isomero 3,3-didxido
Formula C9H6C|603S CgHeCleOgS CgH6C|604S
Estructura Cl ¢ Cl e a_
Cl
cl T cl ) ‘
cl o=5=0 cl 0_‘3540 “ 0. 0
cl cl o o~ X0
Cl cl
Clasificacion | Il (moderadamente I1 (moderadamente Il (moderadamente
toxicoldgica peligroso) peligroso) peligroso)
Modo de | De contacto De contacto De contacto
accion
Peso 406,93 g/mol 406,93 g/mol 422,93 g/mol
molecular
Estado fisico | Solido cristalino Sélido cristalino Sélido cristalino
Apariencia Cristales incoloros (puro) | Cristales cerosos de color | Cristales de color café
beige
Punto de | 106°C 207-209°C 181°C
fusién
Punto de | No hay informacion No hay informacion No hay informacion
ebullicion
Solubilidad 0,53 mg/L (25°C) 0,28 mg/L (25°C) 0,117 mg/L (25°C)
en agua
Densidad 1,7 glem® (20 °C) 1,7 glcm® (20 °C) No hay informacién
Presion  de | 1x10° mmHg (25°C) 1x10™° mmHg (25°C) 1x10™ mmHg (25°C)
vapor
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1.2.2. PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Los plaguicidas organofosforados son compuestos hidrocarbonados que contienen al
menos un atomo de fésforo en su estructura. Son normalmente ésteres, amidas o tioles,
derivados del acido fosfdrico o del acido fosfonico. En la Figura 1.1 se puede observar la

estructura basica de un plaguicida organofosforado.

Figura 1.1. Estructura basica de un plaguicida organofosforado

Los radicales R; y R, son grupos alquilicos o arilos simples y pueden estar enlazados
directamente al fosforo en los fosfinatos- o a través de un enlace -O- o -S- en los fosfatos.
El radical X puede ser cualquier grupo alifatico, aromatico o heterociclico unido al fésforo

por un enlace labil, -O- o -S-, y se denomina grupo saliente [18].

Los plaguicidas organofosforados son los mas utilizados a nivel mundial, debido a que se
degradan facilmente y por lo tanto no son persistentes en el ambiente. En cambio, un gran
numero de plaguicidas organoclorados han sido prohibidos desde los afios 70 por su

persistencia y bioacumulacion.
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En la actualidad hay mas de 100 productos registrados y todos se caracterizan por presentar
el riesgo de una toxicidad aguda. Segun la Asociacién Americana de Centros de Control de
Envenenamiento, los plaguicidas organofosforados estdn mas a menudo relacionados con
enfermedades sintomaticas. Presentan como accion general la inhibicion de colinesterasa y
provocan sintomas particulares: dolor de cabeza, ndusea, mareo e incremento de
sudoracion, salivacion, lagrimeo y secreciones respiratorias. Entre los sintomas
progresivos, se encuentran fasciculaciones, debilidad, tremor, falta de coordinacion,
vomito, calambres abdominales y diarrea. Algunas victimas pueden presentar vision
alterada (borrosa u oscura). Los sintomas aparecen mas rapidamente cuando la exposicion
a plaguicidas organofosforados es por inhalacion, seguida por la via gastrointestinal y

finalmente por la via dérmica [19].

Adicionalmente se tiene evidencia de que muchos plaguicidas organofosforados tienen
efectos enddcrinos. El malation inhibe la secrecion de catecolaminas y se une a los
receptores de la hormona tiroides. EIl dimetoato trastorna la accion de la hormona tiroides
y, ademas, aumenta la concentracion de insulina a la vez que disminuye la concentracion

de la hormona luteina (LH) en la sangre. El clorpirifos inhibe la actividad androgena [20].

En este trabajo se analizaron los siguientes plaguicidas organofosforados: clorpirifés,
diazindn, dimetoato y malatién. Las propiedades de estos compuestos se presentan en la

Tabla 1.2.
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Tabla 1.2. Propiedades del clorpirifés, diazinén, dimetoato y malation (Fuente: ATSDR)

Plaguicida

Clorpirifés

Diazinon

Dimetoato

Malatién

Nombre ITUPAC

0,0-dietil O-(3,5,6-
tricloro-2-piridil)
fosforotioato

O,0O-dietil O-2-isopropil-6-
methilpirimidin-4-il
fosforotioato

0O,0-dimetil S-[2-
(methilamino)-2-
oxoethil] ditiofosfato

Dietil
(dimetoxitiofosforiltio)
succinato

Formula C9H11C|3N03PS C12H21N203PS C5H12N03P82 ClongOGPSQ
quimica
Estructura o CHCHI O o n__CH(CHY, HaG //3 o
CHyCH,0 N cher—o [T ' 0—R ~
\g—o G — 5NN /\ o’ ™
s _ HyC—0 S LCHa ol o
CHCH0 CHs ‘>7NH So—P—s” Ny
Cl | W
0 0 o]
Clasificacion Il (moderadamente Il (moderadamente Il (moderadamente 111 (ligeramente peligroso)
toxicologica peligroso) peligroso) peligroso)
Modo de accion | De contacto De contacto Sistémico De contacto
Peso molecular | 350,57 g/mol 304,35 g/mol 229,26 g/mol 330,36 g/mol
Estado fisico Sélido cristalino Liquido Sélido Liquido

Apariencia

Cristales granulares

Incoloro (puro), &mbar a

Cristales granulares

Incoloro (puro), café

blancos café (formulaciones) blancos oscuro a amarillo
(formulaciones)
Punto de fusion | 41-42 °C No hay informacion 43-45 °C 2,9°C
Punto de | Se descompone 87°C (a 0.05 mmHg) 117 ° C (a 0.08 mmHg) 156-157°C
ebullicion aproximadamente a 160°C | Se descompone a 120°C
Solubilidad en | 0,7 mg/L (20 °C) ; 40 mg/L (20°C) 25 g/L (21°C) 145 mg/L (20 °C)
agua 2 mg/L (25°C)
Densidad 1,4 g/cm® (43,5 °C) 1,1 g/cm® (20°C) 1,3 glcm® (25°C) 1,2 glcm® (25 °C)
Presién de vapor | 1,87 x 10°mmHg (25°C) | 9,01 x 10° mmHg (20 °C) | 8,25 x 10° mmHg (25°C) | 5,03x10™° mmHg (25 °C)
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1.2.3. PIRETRINAS Y PIRETROIDES

Las piretrinas son compuestos organicos gue tienen actividad insecticida. Provienen de
las flores de crisantemo, Chrysanthemum cinerariaefolium y Chrysantemum coccineum.
Alteran la funcién nerviosa, causando paralisis en los insectos y finalmente la muerte.
Existen seis piretrinas que tienen efecto insecticida: piretrina 1, piretrina 2, cinerina 1,

cinerina 2, jasmolina 1 y jasmolina 2 [21].

Los piretroides son insecticidas sintéticos cuyas estructuras quimicas han sido adaptadas
a partir de las piretrinas y actian de forma similar. Los piretroides son modificados
quimicamente para aumentar su estabilidad ante la luz solar. Existen mas de 20
piretroides, entre los cuales se encuentran, por ejemplo: bifentrina, ciflutrina,

cipermetrina, cifenotrina, deltametrina, cihalotrina, permetrina, tetrametrina [21].

Las piretrinas y piretroides se encuentran en mas de 3500 productos registrados, muchos
de los cuales son usados en la agricultura y en los hogares, para el control de mosquitos
y de plagas en animales. El uso de estos insecticidas ha aumentado durante la ultima
década, provocando la disminucion del uso de plaguicidas organofosforados, que son

mas toxicos para pajaros y mamiferos que los piretroides.

En este estudio se analizo el piretroide alfa-cipermetrina. En la Tabla 1.3 se presentan

las propiedades de este compuesto.

La exposicion aguda a alfa-cipermetrina afecta al sistema neuromuscular. Los sintomas,

que se presentan de forma temporal, son anomalias en la forma de caminar, temblores,
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actividad motriz reducida y convulsiones. Estos son mas fuertes cuando el contacto es

por via oral [22].

Tabla 1.3. Propiedades de la alfa-cipermetrina (Fuente: ATSDR)

Plaguicida

Alfa-cipermetrina

Nombre IUPAC

Mezcla racémica de:
(S)-a-ciano-3-fenoxibenzil-(1R,3R)-3-(2,2-
diclorovinil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato

y (R)-a-ciano-3-fenoxibenzil-(1S,3S)-3-(2,2-
diclorovinil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato

Formula quimica

C22H19CI2NO5

Estructura

Clasificacion toxicologica

Il (moderadamente peligroso)

Modo de accion

De contacto

Peso molecular

416,30 g/mol

Estado fisico

Sélido cristalino

Apariencia

Cristales granulares blancos o color crema

Punto de fusién

78-80 °C

Punto de ebullicién

Se descompone a 218-221°C

Solubilidad en agua

0,01 mg/L (20 °C)

Densidad

1,3 g/cm® (25 °C)

Presién de vapor

2,89 x 10 "mmHg (20 °C)
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1.3. REQUISITOS DE CALIDAD DEL BROCOLI

El brécoli debe reunir los requisitos de calidad establecidos en la Norma Técnica
Ecuatoriana del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion NTE INEN 1976:2003 (ver
Anexo 1). Las pellas de brocoli deben tener ciertas caracteristicas fisicas, como estar
enteras, sanas, libres de ataques de insectos y enfermedades, sin magulladuras, manchas
oscuras, lesiones, quemaduras de sol ni cicatrices. Su aspecto debe ser fresco y turgente,
con el olor, sabor y color tipico de la variedad. Deben estar exentas de materias extrafias

visibles como restos de hojas, polvo, tierra, agroquimicos y otros [23].

Ademas del aspecto, la calidad de las pellas de brécoli se determina por la cantidad de
residuos de plaguicidas. Debido a que desde el 2003 no se han emitido las normas
correspondientes, se adoptardn las recomendaciones del Codex Alimentarius o las

exigidas por el pais de destino [23].

1.3.1. LIMITES MAXIMOS RESIDUALES

Un requisito de calidad con respecto a los residuos de plaguicidas esta dado por el limite
méaximo residual (LMR). ElI LMR indica la concentracion maxima de residuos de un
plaguicida, expresada en mg/kg, que puede estar presente en productos alimenticios
para consumo humano. Significa que cuando un producto alimenticio tiene una
concentracion menor al LMR no presenta riesgos para su consumo. EI LMR es

establecido por la Comision del Codex Alimentarius o por organismos de control, como
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la EPA en Estados Unidos o la SANCO (Direccion General de la Salud y Proteccion de

los Consumidores) de la Union Europea.

Los LMR se basan en datos de buenas précticas agricolas y tienen como objetivo lograr
que los alimentos, tanto crudos como procesados, sean toxicoldgicamente aceptables.
Los LMR del Codex se obtienen basandose en estimaciones hechas por la Joint Meeting
on Pesticide Residues (JMPR). Primero se realiza la evaluacion toxicoldgica del
plaguicida y su residuo. Luego se analizan los datos de residuos obtenidos en ensayos
supervisados, en los cuales se usa la concentracion mas elevada recomendada,

autorizada o registrada en el pais, simulando las buenas practicas agricolas [24].

En la Tabla 1.4 se presentan los diversos LMR de los plaguicidas estudiados para el

brocoli, establecidos por el Codex Alimentarius, la EPA y la SANCO.

Tabla 1.4. Limites Maximos Residuales para brdcoli

(Fuente: USDA International MRL Database)

Plaguicida Codex EPA SANCO

Alimentarius (mg/kg) (mag/kg)
(mg/kg)

Cipermetrina 1,0 2,0 1

Clorpirifds 2,0 1,0 0,05

Diazinon 0,5 0,7 0,01

Dimetoato - 2,0 0,01°

Endosulfan  (suma de - 3,0 0,05

alfa-; beta- y -sulfato)

Malation - 8,0 0,02

2 La SANCO no ha establecido un LMR especifico para el dimetoato en brécoli, pero tiene un LMR de
0,01 mg/kg aplicable por defecto.
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1.3.2. CONTROL Y MONITOREO DE PLAGUICIDAS EN EL ECUADOR

El Ecuador es un pais agricola y los plaguicidas son usados para controlar los diferentes
tipos de plagas que atacan a los cultivos. Sin embargo, estos productos se aplican sin
mayor control y sin seguir procedimientos adecuados, lo cual incide en la salud de los

consumidores y la contaminacién ambiental.

Muchos agricultores usan plaguicidas inadecuados debido a que no identifican la plaga
que afecta a los cultivos. Ademas, tienden a escoger los plaguicidas mas baratos o los
mas tdxicos, creyendo que éstos son los mas adecuados. El resultado de estas practicas

es una contaminacién mayor de los productos alimenticios.

Actualmente en el pais no se cuenta con un programa de monitoreo de residuos de
plaguicidas. Sin embargo, si existe un control de la calidad de formulaciones de
plaguicidas antes de ingresar al mercado, pero todavia no se realizan controles
periddicos de éstas en mostradores. Se cree que por el mercado informal ingresa una
gran cantidad de plaguicidas prohibidos por el Ministerio de Agricultura, Ganaderia,

Acuacultura y Pesca.

Si bien el brécoli es principalmente un producto de exportacion, es decir que cumple

con la legislacién de residuos quimicos del pais de destino, queda la incdgnita del

estado del brécoli que se vende en los mercados ecuatorianos.
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1.4.  ANALISIS DE PLAGUICIDAS

Para el andlisis de plaguicidas, se han utilizado tanto técnicas clasicas como la
gravimetria y la volumetria, cuanto técnicas instrumentales como la espectrofotometria
y la cromatografia [25]. En los Gltimos afios, la cromatografia ha sido la técnica mas
utilizada, siendo la cromatografia de gases y la cromatografia liquida de alta eficiencia
las mas comunes. En este trabajo se emple0 la cromatografia de gases. A continuacion

se revisaran los aspectos practicos de esta técnica.

1.4.1. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica analitica de separacion, en la cual los
componentes de una muestra se reparten entre una fase movil gaseosa, llamada gas

portador, y una fase estacionaria contenida en una columna [26].

Cuando la muestra pasa a través de la columna algunos componentes son fuertemente
retenidos por la fase estacionaria, razén por la que migran lentamente con el gas
portador; otros compuestos estan unidos débilmente a la fase estacionaria y migran con
rapidez. Como consecuencia de las diferentes velocidades de migracion, los
componentes de la muestra se separan y llegan a un detector, creando una sefial que se
registra como un cromatograma que proporciona informacion cualitativa y cuantitativa

[26].

La velocidad de migracion de cada componente depende de la naturaleza del
componente y su afinidad por la fase estacionaria, del flujo del gas portador y de la
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temperatura de la columna. Por esto, la columna se encuentra dentro de un horno con

programacion de temperatura.

En un cromatografo de gases la muestra se inyecta, se volatiliza en una camara y luego
es introducida en la columna cromatografica. Los componentes de la muestra se separan
y son detectados mediante un detector cuya respuesta depende de la composicién del

vapor.

Para el analisis de plaguicidas, se emplean varios detectores, como el detector de
ionizacion de llama (FID), detector de captura de electrones (ECD), detector
termoidnico (NPD), detector fotométrico de llama (FPD), detector de conductividad
electrolitica (ELCD) y el detector de espectrometria de masas (MSD). Este tltimo fue el

que se empled en este estudio.

1.4.2. DETECCION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

En los ultimos 10 afios el uso del detector por espectrometria de masas se ha
popularizado, debido a que es un detector universal y especifico que permite detectar
concentraciones del orden de partes por millon (ul/L) o partes por billon (nl/L) y en
algunos casos se puede llegar hasta partes por trillon (pl/L). Pero principalmente porque
permite identificar un compuesto de forma practicamente inequivoca, ya que

proporciona un espectro de masas caracteristico de cada molécula [27]. EIl espectro de
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masas es un grafico de barras, que ilustra intensidad o abundancia versus la relacién

masa/carga (m/z)°.

Camara de
i Colemn _ . .
d J \ Fuente E Separador da Detector de
y ionizacion . N
Entrada del frapriones Fracciones
gas portador | | _.._ . ) -
r L _] Biztema da
| | ———— ! | [dquisicion ¥
B [ — } —jtratarmiento
\ | M= datos
Horno ) N - J f '

Sistema de Lentes de
transferencia enfoque

Figura 1.2. Esquema de un cromatografo de gases acoplado a un detector por

espectrometria de masas

En la Figura 1.2 se aprecia el esquema de un cromatdgrafo de gases acoplado a un
detector por espectrometria de masas. Este detector se compone de:

- Una fuente de ionizacion en la que se generan iones a partir de la muestra. La
ionizacion se da por impacto electronico, que consiste en bombardear la
molécula con electrones de alta energia, lo cual expulsa un electron y resulta en
un ion molecular. Las moléculas ionizadas que tienen exceso de energia se
pueden fragmentar. La naturaleza del ion o fragmento, asi como la proporcion
relativa de cada uno de éstos, son caracteristicas de cada molécula, es decir que

dos moléculas no generan los mismos iones con las mismas proporciones [27].

% En el Anexo 7 se pueden observar los espectros de masas de los ocho analitos, en los cuales se grafica

abundancia versus relacion masa/carga.
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- Un separador de fracciones o analizador de masas que separa los iones segun su
relacion masa/carga. Los iones son acelerados mediante campos eléctricos o
magnéticos hacia un sistema colector, donde son separados debido a su masa y
su carga: la velocidad alcanzada por cada ion es dependiente de su masa. El
analizador mas comun es el cuadrupolo, que consiste en 4 barras conectadas
eléctricamente entre si en pares opuestos [27, 28].

- Un detector que emite sefiales eléctricas cuando un ion que emerge del
analizador choca contra el multiplicador de electrones: la deteccion de cada ion
formado a partir de las moléculas del compuesto produce el espectro de masas
de la sustancia, que constituye una identificacion practicamente inequivoca del

compuesto analizado [27, 28].

El detector, ademas de proporcionar los espectros de masa de cada compuesto, genera
un cromatograma o TIC (“Total Ion Current”). También se puede programar al detector
para que detecte y cuantifique compuestos preseleccionados en la muestra. Esta técnica
de deteccion es conocida como SIM (“Selected Ion Monitoring”) y permite aumentar la

especificidad y sensibilidad de método, reduciendo las interferencias [27].
La ionizacion, la separacion y la deteccién se dan en condiciones de alto vacio (10°-107

torr) para evitar que los iones choquen con otras moléculas gaseosas y se desvien de su

trayectoria hacia el detector o reaccionen entre si [28].
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1.5.  VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

El objetivo principal de la validacién de un método analitico es demostrar que el
método proporciona resultados confiables y que es adecuado para su finalidad y

propdsito. Por lo tanto, la validacion asegura la calidad de los resultados.

Segiin la norma ISO/IEC 17025, la validacion de un método analitico es “la
confirmacion, a través del examen y el aporte de evidencias, de que se cumplen los

requisitos particulares para un uso especifico previsto”.

Esta norma establece que en un laboratorio se deben validar “los métodos no
normalizados, los métodos que [se] disefian o desarrollan, los métodos normalizados
empleados fuera del alcance previsto, asi como las ampliaciones y modificaciones de
los métodos normalizados, para confirmar que los métodos son aptos para el fin
previsto”. Toda la validacion debe estar acompafniada de registros de los resultados
obtenidos, el procedimiento utilizado para la validacion y una declaracion sobre la
aptitud del método para el uso previsto, ya que estos son la prueba de que se realizé la
validacion. Adicionalmente, el laboratorio debe validar todo el procedimiento analitico

teniendo en cuenta el intervalo de concentraciones y la matriz de las muestras.

Antes de validar el método es necesario estandarizarlo. La estandarizacion sirve para
obtener un conocimiento general del método de ensayo. Se pone en funcionamiento el
método de forma consistente y razonable, de tal manera que los resultados del proceso
de medicion se encuentren dentro de una distribucion normal y que las variaciones se

deban exclusivamente a errores aleatorios. De esta manera, en la estandarizacion se
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procede a ajustar los pardmetros instrumentales y los diferentes pasos y condiciones,
controlar las variables de influencia y corregir y eliminar errores sistematicos. El
método estandarizado siempre se realizara de la misma manera, en cualquier momento y

por cualquier analista [29].

Todo el proceso establecido para cumplir con el objetivo de la validacion debe quedar
descrito en un documento especifico que, de acuerdo al sistema de calidad del
laboratorio, puede ser un protocolo, un procedimiento o un instructivo. En este
documento se deben definir: los objetivos y alcance de la validacién, las etapas de la
validacion, el disefio experimental, los parametros a validarse, los criterios de

aceptacion y rechazo y los cronogramas de trabajo [29].

En una validacion, para poder evaluar el rendimiento de un método, se suelen medir los
siguientes parametros: selectividad/especificidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, linealidad, exactitud, precision e incertidumbre de la medicion. En la

Tabla 1.5 se define cada parametro y se explica como se determina.

Tabla 1.5. Parametros de validacién de un método analitico

Parametro Definicion Determinacion

Selectividad / | Aptitud de un método para Si se utilizan procedimientos

especificidad determinar exacta y normalizados para una matriz especifica,
especificamente el analito de no se requiere validacion. Si no, se estudia
interés en presencia de otros adicionando de manera deliberada a una
componentes en la matriz de la muestra las interferencias que se crea
muestra, bajo las condiciones tengan mayor probabilidad de estar
establecidas del ensayo [29]. presentes en las muestras.
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Continda Tabla 1.5.

Limite de Minima concentracion del analito | Existen varios criterios para su

deteccion que se puede detectar cuantificacion, pero muchas veces se
confiablemente cuando se aplica | reporta como promedio de la lectura de
un método para el andlisis de una | blancos del método mas tres veces su
muestra [30]. desviacion estandar.

Limite de Minima concentracion de analito | Varias convenciones lo definen como la

cuantificacion

que se puede determinar con un
nivel aceptable de precision
(repetibilidad) y exactitud [30].

concentracion de analito correspondiente
al valor promedio de las lecturas del
blanco més 5, 6 6 10 desviaciones
estandar.

Linealidad Habilidad (dentro de un rango Se mide a partir de la curva de
dado) de obtener resultados calibracion. Se realiza el calculo de
proporcionales a la concentracion | regresion.
de un analito en la muestra [31].
Exactitud Cercania de un resultado al valor | Se evalGa por comparacién con valores de
verdadero [30]. referencia de un material caracterizado
(material de referencia), preferiblemente
certificado.
Precision Medida de los errores aleatorios. | Se expresa como repetibilidad y
[31] reproducibilidad
Repetibilidad La proximidad de concordancia Se realizan varios analisis con el mismo

entre los resultados de mediciones
sucesivas del mismo mensurando
bajo las mismas condiciones de
medicion [32].

método. Este debe ser aplicado por un
solo analista, en un mismo equipo y en
intervalos cortos de tiempo.

Reproducibilidad

La proximidad de concordancia
entre los resultados de mediciones
sucesivas del mismo mensurando
bajo condiciones de medicion que
cambian [32].

Una muestra es analizada por varios
laboratorios. Sin embargo, para
determinar la reproducibilidad dentro de
un solo laboratorio, se puede emplear la
precision intermedia, que se obtiene
cuando se evalla la variabilidad entre
analistas de un mismo laboratorio o en
intervalos de tiempo mas largos, por
ejemplo entre dias.

Incertidumbre de
medicion

Parametro no negativo que
caracteriza la dispersion de los
valores atribuidos a un
mensurando, a partir de la
informacion que se utiliza [32].
Expresa el rango de valores
posibles sobre la base del
resultado de la medicion.

La estimacion de la incertidumbre de un
método se calcula tomando en cuenta la
precision, exactitud, incertidumbre de
calibracidn, incertidumbre del material de
referencia y cualquier otro efecto
significativo.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. INSTRUMENTACION, REACTIVOS Y ESTANDARES

2.1.1. INSTRUMENTACION

Las mediciones se realizaron mediante un cromatdgrafo de gases Agilent Technologies
6890-N, equipado con un detector selectivo de masas 5973-N (con fuente de impacto de
electrones y cuadrupolo, que detecta un rango de masas de 1,6 a 800 uma) y un
automuestreador 7683 Series. El cromatografo fue conectado a un computador HP, en el

cual se instal6 el software “MSD Productivity ChemStation”.

Para la preparacion de soluciones los pesos se determinaron con una balanza analitica
Mettler AE-240 (£0,0001 g). Los volumenes se midieron mediante micropipetas
volumétricas marca Boeco de 10-100 ul y de 100-1000 ul. Para la homogenizacion se
empled un agitador Heidolph Reax Top. La densidad de las soluciones fue medida con
un densimetro Densito 30PX (Mettler Toledo). Todas las soluciones se prepararon y

guardaron en viales &mbar de 4 ml con tapa de rosca.

Para la preparacion de las muestras se emple6 una licuadora Oster de 10 velocidades y

un procesador de alimentos Oster. Los pesos se determinaron con una balanza analitica

Boeco Germany (£0,1 g).
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Para la inyeccion, las soluciones se trasvasaron a viales &mbar de 2 ml con septa de

teflon/silicona (Waters).

2.1.2. REACTIVOS

En este estudio se empled acetato de etilo grado pesticida (Fisher Scientific). El agua
destilada y desionizada, con una resistividad especifica de 18,2 MQ.cm, se obtuvo de un

sistema de purificacion Direct-Q (Millipore).

Para el tratamiento de la muestra se empled el DisQue® CEN Dispersive SPE Kit
(Waters), que consta de:
= Tubo 1: tubo de 50 ml empleado para la extraccion. Contiene 4 g de sulfato
de magnesio anhidro, 1 g de cloruro de sodio, 1 g de citrato trisédico
dihidratado, 0,5 g de hidrogenocitrato disodico sesquihidratado.
= Tubo 2: tubo de 2 ml empleado para el clean-up. Contiene 150 mg de sulfato
de magnesio anhidro, 25 mg de PSA (amina primaria/secundaria), 25 mg de

Cig (octadecil).

2.1.3. ESTANDARES

En este estudio se utilizaron los siguientes estandares: alfa-cipermetrina (pureza: 99,7%,
Pestanal®, Sigma-Aldrich), clorpirifdés (pureza: 99,9%, Pestanal®, Sigma-Aldrich),

diazinon (pureza: 99,5%, ChemService), dimetoato (pureza: 99,6, Pestanal®, Sigma-
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Aldrich), malation (pureza: 97,2%, Pestanal®, Sigma-Aldrich), CLP Organochlorine

Pesticide Mix (pureza: >99%, Supelco).

2.2. METODOS

El método desarrollado en este trabajo estd basado en el estdndar europeo EN 15662:
“Foods of plant origin — Determination of pesticide residues using GC-MS and/or LC-
MS/MS following acetonitrile extraction/partitioning and clean-up by dispersive SPE —
QUEChERS-method”. Este método permite analizar un amplio rango de plaguicidas, que
incluye organoclorados, organofosforados y piretroides. Por lo tanto es adecuado para el
analisis de los 8 analitos de interés: alfa-cipermetrina, clorpirifos, diazindn, dimetoato,

endosulfan I, endosulfan 11, endosulfan sulfato y malation.

El método comprende:

- lahomogenizacion de la muestra,

- la extraccion soélido/liquido con acetonitrilo: se afiade MgSO, y NaCl para
mejorar la particion, y sales sodicas de citrato para formar soluciones “buffer”
que protejan los compuestos sensibles a pH alcalinos,

- la limpieza o “clean-up”, que consiste en una extraccion en fase solida
dispersiva, en la cual se pueden usar varios adsorbentes, entre los cuales

destacan:

o PSA para eliminar acidos organicos y pigmentos polares, ademas de
otros productos;

o Cygpara eliminar lipidos y esteroles
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- la inyeccion del extracto y posterior identificacion y cuantificacion en un

cromatografo de gases acoplado a un detector de espectrometria de masas.

En el método desarrollado en este trabajo se introdujo un cambio importante con
respecto al EN 15662: en lugar de acetonitrilo, el solvente de extraccion empleado fue
acetato de etilo, cuya eficiencia para la extraccion en el método QUEChERS ha sido

comprobada [33].

La parte experimental comprende tres etapas: el desarrollo y estandarizacion del
método, su validacion y su aplicacion. A continuacion se detalla el procedimiento

seguido en este trabajo.

2.2.1. PREPARACION DE SOLUCIONES

Para este estudio se prepararon tres tipos de soluciones con los estdndares de
plaguicidas:
- las soluciones stock de aproximadamente 100 ng/ul, preparadas en acetato de
etilo,
- la solucion madre de 10 ng/ul, que consiste en una mezcla de todos los
plaguicidas en la misma concentracion, preparada en acetato de etilo, y
- las soluciones de trabajo para la curva de calibracion, preparadas en solucion

matriz de brocoli.
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En el Anexo 2 se encuentran los certificados de andlisis de los estdndares de plaguicidas
empleados. En el Anexo 3 se detallan los procedimientos para preparar los tres tipos de

soluciones y la solucion matriz de brocoli.

2.2.1. DESARROLLO Y ESTANDARIZACION DEL METODO

El desarrollo y estandarizacion del método comprende la optimizacion del método
cromatografico en modo SCAN y en modo SIM, la cuantificacion de los analitos y el

tratamiento de las muestras que se describen a continuacion.

2.2.2.1.  Desarrollo y optimizacion del método cromatografico en modo SCAN

Después de haber preparado las soluciones se desarroll6 el método cromatografico. Para
esto se procedié a optimizar las condiciones cromatograficas. Se utilizé una columna
capilar de alto rendimiento Zebron ZB-Multiresidue-1, cuya fase estacionaria separa
todo tipo de plaguicidas y es ideal para el anélisis de plaguicidas por GC-MS, debido a
sus niveles bajos de sangrado, certificados para espectrometria de masas. Para
desarrollar el método se realiz6 una primera inyeccion empleando la solucién madre de

10 ng/ul con las condiciones expuestas en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Condiciones iniciales de operacion del GC-MS

Columna

Phenomenex Zebron Zb-MR-1 Multiresiduo
30,0 m x 250 pm x 0,25 pm
Temperatura de operacién maxima: 320°C

Modo de inyeccién Splitless

Gas portador Helio

Flujo 1,0 ml/min

Detector Espectrémetro de masas (MSD) en modo SCAN

Temperatura del horno

90°C (4 min) @ 10°C/min hasta
300°C (5 min)

Post corrida: 2,00 min a 300°C
Tiempo de corrida: 30 min
Solvent delay*: 2,20 min

Temperatura del
inyector

150°C

Temperatura del detector

Auxiliar: 300°C
Fuente de iones: 230°C
Cuadrupolo: 150°C

Volumen de inyeccion

1l

Solvente de inyeccion

Acetato de etilo

cual se prendera el filamento.

Luego se comprobO que en el cromatograma obtenido de esta primera inyeccion
aparecieran los picos correspondientes a los 8 plaguicidas de interés y se compararon

sus espectros de masas con los de la base de datos.

* El alto flujo de corriente creado por la gran cantidad de solvente que eluye de la columna disminuye el
tiempo de vida del filamento de ionizacion. Para evitar esto, existe una opcion, el “solvent delay”, que

permite apagar el filamento hasta que eluya el solvente. Asi, el “solvent delay” establece el tiempo en el
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Se optimiz6 la respuesta y la separacion de los picos, inyectando nuevamente la
soluciébn madre cuantas veces fuere necesario, con diferentes condiciones de
temperatura del inyector, programa de temperatura en la columna, volumen de

inyeccion y flujo del gas portador.

2.2.2.2.  Desarrollo del método cromatografico en modo de monitoreo selectivo de

iones

Una vez optimizado el método en modo SCAN, se desarrollo el modo SIM con la ayuda
del software del equipo (MSD ChemStation Data Analysis), seleccionando el pico base®
y otros tres iones de alta abundancia (o el ion molecular) que aparecen en el espectro de
masas de cada analito y asignando los intervalos de tiempo en los cuales el

espectrometro de masas debe detectarlos.

2.2.2.3. Cuantificacion de los analitos

Para la cuantificacion de los analitos, se definid el intervalo de trabajo de
concentraciones en la muestra y se determind las concentraciones de las seis soluciones

de trabajo de la curva de calibracion.

Se prepararon las soluciones de trabajo, siguiendo el procedimiento detallado en el

Anexo 3 y se inyectaron las seis soluciones, empleando el método SIM obtenido de la

® El pico base es el pico mas intenso del espectro de masas, es decir el que tiene la mayor abundancia, y al

que por convenio se le asigna una intensidad relativa de 100%.

36



parte 2.2.2.2. Utilizando el software del equipo, se credé un método de cuantificacion y
se elaboraron las curvas de calibracién para cada plaguicida y se confirmo que existiese

linealidad y un R? que tiende a 1.

2.2.2.4. Tratamiento de la muestra

El tratamiento de la muestra se hizo siguiendo el método EN 15662. En este trabajo se

empled el kit preparado por la corporacion Waters, DisQue® CEN Dispersive SPE Kit.

Para determinar la eficacia de este método, se realizaron pruebas con muestras
fortificadas. Para esto se prepararon tres muestras de brocoli fortificadas de 0,5 mg/kg: a
los 10 g de brdcoli homogenizado se afiadio 500 ul de solucién madre de 10 ng/ul. Se
esperdé 15 minutos antes de afadir los 10 ml de solvente. La muestra fue tratada
aplicando el procedimiento de preparacion de muestra sugerido por el fabricante (ver

Anexo 4), remplazando el acetonitrilo por acetato de etilo.

Posteriormente se inyectaron los extractos de las muestras fortificadas junto con las seis
soluciones para la curva de calibracion y se cuantificaron las muestras. Al calcular los
porcentajes de recuperacion, se obtuvieron porcentajes de entre 40 y 50%, muy por
debajo del rango ideal que es de 70 a 120%. El problema estaba en el tamafio de
particula obtenido en la homogenizacién: la muestra de brocoli fue triturada en un
procesador de alimentos y el tamafio de particula era de 1 mm de didmetro

aproximadamente.
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Para reducir el tamafio de particula se licué la muestra triturada de brdcoli con agua
destilada. Se probaron varias relaciones agua:brécoli y varios tiempos de licuado, a
diferentes velocidades. La mejor relacion agua:brécoli fue 1:1 y, licuando durante 5
minutos a velocidad media, se obtuvo un tamafio de particula mucho menor
(inapreciable a simple vista). De esta manera realizando nuevos ensayos de
recuperacion, con tres muestras fortificadas de 0,5 mg/kg, se obtuvieron porcentajes de
recuperacion en el rango de 70 a 120%, como se podra constatar mas adelante en la
seccion de validacion y en los resimenes de validacion en el Anexo 9. Asi, se establecio
el procedimiento definitivo para la preparacion de las muestras de brdcoli. En el Anexo

5 se encuentra el diagrama de flujo de este procedimiento.

2.2.3. VALIDACION DEL METODO

Para la validacion del método “Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli
por Cromatografia de Gases con deteccidn por Espectrometria de Masas™ se siguieron
los requisitos técnicos de la norma NTE-ISO/IEC 17025, Requisitos generales para la
competencia de laboratorios de ensayo y calibracién, y el modelo propuesto por el
Instituto Ecuatoriano de Normalizacién. Se valido tanto el proceso de medicién analitica
como la etapa de tratamiento de la muestra, para los 8 analitos de manera idéntica y

simultanea.

38



En primer lugar se prepararon las soluciones stock, la solucién madre de 10 ng/ul y las
seis soluciones de trabajo para la curva de calibracion, siguiendo el procedimiento

detallado en el Anexo 3y se determino la exactitud en la preparacion de las soluciones.

Después se inyectaron las seis soluciones de trabajo por triplicado durante cinco dias
consecutivos y se realizo un analisis estadistico, en el cual se determind la linealidad y

funcidn de respuesta, precision e incertidumbre de medicion para cada analito.

Para calcular los limites de deteccion y cuantificacion, se inyectaron 10 blancos de
solucion matriz de brécoli, junto con las seis soluciones de trabajo para la

cuantificacion.

Finalmente, se prepararon 5 muestras fortificadas a tres niveles de fortificacion: 0,05;
0,50 y 1,50 mg/kg, cuya concentracion real se calcul6 a partir de los pesos obtenidos
durante el proceso de preparacion. Se inyectaron los 15 extractos obtenidos, junto con
las seis soluciones de trabajo, y se calcularon los porcentajes de recuperacion para cada

analito en cada nivel de fortificacion.

Las férmulas para calcular la exactitud en la preparacion de las soluciones, la linealidad

y funcidn de respuesta, precision e incertidumbre de medicion para cada analito se

detallan en el Anexo 6.

39



2.2.4. APLICACION DEL METODO

Para establecer la aplicabilidad del método desarrollado y validado, se analizaron
muestras seleccionadas de acuerdo a un plan de muestreo en el cual se establecieron los
centros de comercializacion de brocoli, la cantidad de muestra y la periodicidad de la
toma de muestras, ajustandose a las pautas establecidas en los “Métodos de muestreo
recomendados para la determinacion de residuos de plaguicidas a efectos del

cumplimiento de los Limites Maximos Residuales (LMR)” (referencia CAG/GL 33).

Las muestras tomadas fueron analizadas tomando en cuenta las “Directrices sobre

buenas préacticas de laboratorio en el analisis de residuos de plaguicidas” (referencia

CAG/GL 40) del Codex Alimentarius.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. DESARROLLO Y ESTANDARIZACION DEL METODO

3.1.1. DESARROLLO Y OPTIMIZACION DEL METODO CROMATOGRAFICO

EN MODO SCAN

De la primera inyeccion realizada con las condiciones de la Tabla 2.1 se obtuvo un
cromatograma en el que se distinguen ocho picos en un tiempo de corrida de 30 minutos
(ver Figura 3.1). Con la ayuda de la base de datos de espectros de masa del software
(Biblioteca WILEY 275) estos picos se identificaron. Los espectros de estos picos
correspondieron a los plaguicidas de interés. En el Anexo 7 se observan los espectros
obtenidos para cada estandar de plaguicida presente en la solucion madre y las
estructuras de los dos iones mas abundantes. En la Tabla 3.1 se presenta el orden en que
aparecieron los picos, el componente identificado por el software y el porcentaje de

similitud con el espectro de referencia.
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Figura 3.1. Cromatograma obtenido de la primera inyeccién

Tabla 3.1. Componente identificado y porcentaje de similitud

NUmero de pico Compuesto Porcentaje de similitud
1 Dimetoato 96
2 Diazinon 99
3 Malation 91
4 Clorpirifos 99
5 Endosulfan | 94
6 Endosulfan Il 99
7 Endosulfan Sulfato 99
8 Alfa-cipermetrina 99

Esta corrida mostré que efectivamente la columna tiene la capacidad de separar los
analitos de interés. Se procedié entonces a optimizar el método, modificando varios
parametros para obtener la maxima resolucion, en el menor tiempo de corrida, con las

mejores respuestas posibles.
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El primer pardmetro que se modifico fue la temperatura del inyector, para determinar la
influencia de la temperatura en el tamafio de los picos. A continuacion se hicieron varias
pruebas modificando las rampas de temperatura para establecer cuél es el efecto de la
temperatura en la resolucion de los picos. También se realizd una prueba cambiando el
flujo. Finalmente, para determinar la capacidad de la columna se realizaron unas Ultimas

pruebas variando el volumen de inyeccion.

Adicionalmente se modificé el tiempo de post-corrida y el solvent delay. El tiempo de
post-corrida era originalmente de 2 minutos, pero se aument6 a 6 minutos debido a que
la columna no se limpiaba completamente al cabo de dos minutos. Esto afectaba en la
siguiente corrida causando la aparicion de picos adicionales en el cromatograma. El
solvent delay se movi6 a 12,20 minutos, teniendo en cuenta que el primer plaguicida de

interés aparece a los 12,47 minutos.

De esta manera se establecieron las condiciones optimas de operacion (ver Tabla 3.2).
Este método se denomind BROCOLISCANDEFINITIVO vy con éste se obtuvieron los

tiempos de retencion que se presentan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.2. Condiciones de operacion dptimas para el andlisis de siete

plaguicidas por GC-MS

Columna Phenomenex Zb-MR-1 Multiresiduo
30,0 m x 250 pm x 0,25 pm

Modo de inyeccién Splitless
Gas portador Helio
Flujo 1,5 ml/min
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Continta Tabla 3.2.

Detector Espectrometro de masas (MSD)

Temperatura del horno 90°C (4 min) @ 25°C/min hasta
180°C (4 min) @ 40°C/min hasta
300°C (3.5 min)

Post corrida: 6,00 min a 300°C
Tiempo de corrida: 18,10 min
Solvent delay: 12,20 min

Temperatura del inyector 250°C

Temperatura del detector Auxiliar: 300°C
Fuente de iones: 230°C
Cuadrupolo: 150°C

Volumen de inyeccion 4 ul

Tabla 3.3. Tiempos de retencion de los 8 analitos bajo condiciones 6ptimas de

operacion

Compuesto Tiempo de retencion (min)
Dimetoato 12,47
Diazinon 12,55
Malation 13,77
Clorpirifos 13,84
Endosulfan | 14,59
Endosulfan Il 15,17
Endosulfan Sulfato 15,48
Alfa-cipermetrina 17,48
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3.1.2. DESARROLLO DEL METODO CROMATOGRAFICO EN MODO DE

MONITOREO SELECTIVO DE IONES

Después de haber optimizado el método en modo SCAN, se procedié a cambiarlo a
modo SIM (Monitoreo Selectivo de lones) con el fin de incrementar la especificidad y
sensibilidad del método y reducir las interferencias. En el modo SIM, a diferencia del
modo SCAN, el detector de masas no esta realizando un barrido continuo, sino que
monitorea s6lo unos pocos iones seleccionados. De esta manera, la identificacion del
analito ya no se da por comparacién del espectro de masas completo, sino sélo de los

cuatro iones seleccionados para cada analito y sus abundancias relativas.

A continuacion se describen los criterios tomados para la seleccion de los cuatro iones

de cada analito.

Para el dimetoato, el diazinon y el endosulfan sulfato, el primer ion seleccionado fue el
del pico base. Luego se seleccionaron los picos del segundo y tercer ion mas abundantes

y finalmente, para el cuarto ion, se selecciono el pico del ion molecular.

En el caso del malation, clorpirifds y cipermetrina se seleccion6 primero el ion del pico
base. Después se seleccionaron los tres iones de mayor abundancia. No se seleccion6 el
ion molecular debido a que, en el espectro del malation, éste no existe y, en el caso del

clorpirifés y la cipermetrina, su abundancia relativa es menor al 5%.

Para el endosulfan | y el endosulfan 11, el primer ion seleccionado fue el del pico base.

El segundo ion seleccionado corresponde al segundo ion de mayor abundancia. La
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seleccion de los iones 3 y 4 se basaron en la frecuencia con la que aparecen en la
literatura. Se tuvo especial cuidado de no seleccionar el ion 207, debido a que éste
corresponde al pico base de los dimetilsiloxanos, compuestos que aparecen en los

cromatogramas cuando hay sangrado de la columna.

De esta manera, se cre6 el método BROCOLISIMDEFINITIVO, cuyos pardmetros se

presentan en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Pardmetros del método BROCOLISIMDEFINITIVO

Intervalo de | Compuesto lon [lon |lon | lon Nombre del grupo | NUmero
tiempo 1 2 3 4 de iones
(min) por
intervalo
Dimetoato 87 |93 | 125 | 229*
12,20-12,70 DIMEDIAZ 8
Diazinén 179 | 137 | 152 | 304*
12.70-13,70 | A 290 | 291 | 293 | 296 A 4
Malation 173 | 125 | 127 | 93
13,70-13,91 MALCLORP 8
Clorpirifés 199 | 197 | 97 | 314
14,54-14,77 | Endosulfan | 241 1195 | 170 | 339 | ENpOL 4
1477-15,14 | C 290 | 291 | 293 | 296 C 4
15,14-15,24 | Endosulfan 11 195 | 237 | 159 1 265 | ENDO2 4
A *
15.24-17.20 Endosulfan 272 | 274 | 229 | 422 ENDOSULFATO 4
Sulfato
17,20-18,10 | Alfa-cipermetrina 163 | 181 | 165 | 91 CIPER 4

Nota: Los iones con asterisco son iones moleculares.

Como se puede observar en la tabla 3.4, los grupos DIMEDIAZ y MALCLORP

contienen ocho iones en lugar de cuatro. Esto se debe a que los picos del dimetoato y
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del diazindn, al igual que los del malation y el clorpirifés, no se encuentran lo

suficientemente separados y no se puede crear un intervalo para cada pico.

Adicionalmente se crearon tres intervalos de tiempo (A, By C) en los cuales se analizan
los mismos iones. Estos iones son los de menor abundancia que aparecen en el espectro
de la linea base en modo SCAN. Estos intervalos se crearon para evitar que picos de
gran &rea, causados por interferencias y compuestos propios de la matriz, aparezcan en

el cromatograma.

De esta manera, se logré desarrollar y optimizar un método cromatografico que permite
separar y analizar los ocho plaguicidas de interés en 18,10 minutos. La Figura 3.2
muestra el cromatograma en el cual se aprecia la separacion de los ocho analitos

obtenida con el método BROCOLISIMDEFINITIVO.

Whundance
400000 —

CHLORAYE

MALATHION

350000

DIAZINON

300000

250000 —

DIMETHOATE

200000
150000 —

100000

[ P |

[—=——-— ENDOSULFAN SULFATE

% ENDOSULFAN |
_*—(_2._ ENDOSULFAN 11

CYPERMETHRIN

: T T T
Timp--= 1400 1600

Figura 3.2. Separacion de los ocho analitos con el método SIM
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3.1.3. CUANTIFICACION

3.1.3.1.Intervalo de trabajo en la muestra

La norma NTE INEN 1976 establece que se deben tomar como referencia los LMR
establecidos por el Codex Alimentarius. Sin embargo, esta entidad no tiene LMR
definidos para todos los plaguicidas de interés en este trabajo, sino solo para
cipermetrina, clorpirifés y diazinon (1,0; 2,0 y 0,5 mg/kg, respectivamente). Es por esto
que también se tomaron en cuenta los LMR establecidos por la SANCO para el
endosulfan y el malation (0,05 y 0,02 mg/kg, respectivamente), que son mucho mas
estrictos que los del Codex. Debido a que hay un plaguicida (dimetoato) que no tiene un
LMR definido por la SANCO, se tom6 en cuenta el LMR establecido por la EPA para
ese plaguicida, que es 2,0 mg/kg (ver Tabla 1.4). De esta manera el intervalo establecido

para los plaguicidas estudiados fue de 0,02 mg/kg a 2,00 mg/kg.

3.1.3.2.Curva de calibracién

La curva de calibracion debe cubrir el intervalo de trabajo definido para la muestra, en
este caso, 0,02 mg/kg a 2,00 mg/kg. Para establecer el rango de concentracion cubierto

por la curva de calibracion se realizé la siguiente consideracion:

En la etapa de extraccién la relacion muestra solvente es 1:1 (10 ml de solvente por 10 g

de brécoli). Esto significa que, si hay una concentracion de X mg/kg de plaguicida, en
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los 10 g de muestra habra 0,01X mg de plaguicida. Asumiendo una extraccion total de
los plaguicidas estos 0,01X mg serdn extraidos en los 10 ml de solvente, obteniendo asi
una concentracion de 0,001X mg/ml, es decir: X mg/L. Puesto que en el cromatografo
se inyectan volumenes del orden de los ul, es preferible transformar mg/L a ng/ul,

obteniendo una concentracion de X ng/ul.

De esta manera, una concentracion de 0,10 mg/kg en la muestra se traduce como 0,10
ng/ul en la lectura cromatografica. Por lo tanto el rango de la curva de calibracion es

desde 0,02 ng/ul hasta 2,00 ng/ul.

Tras inyectar las seis soluciones se generaron las curvas de calibracion para cada
plaguicida. Todas presentaron R* mayores a 0,997. En la figura 3.3 se observa la curva
de calibracién del dimetoato generada por el software (las unidades del eje X son ng/ul).

Las curvas de calibracion para cada analito se presentan en el Anexo 8°.

® Las curvas de calibracién del Anexo 8 son las primeras curvas obtenidas. Con éstas se determin si el

rango de trabajo de la curva es adecuado, es decir si la respuesta es lineal en este rango
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x
DIMETHOATE
Response
1.00e+006
I
0 1 2
Amount
Amount l Response l
0.02000000 1728.64355463
0.05000000 19458.62437500
0.10000000 43297 91332868
0.50000000 249556.62527310
1.00000000 485250.41558524
2.00000000 10039519.68093750
Response = 5.06e+005 * Amt - 6.32e+003
Coef of Det 1°2) =1.000 Curve Fit: Linear
oK | Fiint |

Figura 3.3. Curva de calibracion del dimetoato generada por el software

El método de cuantificacion emplea estas curvas de calibracion y genera un reporte, en
el cual consta el analito, su tiempo de retencion, su ion principal, su respuesta, su

»"_En el reporte aparecen también los analitos no

concentracion y su “Q value
detectados (en este caso, la concentracion se expresa como “N.D.”) y los analitos

detectados pero cuya concentracion es menor al limite de cuantificacion.

Es importante recalcar que si la concentracion del analito estd fuera del rango de la
curva de calibracion, este valor no puede reportarse en el informe de resultados. En el
caso de que sea menor al limite inferior de la curva se debe reportar como menor al

limite de cuantificacion (<LC). Si la concentracion es mayor al limite superior, debido a

"El “Q value” es un valor entre 0 y 100 que expresa el porcentaje de similitud entre las relaciones de los
4 iones monitoreados del estandar y las relaciones de los 4 iones monitoreados del compuesto detectado

en la muestra. De esta manera el “Q value” permite verificar la identidad del compuesto detectado.
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que la linealidad se garantiza s6lo dentro del intervalo de la curva, se debe diluir el
extracto (tomando como referencia la concentracion reportada originalmente) de tal
forma que la concentracion de la solucion diluida se encuentre dentro del intervalo. Esta
solucién se inyecta y cuantifica. Para reportar la concentracién en la muestra se

multiplica la concentracion de la solucién diluida por el factor de dilucion.

3.2. VALIDACION DEL METODO

A continuacién se detalla la validacion del método para el plaguicida dimetoato.
Primero se presentaran los resultados de la preparacion de las soluciones estandar,
seguido por la validaciéon del método cromatografico en la que se validan: funcion de
respuesta y linealidad, precision, incertidumbre, limites de deteccidn y cuantificacién; y
finalmente la validacién del tratamiento de la muestra, en la que se validan las tasas de
recuperacion de tres niveles de fortificacion y sus respectivas desviaciones estandar

relativas.

3.2.1. PREPARACION DE SOLUCIONES ESTANDAR

3.2.1.1.Solucién Stock

Empleando la ecuacion A3.1%, se calcularon las concentraciones de las soluciones stock,

que se reportan en la Tabla 3.5.

8 A3.1: Anexo 3 — ecuacion 1
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Tabla 3.5. Concentraciones de las soluciones stock empleadas en la validacion

Soluciones Stock

DESCRIPCION V'a}l Vial + \{'al * Pureza Producto real Solucion Clehgenieln

vacio esténdar (g) estandar + (%) (ng) final (ul) final
(9) solvente (Q) (ng/ul)
Clorpirifés 5,9701 5,9718 9,5028 99,9 1698300 3943 431
Cipermetrina 5,9544 5,9552 9,4674 95,7 765600 3921 195
Diazinon 5,9674 5,9708 9,4730 99,5 3383000 3912 865
Dimetoato 5,9723 5,9735 90,4887 99,6 1195200 3925 305
Endosulfan | 5,9598 6,0887 9,3078 99,9 348904 3738 93
Endosulfan 11 5,9598 6,0887 9,3078 99,9 340322 3738 91
Endosulfan | ¢ 9596 | 60887 9,3078 99.4 342963 3738 92
Sulfato

Malatiéon 5,6384 5,6399 9,2370 99,8 1497000 4016 373

Como se menciond anteriormente, no es necesario que las soluciones stock tengan una
concentracion exacta de 100 ng/ul. La concentracion de la solucion de diazindn es
mucho maés alta, debido a que el estandar puro es liquido a temperatura ambiente y esto

dificulta su manejo.

3.2.1.2.Solucién madre

A partir de la solucién stock se preparé la solucion madre de concentracion 10 ng/ul. La
concentracion real de cada plaguicida en la solucion madre se calculé usando la

ecuacion A3.3. En la Tabla 3.6 se reportan las concentraciones de cada analito.
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Tabla 3.6. Concentracion de cada plaguicida en la solucion madre empleada en la

validacion
Cantidad de
MIX 10 ng/yl Peso (g) solucion Volumen Concentracion Producto ancentramén
madre (SM) | SM (ul) SM (ng/pl) (ng) final (ng/ul)
(9)
Vial vacio 5,9438
Clorpirifés 6,0275 0,0837 93 431 40130 10,09
Cipermetrina 6,2127 0,1852 206 195 40253 10,12
Diazinén 6,2531 0,0404 45 865 38883 9,77
Dimetoato 6,3739 0,1208 134 305 40949 10,29
Endosulfan I 6,7568 0,3829 426 93 39783 10,32
Endosulfan 11 6,7568 0,3829 426 91 38805 10,07
Endosulfan Sulfato 6,7568 0,3829 426 92 39106 10,15
Malatién 6,8550 0,0982 109 373 40742 10,24
Peso final 9,5176 Promedio 10,13
Solucion final (ul) 3978

Se obtuvo una solucion madre de concentracion promedio 10,13 ng/ul, lo cual
representa un error relativo de 1,3%. Esto indica que la solucion madre fue bien

preparada y se puede emplear para preparar las soluciones de trabajo.

3.2.1.3.Soluciones de trabajo

Empleando la ecuacion A3.5 se calcularon las concentraciones de las seis soluciones de
trabajo. La Tabla 3.7 presenta los pesos obtenidos y las concentraciones calculadas de

las seis soluciones de trabajo.
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Tabla 3.7. Concentraciones de las soluciones de trabajo empleadas en la

validacion®
., . Vial + solucion Vial + solucion Concentracion
Concentracion | Vial vacio, pg q madre + | calculad
tedrica (ng/ul) (0) macre, Py solvente, p, real calcl ada
) © (ng/pl)
0,02 5,9673 6,0018 90,4844 0,0199
0,05 5,9410 5,9577 9,5447 0,0472
0,10 5,9174 5,9521 9,5006 0,0983
0,50 5,9771 6,1502 9,5497 0,4919
1,00 5,9634 6,3094 9,5395 0,9825
2,00 5,9272 6,6366 9,4714 2,0325

En la Tabla 3.8 se reportan los valores de error relativo porcentual y de incertidumbre

asociada a la preparacion de las soluciones, calculados con las ecuaciones A6.1 y A6.2,

respectivamente.

Tabla 3.8. Error porcentual e incertidumbre en la preparacion de soluciones de

trabajo
Concentracion tedrica | Concentracion real calculada Incertidumbre
% Error
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)
0,02 0,0199 0,3164 0,00004
0,05 0,0472 95,5724 0,00161
0,10 0,0983 1,6658 0,00096
0,50 0,4919 1,6014 0,00462
1,00 0,9825 1,7545 0,01013
2,00 2,0325 1,6224 0,01873

°La solucién de concentracién 0,02 ng/ul fue preparada a partir de la de 2 ng/ul, debido a que no se

contaba con pipetas que permitieran tomar volimenes menores a 10 pl.
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Se observa que todas las soluciones presentan un porcentaje de error menor a 2%, a
excepcion de la solucién de 0,05 ng/ul, que tiene un porcentaje de 5%
aproximadamente. Sin embargo, puesto que la incertidumbre relacionada a esa solucion
no es importante, se decidio emplear esta solucion para la validacion del método

cromatografico.

3.2.2. VALIDACION DEL METODO CROMATOGRAFICO

Se inyectaron las seis soluciones de trabajo en el equipo por triplicado durante cinco
dias consecutivos usando el método BROCOLISIMDEFINITIVO, obteniéndose los

resultados presentados en la Tabla 3.9.
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Tabla 3.9. Resultados de la validacion del método cromatografico

DIA1 DIA 2 DIA3 DiA 4 DIA5
Conc.
tedrica |Rep.| Respuesta | Promedio | Respuesta | Promedio | Respuesta | Promedio | Respuesta | Promedio | Respuesta | Promedio
(ng/pl)
1 17880 17492 17122 17473 16648
0,02 2 16963 17458 16832 17259 17507 17145 16518 16957 17034 16815
3 17531 17454 16805 16879 16763
1 39716 38207 48109 38931 50143
0,05 2 39673 38949 37730 41167 47638 47627 36138 38138 48867 49589
3 37458 47564 47135 39345 49758
1 83822 89779 86487 100523 89672
0,10 2 98376 91735 88528 89813 85686 85578 91578 96164 89660 89661
3 93006 91131 84561 96391 89652
1 428632 403750 398404 431415 394128
0,50 2 430042 426845 386419 397554 378508 385684 402944 413290 395173 394729
3 421862 402494 380141 405512 394886
1 821296 808703 752025 827118 776216
1,00 2 806743 807610 789416 787233 748386 739678 769523 794123 730853 752509
3 794792 763581 718624 785728 750457
1 1643719 1586485 1529454 1639550 1542308
2,00 2 1645375 | 1622909 | 1526677 | 1558631 | 1484747 | 1502142 | 1569400 | 1618853 | 1481260 | 1517057
3 1579632 1562732 1492225 1647609 1527604
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En la Tabla 3.9 se observa que la dispersion de datos en un mismo dia no es
significativa. Sin embargo, hay cierto nivel de dispersion en los datos de un mismo
nivel obtenidos en diferentes dias. Por ejemplo para la concentracion de 0,05 ng/ul, los
datos de respuesta van desde 38138 hasta 49589, es decir una diferencia de mas de
11000. No obstante se debe determinar si esta dispersion es significativa, realizando un

analisis de la precision. Este analisis se presenta mas adelante.

Con los resultados obtenidos de la validacion del método cromatografico se
determinaron los siguientes parametros: funcion de respuesta instrumental y linealidad,
precision, incertidumbre de la medicion, limites de deteccion y cuantificacion vy

selectividad y especificidad.

e Funcion de respuesta instrumental y linealidad

Para determinar la funcidn de respuesta instrumental se elabor6 una curva de calibracion
ajustada, para lo cual se calculé para cada nivel la media de los promedios diarios
obtenidos en la Tabla 3.9. En la Tabla 3.10 se pueden observar los datos para construir

la curva de calibracién y en la Figura 3.4, la curva de calibracién ajustada del dimetoato.
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Tabla 3.10. Datos de la curva de calibracion del dimetoato obtenidos en la

validacion
x (ng/ul) | y (respuesta)
0,02 17127
0,05 43094
0,10 90590
0,50 403621
1,00 776231
2,00 1563918

1,80E+06
1,60E+06

1,40E+06 /
1,20E+06 ﬂ@m@&g
1,00E+06 R?=0,9999
8,00E+05 /

6,00E+05

4,00E+05 /

2,00E+05

0,00E+00 /

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2
Concentracion (ng/ul)

Respuesta

Figura 3.4. Curva de calibracion ajustada del dimetoato obtenida en la validacion

De esta manera, la ecuacién de la curva de calibracién del dimetoato fue:

y=777618x + 6787,3

Y el R?, 0,9999, lo cual indica que si existe linealidad en el intervalo de trabajo de la

curva de calibracion.
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Una vez definida la ecuacion de la curva, se calculd la incertidumbre de factor de
respuesta (uFR), que es la fuente de incertidumbre por el uso de la curva de calibracion
ajustada, mediante la ecuacion A6.4. Se obtuvo: uFR = 0,0051 ng/ul. Esto significa
que, para cualquier respuesta Y obtenida, la concentracion X calculada con la ecuacion
de la curva de calibracion ajustada tendra una incertidumbre de 0,0051 ng/ul asociada

Unicamente a la respuesta del detector.

Después se determinaron los intervalos de confianza de la pendiente (b) y el intercepto
(@), es decir los valores minimos y maximos entre los cuales pueden encontrarse b y a.
Para esto se emplearon las ecuaciones A6.7, A6.8, A6.9 y A6.10. Se obtuvieron los

siguientes valores:

- Intervalo de confianza de la pendiente, b:
Limite inferior = 766173,9

Limite superior = 789061,9

- Intervalo de confianza del intercepto, a:
Limite inferior = -3930,8

Limite superior = 17505,2

e Precisién

Para determinar la precision de los datos obtenidos, primero se calculé la concentracion
estimada de cada uno de los datos experimentales, empleando la ecuacién A6.11 y los
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valores b y a obtenidos para el dimetoato. Se obtuvieron los siguientes resultados,

presentados en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Concentraciones estimadas de los valores experimentales

Concentracion estimada (ng/ul)

Concentracion

o Repeticion| Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5
teorica (ng/ul)

0,0220 | 0,0215 | 0,0210 | 0,0215 | 0,0204
0,0208 | 0,0206 | 0,0215 | 0,0202 | 0,0209
0,0215 | 0,0214 | 0,0206 | 0,0207 | 0,0205
0,0501 | 0,0482 | 0,0609 | 0,0491 | 0,0635
0,0500 | 0,0475 | 0,0603 | 0,0455 | 0,0619
0,0472 | 0,0602 | 0,0597 | 0,0496 | 0,0630
0,1069 | 0,1146 | 0,1103 | 0,1284 | 0,1144
0,1257 | 0,1130 | 0,1093 | 0,1169 | 0,1144
0,1187 | 0,1163 | 0,1079 | 0,1231 | 0,1144
0,5510 | 0,5189 | 0,5121 | 0,5546 | 0,5066
0,5528 | 0,4966 | 0,4864 | 0,5179 | 0,5079
0,5423 | 0,5173 | 0,4885 | 0,5212 | 0,5075
1,0567 | 1,0405 | 0,9675 | 1,0642 | 0,9987
1,0380 | 1,0157 | 0,9628 | 0,9900 | 0,9402
1,0226 | 0,9824 | 0,9245 | 1,0109 | 0,9655
2,1159 | 2,0422 | 1,9688 | 2,1106 | 1,9853
2,1181 | 1,9652 | 1,9112 | 2,0202 | 1,9067
2,0334 | 2,0116 | 1,9208 | 2,1209 | 1,9664

0,02

0,05

0,10

0,50

1,00

2,00

W N P W N P W N P W NP W N R W DN

Después se calculé para cada nivel la desviacion estandar de repetibilidad, Sr, y la
desviacion estdndar de precision intermedia, SR, y los coeficientes de variacion

correspondientes. Se obtuvieron los resultados reportados en la Tabla 3.12.
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Tabla 3.12. Repetibilidad y precision intermedia

conc Repetibilidad Precision intermedia

Teériéa %CVr %CVR
(ng/ul) Sr %CVr maximo SR %CVR maximo
g'p aceptado™ aceptado®
0,02 4 80E-04 2,40 19,32 5,13E-04 2,57 28,83
0,05 2,50E-03 5,01 16,83 7,28E-03 | 14,57 25,12
0,10 3,64E-03 3,64 15,16 6,65E-03 6,65 22,63
0,50 1,07E-02 2,13 11,90 2,26E-02 451 17,76
1,00 2,75E-02 2,75 10,72 3,98E-02 3,98 16,00
2,00 4,29E-02 2,14 9,66 7,72E-02 3,86 14,41

Se observa que los coeficientes de variacion de repetibilidad son menores que los de
precision intermedia, es decir que la variabilidad del método es mayor entre dias que en
un mismo dia, lo cual se puede explicar por la variacion de las condiciones de medicién,
como las condiciones ambientales. Adicionalmente los coeficientes de variacion de
repetibilidad y de precision intermedia se encuentran muy por debajo de los valores

méaximos permitidos, lo cual indica que la precisién del método es adecuada y

aceptable.

Finalmente se determind la incertidumbre causada por la variabilidad del método

cromatografica (uSR), empleando un andlisis simple de varianza. Asi se obtuvieron los

resultados que se presentan en la Tabla 3.13.

19 Estos coeficientes se determinaron empleando las ecuaciones de Horwitz, con las ecuaciones A6.12 y

A6.13.
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Tabla 3.13. Incertidumbre por variabilidad

Conc. MSR

(ng/ul) | (ng/ul)
0,02 5,20E-04
0,05 7,27E-03
0,10 | 6,44E-03
0,50 2,35E-02
1,00 |4,38E-02
2,00 |8,04E-02

e Estimacion de la incertidumbre de la medicion

Para determinar la incertidumbre de la medicion, se debe identificar las diferentes
fuentes de error mas significativas. En ese trabajo se tomo en cuenta la incertidumbre
proveniente de la preparacion de las soluciones estandar (USE), la respuesta

instrumental (UFR) y la variabilidad del método cromatogréafico (USR).

La incertidumbre de la medicion es por lo tanto la incertidumbre combinada de estas

tres fuentes de error, obteniéndose asi la siguiente ecuacion:

U = \JuSE? + uFR? + uSR? (3.1)

En la Tabla 3.14 se reportan las incertidumbres de las tres fuentes de error mencionadas
y la incertidumbre combinada U de cada nivel de concentracion. Adicionalmente se

calculd la incertidumbre combinada relativa.
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Tabla 3.14. Incertidumbres combinadas de cada nivel de concentracién

U
Nivel de concentracion USE uFR MSR U )
relativa
(ng/pl) (ng/pl) | (ng/ul) | (ng/pl) | (ng/pl)

(%0)

0,02 0,00004 | 0,00511 | 0,00052 | 0,00513 25,7
0,05 0,00161 | 0,00511 | 0,00727 | 0,00902 18,0
0,10 0,00096 | 0,00511 | 0,00644 | 0,00827 8,3
0,50 0,00462 | 0,00511 | 0,02347 | 0,02442 4,9
1,00 0,01013 | 0,00511 | 0,04376 | 0,04514 4,5
2,00 0,01873 | 0,00511 | 0,08044 | 0,08264 4,1

Se observa claramente que la incertidumbre combinada relativa disminuye a medida que
la concentracion aumenta. En los niveles méas bajos de concentracion, la fuente de
incertidumbre mas significativa es el factor de respuesta; mientras que en los mayores
niveles de concentracion, el factor de respuesta aporta poco a la incertidumbre. Para la
concentracion 0,02 ng/ul se obtuvo una incertidumbre de 25%. Sin embargo, ésta no se

significativa, ya que este nivel de concentracion estd muy por debajo del limite méximo

residual del dimetoato.

e Limites de deteccion y cuantificacion

En la Tabla 3.15 se presentan los valores obtenidos para los niveles de la curva de

calibracion inyectada para determinar el limite de deteccién (LD) y el limite de

cuantificacion (LC). Con estos datos se obtiene la curva de calibracién de la Figura 3.5.
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Tabla 3.15. Datos de la curva de calibracién del dimetoato para la determinacion

deLDyLC
X (ng/pl) |y (respuesta)
0,02 7372
0,05 22090
0,10 72891
0,50 308773
1,00 612929
2,00 1240895

1,40E+06
1,20E+06 =4
1,00E+06 /
8,00E+05 /

y =620345x - 1952,5
R?=0,9998

6,00E+05
4,00E+05

2,00E+05 /
0,00E+00 /

0 0,5 1 1,5 2

Concentracion (ng/ul)

Respuesta

Figura 3.5: Curva de calibracién del dimetoato para la determinacion de LDy LC

Usando la ecuacién de esta curva de calibracion y las ecuaciones A6.14 y A6.15 se

obtienen los resultados que constan en la Tabla 3.16.
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Tabla 3.16. Limites de deteccion y cuantificacion

Concentracion .| Desviacion | Limite de Limite de
. Promedio . ., e
Blanco | Respuesta estimada (ng/pl) estdndar | Deteccion | Cuantificacion
(ng/pl) (ng/pl) | (ng/pl) (ng/pl)
1 327 0,0005
2 409 0,0007
3 301 0,0005
4 325 0,0005
5 381 0,0006
5 206 0.0005 0,0005 0,0002 0,0007 0,002
7 96 0,0001
8 301 0,0005
9 395 0,0006
10 395 0,0006

Se observa que el limite de deteccidn es bastante bajo y el limite de cuantificacion esta

muy por debajo del limite maximo residual del dimetoato establecido por la EPA (2,0

mg/kg) y es menor que el LMR por defecto de la SANCO (0,01 mg/kg). Esto indica que

con este método se pueden cuantificar cantidades de dimetoato menores que el LMR

mas estricto.

Sin embargo la SANCO establece que el limite de cuantificacién se define como la

menor concentracion probada, en la cual se obtiene una recuperacion promedio con una

desviacion estandar relativa (RSD) aceptable [34]. Como se vera mas adelante, la menor

concentracion probada fue 0,05 mg/kg y se obtuvo una recuperaciéon promedio adecuada

con una RSD aceptable. Por lo cual se tomara para todos los plaguicidas un LC de 0,05

mg/kg.
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e Selectividad y especificidad

Estos parametros no necesitaron de validacion por varias razones. Primero, porque
bibliograficamente ninguno de los 8 analitos presenta interferencias significativas.
Segundo, el detector empleado en este método es un espectrémetro de masas y éste
proporciona una identificacion practicamente inequivoca de los compuestos analizados.
Y tercero, el modo SIM reduce significativamente las interferencias, ya que registra

exclusivamente iones seleccionados, caracteristicos de cada analito.

3.2.3. VALIDACION DE LA ETAPA DE TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Una vez validado el método cromatografico, se procedié a validar el tratamiento de la
muestra. Para esto se determinaron los porcentajes de recuperacion y desviaciones

estandar relativas para tres niveles de fortificacion.

Siguiendo el procedimiento descrito en el Anexo 3 se prepard una solucion madre de 10
ng/ul, a partir de la cual se prepararon las soluciones de trabajo para la curva de
calibracién. También se emple6 para fortificar las muestras usadas para la validacion

del tratamiento de la muestra.
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Las muestras fortificadas se prepararon a tres niveles de concentracion:
- 0,05 mg/kg
- 0,50 mg/kg

- 1,50 mg/kg

Las muestras fortificadas fueron sometidas al proceso de extraccion y limpieza y luego
analizadas con el método BROCOLISIMDEFINITIVO. En la Tabla 3.17 se reportan las

respuestas obtenidas para el dimetoato.

Tabla 3.17. Resultados de la validacion de la etapa de tratamiento de la muestra

Repeticion |  Respuesta
1 29907
31964
30164
29272
31810
216012
249847
235316
229106
243687
805883
840252
768167
821703
780203

0,05 mg/kg

0,50 mg/kg

1,50 mg/kg

PR WNRFRORWNRFPRORWIN

Junto con las muestras, se inyectaron las seis soluciones de trabajo. A continuacion en
la Tabla 3.18 se presentan las respuestas obtenidas para la curva de calibracion y en la

Figura 3.6, el grafico de la curva para el dimetoato.
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Tabla 3.18. Datos de la curva de calibracién del dimetoato obtenida para las

muestras fortificadas

x (ng/ul) | y (Resp)
0,02 2526
0,05 39319
0,10 61399
0,50 261580
1,00 499965
2,00 992354

1,20E+06
1,00E+06 /
6,00E+05
/ y = 495442x + 5685,8
@ 4,00E+05 / R2=0.9996
2,00E+05
0,00E+00 /

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Concentracion (ng/pl)

espuest

Figura 3.6. Curva de calibracion del dimetoato para las muestras fortificadas

Con la ecuacion de la recta de la curva de calibracion se estimaron las concentraciones
de cada determinacion y se calculé el porcentaje de recuperacion con respecto a la
concentracion real calculada, con la ecuacion A6.16. En la Tabla 3.19 se reportan las
concentraciones estimadas y los porcentajes de recuperacion de los analisis para el

dimetoato.
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Tabla 3.19. Concentraciones estimadas y porcentajes de recuperacién obtenidos

para el dimetoato

., Concentracion | Porcentaje de
. Concentracion .

Repeticion iy real calculada | recuperacion
(ng/pl) (%)
1 0,0489 0,0428 114
2 0,0530 0,0471 113
0,05 mg/kg 3 0,0494 0,0446 111
4 0,0476 0,0440 108
5 0,0527 0,0538 98
1 0,4245 0,4579 93
2 0,4928 0,4823 102
0,50 mg/kg 3 0,4635 0,4474 104
4 0,4510 0,4722 96
5 0,4804 0,4622 104
1 1,6151 1,5334 105
2 1,6845 1,5546 108
1,50 mg/kg 3 1,5390 1,4503 106
4 1,6470 1,5685 105
5 1,5633 1,4501 108

Para reportar los porcentajes de recuperacion, se calculéd el promedio de los cinco

valores y adicionalmente la desviacion estandar relativa porcentual (RSD); valores que

se reportan en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20. Porcentajes de recuperacion y desviaciones estandar relativas para

cada nivel de fortificacion

Porcentaje de

RSD (%)
recuperacion (%)
0,05 mg/kg 108,74 5,92
0,50 mg/kg 99,58 5,16
1,50 mg/kg 106,52 1,40
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Se considera que los porcentajes de recuperacion son aceptables si estan entre 70% vy
120% vy si tienen una desviacion estandar relativa menor a 20%. Los valores para el

dimetoato si se encuentran dentro del criterio de aceptacion.

3.2.4. RESUMEN DE VALIDACION

Los objetivos establecidos en el Protocolo de validacion (Anexo 10) fueron alcanzados,
por lo cual el método se considera validado. La declaracién del método validado se
realiz6 mediante un Resumen de validacién, que recoge todas las caracteristicas del
método, resume los pardmetros determinados y presenta los criterios de aceptacion y
rechazo. ElI Resumen de validacién para el dimetoato se presenta a continuacion. Los
resimenes de validacion de la alfa-cipermetrina, clorpirifos, diazindn, endosulfan I,

endosulfan 11, endosulfan sulfato y malation se presentan en el Anexo 9.
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RESUMEN DE VALIDACION

Método: Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli por GC-MS
Analito: Dimetoato
Matriz: Brécoli

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Interferencias conocidas: Bibliograficamente el método no presenta interferencias para el analito a ser medido

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 776447,7544
Intervalo de confianza de b 766174 A 789062
Intercepto, a 815
Intervalo de confianza de a -3931 A 17505
R2 0,9997
LIMITES
Limite Valor Unidades
De deteccion 0,0007 ng/ul
De cuantificacion 0,0500 ng/ul
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Nivel ul Repetibilidad Precision Intermedia Exactitud U
ivel (ng/ul) Sr %CVr SR %CVR error % ng/pl
0,02 4,80E-04 2,40 5,13E-04 2,57 0,31 0,0088
0,05 2,50E-03 5,01 7,28E-03 14,57 5,57 0,0114
0,10 3,64E-03 3,64 6,65E-03 6,65 1,67 0,0108
0,50 1,07E-02 2,13 2,26E-02 4,51 1,60 0,0254
1,00 2,75E-02 2,75 3,98E-02 3,98 1,75 0,0457
2,00 4,29E-02 2,14 7,72E-02 3,86 1,62 0,0830
Intervalo de trabajo validado: 0,02 ng/ul a 2 ng/ul
PORCENTAJE DE RECUPERACION
Nivel Bajo (0,05 mg/kg) 109 | % 5,92
Nivel Medio (0,5 mg/kg) 100 | % RSD (%) 5,16
Nivel alto (1,5 mg/kg) 107 | % 1,40
Rango de trabajo en muestra: 0,05 mg/kg a 2 mg/kg
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 766174 A 789062
Ordenada al origen: -3931 A 17505
Coeficiente de correlacion minimo: 0,9970

%CVr maximo:

Ver Tabla 1 (ecuaciéon de Horwitz)

%CVR méximo: 20%
Rango de recuperacién 70-120%
%RSD méximo: 20%

El método Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli por GC-MS se declara validado para el
analito dimetoato con las caracteristicas descritas y para uso en el laboratorio por personal previamente

calificado del CEAS.

Fecha:

24/11/2011

Responsable:

Jimena Salvador R.
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3.3.DETERMINACION DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN MUESTRAS DE

BROCOLI

Se determinaron los residuos de los plaguicidas en muestras de brécoli recogidas en
ocho mercados en el Distrito Metropolitano de Quito. A continuacion se detalla como se

realizd la toma de muestra y como fueron analizadas en el laboratorio.

3.3.1. TOMA DE MUESTRAS

La toma de muestras se realiz6 en 8 mercados, ferias y supermercados:

- Mercado Central (Sector Centro Histdrico)
- Feria de la Floresta (Sector La Floresta)

- Supermaxi (Sector La Floresta)

- Mercado Ifaquito (Sector Ifiaquito)

- Santa Maria (Sector Ifiaquito)

- Mercado de Cotocollao (Sector Cotocollao)
- Feria de la Ofelia (Sector Cotocollao)

- Feria de productos organicos de La Esquina (Cumbaya).

Se tom6 1 muestra por establecimiento comercial cada semana durante 4 semanas,
obteniendo en total 32 muestras. Se tomaron muestras compuestas seleccionando
diferentes puntos de venta del mercado o supermercado, hasta tener al menos dos

kilogramos de brdcoli, compuestos por al menos cinco cabezas de brocoli (como lo
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establece la referencia CAC/GL 33 del Codex Alimentarius). Las 32 muestras de

brdcoli fueron trasladadas al laboratorio empleando una cadena de frio para su analisis.

Las muestras se codificaron de la manera méas simple: tomando una o varias letras para

identificar el mercado y el nimero de muestra (correspondiente a cada semana de

muestreo). La Tabla 3.21 presenta el codigo para cada mercado:

Tabla 3.21. Cddigo correspondiente a cada mercado

Mercado Cadigo
Central Cx
Cotocollao COTOx
Floresta Fx
Ifiaquito IX
Ofelia Ox
Feria de productos organicos | ORGx
Santa Maria SMx
Supermaxi SPx

La x después de cada letra representa un niamero del 1 al 4, correspondiente a cada

semana de muestreo.
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3.3.2. ANALISIS DE MUESTRAS

Las muestras tomadas fueron analizadas con el método BROCOLISIMDEFINITIVO,
desarrollado y validado en el laboratorio. Para la preparacion de las muestras se siguio

el procedimiento de preparacion de muestras detallado en el Anexo 5.

Cada muestra fue preparada el mismo dia en que fue tomada. El extracto obtenido se
colocé en un vial de dos ml, previamente pesado. Se pesé el vial con el extracto y se
guardd en la congeladora hasta el dia de inyeccién. En dicho dia, el vial fue pesado
nuevamente para verificar que no hubiera variacion en el peso debida a evaporacion del

solvente.

También se prepararon una muestra fortificada (con 0,7 mg/kg) y un blanco,
remplazando el brécoli por agua destilada y sometiéndolo al mismo tratamiento que al
brécoli, para asegurar que no haya contaminacion cruzada en ninguno de los pasos del

tratamiento.

Todas las muestras de un lote'! fueron inyectadas en el cromatégrafo al final de cada
semana de muestreo, junto con el blanco, la muestra fortificada (spike) y el control de
calidad (QC). En la Tabla 3.22 se observa el cronograma que se siguié cada semana
para la preparacion de muestras, del blanco y de la muestra fortificada y la inyeccién de

los extractos.

1 En este caso, el lote est4 compuesto de las ocho muestras tomadas en una misma semana.
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Tabla 3.22. Cronograma para preparacion de muestras y analisis de extractos

Semana X Lunes Martes | Miércoles | Jueves | Viernes
Preparacion Ix ORGx Ox
de la muestra COTOX SMx SPx Cx Fx
Preparacion BLANCOX
del blanco
Preparacion
de la muestra SPIKEX
fortificada
Analisis de COTOx, Ix, SMx, ORGX,
extractos SPx, Cx, Ox, Fx
BLANCOx
SPIKEX
QC

Cada semana se inyectaron los estandares correspondientes a cada uno de los seis
niveles de concentracion y se elaboraron las curvas de calibracion de cada analito. Los
extractos fueron inyectados inmediatamente después de los estdndares. Entre cada

extracto se inyecto acetato de etilo para limpiar la columna.

3.3.3. RESULTADOS

El software del equipo elabora un reporte de cuantificacion para cada extracto. En este
reporte consta la informacién del anélisis de la muestra (archivo, fecha de adquisicion,
operador, nombre de la muestra, nimero de vial, método de cuantificacion, etc.) y los
resultados de la cuantificacion de los compuestos analizados (hombre del compuesto,
tiempo de retencion, ion principal, respuesta, concentracion, unidades y Q value). A

continuacién, en la Figura 3.7, se observa un reporte de cuantificacion, correspondiente
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a la muestra C4, es decir, tomada en el mercado Central en la cuarta semana. En la

Figura 3.8 se observa el cromatograma correspondiente al reporte.

Quantitation Report

Pata Path : D:\pestiZ011\BROCOLI\DATOS\NOUIEMBRE\MUESTRAS\ 021211\
Data File : Cu&.D

fcq On : 2 Dec 211 17:06

Operator : JASR

Sample : Cy

Misc : MUESTRA CENTRAL

ALS Wial : 13 Sample Multiplier: 1

Quant Time: Jan 30 10:19:59 2012

Quant Method : D:\pestiZ011\BROCOLI\METODDS\CURVACALMUESTREON. M
Quant Title : CURUA CALIBRACION 25-11-2811

QLast Update : Mon Jan 30 10:15:58 2012

Response vwia : Initial Calibration

Internal Standards R.T. GQlon Response Conc Units Dev(Min)
Target Compounds Qualue
1) ENDOSULFAN SULFATE 15.598 272 J02e0 0.086 ng/ullt 36
2) DIMETHOATE 12 625 87 1886 0.02 ng/ullt 48
3) DIAZINON 12.560 179 17167 9.00 ng/ulh 1
4) MALATHION 13.757 173 2958 Below Cal # 1
5) CHLORPYRIFOS 13.881 199 9050 Below Cal # 1
6) ENDOSULFAN 1| 15.549 281 15278 0.10 ng/uln 50
7) PROFEMOFOS 15.695 208 AN13% Below Cal 0 'Y
8) ENDOSULFAN 11 15.173 195 8137 0.02 ng/ult 6n
9) ALFA-CYPERMETHRIN 17.487 163 J0029 Below Cal n h7

(#) = qualifier out of range (n) = nanual integration (+) = signals sumned

CURVACALMUESTREDAM .M Mon Jan 30 10:19:a9 2012

Figura 3.7. Reporte de cuantificacion

TITETTH
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BOOD
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g
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DOSULFAN |
EHOOSULEAH Il

E
ERDOSULTAN SULFATE

Figura 3.8. Cromatograma correspondiente al reporte
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Para determinar la concentracion en la muestra basta con cambiar las unidades de ng/pl
a mg/kg (ver seccion 2.1.3.2). Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.23.
“<LC” significa que la concentracion obtenida en el reporte de cuantificacion generado
por el software es menor al limite de cuantificacion establecido para cada analito y
“N.D” se refiere a no detectado. Un compuesto se considera no detectado si en el
reporte aparece como no detectado o si su Qvalue es inferior al 70% aun si se reporta
una concentracion mayor al limite de cuantificacion. Por ejemplo, en la Figura 3.7 se
observa que para el endosulfan sulfato se reporta una concentracion de 0,06 ng/ul con
un Qvalue de 36 y para el endosulfan I, una concentracion de 0,10 ng/ul con un Qvalue
de 50. En la validacién, para el endosulfan sulfato se obtuvo un Q value promedio de 72
(con valores desde 70 hasta 75) para el nivel de concentracion de 0,05 ng/ul; para el
endosulfan | se obtuvo para el nivel de concentracion de 0,10 ng/ul un Q value
promedio de 80 (con valores desde 76 hasta 83). Esto indica que cuando se trata
efectivamente del analito el Q value es ser mayor que 70. Si el Q value es menor, se

puede asegurar que no se trata del analito en cuestion.
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Tabla 3.23. Resultados experimentales del analisis de las muestras de brdcoli

COTO [ SM ORG

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Dimetoato N.D. | N.D. | N.D. | NND. | N.D. [ NND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Diazin6n N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. [ NND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Malation N.D. | N.D. | N.D. | NND. | N.D. | NND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Clorpirifos N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. [ NND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Endosulfan | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. <0L0g N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Endosulfan 11 N.D. | N.D 0,01 N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | ND N.D. | N.D. | N.D. | ND 0,02 N.D. | N.D. | N.D

.D. Dl e .D. .D. .D. .D. .D. .D. .D. .D. Dldc .D. .D. .D.
Endo. Sulfato N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. <OLOC32 N.D. | N.D. | N.D. <O|’_OC2: N.D.
Alfa-cipermetrina N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

SP C ©) F

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Dimetoato N.D.| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | ND. | ND. | ND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Diazin6n N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | ND. | ND. | ND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Malation N.D.| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Clorpirifos N.D.| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | ND. | ND. | ND. | ND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Endosulfan | N.D. | N.D. <0|’_OC1: N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.

: 0,02 0,01 | 0,03 0,01 0,02

Endosulfan Il N.D. <.C N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. <c |<c N.D. | N.D. | N.D. <.c |<c N.D.
Endo. Sulfato N.D.| N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | ND. | ND. | ND. | ND. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
Alfa-cipermetrina N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. <0L0é N.D. <0L0é

Nota: Todos los niveles no detectables (N.D.) presentados en esta Tabla corresponden al caso en que el Qvalue es menor a 70.
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3.3.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

No se encontraron residuos de dimetoato, diazinon, malation y clorpirifs en ninguna
de las muestras. En 2 muestras se detectaron residuos de endosulfan | pero en niveles
bajo el limite de cuantificacion (LC); en 7 muestras se encontraron niveles bajo el LC
de endosulfan 1I; en 2 muestras se detectaron niveles bajo el LC de endosulfan sulfato y

finalmente, en 2 muestras se hallaron niveles bajo el LC de alfa-cipermetrina.

Existen dos posibilidades que expliquen la ausencia de residuos de los plaguicidas
organofosforados analizados en este estudio: la primera es que no todos los productores
emplean estos plaguicidas en la produccién de brocoli; la segunda es que los
productores que si los utilizan los emplean correctamente. En este Gltimo caso, la

ausencia de residuos indicaria la degradacion de los plaguicidas organofosforados.

Puesto que se encontraron residuos de endosulfan I, endosulfan Il y endosulfan sulfato
en algunas muestras, esto demuestra que estos plaguicidas si son empleados por algunos

productores. Lo mismo ocurre para la alfa-cipermetrina.

Puesto que todos los residuos de plaguicidas detectados se encuentran bajo el limite de
cuantificacion y éste, a su vez, es bastante menor que los limites maximos residuales
establecidos por el Codex, se puede afirmar que la poblacion quitefia no esta expuesta al
riesgo de ingerir brocoli con niveles no permitidos de cualquiera de estos siete

plaguicidas.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se estandarizd y validd un método para la determinacion de residuos de

plaguicidas en brdcoli, basado en el método QUEChERS.

El método validado opera en el rango de concentraciones de 0,02 a 2,00 mg/kg
para los siguientes plaguicidas: clorpirifds, diazindn, dimetoato, malation,

endosulfan I, endosulfan I, endosulfan sulfato y alfa-cipermetrina.

El método fue validado segin los requisitos técnicos de la norma NTE 1SO

17025 y cumple con los criterios de aceptacion establecidos por el laboratorio.

No se encontraron residuos de plaguicidas organofosforados en ninguna de las

muestras analizadas.

En 11 de las 32 muestras se detectaron residuos de endosulfan I, endosulfan 1l o
endosulfan sulfato. Los residuos encontrados estan en cantidades menores al

limite maximo residual establecido en la norma.

En 2 muestras se hallaron residuos de alfa-cipermetrina, pero igualmente bajo el

limite maximo residual.
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e Se recomienda realizar estudios sistematicos del contenido de residuos de
plaguicidas en los productos de mayor consumo de indole vegetal como frutas,

verduras y hortalizas.
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INEN
INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 1 976:2003

HORTALIZAS FRESCAS. BROCOLI O BRECOL.
REQUISITOS.

Primera Edicién

FRESH VEGETABLES. BROCCOLI. SPECIFICATIONS.

First Edition

DESCRIPTORES: Industria alimentaria, productos agricolas, hortalizas frescas, brécoli, requisitos.
AL 02.01-442

CDU: 635.35

CllU: 1120

ICS: 67.080.20
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CDU: 635.35 Emg——\il CHU: 1120

ICS: 67.080.20 AL 02.01-442
Norma Técnica HORTALIZAS FRESCAS. NTE INEN
Ecuatoriana BROCOLI O BRECOL. 1976:2003
Obligatoria REQUISITOS. 2003-01
1. OBJETO

14 Esta norma establece los requisitos que debe cumplir el Brécoli o Brécol destinado para
consumo en estado fresco 0 como materia prima para el procesamiento industrial.

2. DEFINICIONES

Para los efectos de esta norma se adoptan las definiciones contempladas en la NTE INEN 2104, y
las que a continuacion se detallan:

2.1 Brécoli. Planta herbacea de color verde oscuro, que se cultiva para aprovechar su
inflorescencia. La raiz principal es pivotante, tallo grueso y camoso, los pedicelos se rematan
terminalmente en una masa voluminosa de yemas florales hipertrofiadas muy apretadas unas contra
otras de color verde claro, verde oscuro, o ligeramente purpura de acuerdo a la variedad. Hojas
festoneadas con ligeras espiculas a ambos lados del nervio central y peciolos largos. La planta se
caracteriza por emitir brotes laterales que forman pequefias inflorescencias también comestibles. Su
nombre cientifico es Brassica oleracea L., pertenece a la familia de las Cruciferas, género Brassica,
especie oleracea, variedad italica.

2.2 Inflorescencia o pella. Es la parte comestible del brécoli, constituida por agrupaciones que
forman las flores al brotar con su respectivo tallo.

2.3 Tipo de pella. Para efecto de esta norma, es el caracter dimensional de la inflorescencia que
permite clasificarlo por su masa (peso).

2.4 Pella fuera de norma. Es aquella que no cumple con los requisitos establecidos en esta
norma.

2.5 Pella fresca. Producto que, luego de la recoleccion, no ha sufrido cambio alguno, que afecte
su maduracion natural y mantiene sus cualidades.

2.6 Tamafo de la pella. Es el caracter dimensional de las inflorescencias que permite su
clasificacién por tamafio.

2.7 Masa (peso) de la pella. Es la masa de la inflorescencia, que se equilibra con el uso de
pesas, en una balanza.

2.8 Pella defectuosa. Aquella con uno o mas defectos que afecten su calidad comercial.
2.9 Bulto, gaveta, bin, caja. Volumen de algunas hortalizas que se utiliza en su comercializacion.

2.10 Atado. Porcion de pellas sujetadas en sus tallos.

3. CLASIFICACION
3.1 Tipo. La pella en funcion de su masa unitaria, se clasifica de acuerdo a su utilizacion en:

a) Pella para la industria. La masa por unidad de tallo debe oscilar entre un 50% a 75% de la masa
total de la pella.

(Continta)
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b) Pella para consumo en fresco. La masa por unidad de tallo debe oscilar entre un 50% a 90% de
la masa total de la pella.

3.1.1 Tolerancia. Se admite una tolerancia como maximo del 10% en masa.
3.2 Grado de calidad. Las pellas, de acuerdo a los grados de calidad, se clasifican en:

3.2.1 Grado |- La pelia debe cumplir con los requisitos establecidos en 5.1.1, y estar exento de todo
defecto que demerite la calidad del producto.

3.2.1.1 Habra una tolerancia del 10% para las inflorescencias que no satisfagan enteramente los
requisitos de este grado siempre que puedan ser clasificadas en el grado siguiente, para el consumo
en fresco y para la industria de acuerdo a las normas de calidad de cada empresa.

3.2.2 Grado II: La pella debe cumplir los requisitos establecidos en 5.1.1 y se acepta lo siguiente:

a) Ligeros defectos en el color y forma y las flores abiertas de color amarillo, en pequefa
proporcidn, siempre que no perjudiquen la apariencia general de la pella.

3.2.2.1 Se tolerara en un 12% en masa o en nimero para las inflorescencias de un mismo lote que
no satisfagan enteramente los requisitos de este grado cuando sean considerados propios para el
consumo.

3.2.2.2 Paralos grados | y Il se admitira una tolerancia maxima del 15% en masa o en ndmero que
no correspondan a las caracteristicas sefialadas para cada grado.

3.3 Acumulacion de tolerancias: En ninguin caso, las tolerancias para los grados o para la masa,
podran en conjunto, exceder del 15%.

4. DISPOSICIONES GENERALES

4.1 La pella, destinada a la comercializacion, debe presentarse en atados o cabezas individuales,
no necesariamente de la misma variedad, pero si de calidad, forma y color uniforme.

4.2 La pella, debe ser embalada, en tal forma que se asegure una proteccion conveniente al
producto. Papeles y otros materiales que se usen en el interior del embalaje deben ser nuevos, sin
impresiones y no ser nocivos al alimento.

4.3 El proveedor debe garantizar que la muestra inspeccionada cumpla con la masa y grado
declarado en el rétulo o etiqueta del envase o embalaje.

4.4 Las variedades de brocoli mas difundidas en el pais son: Coronado, Legacy, Marathon y
Shogun.

4.4.1 El brocoli presenta los siguientes requerimientos para su mejor conservacion:
a) Temperatura 0°C, humedad relativa 95%, la vida util va de 21 dias a 28 dias.

b) Temperatura 5°C, humedad relativa 95%, la vida util es de 14 dias.
¢) Temperatura 10°C, humedad relativa 95%, la vida util es de 5 dias.

5. REQUISITOS

5.1 Requisitos especificos

5.1.1 Requisitos fisicos. De acuerdo con los grados de calidad, las pellas, ademas de cumplir con
los requisitos y tolerancias permitidos, deben tener las siguientes caracteristicas:

(Continta)
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a) Estarenteras.

b) Estar sanas (libres de ataques de insectos y/o enfermedades, sin magulladuras, manchas
oscuras, heridas, lesiones, quemaduras de sol y cicatrices, que demeriten la calidad interna del
fruto).

c) Presentar aspecto fresco y turgente con tamafio uniforme.

d) Estar libres de humedad externa anormal producida por mal manejo en la etapa de postcosecha
(recoleccion, acopio, seleccion, clasificacion, adecuacion, empaque, almacenamiento y
transporte).

e) Con olor, sabory color tipico de la variedad.

f) Exento de lesiones debidas a heladas y granizo; las flores y las pellas deben estar cerradas y
compactas de acuerdo a la variedad.

g) Estar exentas de materias extrafias (restos de hojas, polvo, tierra, agroquimicos y otros) visibles
en el producto o en su empaque.

h) Con el tronco o tallo cortado de acuerdo al numeral 3.1.

5.1.2 Residuos de plaguicidas. Hasta que se expidan las normas INEN correspondientes, para los
limites maximos de residuos de plaguicidas y productos afines, en alimentos, se adoptaran las
recomendaciones del Codex-Alimentarius o los exigidos por el pais de destino.

5.2 Requisitos complementarios

5.2.1 La comercializacién de este producto debe sujetarse con lo dispuesto en la Ley de Pesas y

Medidas y las Regulaciones correspondientes

6. INSPECCION

6.1 Muestreo
6.1.1 El muestreo del brocoli se realizara de acuerdo con la NTE INEN 1750.
6.2 Aceptaciony rechazo
6.2.1 Si la muestra inspeccionada no cumple con uno o mas de los requisitos establecidos en esta
norma, se repetira la inspeccion en otra muestra. Cualquier resultado no satisfactorio en este
segundo caso, sera motivo para considerar el lote como fuera de norma.

7. METODOS DE ENSAYO
71 Determinacion del tipo o tamafio

7.1.1 La pella puede clasificarse mecanicamente, mediante el uso de una balanza para pesar en
gramos o mediante una maquina clasificadora adecuada.

7.1.2 La pella debe separarse segin su masa, su calidad mediante un analisis visual y registrar el
namero de éstos en cada grado.

(Continta)
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8. EMBALAJE

8.1 La pella debe comercializarse en cajas de madera, carton, plastico, en carros especiales de
transporte, limpios, cuidando que las inflorescencias no se deterioren, debiendo reunir condiciones de
higiene, ventilacion, resistencia a la humedad, manipulacién, transporte, de modo que se garantice
una adecuada conservacion del producto.

8.2 El contenido de cada embalaje debe ser homogéneo y referirse exclusivamente a brécoli que
tenga el mismo origen, variedad, tipo y con un nivel uniforme de maduracion. El producto debe ser
marcado con tinta innocua luego de haber sido pesados.

8.3 Las caracteristicas del embalaje de madera se encuentran establecidas en la NTE INEN 1
735 y para los productos de exportacion deberan satisfacer las disposiciones que exigieren los paises
de destino.

9. ROTULADO
9.1 Los envases deben llevar etiquetas o impresiones con caracteres legibles, en espafiol (y en
otro idioma, si las necesidades de comercializacion asi lo dispusieren), colocadas en tal forma que no

desaparezcan por efecto de aimacenamiento y transporte, debiendo contener la informacién minima
siguiente:

a) Identificacion del productor, exportador, empacador y/o distribuidor (marca comercial, nombre,
direccion o cdigo).

b) Nombre y variedad del producto: BROCOLI, variedad Shogun.

c) Caracteristicas comerciales: tipo, grado, contenido neto expresado en unidades del Sistema
Internacional y coloracion al empacarse.

d) Pais de origen y region productora.
e) Fecha de empaque.

f) Impresién con la simbologia que indique el manejo adecuado del producto.

(Continta)
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APENDICE Z
Z.1 DOCUMENTOS NORMATIVOS A CONSULTAR

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 735:1989 Embalajes de madera para frutas y hortalizas.
Requisitos.

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 750:1994  Hortalizas y frutas frescas. Muestreo.

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 104:1996  Hortalizas frescas. Definiciones y clasificacion.

CODEX ALIMENTARIUS: Limites méximos del Codex para residuos de
plaguicidas. Suplementos 1 y 2 CAC/Vol Xl
Ed. 2 6 CAC/PR2 y CAC/PR3.

Ley de pesas y medidas, su reglamento y sus regulaciones.

Z.2 BASES DE ESTUDIO

Manual de legislacion para la inspeccion de calidad de alimentos. Capitulo XXI. Hortalizas y
verduras. (Brocoli). Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion. Direccion General de Politica
Alimentaria. Madrid, Espafia. 1986.

Codex Stan 110-1981 Norma del Codex para los brécoles congelados rapidamente. Cédex
alimentarius Volumen 5A. Programa conjunto FAO/OMS sobre normas alimentarias Organizacion
de la Naciones Unidas para la agricultura y la alimentacion. Organizacion Mundial de la Salud.
Roma, Italia. 1995.
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SIGMA-ALDRICH®
CERTIFICATE OF ANALYS]S

Sigma~Aldrich Laborchemikalien GmbH D-30918 Sealze
Telefon: +49% 5137 8238-150

Seelze, 24.03.2010/112323/09/15840

Ordsr-No.,
Customer-No. :

Order-Code:

Quantity:

Production Date: 31,Aug.2003

Expiry Date: 31.Rug.2014
Article/Product: 45449 Batch : SZE9243X
Dimethoate PESTANAL®
Reference Material (RM)
1. General information
Formula: C5H12NO3PS2 Molar mass: 229.26 g/Mole
CAS-No.: [60~51-5] Recomm. storage temp.: 2-8 °C
Usage : Acaricide/Insecticide s
The estimated unceriainty of a single measurement of the assay can be expecied o be 0.5 % relative
{confidence level = 95%, n= 6) whereby the assay its are caiculated by 100% minus found
impurities. .

2. Batch Analysis

Identity (NMR) complying

Assay (HPLC) 99. area %
Water (Karl Fischer) 0.04 %
Melting range 47.0-49.5 °c
Date of Analysis 15.8ep.2009

3. Advice and Remarks
The minimum sheif life 1y based on the current knowladge aud holds only for proper storage conditions in the

originally closed flasks/ packages.

Whenevar the container is opened for removal of aliqout portionz of the substance, the person handling the
substance must assure, that the integrity of the substance is maintained and proper rescords of all its
bandlings are kept. Special care has to be taken to avoid any contamination or adulteration of the substance.
We herewith confirm that the delivery is effected according to the technical delivery conditions agreed.
Particular properties of the products or the suitability for a particular area of application are not assured,

e

We guarantee a proper quality within our General Conditioas of Salas.

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmtH
Quality Management SA-LC

This document was produced electronically and is valid without a signature
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660 Tower Lane « P.O. Box 599 * West Chester, PA 19381-0599
1-800-452-9994 « 1-610-692-3026 * Fax 1-610-692-8729
info@chemservice.com * www.chemservice.com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

INVOICE #: CS326631
PO # PO-12-2011

CATALOG #. F2060 CAS #: 333-41-5
DESCRIPTION: Diazinon

LOT #: 452-108A
PURITY: 99.5%

EXPIRATION DATE: 10/13

Chem Service, Inc. guarantees the purity of this chemical £ 0.5% deviation prior to the expiration date
shown on the label and exclusive of any customer contamination.

Two or more of the following methods of analysis are used to determine purity: Melting point,
refractive index, titration, FTIR, IR, TLC, GC/FID, GC/TCD, GC/ECD, GC/MS, HPLC or DSC.

Our standards are suitable for use with all EPA methods.

Certified By:

ot

John Conrad
CSM/TC

ey

o
3

PJLA
Teesiag

o"‘
P
4
\;S%; A
&
15 ISONEC 17025

0 9001
Certificate Number: 31610 Accreditation Number: 63520
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SIGMA-ALDRICH-
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbE D-30918 Seelze
Telefon: +49 5137 8238-150

Seelze, 30.11.2010/150512/03/03067

Order-Ho.:
Custoner-No. !

Order-Code:

Quantity:

produccion Date: 26.May.2009

Expiry Date: 26, May. 2015
Article/Product: 36143 Batch : SZB9146XV
Malathion PESTANAL®
Reference Material (RM)
1. General Information
Formula: ClO0H13906PS2 Molar mass: 330.36 g/Mole
CAS-No.: [121-75-5] Recomm. storage temp.: 2-8 °C

Usage : Acaricide/Insecticide

The estimated uncertainty of a single measurement of the assay can be expecled to be 1 % relative
{confidence level = 95%, n= 6) whereby the assay measurements are calculated by 100% minus found
impurities.

2. Batch Analysis

Identity (NMR) complying

Assay (HPLC) 97.2. area %
Refractive index (n 25/D) 1,4960

Water (Karl Fischer) .02 %
Date of Analysis 22,Jun. 2009

3. Advice and Remarks
The minimum shelf life is based on the current kmowledge and holds only for proper storage conditions in the

originally closed flasks/ packages.

Fhenever the container is opened for removal of aligout portions of the substance, the perscn handling the
substance must assure, that the integrity of the substance is maintained and proper records of all its
handlings are kept. Special care has to be taken to avoid any contamination or adulteration of the substarnce.

We herewith confirm that the delivery is effected accozding to the technical delivery conditions agreed.

Particular properties of the products or the suitability for 3 particular area of application are mot assured,

® We guarantea a proper guality within our General Conditions of Sales.

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH
Quality Management SA-LC

This document was produced electronically and is valid without a signature
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Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH D-30318 Seelze
Telefon: +49 5137 8238-150

SIGMA-ALDRICH"

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Seelze, 23,11.2010/143406/10/10953

Order-¥o.:
Customer-No.:

Order-Code:

Quantity:

Production Date: 21.May.2010
Expiry Date! 21.May.2015

Article/Product: 45395

Chlorpyriphos PES'I.'.I\HP.L®

Batch ; SZBAl41XV

Reference Material (RM)
1. General Information
Formula: C9H11C1l3NO3PS

CAS-No.: [2921-88-2]
Usage : Insecticide

Molar mass: 350.59 g/Mole
Recomm. storage temp.: 2-8

The estimated uncertainty of a single measurement of the assay can be expected 1o be 0.5 % relative
(confidence level = 85%, n= ) whereby the assay measurements are calculated by 100% minus found

impurities.
2, Batch Analysis

Identity (NMR)
Assay (HPLC)
Melting range

Water {Karl Fischer)
Date of Analysis

3. Advice and Remarks

complying
99.9 area %
40.9-41.9 °C
0.06 %
04.Jun.2010

s The minimum shelf life is based on the current knowledge and holds only for proper storage conditions in the

originally closed flasks/ packages.

Whenever the container is opened for removal of aliqout portions of the substance, the person handling the

substance must assure, that the integrity of the substance is maintained and proper racords of all its

handlings are kept. Special care has to be taken to avoid any contamination or adulteration of the substancs.
o He herewith confirm that the delivery is effected according to the technical delivery conditions agreed.

particular properties of the products or the suitability for a particular area of application are not assured.

v He guarantes a proper quality within our General Conditions of Sales.

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH
Quality Management SA-LC

This document was produced electronically and is valid without a signaturs
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DESCRIPTION: CLP Organochlorine Pesticide Mix

CATALOG NO.: 47426-T

LOT WO, =

1869830

SOLVENT: TOLUENE:KEXANE (80:50)

BETA-BHC

DELTA-BHC

DIELDRIN

EXDOSULFAN I (ALPHA}
ENDOSULFAN II (BETA)

(1) Listed in alphadetical order.
(2) Determined by capillary GC-FID, unless ctherwise noted.
a) HPLC UV-25408

(3] NIST traceable weights are used to verify balance cal
Concentraticn of analyte in solutiom ia ug/md «/- 0.5%,
Class A volumetric glassware.

{4) Determined by chromatographic anslysis against

replicate injaecticns.

)

Elwood Doughty

Supeico warrants that s progucts
suitabiity of the preduct for its
catalog or order invoice and paciking ship for additiona lenms

Purchaser must delermine

onGitrd
—

Quality Control Supervisor

CAS PERCENT WEIGHT{3)
NUMBER  PURITY(2)

309-00-2
319-84-6
5$103-71-9
319-85-7
319-86-0
60-57-1
959-98-8
33213-65-9
1031-07-8
72-20-8
7421-93-4
53494-70-5
S8-83-9
5103-74-2
76-44-8
1024-57-3
72-43-5
72-54-8
72-55-9

MFG DATE:
EXPIRATION DATE: Aug-2012

98.9
98.9
9.9
33.9
95.9%
99.2
9.9
9.9
9%.4
9.1
8.4
92.5
99.8
93.9
59.9%
9.9
93.9
98.1
99.2

“Certificate of Analysis

Aug~2009

PAGE 1 of 2
ANALYTICAL(4) STD SUPELCO
CONCENTRATION bev LOT NO
2000 2060 of- 36.6 LBA5S204
2003 2060 +/« 30.2 LBEOLESR
2001 2043 +f~ 66.1 LB11OT)
2001 2202 +f= 19,2 LBS464S
2000 2126 +/- 32.4 LB418G2
2000 2061 /- 47,7 LBAITC2
2000 2114 /- 29.3 LB27820
2001 2062 of= 43.4 LBSeE4T
2001 2078 +/+ %0.8 LB4ISED
2000 2090 /- 54.7 LBESESL
2001 2097 of- 42,28 LBASASS
2000 2076 of- S1.8 LB4T622
2001 2078 of- 18.0 LB2T403
2000 2048 +/- 45.7 LB43792
2000 2041 /= 52.6 LBS40SC
2000 2048 of- 42.8 LDG64T8S
{a) 2000 2088 of~ 61l.4 LB4933E
2001 2072 of/= 4L.9 LB3414S
2000 2095 of« 41,1 LB27733

{hratica with the preparxation of each lot.
uncertainty based upon balance and
Weights are corrected for anslytes less tban 98% pure.

an independently prepared reference lot. Mean of

mwuwmmmw
pariculas use. Please sea the ialest
and conditions of sale.

(® SUPELCO
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SIGMA-ALDRICH"
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GubH D-30318 Seelze
Telefon: +49% 5137 8238-150

Seelze. 03.12.2010/150353/10/05073

Order-No. !
Customer-No.:

Order~Coda:

Quantity:

Production Date: 09.Mar.2010

Expiry Date: 09.Mar.2015
Article/Product: 45806 Batch : 2ZBA06SXV
alpha-Cypermethrin PESTANAL®
Reference Material (RM)
1. General Information
Formula: C22H19C12NO3 Molar mass: 416.30 g/Mole
CAS-No.: [67375-30-8] Recomm. storage temp.: roomtemp.

Usage : Insecticide

The estimated unceriainty of a single measurement of the assay can be expected to be 0.5 % relative
(confidence level = 95%, n= &) whereby the assay measurements are calculated by 100% minus found
impurities.

2. Batch Analysis

Identity (NMR) complying

Assay (HPLC) 99.7 area %
Melting range 82.7-83.5 e
Water (Karl Fischer) 0.02 %
Date of Analysis 30.Mar.2010

3. Advice and Remarks

® The minimum shelf life is based on the current knowledge and holds only for proper storage conditicns in the
originally closed flasks/ packages.

® Whenever the container is opened for removal of aligout portions of the substance, the person handling the
substance must assure, that the integrity of the substance is maintained and proper records of all its
handlings are kept. Special care has to be taken to avoid any contamination or adulteration of the substance.

® We herewith confirm that the delivery is effected according to the technical delivery conditions agreed.

s Particular properties of the products or the suitability for a particular area of application are net assured.

® We guarantee a proper guality within our General Conditions of Sales,

Sigms-Aldrich Laborchemikalien GmbH
Qualitly Management SA-LC

is document was produced electronically and is valid without a signature
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ANEXO 3: PROCEDIMIENTOS PARA LA PREPARACION DE LAS

SOLUCIONES ESTANDAR
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1. SOLUCION STOCK

1. Pesar un vial ambar de 4 ml vacio.

2. Afadir aproximadamente 0,4 mg de estandar.

3. Pesar el vial con estandar.

4. Colocar 4 ml de acetato de etilo (EA). Pesar.

5. Agitar en Vortex durante 30 segundos. Guardar en la congeladora.
6. Medir la densidad del acetato de etilo con el densimetro.

7. Calcular la concentracion real de la solucion, usando la siguiente

ecuacion:
Cstock real = ﬁ X 1000000 x P (A3.1)
Donde:

Po €s el peso del vial vacio, en g,

p: es el peso del vial con estandar, en g,

- p2esel peso del vial con estandar y solvente, en g,

- d es la densidad del acetato de etilo, medida con densimetro, en
g/ml,

- 1000000 el factor de conversion de g/ml a ng/ul, y

-y Peslapureza del estandar, en %.
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2. SOLUCION MADRE

A partir de las soluciones stock se prepar6 una solucion madre que contiene todos los

plaguicidas en concentracion 10 ng/ul, de la siguiente manera:

1. Para cada plaguicida calcular el volumen de solucién stock (en ul)

necesario para preparar 4 ml de solucién madre de 10 ng/ul:

ng
—X
CmadreXVmadre __ 1011[ 4000 ul

Vstock = (A3-2)

Cstock real Cstock real

2. Pesar un vial ambar de 4 ml vacio.

3. Con las pipetas de 10-100 pul o 100-1000 pl colocar el volumen
necesario de la solucion stock del primer plaguicida en el vial. Tapar y
pesar.

4. Afadir el volumen necesario de solucion stock del segundo plaguicida en
el vial. Tapar y pesar.

5. Repetir hasta tener todas las soluciones stock de los plaguicidas en el
mismo vial.

6. Agregar acetato de etilo hasta tener un volumen de 4 ml. Tapar y pesar.

7. Homogenizar en el vortex durante 30 segundos. Guardar en la
congeladora.

8. Calcular la concentracion real de cada plaguicida en la solucion madre,

usando la siguiente ecuacion:
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_ Pn+1—Pn
Crealmadre - Pf—Do X Crealstock (A3-3)

Donde:
- po es el peso del vial vacio en g,
- pn+1es el peso del vial después de haber afiadido la solucion stock,
eng,
- pnesel peso del vial antes de haber afiadido la solucidn stock, en g,
- pr es el peso final del vial tapado, es decir, una vez que se
afadieron todas las soluciones stock y el acetato de etilo, en g, y

- Crealstock €S la concentracion real de la soluciéon stock, en ng/ul.

3. SOLUCIONES DE TRABAJO PARA CURVAS DE CALIBRACION

Para preparar las soluciones de trabajo se deben seguir los siguientes pasos:

1. Calcular el volumen necesario de solucion madre de 10 ng/ul para preparar

4 ml de solucién de trabajo, usando la ecuacion:

__ CtrabajoXVtrabajo _ Ctrabajo*4000 ul (A34)

v,
madre T,
Cmadre 107?

2. Pesar un vial ambar de 4 ml vacio.
3. Con las pipetas de 10-100 pl y de 100-1000 pl, colocar el volumen

calculado de solucién madre en el vial. Tapar y pesar.
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4. Completar el volumen a 4 ml con solucion matriz. Tapar y pesar.

5. Homogenizar en el virtex durante al menos 30 segundos. Guardar en la
congeladora hasta su uso.

6. Medir la densidad de la solucion matriz y del acetato de etilo a temperatura
ambiente con el densimetro.

7. Calcular la verdadera concentracion de la solucion, usando la siguiente

ecuacion:

— (P1—Po)/Amadre X Creal madre (A35)

C .
real trabajo (P2—p0)/Amatriz

Donde:

- po es el peso del vial tapado vacio, en g,

- paes el peso del vial tapado después de haber afiadido la solucion
madre, en g,

- p2es el peso final del vial tapado, es decir, una vez que se afiadio la
solucion matriz, en g,

- dmaare €S la densidad de la solucién madre, es decir, del acetato de
etilo, en g/ml,

- Omarriz €S la densidad de la solucién matriz, en g/ml, y

- Creal madre €S la concentracion real de la solucion madre, en ng/pul.

8. Repetir para las otras 5 soluciones de trabajo.
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2. SOLUCION MATRIZ DE BROCOLI

La solucién matriz se prepara utilizando brocoli organico.

1. Separar las partes comestibles del brécoli del tronco y las hojas. Descartar el
tronco, picar las partes comestibles en el procesador de alimentos, hasta obtener
el menor tamafio de particula posible.

2. Pesar 100.0 g de brécoli procesado y transferir a la licuadora. Afiadir 100.0 g de
agua destilada.

3. Licuar durante 5 minutos en velocidad media. Transferir el licuado a un vaso de
precipitacion. Homogenizar bien y pesar 20.0 g de la mezcla en un tubo co6nico
de centrifuga de 50 ml (tubo A). Preparar 5 tubos de la misma forma.

4. En un tubo conico de centrifuga de 50 ml (tubo B), pesar 3.750 g de MgSOy,
0.625 g de PSA y 0.625 g de Cys.

5. Anadir 10 ml de acetato de etilo (EA), a cada uno de los 5 tubos A.

6. Transferir respectivamente el contenido del tubo 1 del DisQue CEN Dispersive
SPE Kit a cada tubo A con brécoli y EA, cuidando que no queden residuos de
reactivo en la rosca.

7. Tapar y agitar vigorosamente durante 1 minuto. Se pueden sostener hasta 4
tubos por mano. Al cabo de 30 segundos, ventilar el tubo para dejar salir
cualquier gas causado por el calentamiento del tubo.

8. Centrifugar los tubos a 5000 rpm durante 5 min.

9. Retirar los tubos de la centrifuga y transferir el sobrenadante de cada tubo A a
una probeta de 50 ml, hasta llegar a 30 ml, cuidando que no caigan pedazos de
brécoli a la probeta.

10. Transferir los 30 ml al tubo B preparado anteriormente y homogenizar en el

vortex durante 1 minuto.
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11. Centrifugar el tubo B a 5000 rpm durante 5 min.
12. Filtrar el sobrenadante utilizando una jeringa acoplada a un filtro Acrodisc® de

0.2 um. Recoger el filtrado en un vial de 30 ml.
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ANEXO 4: PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE MUESTRA

PROPUESTO POR EL FABRICANTE
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ANEXO 5: DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PREPARACION DE LA MUESTRA

112



Separar partes
comestibles y
descartar tronco

Pesar:

Agitar
vigorosamente

Centrifugar
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Triturar 100,0 g de agua Licuar
destilada

v
Aniadir contenido
tubo 1 < Anfadir 10 ml EA |e Pe;“:ruig(? g
QuEChERS
Transferir 1 ml
sobrenadante a ; 2 :
tubo 2 Agitar en vortex Centrifugar
QuEChERS
v
: Transferir
Analizar Inyectar en R
resultados GC-MS ? <
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ANEXO 6: FORMULAS EMPLEADAS PARA LOS CALCULOS NECESARIOS

EN LA VALIDACION
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e Exactitud en la preparacion de soluciones

Para determinar la exactitud en la preparacion de las soluciones, se debe calcular el
error relativo porcentual y adicionalmente la incertidumbre asociada a la preparacion de

las soluciones, usando las ecuaciones A6.1y A6.2, respectivamente.

% Error = \Ctesrica=Creall o 1) (A6.1)
tedrica
‘LISE — |Cteéric\7§_creal| (A62)

e Funcion de respuesta instrumental y linealidad

Se calcula la desviacion tipica residual en la estimacion de y (Syx) y el error en la
estimacion de x (Sxy), que es la fuente de incertidumbre por el uso de la curva de

calibracion ajustada. A esta incertidumbre se la conoce como “incertidumbre de factor

de respuesta” (uFR).

2i—9)?
Sy = [PEZE (A6.3)

donde y; es la respuesta obtenida para la concentracion x;, ; es el valor de y estimada

para el valor de x; y n es el nimero de repeticiones de un nivel de concentracion.
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UFR = Sy, = 22 (A6.4)

Después se calcula la desviacion estandar de b (Sp) y la desviacion estandar de a (S,)

que permiten estimar los limites de confianza de la pendiente y el intercepto.

S, = Syx (A6.5)
/E(x_xpromedio)z
Sy =5, |EX (A6.6)

Para determinar los intervalos de confianza de la pendiente y del intercepto se utilizan

las siguientes ecuaciones:

- Intervalo de confianza de la pendiente, b:
Limite inferior =b — t. S, (A6.7)

Limite superior =b + t. S, (A6.8)

- Intervalo de confianza del intercepto, a:
Limite inferior=a —t.S, (A6.9)

Limite superior =a + t.S, (A6.10)

La t de student utilizada en estos calculos (t=2,7765) es la correspondiente a n-2 grados

de libertad (es decir 4) y una probabilidad asociada de 0,025, que equivale a un grado de

confianza del 97,5%.
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e Precisién

Se calcula la concentracion estimada de cada uno de los datos experimentales,

empleando la siguiente ecuacion de la curva de calibracion:

Xestimada = yT (A6.11)
Para determinar si la repetibilidad y la precision intermedia son aceptables se utilizan
las ecuaciones de Horwitz:
%CVR = 2(1705l09C) (A6.12)
%CVr = 2(1-05109C) % 0,67 A6.13)
Donde C es la concentracion expresada como fraccion decimal.
Se debe determinar la incertidumbre causada por la variabilidad del método (uSR). Para
esto se realiza un analisis simple de varianza (ANOVA), suponiendo k grupos

muestrales (dias = 5) de igual tamafio p (repeticiones = 3), siendo n el nimero de

elementos muestrales (15).
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e Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites se calculan con las férmulas establecidas en la directriz del Codex

Alimentarius CAC/GL 72-20009:

LD =3,29.0 (A6.14)
LC =10.0 (AB.15)
Donde o es la desviacion estandar de las concentraciones estimadas de cada una de las

diez determinaciones.

e Porcentajes de recuperacion:

El porcentaje de recuperacion se calcula con la siguiente ecuacion:

., Concentracioén Estimada
% Recuperacion = — X 100
Concentracién Real

(A6.16)

La concentracion real se calcula a partir de los pesos obtenidos al momento de preparar

las muestras fortificadas, utilizando esta ecuacion:

P1—Po

(P1-Po)+®@3-D2) Csolucién madre

Crear =

(A6.17)
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Donde:

Po €s el peso del tubo con los 20,0 g de muestra de brocoli homogenizada,

- p1es el peso del tubo con la muestra tras afiadir la solucion de fortificacion,

- p2 es el peso del tubo con la muestra tras afiadir la solucion de fortificacion
después de los 15 minutos de espera, y

- psesel peso final del tubo después de haber afiadido los 10 ml de EA.
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ANEXO 7: ESPECTROS DE MASAS DE LOS OCHO ANALITOS DE INTERES

Y ESTRCUTURA DE LOS PRINCIPALES FRAGMENTOS
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ALFA-CIPERMETRINA

A continuacion en la Tabla A7.1 se presentan las estructuras de los dos fragmentos méas
abundantes del espectro de masas de cada analito, para entender la importancia de su

abundancia. Ademas se indica como se dio la fragmentacion.
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Tabla A7.1. Estructuras de los fragmentos de los espectros de masas

Compuesto Estructura del ion 1 Estructura del ion 2
87 93
: CsHsNS [1 C,HsO2P [1
Dimetoato 315 [] 2I6\J2 []
S
Hsc\o_/F</ HiC .
H,C—O S‘)ﬁ CH; o—F
NH HyC—0
o}
Estructura propuesta
179 137
CH,CH;— O _N._ ,;chJ CH,CH;— 0. N, -
Diazinén Yy T J 1
‘HH,'T:‘; N \HH,".'-::' I
CH3CH70\P/0 N\\(CH(CH3)2 CHs CH,
CH,CH;—0" | (fN Ml_gramon, de un grupo etox_llo Migracion de un grupo etoxilo
al grupo primidilo [2] unido al grupo primidilo vy
pérdida del grupo isopropilo [2]
173 125
., o 3
Malation L oer .
" o H_'J:: o MeO—F
C—OEt i —om
MeQ—P—S—HC’ a Ghde
e CHy-C— Ot Ruptura entre el azufre y el | Ruptura entre el fésforo y el
carbono y migracion de H [1] azufre [1]
199 197
OH OH
Clorpirifés Cl Cl
N7 ™ N7 ™
s O | |
CyHs0_ 1| = =
P—O cl
O NO Cl Cl
Cl Cl

Cl

Ruptura entre el oxigeno y el
carbono y migracion de H [3]

Ruptura entre el oxigeno y el
carbono y migracion de H [3]
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Continlia Tabla A7.1

241 195
cl
Endosulfan | “ .. + _Ci
Cl Cl c /<Gl Cl_~~_CL
v/ =CH ' Cl
Kel J /) |
C,!/-f':"\-, ;/ L/
fASS\ S X
g/u\ L OO__‘S Pérdida de los grupos
o —S03,1-CH,y2-CI [4] Pérdida de los grupos
-S03, 2 -CH, y 3 -Cl [4]
) 195 237
Endosulfan Il c Cl
C}'}, E: CI\«-""}CE‘I* CH
9T J L )
JAIN L
Cl cl \0\ Pérdida de los grupos
O—S=0 | pérdida de los grupos

-S03,2 -CH, y 3 -CI [4]

S03,1-CH,y2 -Cl[4]

Endosulfan Sulfato

cl C1

Cl

C1
o_ o
.S

0O

7N

s d ©

272

Pérdida de los grupos
-S0,,1-CH,y1-Cl[4]

274

Pérdida de los grupos
-S0,4,1-CH,y1-ClI [4]

Alfa-cipermetrina

O

163

Ruptura entre el carbono del
ciclopropano y el carbono del
grupo carbonilo [5]

181
va

4

Ruptura entre el oxigeno y el
carbono unido al grupo CN,
pérdida del grupo CN vy
migracion del C [5]

Nota: la diferencia de peso de los iones 199 y 197 del clorpirifos, 241 y 237 de los endosulfanes y 272 y

274 del endosulfan sulfato se debe a la presencia de los isétopos **Cl 'y *'ClI.
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ANEXO 8: CURVAS DE CALIBRACION DE LOS OCHO ANALITOS DE

INTERES
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Plot Calibration Curve i

DIMETHOATE

Response
1.00e+006

n_
0 1 2
Amount

Amount I Response
0.02000000 1728.64355469
0.05000000 19458.62437500
0.10000000 49297.91332868
0.50000000 249556.62527310
1.00000000 485250.41558524
2.00000000 1009519.68093750

Response = 5.06e+005 * Amt - 6.32e+003
Coef of Det 1°2) =1.000 Curve Fit: Linear

ok | Pint |
DIAZINON
Response
1.00e+006
0 == e
0 1 2
Amount

Amount I Response
0.02000000 27493.06622543
0.05000000 4695467404093
0.10000000 77591.08254000
0.50000000 292250.14223916
1.00000000 574493.66453270
2.00000000 1147145.73842576

Response = 5.64e+005 * Amt + 1.63e+004
Coef of Det (r*2) = 1.000 Curve Fit: Linear
0K I Print
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x
MALATHION
Response
5.00e+005
01—
0 1 2
Amount
Amount l Response
0.02000000 15280.89416268
0.05000000 3439262531250
0.10000000 56005.48478571
050000000 240290.50500000
1.00000000 467717.48546443
2.00000000 939727.36000000
Response = 4.65e+005 * Amt + 8.01e+003
Coef of Det (r*2) = 1.000  Curve Fit: Linear
ok | Print |
x
CHLORPYRIFOS
Response
1.00e+006
0 1
Amount

Amount I Response

0.02000000 19555.89777950

0.05000000 52714.68428571

0.10000000 B5636.25715473

0.50000000 268831.71000000

1.00000000 524308.50642857

2.00000000 1021203.05936170

Response = 5.03e+005 * Amt + 1.80e+004
Coef of Det (r"2) =1.000 Curve Fit: Linear
[ ok | Pint |
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x|
ENDOSULFAN |
Response
1.00e+005
0 ———— T
0 1 2
Amount
Amount I Response
0.02000000 5741.64062500
0.05000000 11287.73931624
0.10000000 15392.37411765
0.50000000 47252.02825670
1.00000000 87750.70880472
2.00000000 175549.41000756
Response = 8.45e+004 * Amt + 5.50e+003
Coef of Det 1"2] =0.933 Curve Fit: Linear
[ ok | Pint |
x

ENDOSULFAN I

Response
1.00e+005
0 e
0 1 2
Amount

Amount l Response
0.02000000 994921666667
0.05000000 12300.57500000
0.10000000 15220.57894737
0.50000000 39484.92187500
1.00000000 74906.41666667
2.00000000 152325.61842105

Response = 7.14e+004 * Amt + 7.01e+003
Coef of Det 1*2) =0.998 Curve Fit: Linear

0K I Print
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Plot Calibration Curve !

ENDOSULFAN SULFATE
Response
2.00e+005
HF— ——
0
Amount
Amount | Response
0.02000000 2834.43375000
0.05000000 9004.21748505
0.10000000 18033.17165344
0.50000000 59695.21440362
1.00000000 113562.17651004
2.00000000 231212.47500000

Response = 1.13e+005 * Amt + 3.00e+003
Coef of Det [°2) = 0.999 Curve Fit: Linear

0K

Print I

ALFA-CYPERMETHRIN
Response
1.00e+006
0 2
Amount
Amount | Response
0.02000000 32607.49262414
0.05000000 53107.01078253
0.10000000 8352435467379
0.50000000 271204.27440359
1.00000000 494525.53542918
2.00000000 972739.81457395

Response = 4.71e+005 * Amt + 3.01e+004
Coef of Det [r"2) =1.000 Curve Fit: Linear

0K

Print

x|
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ANEXO 9: RESUMENES DE VALIDACION DE DIAZINON, MALATION,
CLORPIRIFOS, ENDOSULFAN I, ENDOSULFAN 11, ENDOSULFAN

SULFATO Y ALFA-CIPERMETRINA
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RESUMEN DE VALIDACION

Determinacion de residuos de plaguicidas en brocoli por GC-

Método: MS
Analito: Diazinén
Matriz: Brocoli

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Interferencias conocidas: Bibliograficamente el método no presenta interferencias para el analito a ser medido

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 557418,3195
Intervalo de confianza de b 544469 a 570367
Intercepto, a 8331
Intervalo de confianza de a -3797 a 20458
R2 0,9997
LIMITES
Limite Valor Unidades
De deteccion 0,0135 ng/ul
De cuantificacion 0,0500 ng/ul
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Nivel (ng/ul) Repetibilidad Precisién Intermedia Exactitud U
9 Sr %CVr SR %CVR error % ng/ul
0,05 5,53E-03 11,06 9,11E-03 18,22 5,51 0,012779
0,10 3,29E-03 3,29 1,73E-02 17,27 1,60 0,019193
0,50 8,64E-03 1,73 4,18E-02 8,36 1,53 0,043305
1,00 1,22E-02 1,22 6,85E-02 6,85 1,69 0,070087
2,00 3,02E-02 1,51 1,25E-01 6,25 1,69 0,127645
Intervalo de trabajo validado: 0,05 ng/ul a 2 ng/ul
PORCENTAJE DE RECUPERACION
Nivel Bajo (0,05 mg/kg) 72 % 9,21
Nivel Medio (0,5 mg/kg) 73 % RSD (%) 7,96
Nivel alto (1,5 mg/kg) 95 % 8,20
Rango de trabajo en muestra: 0,05 mg/kg a 2 mg/kg
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 544469 a 570367
Ordenada al origen: -3797 a 20458
Coeficiente de correlacion minimo: 0,9970
%CVr maximo: Ver Tabla 1 (ecuacion de Horwitz)
%CVR méximo: 20%
Rango de recuperacion 70-120%
% RSD 20%

El método Determinacién de residuos de

plaguicidas en brécoli por GC-MS se declara validado para el

analito diazinén con las caracteristicas descritas y para uso en el laboratorio por personal previamente

calificado del CEAS.

Fecha:

24/11/2011

Responsable:

Jimena Salvador
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RESUMEN DE VALIDACION

Determinacion de residuos de plaguicidas en brocoli por GC-

Método: MS
Analito: Malatién
Matriz: Brocoli

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Interferencias conocidas: Bibliograficamente el método no presenta interferencias para el analito a ser medido

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 492553,1926
Intervalo de confianza de b 481531 a 503575
Intercepto, a 8001
Intervalo de confianza de a -2322 a 18324
R2 0,9997
LIMITES
Limite Valor Unidades
De deteccion 0,0452 ng/ul
De cuantificacion 0,0500 ng/ul
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Nivel (ng/ul) Repetibilidad Precisién Intermedia Exactitud U
9 Sr %CVr SR %CVR error % ng/ul
0,05 2,56E-03 5,12 3,62E-03 7,24 8,91 0,009087
0,10 2,92E-03 2,92 5,40E-03 5,40 5,67 0,010301
0,50 7,06E-03 1,41 2,30E-02 4,59 5,61 0,029261
1,00 1,60E-02 1,60 4,01E-02 4,01 5,75 0,053925
2,00 2,64E-02 1,32 9,25E-02 4,62 2,51 0,098197
Intervalo de trabajo validado: 0,05 ng/ul a 2 ng/ul
PORCENTAJE DE RECUPERACION
Nivel Bajo (0,05 mg/kg) 112 % 4,47
Nivel Medio (0,5 mg/kg) 82 % RSD (%) 5,84
Nivel alto (1,5 mg/kg) 97 % 7,64
Rango de trabajo en muestra: 0,05 mg/kg a 2 mg/kg
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 481531 a 503575
Ordenada al origen: -2322 a 18324
Coeficiente de correlacidon minimo: 0,9970
%CVr maximo: Ver Tabla 1 (ecuacion de Horwitz)
%CVR méximo: 20%
Rango de recuperacién 70-120%
%RSD 20%

El método Determinacién de residuos de plaguicidas en brécoli por GC-MS se declara validado para el
analito malation con las caracteristicas descritas y para uso en el laboratorio por personal previamente

calificado del CEAS.

Fecha:

24/11/2011

Responsable:

Jimena Salvador
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RESUMEN DE VALIDACION

Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli por GC-

Método: MS
Analito: Clorpirifos
Matriz: Brocoli

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Interferencias conocidas: Bibliograficamente el método no presenta interferencias para el analito a ser medido

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 575521,2941
Intervalo de confianza de b 566904 a 584138
Intercepto, a 8928
Intervalo de confianza de a 858 a 16999
R2 0,9999
LIMITES
Limite Valor Unidades
De deteccion 0,0110 ng/ul
De cuantificacion 0,0500 ng/ul
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Nivel (ng/ul) Repetibilidad Precisién Intermedia Exactitud U
9 Sr %CVr SR %CVR error % ng/ul
0,05 1,52E-03 3,03 3,53E-03 7,05 6,97 0,010229
0,10 1,35E-03 1,35 7,02E-03 7,02 3,66 0,011924
0,50 8,37E-03 1,67 2,91E-02 5,82 3,59 0,032281
1,00 1,97E-02 1,97 5,28E-02 5,28 3,74 0,059948
2,00 3,46E-02 1,73 1,03E-01 5,13 0,43 0,104615
Intervalo de trabajo validado: 0,05 ng/ul a 2 ng/ul
PORCENTAJE DE RECUPERACION
Nivel Bajo (0,05 mg/kg) 78 % 6,36
Nivel Medio (0,5 mg/kg) 77 % RSD (%) 7,22
Nivel alto (1,5 mg/kg) 106 % 6,11
Rango de trabajo en muestra: 0,05 mg/kg a 2 mg/kg
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 566904 a 584138
Ordenada al origen: 858 a 16999
Coeficiente de correlacion minimo: 0,9970
%CVr maximo: Ver Tabla 1 (ecuacion de Horwitz)
%CVR méximo: 20%
Rango de recuperacién 70-120%
%RSD 20%

El método Determinacion de residuos de

plaguicidas en brécoli por GC-MS se declara validado para el

analito clorpirifds con las caracteristicas descritas y para uso en el laboratorio por personal previamente

calificado del CEAS.

Fecha:

24/11/2011

Responsable:

Jimena Salvador
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RESUMEN DE VALIDACION

Determinacion de residuos de plaguicidas en brocoli por GC-

Método: MS
Analito: Endosulfan |
Matriz: Brocoli

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Interferencias conocidas: Bibliograficamente el método no presenta interferencias para el analito a ser medido

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 125261,9648
Intervalo de confianza de b 121362 a 129162
Intercepto, a 4300
Intervalo de confianza de a 647 a 7952
R2 0,9995
LIMITES
Limite Valor Unidades
De deteccion 0,0293 ng/ul
De cuantificacion 0,0500 ng/ul
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Nivel (ng/ul) Repetibilidad Precisién Intermedia Exactitud U
9 Sr %CVr SR %CVR error % ng/ul
0,05 2,85E-03 571 5,92E-03 11,84 2,93 0,012431
0,10 3,47E-03 3,47 8,71E-03 8,71 16,10 0,016951
0,50 1,33E-02 2,66 3,28E-02 6,56 16,18 0,058799
1,00 2,13E-02 2,13 5,59E-02 5,59 16,00 0,109293
2,00 5,03E-02 2,51 1,20E-01 6,00 19,98 0,261507
Intervalo de trabajo validado: 0,05 ng/ul a 2 ng/ul
PORCENTAJE DE RECUPERACION
Nivel Bajo (0,05 mg/kg) 71 % 14,20
Nivel Medio (0,5 mg/kg) 70 % RSD (%) 2,26
Nivel alto (1,5 mg/kg) 88 % 5,19
Rango de trabajo en muestra: 0,05 mg/kg a 2 mg/kg
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 121362 a 129162
Ordenada al origen: 647 a 7952
Coeficiente de correlacidon minimo: 0,9970
%CVr maximo: Ver Tabla 1 (ecuacion de Horwitz)
%CVR méximo: 20%
Rango de recuperacién 70-120%
%RSD 20%

El método Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli por GC-MS se declara validado para el
analito endosulfan | con las caracteristicas descritas y para uso en el laboratorio por personal
previamente calificado del CEAS.

Fecha:

24/11/2011

Responsable:

Jimena Salvador
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RESUMEN DE VALIDACION

Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli por

Método: GC-MS
Analito: Endosulfan Ii
Matriz: Brocoli

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Interferencias conocidas: Bibliograficamente el método no presenta interferencias para el analito a ser medido

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 125678,1848
Intervalo de confianza de b 118037 a 133320
Intercepto, a 3015
Intervalo de confianza de a -4142 a 10172
R2 0,9981
LIMITES
Limite Valor Unidades
De deteccion 0,0194 ng/ul
De cuantificacion 0,0500 ng/ul
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Nivel (ng/ul) Repetibilidad Precisién Intermedia Exactitud U
9 Sr %CVr SR %CVR error % ng/ul
0,05 3,43E-03 6,85 6,64E-03 13,28 511 0,038786
0,10 5,05E-03 5,05 8,83E-03 8,83 13,50 0,040059
0,50 2,25E-02 4,50 3,97E-02 7,95 13,57 0,068449
1,00 4,60E-02 4,60 8,27E-02 8,27 13,39 0,125429
2,00 7,70E-02 3,85 1,33E-01 6,63 17,29 0,243417
Intervalo de trabajo validado: 0,05 ng/ul a 2 ng/ul
PORCENTAJE DE RECUPERACION
Nivel Bajo (0,05 mg/kg) 97 % 11,58
Nivel Medio (0,5 mg/kg) 71 % RSD (%) 3,46
Nivel alto (1,5 mg/kg) 78 % 4,54
Rango de trabajo en muestra: 0,05 mg/kg a 2 mg/kg
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 118037 a 133320
Ordenada al origen: -4142 a 10172
Coeficiente de correlacion minimo: 0,9970
%CVr maximo: Ver Tabla 1 (ecuacion de Horwitz)
%CVR méximo: 20%
Rango de recuperacién 70-120%
%RSD 20%

El método Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli por GC-MS se declara validado para el
analito endosulfan Il con las caracteristicas descritas y para uso en el laboratorio por personal

previamente calificado del CEAS.

Fecha:

24/11/2011

Responsable:

Jimena Salvador
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RESUMEN DE VALIDACION

Método: Determinacién de residuos de plaguicidas en bracoli por
GC-MS

Analito: Endosulfan Sulfato

Matriz: Brocoli

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Interferencias conocidas: Bibliograficamente el método no presenta interferencias para el analito a ser medido

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 132822,8389
Intervalo de confianza de b 125952 a 139694
Intercepto, a -2398
Intervalo de confianza de a -11499 a 6702
R2 0,9955
LIMITES
Limite Valor Unidades
De deteccion 0,0176 ng/ul
De cuantificacion 0,0500 ng/ul

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ng/ul) Repetibilidad Precisién Intermedia Exactitud U
Sr %CVr SR %CVR error % ng/ul
0,05 3,21E-03 6,42 6,05E-03 12,10 4,80 0,033050
0,10 8,66E-03 8,66 1,64E-02 16,40 0,52 0,036770
0,50 2,94E-02 5,88 6,71E-02 13,42 0,46 0,077995
1,00 6,56E-02 6,56 1,34E-01 13,39 0,61 0,147705
2,00 9,49E-02 4,74 2,71E-01 13,53 2,80 0,288141
Intervalo de trabajo validado: 0,05 ng/ul a 2 ng/ul
PORCENTAJE DE RECUPERACION
Nivel Bajo (0,05 mg/kg) 80 % 18,87
Nivel Medio (0,5 mg/kg) 71 % RSD (%) 6,22
Nivel alto (1,5 mg/kg) 82 % 7,72
Rango de trabajo en muestra: 0,05 mg/kg a 2 mg/kg
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 125952 a 139694
Ordenada al origen: -11499 a 6702
Coeficiente de correlacidon minimo: 0,9970
%CVr maximo: Ver Tabla 1 (ecuacion de Horwitz)
%CVR maximo: Ver Tabla 1 (ecuacion de Horwitz)
Rango de recuperacién 60-120%
%RSD 20%

El método Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli por GC-MS se declara validado para el
analito endosulfan sulfato con las caracteristicas descritas y para uso en el laboratorio por personal
previamente calificado del CEAS.

Fecha: 24/11/2011

Responsable: Jimena Salvador
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RESUMEN DE VALIDACION

Método: Determinacién de residuos de plaguicidas en brécoli por
GC-MS

Analito: Alfa-Cipermetrina

Matriz: Brocoli

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

Interferencias conocidas: Bibliograficamente el método no presenta interferencias para el analito a ser medido

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 939314,9969
Intervalo de confianza de b 882371 a 996259
Intercepto, a 2222
Intervalo de confianza de a -51109 a 55553
R2 0,9981
LIMITES
Limite Valor Unidades
De deteccion 0,0075 ng/ul
De cuantificacion 0,0500 ng/ul

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Nivel (ng/ul) Repetibilidad Precisién Intermedia Exactitud U
Sr %CVr SR %CVR error % ng/ul
0,05 5,87E-03 11,73 6,72E-03 13,44 1,86 0,022134
0,10 5,73E-03 5,73 9,95E-03 9,95 1,63 0,023419
0,50 2,82E-02 5,64 4,32E-02 8,64 1,70 0,051720
1,00 3,23E-02 3,23 9,12E-02 9,12 1,54 0,103467
2,00 1,03E-01 5,16 2,20E-01 10,99 5,03 0,248574
Intervalo de trabajo validado: 0,05 ng/ul a 2 ng/ul
PORCENTAJE DE RECUPERACION
Nivel Bajo (0,05 mg/kg) 104 % 14,37
Nivel Medio (0,5 mg/kg) 106 % RSD (%) 15,41
Nivel alto (1,5 mg/kg) 111 % 2,20
Rango de trabajo en muestra: 0,05 mg/kg a 2 mg/kg
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 882371 a 996259
Ordenada al origen: -51109 a 55553
Coeficiente de correlacion minimo: 0,9970
%CVr maximo: Ver Tabla 1 (ecuacion de Horwitz)
%CVR méximo: 20%
Rango de recuperacién 70-120%
%RSD 20%

El método Determinacion de residuos de plaguicidas en brécoli por GC-MS se declara validado para el
analito alfa-cipermetrina con las caracteristicas descritas y para uso en el laboratorio por personal
previamente calificado del CEAS.

Fecha: 24/11/2011

Responsable: Jimena Salvador
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Tabla 1: Valores aceptados de CVr para cada concentracion
segun la ecuacion de Horwitz

Ecuacion de RSD, =202 » 0 67

Horwitz
C (fraccion
C (ng/ul) d(ecimal) %CVr

0,01 0,00000001 21

0,02 0,00000002 19

0,05 0,00000005 17

0,1 0,0000001 15

0,5 0,0000005 12

1 0,000001 11

2 0,000002 10

Nota: la concentracion C debe ser expresada en fraccion decimal
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ANEXO 10: PROTOCOLO DE VALIDACION
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Objetivo y alcance

Este protocolo especifica los requisitos generales de comportamiento que debe cumplir
el método Determinacion de residuos en brocoli por GC-MS, incluyendo las
condiciones para el tratamiento de las muestras. Se validara el método exclusivamente
para los dieciséis analitos mencionados, con las caracteristicas descritas y para uso en el

laboratorio por personal previamente calificado del CEAS.

La validacion realizada en este trabajo se basa en el modelo propuesto por el INEN

conforme a la norma ISO-1EC 17025 y en el documento SANCO/10684/2009.

Etapas de la validacion y parametros a validarse

La validacion del método se dividira en dos etapas, primero se validara el método

cromatografico para luego validar el tratamiento de la muestra.

Dentro de la validacion del método cromatografico se evaluaran los siguientes

parametros:

- Selectividad y especificidad

- Linealidad del intervalo de trabajo
- Repetibilidad

- Precision intermedia

- Limite de deteccion

- Limite de cuantificacién
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- Incertidumbre de medicion

Simultdneamente se determinara la exactitud en la preparacion de los estandares

utilizados para la curva de calibracion.

Una vez que el método cromatografico haya sido validado se procedera a validar el

tratamiento de la muestra, en esta etapa se evaluard la exactitud, expresada como

porcentaje de recuperacion.

Disefio experimental

Materiales, reactivos y equipos

Materiales

Micropipeta volumétrica de 10-100 pl

Micropipeta volumétrica de 100-1000 pl

Viales ambar de 2 mli

Viales &mbar de 4 ml

Reactivos y estandares

Acetato de etilo (EA) grado pesticida (Fisher Scientific)

Alfa-cipermetrina (pureza: 99.7%, Pestanal®)

Clorpirifos (pureza: 99.9%, Pestanal®)

Diazinén (pureza: 99.5%, ChemService)

Dimetoato (pureza: 99.6, Pestanal®)
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- Malation (pureza: 97.2%, Pestanal®)

- CLP Organochlorine Pesicide Mix (pureza: >99%, Supelco)
- DisQue® CEN Dispersive SPE Kit (PURIFLUIDOS)

- Sulfato de magnesio anhidro

- Sorbente Cygen polvo

- Sorbente PSA en polvo

- Agua destilada

Equipo
- Sistema: Cromatdgrafo de Gases Agilent 6890N con detector por espectrometria
de masas 5973N
- Automuestreador 7683 series
- Vortex (Heidolph, REAX top)
- Balanza analitica £0,0001 g (Mettler AE240)
- Balanza analitica. 0,1 g (Boeco)
- Licuadora (Oster)

- Procesador de alimentos (Oster)

Preparacion de las soluciones estandar

Para la validacion del método se utilizaran materiales de referencia puros.

A partir de cada estandar se preparard una solucion stock de 100 ng/ul en acetato de

etilo y, a partir de ésta, una solucion madre de 10 ng/ul. La solucién madre se utilizara
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en la preparacion de las soluciones de trabajo a seis niveles de concentracién: 0.02,

0.05,0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 ng/pl.

Para evaluar la exactitud en la preparacion de las soluciones estandar se determinara la

concentracion real de las soluciones preparadas. Para esto sera necesario pesar:

- el vial vacio,
- el vial luego de agregar el estandar, y

- el vial luego de agregar el solvente.

Con estos tres datos se calculara el peso de MRC agregado y el volumen de la solucion

final y, por lo tanto, se podra determinar la concentracion real de la solucion.

Validacion del método cromatogréafico

Se inyectaran las seis soluciones de trabajo preparadas por triplicado durante cinco dias
consecutivos, de esta forma se obtendran dieciocho datos para cada nivel de

concentracion.

La curva de calibracién para cada analito se obtendra con el promedio total de las
respuestas a cada uno de los seis niveles de concentracion. Se calcularan los coeficientes
de regresion lineal (pendiente e intercepto), el coeficiente de correlacion, la desviacion
estdndar de la pendiente e intercepto, los limites de confianza de la pendiente e

intercepto, la desviacion tipica residual en la estimacion de vy, y, por ultimo, el error en
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la estimacion de x, que es la fuente de incertidumbre debido al uso de la curva de

calibracion.

Para la estimacion de la precision se realizard un andlisis simple de varianza con los
datos obtenidos. Se calcularén las concentraciones estimadas de cada analito utilizando
la curva de calibracion ajustada y se evaluara la repetibilidad en el dia y la precision
intermedia entre dias para cada nivel, expresadas con desviaciones estandar y
coeficientes de variacion. Adicionalmente se combinaran la repetibilidad y la precision
intermedia para determinar la incertidumbre causada por la variabilidad del método

cromatografico.

Para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion se inyectaran diez
blancos (matriz), se calcularan el promedio de las concentraciones estimadas con la
curva de calibracion y su desviacion estandar. Se utilizaran las formulas establecidas

por el Codex Alimentarius para el calculo de los limites.

Por ultimo se estimara la incertidumbre de la mediciéon de cada analito, tomando en
cuenta la incertidumbre de factor de respuesta, la incertidumbre por precision y la

incertidumbre en la preparacién de las soluciones estandar.

Tratamiento de la muestra

Para la estimacion de la exactitud, que sera expresada como porcentaje de recuperacion,
se prepararan soluciones fortificadas a tres niveles de concentracion por quintuplicado,

en un solo dia. Estas soluciones seran sometidas a todo el proceso de tratamiento de la
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muestra, es decir: homogenizacion, extraccion y limpieza. Se inyectara una curva de
calibracion con las quince muestras fortificadas con el fin de determinar la

concentracion de las soluciones fortificadas luego de su tratamiento.

Se prepararan soluciones stock de 100 ng/ul de cada plaguicida, las cuales serviran para
preparar una solucion madre de 10 ng/ul.. Esta solucion madre se preparara el dia en

que se realice la validacion del tratamiento de la muestra y servira tanto para fortificar

las soluciones como para preparar las curvas de calibracion.

Las tres concentraciones con las cuales se trabajara para las soluciones fortificadas seran

0,05 mg/kg; 0,5 mg/kg y 1,5 mg/kg.

El porcentaje de recuperacion reportado sera el promedio de los porcentajes de las cinco

soluciones fortificadas tratadas para cada nivel.

El procedimiento para la preparacion de las soluciones fortificadas es el siguiente:

1. Separar del tronco las partes comestibles del brocoli. Descartar el tronco. Tomar
la mitad de las partes comestibles y picarlas en el procesador de alimentos,
hasta obtener el menor tamarfio de particula posible. Transferir a una bolsa con
cierre hermético, previamente etiquetada. Homogenizar.

2. Pesar 100.0 g de brocoli procesado y 100.0 g de agua destilada y transferir a la
licuadora.

3. Licuar durante 5 minutos en velocidad media y transferir el licuado a un vaso de
precipitacion. Homogenizar bien y pesar 20.0 g de la mezcla en un tubo conico

de centrifuga de 50 ml (tubo A).
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4. Anfadir el volumen necesario de solucién madre para tener la concentracion
deseada de spike y pesar.

5. Agitar en el vortex, dejar reposar durante 15 minutos.

6. Afadir 10 ml de acetato de etilo (EA), agitar y pesar.

7. Transferir el contenido del tubo 1 de 50 ml del DisQue CEN Dispersive SPE
Kit al tubo A con brdcoli y EA, cuidando que no queden residuos de reactivo en
la rosca.

8. Tapar y agitar vigorosamente durante 1 minuto

9. Centrifugar el tubo A a 5000 rpm durante 5 min.

10. Transferir con una pipeta 1 ml del sobrenadante del tubo A al tubo 2 del
DisQue CEN Dispersive SPE Kit y agitar en el vortex por 1 min.

11. Centrifugar el tubo 2 a 5000 rpm durante 5 min, transferir aproximadamente

600 ul del sobrenadante a un vial de 2 ml &mbar para inyeccion.

Cronogramas de trabajo

La validacion del método cromatografico tendra lugar del lunes 17 de octubre de 2011
al viernes 21 de octubre de 2011. El dia 1 de la validacion (17/10/11) se prepararan la
solucion stock, la solucion madre y las soluciones de trabajo, que seran almacenadas en
refrigeracion para ser utilizadas el resto de dias. Del dia 1 al dia 5 se realizaran tres
inyecciones diarias de cada nivel de concentracion.

En la semana del 24 al 28 de octubre de 2011 se realizara el andlisis estadistico de los

datos obtenidos en la semana anterior.
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La validacion del tratamiento de la muestra se realizara el viernes 28 de octubre de
2011. La solucién stock se preparard el 28/10/2011 de la validacion. Las muestras

fortificadas se prepararan y analizaran el 28/10/2011.

El anélisis de los resultados obtenidos tendra lugar la semana siguiente, es decir, del

lunes 31 de octubre al viernes 4 de noviembre de 2011.

Criterios de aceptacion y rechazo

Basandose en los resultados del analisis estadistico de los datos obtenidos, de la
experiencia del laboratorio y de la informacidn bibliografica de trabajos similares se han
establecido los siguientes criterios de aceptacion y rechazo:

- Coeficiente de correlacion minimo: 0.997

- Coeficiente de variacién de repetibilidad maximo: de acuerdo a la ecuacion de

Horwitz.. RSD. = 20-0520) . 67

C (ng/ul) | C (fraccion decimal) | %CVr
0,02 0,00000002 19
0,05 0,00000005 17
0,1 0,0000001 15
0,5 0,0000005 12
1 0,000001 11
2 0,000002 10

Nota: la concentracion C debe ser expresada en
fraccion decimal

- Coeficiente de variacién de precision intermedia maximo: 20%

- Porcentaje de recuperacion minimo: 70%
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- Porcentaje de recuperacion maximo: 120%

Adicionalmente los coeficientes de regresién lineal deberan estar dentro de los

intervalos de confianza determinados para cada analito.

Declaraciéon del método validado

Si los objetivos prestablecidos en este protocolo se alcanzan luego de la validacion,

entonces se declarara el método como validado. La declaracion recogerd todas las

caracteristicas del método y se presentara en forma de un resumen de validacion que

contenga los parametros determinados.

150



DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo, Jimena Alegria Salvador Rodriguez, C.I. 171189149-7, autora del trabajo de
graduacion intitulado “Validacion de un método para la determinacion de residuos de
plaguicidas en brécoli, Brassica oleracea, por cromatografia de gases con deteccion por
espectrometria de masas (GC-MSD)”, previa a la obtencion del grado académico de
Licenciada en Ciencias Quimicas con mencion en Quimica Analitica en la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales:

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligacion que tiene la Pontificia
Universidad Catodlica del Ecuador, de conformidad con el articulo 144 de la Ley
Orgénica de Educacién Superior, de entregar a la SENESCYT en formato digital una
copia del referido trabajo de graduacion para que sea integrado al Sistema Nacional de
Informacion de la Educacién Superior del Ecuador para su difusion publica respetando

los derechos de autor.

2.- Autorizo a la Pontificia Universidad Cat6lica del Ecuador a difundir a través del sitio
web de la Biblioteca de la PUCE el referido trabajo de graduacién, respetando las

politicas de propiedad intelectual de la Universidad.

Quito, 26 de abril de 2012

Srta. Jimena Alegria Salvador Rodriguez
C.1.171189149-7

151



