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RESUMEN

En este trabajo se llevd a cabo un estudio pasardigtar el nivel de contaminacién en cuanto a
residuos de dimetoato, malation, clorpirifos, endfds y cipermetrina en lotes de tomate rifidn
provenientes de la provincia de Imbabura, cuyaymoidn estaba destinada a ser comercializada

en mercados de las ciudades de Quito, Ibarraagmuyidimampiro.

Se analizaron las muestras de quince lotes, ero ailecellos se encontraron residuos de
cipermetrina, pero solo dos excedieron el limitéximo de residuos (LMR) establecido por el

Codex Alimentarius para este plaguicida en toméatar es decir, dos de los quince lotes, no se
consideran aptos para el consumo, y por lo tamt@umplen con la reglamentacién nacional en

cuanto a residuos de cipermetrina.

Para el tratamiento de las muestras se utilizo&bdo de extraccion en fase soélida dispersiva
(QUECKhERS), y como técnica analitica, Cromatogrdit Gases con Detector Selectivo de
Masas (GC-MSD). La eficiencia del método fue evddusegun la guia SANCO/825/00, cuyos

requerimientos se cumplieron satisfactoriamentes forcentajes de recuperacion obtenidos se

encuentran entre 87-117%, y la maxima desviagtimear relativa (%RSD) fue de 12.59%.

Palabras clave: plaguicidas, tomate, QUEChERS, atagrafia de gases, espectrometria de

masas.



ABSTRACT

In this work, a preliminay study was carried outdetermine the contamination level by five
pesticides (dimethoate, malathion, chlorpyrifosdasulfan and cypermethrin) in tomato lots
from Imbabura province which products were goindp¢osold at supermarkets of the following

cities: Quito, Ibarra, Tulcan and Pimampiro.

Samples collected in fifteen lots were analysegheayethrin residues were found in five of
them, but just two exceeded the MRL set by theeRa&limentarius for this pesticide in tomato,
it means that two of the fifteen lots were notabii¢ for consumption, whereby these lots didn’t

present compliance with the national legislation.

The QUEChERS method was used for sample preparaththe analysis was carried out with
a gas chromatography/mass espectrometry equipmime method efficiency was evaluated
according to SANCO/825/00 Guidelines which requieets were succesfully achieved.

Recovery results ranged from 87-117% and the higleéstive standard deviation was 12.59%.

Keywords: pesticides, tomato, QUEChERS, gas chragnaphy, mass espectrometry.



INTRODUCCION

El cultivo de tomate rifidn es considerado como dados mas representativos de la variedad
horticola. La importancia adquirida por este coltse debe a la facilidad con que la planta se
adapta a una gran variedad de suelos. Ademashegtdiza constituye una rica fuente de
nutrientes como calcio, potasio, fésforo, vitamidaslos grupos B y E, vitamina C vy licopeno,

un antioxidante natural considerando un agentegi@t contra el cancer.

Debido a la gran demanda mundial de tomate y ablesnos réditos econdémicos, los
agricultores, para proteger sus cultivos e inveesp han hecho del empleo de los plaguicidas
una practica habitual, lo que los ha expuesto tasdgas toxicas, y su uso indiscriminado ha
tenido impactos en su salud y en el ecosistemaldbamente, debido a malas practicas
agricolas, los residuos de plaguicidas en tomatdgruexceder los limites maximos de residuos
(LMR) permitidos y perjudicar la salud del consuarid a la vez que impiden su

comercializacion en otros mercados.

Para la determinacion de residuos de plaguicidagpreductos de cosecha como frutas y
vegetales, se requiere de técnicas analiticasbéesisieproducibles, y confiables que permitan
su determinacion y cuantificacién; de esta mansnaable evaluar el grado de inocuidad de los

alimentos.

El método de extraccion QUEChERS junto con laitécanalitica Cromatografia de Gases con
Detector Selectivo de Masas, han sido mundialmetiigadas para la determinacion de una

gran cantidad de plaguicidas en varias matricagnegdndose resultados satisfactorios en cuanto

3



a precision, exactitud y sensibilidad . Por lolclaatécnica de QUEChERS se ha convertido en
el método oficial de la Asociacion Oficial de Qidos Analistas (AOAC, por sus siglas en

inglés) y del Comité Europeo de Normalizacion ($EN



CAPITULO |

PARTE TEORICA

1.1. TOMATE RINON ( Lycopersicum esculentym

A nivel mundial el tomate rifion o de mesa consétuya de las hortalizas de mayor consumo,
cuyo cultivo y comercializacién tanto fresco opmaductos procesados como jugos y salsas han
alcanzado una dimension considerable. Segun datts Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, por siglas en inglés), la produccion anual de este

alimento es de alrededor de 123.79 millones ddddas.

El tomate es un fruto perteneciente a la familidadeSolanaceasuyo origen es de América
Central y del Sur; es una baya coloreada en tonesvan del amarillo al rojo debido a la
presencia de los pigmentos licopeno y carotendorsoa es globular y achatada y su superficie
lisa. Esta constituido por la epidermis o pielpldpa, el tejido placentario y las semillas; posee
un sabor ligeramente acido, mide de 1 a 3 cm dmealid en las especies silvestres, y hasta

16 cm en las especies cultivadas.

La planta de tomate es de porte arbustivo y pdedarrollarse de forma rastrera, semierecta o
erecta; se adapta a diferentes métodos de cultitipog de suelos. Es cultivada en paises
tropicales y subtropicales; se puede producir eqaier época del afio, siempre y cuando se

disponga de agua de riego y de infraestructurapeguta.



1.1.1. COMPOSICION Y VALOR NUTRICIONAL

Técnicamente, el tomate es considerado una frutacugla composision quimica se dan
variaciones segun las condiciones del cultivo,pacé de produccion, el grado de madurez, el
almacenamiento etc. [1]. Este alimento constimya fuente de vitaminas A, B6, Cy E; y de
minerales como fésforo, potasio, magnesio, zinbreosodio, hierro y calcio. Ademas, contiene
proteinas, hidratos de carbono, fibra, acido tadaracido succinico, acido salicilico, entre
otros. En la tabla 1.1 se presenta la informacidétnaional expresada en base a 100 gramos de

tomate.

Otro de los componentes de gran valor nutricions gontiene el tomate es el licopeno, un
pigmento perteneciente a la familia de los carateasoque le confiere el color rojo. El licopeno
es un potente antioxidante, protege a las céluthsesirés oxidativo producido por radicales
libres; reduciendo el riesgo de cancer a la praststomago y de todo el tracto digestivo.
Ademas de estos beneficios, varios estudios sugigue una dieta rica en tomate fresco o
procesado disminuye la probabilidad de desarrodafermedades degenerativas, previene el

envejecimiento prematuro de las células y protégestema cardiovascular [2].

Debido a sus beneficios para la salud y a su @acilpara combinarse con otros alimentos, se ha
visto un aumento en la produccién y el consumaood®ate; segun un reporte de la FAO, entre
1983 y 2003 el promedio de consumo de tomate & nimundial ha aumentado de 11 a 16 kg

per capita por afo, lo que indica un incrementd%18% [3].



Tabla 1.1. Valores nutricionales del tomate

INFORMACION NUTRICIONAL DEL TOMATE RINON

Carbohidratos Grasa y acidos grasos (AG) | Calorias y contenido de agua
Total 3.89¢ Grasa total 0.200g Total calorias 18kcal
Azlcares 2.63g AG saturados 0.028d Agua 94.529g
Fibra dietética 1.20g AG monoinsatlos 0.031g
Almidon 0.00g AG poliinsatdos 0.083¢g
Proteinas y aminoacidos Vitaminas Minerales
Proteinas 0.88gVitamina C 13.7mg Calcio, Ca 10mg
Isoleucina 0.018g  Vitamina B6 0.08mg| Potasio, K 2Ry
Leucina 0.025¢ Vitamina A 833Ul Sodio, Na 5mg
Arginina 0.021¢ Vitamina E 0.54mg Hierro, Fe iy
Prolina 0.015¢ Niacina 0.594mg| Fésforo, P 24mg
Alanina 0.027d Riboflavina 0.019mg Zinc, Zn Tnig
Acido aspartico 0.135g  Licopeno 2573ug| Magnesio, Mg 11n

Fuente:National Nutrient Database for Standard Refererfthited States Department of

Agriculture, 2010)



1.1.2. PRODUCCION Y CONSUMO NACIONAL

Segun el 1l Censo Nacional Agropecuario del 20ftre las hortalizas, el cultivo de tomate
riidn ocupa el cuarto lugar en importancia por &aembrada con 3054 hectareas [4]. La
produccion de tomate rifion se lleva a cabo en yaaas. En la regiéon Costa esta basicamente
centrada en las provincias de Guayas, Manabi yr&] Pen la Sierra en Imbabura, Loja y
Azuay. En la figura 1.1 se presentan los porcemtaie produccion para las principales

provincias productoras de tomate rifién.

W Guayas
M Manabi
M El Oro

M Imbabura
M Loja

W Azuay

[ Resto del pais

Figura 1.1 Produccién de tomate rifién

Fuente:Superficie, Produccién y Rendimiento-Hortalizasmeme Rifion,

(Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Aculuray Pesca, 2010)



En el Ecuador, cada persona consume, en promeditosdde tomate rifion al afio [5]. Esto
explica la popularidad de esta hortaliza; ademasmportancia también radica en que posee
cualidades para integrarse en la preparacion deeaios, o que convierte al tomate en un

ingrediente basico en la dieta diaria ecuatoriana.

1.1.3. GENERALIDADES DEL CULTIVO DE TOMATE RINON

En la mayoria de los paises el tomate se siemhralraante. Sin embargo, en climas con
temperaturas favorables se comporta como planenper(con ciclo de vida mayor a dos afios).

Se cultiva comercialmente a campo abierto, bajerimadero y en cultivos hidroponicos.

La planta se adapta a una gran variedad de sumlesiras sean profundos, con buen drenaje,
ligeramente acidos y ricos en materia organicaofate es una de las especies cultivadas en

invernadero que mejor tolera las condiciones daidabl del agua de riego y del suelo [6].

A pesar de la versatilidad que este cultivo pres@aira adaptarse a varios tipos de suelos y
condiciones, el tomate es una especie susceptibigchas enfermedades e insectos plaga, cuya
incidencia en cultivos a campo abierto es maya tpuque se presenta en sembrios en
invernadero, debido a que bajo estas condiciongzra@tege al cultivo de vientos, lluvias y
granizadas permitiendo una mayor persistencia de pooductos quimicos empleados

aumentando su eficiencia, sin recurrir a apliaaesoposteriores.



Para combatir estas plagas existe una amplia garpaduicidas disponibles en el mercado, sin
embargo, en muchos casos, los agricultores usals dws/ores a las recomendadas por el

fabricante, o no utilizan el producto especificoapal control de la enfermedad o del insecto

plaga [7].

1.2. PLAGUICIDAS

Desde la antigiiedad, el hombre ha intentado comlbaatplagas y enfermedades que afectan a
sus cultivos; se conoce que los griegos y romatibzaban azufre y extractos vegetales como
fungicidas e insecticidas. En Europa, a partir 8851 se empez0 a utilizar como fungicida el
caldo bordelés, que consistia en una mezcla datsulfe cobre con hidroxido de calcio. A
finales del siglo XIX y comienzos del siglo XX sengienza a utilizar plaguicidas de caracter

orgéanico tales como los nitrofenoles, clorofenahedtaleno y aceites derivados del petréleo.

Pero es en 1939, con el uso extensivo del DDT dosecticida, que comienza el auge de los
plaguicidas. Desde entonces, se han sintetizadmsvaragroquimicos cuyo uso mejord
notablemente la produccién agricola a nivel mundiadisminuyé la morbilidad y mortalidad
por enfermedades transmitidas por agentes biolgi&®n embargo, el uso masivo de
agroquimicos se ha convertido en una préactica uabjt su uso indiscriminado ha traido como

consecuencia problemas a nivel ambiental y enll@ sa
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1.2.1. DEFINICION Y CLASIFICACION

Segun la Agencia para la Proteccion Ambiental deados Unidos (EPA, por sus siglas en
inglés), los plaguicidas son sustancias o mezclsudtancias destinadas para prevenir, destruir,
repeler o mitigar cualquier plaga; y también ageetlestinadas a utilizarse como regulador del

crecimiento de la planta, defoliante o desecasie. [

Los plaguicidas son clasificados principalmentefemcion del tipo de plaga a controlar,

toxicidad y grupo quimico del principio activo.

a) TIPO DE PLAGA A CONTROLAR

Los plaguicidas utilizados en el ambito de la adtica pueden ser categorizados como
herbicidas (controlan o matan maleza), fungiciddsn{nan hongos), insecticidas (controlan o

matan insectos) y nematicidas (eliminan nematodiependiendo del organismo al que atacan.

b) TOXICIDAD

Segun esta caracteristica, existen varias clasificas, una de las mas utilizadas es la
recomendada por la Organizacion Mundial de ladsé@@MS), que cataloga a los plaguicidas
segun su capacidad de producir dafio agudo a ld patuuna o varias exposiciones durante un
determinado tiempo; esta clasificacion se basa atosis letal aguda ([3¢) por via dérmica u

oral en ratas. Este valor representa la estimasstadistica de la cantidad en mg del téxico por
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kg del peso corporal requerida para matar al 50%ndgrupo de animales de experimentacion

[9]. Mientras menor sea el valor BJ-mayor es la toxicidad del producto quimico.

Basandose en este criterio, los plaguicidas puedeantrarse en las siguientes categorias: 1A
(extremadamente peligroso), IB (altamente peligrosb (moderadamente peligroso) y Il

(ligeramente peligroso). La dosis letal aguda puetéar segun la presentacion del producto
(s6lido, polvo, liquido, gas, etc.), asi como tagnbsegun la via de entrada (oral, dérmica, por

inhalacidén), temperatura, dieta, edad y sexo dgrismo de experimentacion. [10]

c) GRUPO QUIMICO DEL PRINCIPIO ACTIVO

Desde el punto de vista de su estructura quimiisteedna gran variedad, pudiéndose clasificar
como organoclorados, organofosforados, carbamaiosarbamatos, piretroides, triazinas,
derivados de origen botanico, compuestos organimsestafio, elementos como arsénico,
selenio, antimonio, compuestos inorganicos comfitfode magnesio, cloruro de mercurio, etc.

En la tabla 1.2 se presenta la descripcion de akyfamilias de plaguicidas mencionadas.
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Tabla 1.2. Descripcion de los plaguicidas segun gwupo quimico

Plaguicida Descripcion general de la estructura quimica

Se caracterizan por poseer estructuras monocidipaéiciclicas con

Organoclorados L , .
9 distinto nimero de sustituyentes cloro.

Son ésteres del acido fosforico en los que los @athe hidrogeno han

Organofosforados| . . L
sido reemplazos por radicales organicos.

Carbamatos Son compuestos derivados del &cido carbamico.

Son ésteres del acido crisantémico que fueronialmente, aislados
Piretroides de la flor del crisantemo, actualmente se los obtipor sintesis
quimica.

Las triazinas estan basicamente constituidas por anmillo
heterociclico, analogo al del benceno, pero candtemos de carboro
remplazados por atomos de nitrégeno.

Triazinas y sus
derivados

Fuente:Bloomquist, Jeffreylnsecticides: Chemistries and Characterist{tsniversity
of Minnesota, 2007).

1.2.2. PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS

Bajo este nombre se agrupa un numero considerab®mpuestos sintéticos cuya estructura
guimica generalmente corresponde a los hidrocasbalorados, aunque, ademas de cloro,
algunos de ellos poseen en su molécula atomosideraxo azufre, 0 ambos elementos. Entre

mayor sea el grado de sustituciones cloradas aogriymcionales, mayor es la resistencia a la
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degradacion bioldgica y fotolitica del compuestieraas, el cloro unido a un anillo bencénico es

mas estable a la hidrdlisis que un cloro dentrardeestructura alifatica. [11]

La mayoria de estos compuestos se caracterizasugdumaja solubilidad en agua, baja presion de
vapor, alta estabilidad quimica y resistencia aha de microorganismos. Los plaguicidas
clorados con peso molecular mayor a 236g/mol secks por su alta persistencia ambiental y
su capacidad para concentrarse en los tejidos BEmsau alta liposolubilidad facilita que
atraviesen la estructura fosfolipidica de las memmés bioldgicas y se acumulen en los depdsitos

de grasa.

Muchos de estos plaguicidas han sido restringidosvel mundial debido a su prolongada

persistencia en el ambiente, ademas afectan advensala salud del hombre.

1.2.2.1. ENDOSULFAN

Es un insecticida acaricida organoclorado de acd# contacto y estomacal no sistémico, de
grado toxicoldgico Il; actta por inhibicion de lazéma citocromoxidasa que interviene en el
intercambio gaseoso durante la respiracion dehimales, y por inestabilidad en el sistema
nerviosq se lo utiliza en aproximadamente 60 tipos de audtipara controlar mas de 100 plagas

de insectos, y esta posicionado entre los 10 posne@secticidas genéricos en el mundo. [12]

Su nombre segun la IUPAC es: 6,7,8,9,10,10-hexadlds,5a,6,9,9a-hexahidro-6-9-metano-
2,4,3benzodioxatiepin 3-0xido. Presenta dos isésenp  cuya proporcion es de 7 a 3 en el

endosulfan técnico. En la figura 1.2 se presengstiaictura quimica del endosulfan.
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Figura 1.2. Estructura quimica del e(ndosulfan

En medio terrest, el endosulfares moderadamente persistente (vida media de 50,

principalmente a pH acid&n la mayoria de frutas y vegetales, el 50% deesiduos se disipe
entre 3 a 7 dias, pero puede ser asimilado pgldasas y transformado en endoan sulfato.
El endosulfan posee man afinidad por los lipidos en comparacion cotros plaguicidas

organoclorados, por loual, su bioacumulacién es menos prot.

Segun las revisiones de Reunion Conjunt:i FAO/OMS sobre residuos de plaguicidas (JM
por sus siglas en inglés)o se considera al endosulfan comancerigeno,mutageno ni
teratdgeno, sin embargo, la aplicacion de este agrocp figura en la lista de discusion
Convenio de Rotterdam y de Esicolmo; entidades formadas por acuerdos internaes
encargadas de regular el uso de substancias toXidasnas, la produccién de endosulfan

Europa ceso en el 2006 y en Estados Unidos en [BH

1.2.3. PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Son ésteres del acidosférico, en los qu los atomos de hidrogeno han sido reemplazado

radicales organicos. En la figura 1.2 se preseatdditmula estructural general de es
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compuestos que se caracterizan por la presencteesldunciones éster, dondg R R, son
radicales alquilo, generalmente metilo o etilo,galpo X es caracteristico de cada especie
guimica, siendo frecuentemente un radical arilsugle contribuir de forma importante a sus

propiedades fisicas y quimicas.

R,0
|
R,0 —P = O(S)
|

O(S,N)-X

Figura 1.3. Formula estructural de los plaguicida®rganofosforados

En general, estos plaguicidas son estables quirerd@ncuando se los mantiene en la oscuridad,
y en lugares secos Y frios. Sufren reacciones aac®n e hidrolisis al ser expuestos al calor,

luz ultravioleta o agua, por lo que se degradaiini@éate en el ambiente en relacién a los

plaguicidas organoclorados. Pueden ser polargsataras, existiendo grandes diferencias de un
compuesto a otro. La mayoria son semivolatiles e €pcilita la absorcion inhalatoria al

momento de las fumigaciones en el campo.

El mecanismo de accion de los organofosforadog sistema nervioso consiste en bloquear la
enzima colinesterasa, la cual destruye la acati@gue transmite el impulso durante la sinapsis,
de esta manera se anula la sinapsis para otranisgads. En insectos, los organofosforados
afectan el sistema nervioso central desde la ums@momuscular colinérgica. La Unica sinapsis

colinérgica conocida en insectos es en el sistemaaso central. [14]
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1.2.3.1. DIMETOATO, MALATION Y CLORPIRIFOS

Son insecticidas y acaricidas ampliamente utilizaglo el control de plagas, especialmente en
cultivos de frutas y vegetales. De estos tres, aldfiimetoato es sistémico. En el ambiente sufren
reacciones de hidrdlisis u oxidacion; pueden ssoiidos después de su ingestidn, inhalacion y
contacto cutaneo, pero ninguno es bioacumulablest erganismo se metabolizan rapidamente.

[15]

En la tabla 1.3 se presentan las estructuras gasnael dimetoato, malation y clorpirifos, sus
nombres segun la Unidn Internacional de Quimica RuAplicada (IUPAC, por sus siglas en

inglés) y su clasificacion toxicoldgica segun la &M
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Tabla 1.3. Estructura quimica, nombre IUPAC y cladiicacion toxicoldgice

- Clasificacion
Estructura quimica Nombre IUPAC toxicologica
s
|L| 0O,0-dimetil S-metil carbamoi Il
e e Y‘“ ch, | metilfosforoditioato
w/\ o Moderadamente
toxico
dimetoato

Wﬁf\(a\/
of s;;\ =
8]

Dietil(dimetoxitiofosforiltio)
succinato o S-1,2-

bis(etoxicarbonil)etil O,Odimetil

fosforoditioato

ligeramete toxico

malation
2 Ni Al 0O,0-diethyl O-(3,5,6-trichloro-2 Il
f o \A pyridinyl) phosphorothioate derad
- \\ -
o o7 moderadamente
/- ! -
toxico
clorpirifos

Fuente: The Pesticide Action Netrk (PAN) Pesticide Databa, 2011.

cancerigeno aun se encuentra en discusior
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No existenestudios que confirmen que el dimetc y el dorpirifos sean cancerigenos
mutagenos; sin embargo, EE.UU el uso domeéstico dilorpirifos ha sido restringido desde

afio 2002 [16]. Mientras que elalation si es considerado un agente muté y su efecto




1.2.4. PLAGUICIDAS PIRETROIDES

Son ésteres del acido crisantémico, cuya caratiterisstructural comun es la presencia de un
anillo ciclopropanico. Los compuestos originalesedta serie fueron las piretrinas naturales, las
cuales fueron aisladas de las flores del crisantehamn sido utilizados por el hombre desde hace
muchos afos; sin embargo, estos productos natusahepoco solubles en agua, inestables a la

exposicion a la luz y al calor, lo cual les resthdad para su aplicacién en la agricultura.

El desarrollo de los piretroides sintéticos basata estructura quimica y actividad biolégica de
las piretrinas, ha supuesto modificaciones quimita®rtantes que hacen que estos compuestos
sean menos degradables en el medioambiente pertoriéss. En general, estos compuestos
tienen bajas presiones de vapor, son poco sol@resgua y su persistencia en el ambiente
depende de su estructura. Por ejemplo, los pidetsoide Ultima generacién, como la
cipermetrina, son fotoestables y de baja volatiljden que les confiere mayor efectividad

residual [18]. En la figura 1.43 se presenta teuetura quimica general de las piretrinas.

CH,
T H H |
C
c=0c—C o
i ‘"“'\..‘H || / \\“ \
3 |
CH—C Hg——C=0
3

H

Figura 1.4. Estructura quimica general de las pirginas

A los piretroides se los considera venenos axoni@sue aparentemente, al igual que el DDT,
alteran el balance de los iones sodio y potasitraé® los axones de las neuronas, inicialmente

estimulan las células nerviosas a que produzcseadgas repetitivas, seguidas por paralisis y la
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muerte. Tales efectos son causados por su acdida sbcanal de sodio, un diminuto condt

que les permite a los iones de sodio entrar al pada causar excitacid

1.2.4.1. CIPERMETRINA

Es un insecticida acaricidde accion estomacal y de contacto no sistémico, m&o
toxicologico 1l; s nombre segun la IUPAC (RS)#e-ciano-3-fenoxibencil
(1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(2delorovinil)-2,2-dimetilciclopropancarboxilato. La molécula

cipermetrina contiene tres centrosirales (carbonos con 4 sustituyentes diferentes))gque
presenta ocho isémeros; los cuales estan agrumaddsisémeros cis y 4 isomeros trans;
productos técnicos disponibles comunmente tienes deh 90% de pureza y la relacion
isdbmeros de sia trans varia de 50:50 a 40:60. En la figurasé&.presenta la estructura quin

de la cipermetrina. [19]

Figura 1.5. Estructura molecular de la gpermetrina

Cuando la cipermetringe aplica a los cultivos pueden presentarse resielu@l suelo y en agu
superficiales, los productos de degradacion s& fgamo glucosidos en las plantas, pert
degradacién biologica es relativamente rapida; lesuelo, la vida media esta detenada por

muchos factores, pudiendo ser de dos a cuatro sesnmikd.
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Este piretroide se absorbe facilmente via ingesigrmalacion y en menor proporcion por la piel,
no es un agente teratbgeno ni mutageno segun la P&I& es considerado por la EPA como un

posible cancerigeno y disruptor enddcrino [20].

1.3. LEGISLACION, LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES

Los limites maximos de residuos establecidos (LMi®jcan la concentracion de uno o mas
contaminantes por debajo de la cual, no se pressgagi para la salud; estos limites son

determinados por autoridades competentes y solmiegte exigibles.

Existen algunas organizaciones de normalizaciorargadas de establecer los LMR, la mas
conocida a nivel mundial es la Comision del Codém@ntarius, creada en 1963 por la OMS y
la FAO. También hay entidades que determinan éistites a nivel regional o nacional; asi, la

Union Europea tiene su propia normativa region@&nitnas que en Estados Unidos, la EPA es

el organismo oficial de regulacion nacional.

Debido a que no existe una legislacién nacional specto a residuos de plaguicidas en
alimentos, se ha acogido al Codex Alimentariusmi@aorma vigente. En la tabla 1.4 se
presentan los LMR para dimetoato, malation, cldgsr endosulfan y cipermetrina en tomate

rinén.
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Tabla 1.4. Limites Maximos Permisibles en Tomate Ron

Limites Maximos Permisibles
(ma/kg)
Plaguicida
The Japan Food
EPA Codex Unién Europea Chemical
Alimentarius (EV) Research
Foundation

Dimetoato 2 - 0.02* 1.0
Malation 8 0.5 0.02* 0.5
Clorpirifos - - 0.5 0.5
Endosulfan 1 0.5 0.5 0.5
Cipermetriné - 0.2 0.5 2.0
*Limite de deteccion
! Endosulfan: suma de sus isémexosf y de Endosulfan Sulfato
2 Cipermetrinasuma de todos sus isomeros

Fuentes: Health and Safety Executive, Chemicals ReigulaDirectorate Pesticides,
2011, US Environmental Protection Agency Office of Rad¢ Programs; The Japan
Food Chemical Research Foundation.

Los limites maximos del Codex para residuos, sabisten basandose en estimaciones hechas
por la JIMPR después del examen de datos de resibtesidos en ensayos supervisados, de la
evaluacién toxicoldgica del plaguicida y su resiguen base a la ingesta diaria admisible (IDA)

para cada plaguicida [21].
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1.4. ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS

Con la finalidad de controlar los LMR, varias orgaiones dedicadas a monitorear la calidad
de los alimentos en cuanto a la presencia de @sidle plaguicidas, han desarrollado
metodologias multiresiduo y planes de muestreo If@arar a cabo controles sobre los alimentos
en fase de comercializaciéon. Existen varios métataditicos para la determinacion de residuos

de plaguicidas, muchos de ellos se basan en téaromatogréaficas.

1.4.1. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es un método de sefparfégica, en la que los componentes de una
mezcla vaporizada son separados al distribuirsee ema fase gaseosa movil y una fase
estacionaria liquida adherida a las paredes deoinana. Esta técnica puede separar mezclas
gaseosas, liquidas o solidas que sean solublesoleentes organicos, volatiles y tengan

estabilidad térmica.

Un cromatografo de gases estd compuesto por unargame vaporizacion, un horno, una
columna y un detector, el cual monitorea el gasapor a la salida de la columna midiendo una
propiedad fisica del gas que varia debido a laepéa de ciertos analitos, de esta manera, se
genera una sefial cuando un componente de la m@hsye de la columna [22]. El la figura

1.6 se presenta el diagrama de un cromatdgrafasksg
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Figura 1.6. Diagrama de un cromatografo de gases

Tradicionalmente los detectores mas utilizados |zadterminacion de residuos de plaguicidas
son: detector de captura de electrones (ECD), fétiaco de llama (FPD), de nitrégeno-fosforo

(NPD), entre otros. Estos detectores permiten ifiigart los compuestos eludidos a partir de su
tiempo de retencidn, para lo cual, es necesariaisel de estandares certificados de los

plaguicidas que se van a analizar.

1.4.2. ESPECTROMETRO DE MASAS

El espectrometro de masas es utilizado como detpata cromatografia de gases, permitiendo
registrar los espectros de masas a medida queolopuestos eluyen de la columna. El
principio de este detector es la medicion de lasciones formadas como resultado del
bombardeo de la molécula con electrones de alt@i@ng que seran separadas de acuerdo a su

relacion masa/carga. Este instrumento consta depamees principales: la fuente de ionizacion,
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el analizador de masas y el detector. En la figurase presenta un diagrama de un detector

selectivo de masas.

Interfase :IFu?:ntel t'ie | | Analizador L Detector Procesador
10MiZACION de masas de datos
Alto vacio
Salida

Figura 1.7. Diagrama de un espectrometro de masas

El efluente que emerge de la columna es introdugidofuente de ionizacion, que trabaja a alto
vacio, donde se produce el impacto electronicoatectrones de cierta energia (70eV), lo que
genera la emisién de un electrén de las moléculasopando su ionizacidon; a mas de estos
iones moleculares se forman iones fragmento pdesaomposicion de las moléculas ionizadas
con exceso de energia. El tipo y la proporcion stesefragmentos son caracteristicos de cada

compuesto [23].

El analizador de masas tiene como funcion sepamridnes formados en la camara de

ionizacion, de tal manera que soélo los iones canretacion masa/carga especifica alcancen a
llegar al detector. La deteccidn consecutiva deidogs produce el espectro de masas de la
sustancia. El detector también registra la corei@dhica total que se genera en la fuente de

ionizacion, cuya representacion gréafica constiglygromatograma. [24]
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El espectrometro de masas proporciona informaci@itativa practicamente inequivoca que
proviene de los espectros de masas de los compuestlizados [24]; la informacidn
cuantitativa se obtiene del cromatograma, en dagldérea o la altura de los picos es

proporcional a la concentracion del analito coroesiente.

Existen dos técnicas de deteccién con las que edepiabajar utilizando un espectrémetro de
masas: barrido completo (modo SCAN) y Monitoredatees Seleccionados (SIM). Al utilizar

el modo SCAN el detector realiza un barrido desdds iones. En el modo SIM, el analizador
de masas adquiere y guarda solamente las sefialeredede una relacion m/z especifica, lo
que permite monitorear una cantidad de iones @aiatitos de un analito, esta técnica de

deteccion permite tener alta selectividad sin pesdasibilidad y reducir interferencias.

La cromatografia de gases con detector de espegpiasde masas constituye una herramienta
de analisis muy util y poderosa, ya que dada tmefseparacion de la cromatografia de gases y
la capacidad de deteccion del espectrometro de smasa hace posible identificar los

compuestos de interés de una mezcla compleja.

1.4.3. TECNICA QUECHERS

El procedimiento para la extraccion de analitotad®eatriz, se bas6 en el método EN 15662 de
la Union Europea, el cual utiliza la técnica de@egion QUEChERS, que proviene de las siglas
del inglés:quick, easy, cheap, effective, rugged and sfalecir, rapido, facil, barato, efectivo,

robusto y seguro. Este nuevo método de preparamlasstras surgid de la necesidad de

desarrollar métodos multirresiduos rapidos y ecaodsn que proporcionen resultados

26



confiables. Actualmente existen mas de 10 compagua ofrecen productos QUEChERS en el

mercado [25].

La técnica QUEChERS fue introducida en el afio 2803Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher y
Schenck; este método, basicamente, implica la aifma de los analitos de frutas y vegetales
con un solvente organico en presencia de sales soifeto de magnesio anhidro, cloruro de

sodio u otras sales que inducen la particiéndiapliquido y la separacion de las fases organica

Yy acuosa.

La remocion de agua residual del extracto y suibzgo eliminacion de interferencias, se llevan
a cabo simultaneamente mediante extraccion en d$abda dispersiva, donde el extracto
interactla con amina primaria secundaria, (PSAntercambiador anidnico débil que elimina
varios compuestos polares co-extraidos de la mednzo acidos grasos, pigmentos polares y

azucares; mientras que el sulfato de magnesio @nai$orbe el agua residual. [26]

En el método original, 10g de muestra represeatgtihomogenizada se colocan en un tubo de
centrifuga de 50mL de polipropileno, el cual comielg de sulfato de magnesio anhidro y 1g de
cloruro de sodio. Luego se afiaden 10mL de acetorivmo solvente de extraccion, se agita el
tubo manualmente por un minuto, y se centrifugea Bproceso deleanupse toma un alicuota
de 1mL de extracto y se lo transfiere a un tub@rdk, el cual contiene 50mg PSA+50mg C18 +

150mg de MgS®anhidro, se agita en vortex por 30 segundos,cesgifuga.

La efectividad de este método fue demostrada easvaratrices para mas de 200 plaguicidas

utilizando cromatografia de gases-espectrometria nigsas y cromatografia liquida-
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espectrometria de masas; pero se obtuvieron begagpearaciones para aquellos plaguicidas
sensibles al pH como captan, folpet, diclofluanioratalonil, imazalil y tiabendazol; ya que

sufrian degradacion [27]. En estudios posterioossautores de la técnica observaron que al
utilizar una solucion tampon para mantener el pl aurante la extraccion, se obtenian

recuperaciones (>70%jara estos plaguicidas independientemente de lazrfzf].

Existen dos versiones modificadas de este métodsupgieron con la finalidad de estabilizar el
pH en el proceso de extraccidon, una de ellas &3AC Official Method 2007.QZl cual utiliza
acetato de sodio, y acido acético al 1% en aceilonfiara formar la solucion tampon; y el
European Committee for Standardization (CEN) Stasthddethod EN 15662que en lugar de

acetato utiliza citrato de sodio.

Son pocos los plaguicidas probleméticos para lakesise necesita estabilizar el pH, por lo cual,
no es necesario afinar ain mas el protocolo yfgaria extraccion de los demés plaguicidas.
El método QUECHhERS es lo suficientemente flexibtelyusto para la mayoria de plaguicidas y
ha producido excelentes resultados al utilizardifees cantidades y tipos de solventes y de sales
en el proceso de extraccion, asi como diferenteide@les y tipos de agentes adsorbentes en la
etapa declean-up En varias modificaciones de la técnica no se bsewado una ventaja

significativa de una sobre otra [29].

Se conoce que el acetonitrilo es el solvente mdisddo para la preparacion de la muestra, ya
gue cumple con casi todos los aspectos que delerbssiderados al elegir un solvente, los
cuales son: compatibilidad con un vasto grupo @ditas de diferentes polaridades, selectividad,

habilidad de separarse del agua o de inducir etegm de particion usando aditivos,
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compatibilidad con técnicas usadas para la etapales-upy volatilidad si se requiere

concentrar el extracto. [30].

El acetato de etilo es considerado el segundo rs@ven términos efectividad después del
acetonitrilo, su desventaja radica en la cantidadnterferencias que se extraen al utilizar este
solvente, que para sustancias lipofilicas decreceste orden: acetato de etitoacetona>

acetonitrilo, y para azlUcares: acetorgcetonitrilo> acetato de etilo3[L].

Aungue el acetato de etilo presente esta desverttajademostrado ser mejor solvente de
inyeccion para cromatografia de gases-espectrarggrimasas al presentar reproducibilidades
mas consistentes en comparacion con el aceton[#8p Ademas, en cuanto a precios, el

acetonitrilo es 1.7 veces mas costoso que el acgtattilo y mas toxico. [30]

La presencia de pigmentos como clorofila y carati®representan un problema en el analisis
de plaguicidas, el uso del negro de carbén grafibzha sido incluido en la etapadlean-up ya
gue remueve la mayoria de pigmentos en los exsa@ero no elimina acidos grasos ni
azucares, por lo cual, la combinacion con PSA yi8 Constituye una excelente opcion para la

remocion de interferencias en matrices vegeta®s [3

Aunque los pigmentos, debido a su baja volatilidadcontribuyen con ningdn pico en los
cromatogramas, ni afectan la cuantificacion, puedtgradarse en éher o permanecer en la

columna. Varios autores concuerdan en que mientrds exhaustivo sea el proceso de
eliminacion de interferencias, menor sera la coimaain del sistema cromatografico, y se

extendera la vida de la columan capilar ylhar [33].
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CAPITULO Il

PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIALES

Para este trabajo se utilizé un cromatégrafo deggasarca Agilent Technologies 689-N con
automuestreador e inyector 7683 Sel$it/Splitless acoplado a un detector selectivo de
masas de cuadrupolo 5973-N. Se empled una colurgitarcde alta eficiencia Zebron ZB-

Multiresidue-1 de 30 m de longitud, 0.25 um de diiminterno y 0.25 um de espesor de fase

estacionaria; con limites de temperatura entre/-820 °C.

Para el tratamiento de las muestras se uso uredbca marca Oster de 10 velocidades, una
centrifuga Thermo Scientific IEC CL10 y un mezclastértex Heidolph, REAX top. En la
preparacion de soluciones y en el tratamiento d&a&® de muestras se emplearon filtros de

jeringa Acrodisc (0.2 um de membrana GHP).

Los estandares de plaguicidas fueron obtenid&&igiaa-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y de
Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania). Se emplegtato de etilo, grado plaguicidas, de Fisher
Scientific (Fairlawn, NJ, USA). Para el métodoedéraccion se utilizaron kits de extraccion en
fase sélida dispersiva (QUEChERS) de la casa cémhéiMaters (Milford, MA, USA). EI
carbon grafitizado, la amina primara secundariaAjPy el sulfato de magnesio anhidro se

obtuvieron de Agilent Technologies.
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2.2. METODOS

2.2.1. MUESTREO

El muestreo se efectud en la provincia de Imbalseadomaron muestras de tomate rifién de 15
productores, 6 de los cuales ubicados en el cdh&dma, parroquia Ambuqui; y 9 en el cantdn
Pimampiro, parroquia Pimampiro. En la figura 2el mesenta la division cantonal de la

provincia.

Cotacachi . Parroguia &

I:lharri 1 Pimampiro
L. /

-::-_P.‘i-aﬂarnpu-rhéi_:

Figura 2.1 Division cantonal de la provincia de Imbbura
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El muestreo se efectudé acorde a la norma 2002683E], el objetivo de este procedimiento
fue obtener una muestra representativa de un lata pealizar un analisis, con el fin de

determinar su conformidad con los LMR de los pieigas en estudio.

2.2.1.1. ETAPAS DEL PROCEDIMIENTO DE MUESTREO

En el protocolo del procedimiento de muestreo seabéecen cuatro etapas: caraterizacion de
los lotes, recoleccion de las muestras primarig&pgvacion de la muestra a granel y preparacion

de la muestra de laboratorio.

2.2.1.1.1. CARACTERIZACION DE LOS LOTES

Segun la norma 2002/63/EC, un lote es la cantidaghrdducto alimenticio entregado en un
momento determinado, del cual, se sabe o supon&egecaracteristicas uniformes, como por
ejemplo origen, productor, variedad, marca, coraign etc. Basandose en esta definicion, se

considero un lote a la produccién provenienterdeaosecha.

En el cultivo de tomate, la cosecha, generalmesdesealiza dos veces por semana, y cada
cosecha constituye una remesa; de acuerdo corrrizaren la que se basa este muestreo, una
remesa puede estar constituida por uno 0 mas kesste caso, la remesa de un dia constituye
un lote. La produccién de cada cosecha se almamergavetas o cajas, cuyo peso varia de

acuerdo a cada productor.
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En la tabla 2.1 se presenta la fecha de cosecla@ral se tomaron las muestras, el peso y el

namero de gavetas de cada productor y el lugexpendio de su produccion.

Tabla 2.1. Caracteristicas de los lotes analizados

Lote | Fecha de cosecha peso de gaveta | NUmero de _
(dia/mes/afio) (kg) gavetas/cosecha  Lugar de expendio

C1 08/09/2011 20 20 Mercado Mayorista Quitp
Cc2 08/09/2011 20 15 Mercado Mayorista Quitp
C3 10/09/2011 22 14 Mercado Mayorista Ibarra
C4 10/09/2011 20 13 Mercado Mayorista Ibarra
C5 11/09/2011 22 10 Mercado Mayorista Ibarta
C6 11/09/2011 20 23 Mercado Mayorista Tulcan
11 08/09/2011 22 50 Supermaxi, Quito
12 08/09/2011 22 45 Supermaxi, Quito
13 08/09/2011 20 20 Mercado Mayorista Quitp
14 10/09/2011 22 30 Mercado de Ipiales, Narifio
15 10/09/2011 20 40 Mercado Mayorista |de

Quito

16 10/09/2011 20 43 Mercado de Pimampiro
17 10/09/2011 22 45 Mercado de Pimampiro
18 11/09/2011 20 70 Supermaxi, Ibarra
19 11/09/2011 20 64 Supermaxi, Ibarra

C: lotes de sembrios a campo abierto (canton lpggaraoquia Ambuqui).

I: lotes de sembrios bajo invernadero (cantdén Riapéro, parroquia Pimampiro)
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2.2.1.1.2. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS PRIMARIAS

La muestra primaria constituye una o mas unidameadas de un solo lugar en un lote, es decir,
de una sola gaveta. Segun el documento de laanan el caso de frutas y vegetales, la
definiciébn de unidad se aplica para el vegetal foua completa o racimo. El lugar de donde se
toma la muestra primaria se elige de preferencianedo aleatorio, pero cuando esto es
materialmente imposible, las unidades se tomardlasipartes accesibles del lote. EI nimero

minimo de muestras primarias que se deben tomam tige se determina en la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Numero minimo de muestras primarias quean de tomarse de un lote

NUmero minimo de muestras

Por peso del lote o
primarias que han de tomarse

(kg) de un lote
<50 3
50-500 5
> 500 10

Por nimero de cajas u otros
contenedores del lote

1-25 1
26-100 5
>100 10

FuenteOfficial Journal of the European Communitidsstablishing community
methods of sampling for the officiantrol of pesticide residues in
products of plant and animal origind repealing(julio de 2002)
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Para la recoleccion de las muestras primariagmné en cuenta el peso de cada lote y el tamafio
minimo de la muestra de laboratorio, que para mtodcuyo peso oscila entre 25 y 250g, como

es el caso del tomate, corresponde a 1kg (aproamexte 10 unidades).

De acuerdo con el procedimiento establecido, elanarde unidades requeridas para formar una
muestra primaria debe definirse segun el tamafdmuinle la muestra de laboratorio. Por lo
tanto, se consider6 a 1kg como el equivalente anurestra primaria. En la tabla 2.3 se presenta

el peso de cada lote y el nUmero de muestras pasiacolectadas.
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Tabla 2.3. NiUmero de muestras primarias tomadas etada lote

Lote Peso del lote Numero de muestras
(kg) primarias

C1 400 5
c2 300 5
C3 308 5
C4 260 5
C5 220 5
C6 460 5

11 1100 10

12 990 10

13 400 5

14 660 10

15 800 10

16 860 10

17 990 10

18 1400 10

19 1280 10

Cada muestra primaria (1kg) fue tomada de una gaseingida al azar.
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2.2.1.1.3. PREPARACION DE LA MUESTRA A GRANEL

La muestra a granel constituye el total combinadmesfectamente mezclado de las muestras
primarias tomadas de un lote, las cuales debem@pomrionar material suficiente para que se
pueda extraer de la muestra a granel todas lastrasi@e laboratorio sin cortar ni romper las
unidades que la constituyen, por lo cual, todasniasstras primarias recolectadas de un lote se

colocaron en un contenedor de manera que todasildasdes se mezclen.

2.2.1.1.4. PREPARACION DE LA MUESTRA DE LABORATORI

Por cada lote se prepararon 2 muestras de labiordwikg cada una, para lo cual, de la muestra

a granel se extrajo 1kg de tomate y se lo almaearfandas de polietileno con cierre hermético

con su respectiva etiqueta indicando el codigolatel, la fecha y el lugar de muestreo. Las

muestras fueron transportadas en contenedoresté&rgon hielo para mantenerlas refrigeradas.
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2.2.2. EXTRACCION DE LOS ANALITOS DE LA MATRIZ

Para la extraccion de los analitos de la matrizosed 1kg de tomate, que corresponde a la
cantidad minima de muestra de laboratorio, seegiioca cortar y homogenizar la hortaliza,
luego se pesoO una submuestra de 15g en el tubgtdecion (# 1) de 50mL y se agregaron
15mL de acetato de etilo, manualmente se agitde por 1 minuto y se centrifugd por 5

minutos a 5000 rpm.

Del extracto obtenido se tranfiri6 1mL al tubo dean-up (# 2) de 2mL para eliminar
interferencias como azucares, acidos grasos y pigsiese afiadio 25mg de negro de carbon
grafitizado y se agitd en el mezclador vortex p@rs8gundos, luego se centrifugd a 5000 rpm

por 5 minutos.

Finalmente, se transfirieron 500uL del extractalfial vial de inyeccion para ser analizados en

el GC-MSD. El contenido de los tubos de extracgiétean-upse presentan en la Tabla 2.4

Tabla 2.4. Contenido de los tubos de extraccion (} declean-up (# 2)

Tubo (# 1) Tubo (# 2)
(Tubo de extraccion) (Clean-up)
Sulfato de magnesio anhidro 48ulfato de magnesio anhidro 150mg
Cloruro de sodio 1g| PSA (amina primaria secundaria) 25mg
Citrato de sodio dihidratado C18 25mg
Citrato dihidrogenado de sodio 0.5g
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2.2.3. CONDICIONES DE OPERACION DEL GC-MSD

Las condiciones de operacion bajo las cuales sevoba mejor separacion entre los picos de

cada plaguicida y se muestran en la tabla 2.5.

Tabla 2.5 Condiciones de operacion del sistema GC3D

Temperatura del inyector | 250°C

Temperatura de la interfase ~ 300°C

Temperatura fuente de iongs 320°C

Temperatura cuadrupolo 150°C

Modo de inyeccion Splitless

Gas, flujo Helio, 1.0mL/min.
Volumen de inyeccion 4L

Programa de temperaturas

Tasa de calentamiento Temperatura objetivo Tiempo
(°C/min.) (°C) (min.)

- 70 4.00

30 250 2.00

10 270 0.00

30 300 3.00
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2.2.4. IDENTIFICACION DE LOS ANALITOS

Para la identificacion de los analitos se empladétnica de Monitoreo de lones Seleccionados
(SIM); para esto, se analizaron soluciones desténdares de cada analito en modo SCAN. De
los espectros obtenidos se seleccionaron los 4 iovés abundantes de cada plaguicida. Luego
se determinaron los intervalos, lo que consistedendir el tiempo de corrida para que cada
intervalo contenga un numero determinado de asalile este modo, el equipo monitorea

exclusivamente los iones de los analitos conteredaosada intervalo.

En la tabla 2.6 se presentan los intervalos depiieescogidos, tiempos de retencion y los iones

seleccionados de cada plaguicida.
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Tabla 2.6. Parametros usados para la técnica de @ecion en modo SIM

Tiempo de
Analitos lones seleccionados retencion Intervalo de tiempo
(m/2) (min) (min)
Dimetoato 83, 93, 125, 229 10.430 10.20-11.21
Malation 93, 125, 127, 173 11.290 11.21-11.37
Clorpirifos 97, 197, 199, 314 11.421 11.37-12.50
a-Endosulfan 195, 237, 239, 241 12.779 12.50-13.10
S-Endosulfan 195, 197, 237, 241 14.011 13.10-14.50
Endosulfan Sulfato 272,274, 387, 420 14.630 14.50-16.01
Cipermetrina | 91, 163, 165, 181 17.312
Cipermetrina Il 91, 163, 165, 181 17.455 16.01-18.00
Cipermetrina Il 91, 163, 165, 181 17.504
Cipermetrina IV 91, 163, 165, 181 17.568

En la técnica de deteccion SIM, la identificacg@realiza mediante el tiempo de retencion y las
abundancias relativas de las 4 relacioméscaracteristicas de cada plaguicida. Este proceso d
identificacion se lo realiz6 con el programa NISTSMearch 2.0, el cual esté incluido en el

softwareChemstatiorque conecta el sistema GC-MSD al computador.
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En la figura 2.2 se presenta el cromatrograma alielpajo la técnica de deteccion en modo

SIM de un blanco de matriz fortificado (1.0 pghmL
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2. Maistién
3. Clorpinfos
200000 4 aEndosulfan
5. BEndosulfan
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|
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Figura 2.2. Cromatograma de un blanco de matriz farficado (1.0 pg/mL)
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2.2.5. CUANTIFICACION DE LOS ANALITOS

2.2.5.1. CURVA DE CALIBRACION EN MATRIZ

En el analisis de plaguicidas mediante cromatogrdé# gases es comdn encontrarse con
variaciones en la respuesta inducidas por compesede la matriz. En general, estos
fendmenos se caracterizan por aumentar la segfahtografica de algunos de los compuestos

en estudio.

Este fendmeno se debe a un proceso de competeni@aas analitos y los componentes de la
matriz por los sitios activos presentes en el sigteromatografico responsables de la adsorcion
y/o descomposicion térmica de algunos analitosidtaraleza de estos sitios activos se atribuye,
generalmente, a impurezas de metales que se paedentrar en las superficies de la columna 'y

delliner [35].

Este efecto matriz, se evidencia al comparar lpuesta cromatogréfica de un analito en
solvente con la del mismo analito a la misma cotmaei®n en una muestra real, donde puede
observarse, que en muchos casos, la sefial deioamalsolvente resulta ser inferior hasta en un
95% [36]. Por esta razon, en la mayoria de losr&dbdos se ha optado por el empleo de curvas
de calibraciébn en blancos de matriz, lo cual eVéasobreestimacion en los resultados

cuantitativos [37].
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2.2.5.2. PREPARACION DE SOLUCIONES

De cada analito se preparé 4mL de solucion stockO@gig/mL en acetato de etilo. A partir de
estas soluciones se preparon 10mL de cocktailadpigidas de manera que la concentracion de

cada analito sea de 10pg/mL.

Para la construccion de la curva de calibraciomatriz, se trataron 4kg de tomate de acuerdo
con el método de extraccion establecido, con kiflad de obtener un volumen de extracto de
matriz suficiente para elaborar 5 solucionesrdeajo de las siguientes concentraciones: 0.05

0.15, 0.30, 0.50 y 1.08g/mL.

El extracto de matriz obtenido se analizé en elNBED para verificar la ausencia de los
plaguicidas en estudio (Anexo 3). Luego se procedid la elaboracion de las soluciones de la
curva de calibracién en matriz a partir del coitkta plaguicidas. Se prepararon 4mL de cada

solucion de trabajo.
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2.2.6 PARAMETROS EVALUADOS

La evaluacion del método fue realizada basandoda guia SANCO/825/00 de la Comision
Europea [38], para lo cual, se determinaron losiisiges parametros: linealidad, exactitud,

precision, limites de deteccion y de cuantificacion

La linealidad de las curvas de calibracion de gddguicida se evalud en base a sus coeficientes
de correlacion B que seguln la guia de la AOAC debe ser mayor&aga métodos analiticos

relacionados con la determinacion de contaminagngebtivos en alimentos [39].

La exactitud fue evaluada segun los porcentajesa@eeracion de cada analito, para lo cual, se
fortificaron 15 muestras con el cocktail de plagias, de tal manera que se obtuvieron tres
niveles de concentracion: 0.05, 0.25 y 0.5 pg/mteffeticiones por cada nivel). La precision se
determind junto con la exactitud, por lo que sewdaron las desviaciones estandar relativas

(%RSD) de los porcentajes de recuperacion dedssiveles de fortificacion.

Los resultados obtenidos en cuanto a precisibnagtigdd se compararon con los criterios de
aceptacion para porcentajes de recuperacion yatedniestandar relativa en matrices de origen

vegetal y animal de la norma SANCO/825/00.
El limite de deteccion se determind como el promeldi la lectura de 10 blancos mas tres veces

su desviacion estandar y el limite de cuantificacidmo el promedio de la lectura de 10 blancos

mas diez veces su desviacion estandar.
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CAPITULO llI

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. SEPARACION CROMATOGRAFICA

La utilizacién de una columna capilar de selectididptimizada, con bajos niveles de sangrado
certificados para espectrometria de masas, alwged de temperatura (300/320°C) y de baja
actividad, junto con el programa de temperaturaermiieron obtener una separacion

cromatogréafica con picos resueltos y simétricog, figura 2.2, excepto en el caso de la

cipermetrina, cuya resolucion se ve afectada dedidtp complejidad de su estructura ya que
posee 4 diasteroisbmeros. Sin embargo, esto nesama un problema al analizar este analito
por GC-MSD, ya que con la asistencia del softwhaleequipo se pueden reconocer los iones

caracteristicos de la cipermetrina.

3.2. PARAMETROS EVALUADOS

3.2.1. LINEALIDAD

Las ecuaciones y los coeficientes de correlacié?) @R las curvas de calibracién de cada

plaguicida se obtuvieron con el programa Microgodtel y se presentan a continuacion:
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Como se puede observar en las curvas de calibrdei@ada plaguicida, todos los coeficientes
de correlacion (B son mayores o iguales a 0.995, valor muy préxanb, con lo cual se
demuestra que existe linealidad en el intervaltral@ajo de 0.05 a 1.00 pg/mL establecido para

los cinco analitos.

3.2.2. LIMITE DE DETECCION

Para la determinacion del limite de deteccidon adel@ la concentraciéon de cada uno de los 10

blancos de matriz inyectados vy se utilizé la sigteé formula establecida por la IUPAC:

LD = Xn=10+3.S (3.1)

Donde X corresponde al promedio de las 10 concentracioaksiladas yS es la desviacion

estandar de las mismas.

En la tabla 3.1 se presentan los limites de détegara los 5 plaguicidas.
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Tabla 3.1. Limites de deteccion (LD)

Limite de
Plaguicida Deteccion
(ng/mL)
Dimetoato 0.025
Malation 0.026
Clorpirifos 0.019
Endosulfan 0.017
Endosulfan. S 0.016
Cipermetrina 0.017

3.2.3. LIMITE DE CUANTIFICACION

Para la determinacion del limite de cuantificagémprocedié de igual manera que al determinar

el limite de deteccidn, y se utilizo la siguierdeuimula establecida por la IUPAC:

LC = X n0+10.S (3.2)

Donde X corresponde al promedio de las 10 concentracioaksiladas yS es la desviacion

estandar de las mismas.

En la Tabla 3.2 se presentan los limites de cueantibn para los 5 plaguicidas.
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Tabla 3.2. Limites de cuantificacion (LC)

Limite de
Plaguicida Cuantificacion

(ng/mL)
Dimetoato 0.046
Malation 0.049
Clorpirifos 0.043
Endosulfan 0.048
Endosulfan.S 0.041
Cipermetrina 0.046

El método de extraccion de QUEChERS junto condai¢é analitica Cromatrografia de Gases
con Detector Selectivo de Masas (GC-MSD), ha pa&mibbtener limites de cuantificacion
entre 0.01 y 0.1 pg/mL para una amplia gama deujg@@s [26]; rango en el que se encuentran

los LC de los cinco plaguicidas que se analizaroal @resente trabajo.

Todos limites de cuantificacion (LC) se encuenbajo los limites maximos de residuos para
tomate rifidn determinados por las entidades astadin embargo, los limites de cuantificacion
del dimetoato y malation son mayores al LMR estatte por la Union Europea para estos
plaguicidas, por lo cual, si una muestra presantaesiduos de malation o dimetoato en

concentraciones menores seria necesario concehgeeracto.
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3.2.4. PRECISION Y EXACTITUD

Para la evaluacién de estos parametros se calnul@sgoorcentajes de recuperacion de las 15
forticaciones a tres niveles de concentracidén yreapectivas desviaciones estandar relativas,

obteniéndose los resultados que se presentantebld 3.3

Tabla 3.3. Porcentajes de Recuperacion y Desviaci&standar Relativa

Nivles de Fortificacion
(ng/mL)
Plaguicida
0.05 0.25 0.5

%Rec. %RSD %Rec. %RSD %Rec. | %RSD
Dimetoato 114.16 9.04 98.32 9.54 97.61 7.35
Malatiéon 101.47 9.73 93.40 7.87 95.06 4.66
Clorpirifos 106.42 9.06 102.46 7.44 98.76 3.82
Endosulfan 116.76 12.59 94.39 5.39 105.06 2.92
Endosulfan.S 98.64 6.13 87.22 6.59 94.03 7.65
Cipermetrina 99.13 11.25 93.13 6.64 93.84 11.72
%Rec porcentaje de recuperacion
%RSD desviacion estandar relativa
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Los porcentajes de recuperacion fueron calculateiante la siguiente ecuacion:

Concentracidn,pienida
%Rec = — X 100 (3.1
Concentracion stimada

Concentracion,preniaq: CONCentracion de las muestras obtenidas desi@hésalisis

ConcentraciOn,gimadqa: CONCeNtracion de las muestras fortificadas

Segun la guia SANCO/825/00, los criterios de acéfmapara los porcentajes de recuperacion y

su respectivo %RSD son los siguientes:

Tabla 3.4. Criterios de aceptacion para Porcentagede Recuperacion y Desviacion
Estandar Relativa en matrices de origen vegetalgnimal

Intervalo de recuperacién Precision
Nivel de concentracion aceptable %RSD
(%)
> 1 ug/kg< 0.01 mg/kg 60 — 120 30
> 0.01 mg/kgs 0.1 mg/kg 70— 120 20
> 0.1 mg/kg< 1.0 mg/kg 70-110 15
> 1 mg/kg 70-110 10

Como se puede apreciar en la tabla 3.4, los pt@jes de recuperacion de los cinco plaguicidas
se encuentran en el intervalo de recuperacion aglepy sus %RSD son menores a los %RSD
maximos sefalados. Por lo cual, el método cumple los requerimientos de la guia

SANCO/825/00 de la Comunidad Europea en cuankaetieud y precision.
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En una publicacion del Departamento de Agricaltle Estados Unidos (USDA, por sus siglas
en inglés), se presenta la validacion de un mépadla la determinacion de 229 plaguicidas en
frutas y vegetales por GC-MSD en el que se utilizéécnica QUEChERS como método de
extraccion yclean -up[40], donde se reportan porcentajes de recuperagitre 90 y 110% con
desviaciones estandar relativas10% para la mayoria de plaguicidas, entre los s@
encuentran los plaguicidas en estudio. Los valdeesstos resultados son similares a aquellos
expuestos en la tabla 3.4, donde el rango de eeacipnes es de 87 a 117% y la desviacion

estandar relativa maxima es de 12.59%.
En la tabla 3.5 se presentan las ecuaciones deul@as de calibracion utilizadas para la

cuantificacion de los blancos de matriz fortificado

Tabla 3.5. Ecuacion de las curvas de calibraciortilizadas para cuantificar los blancos de
matriz fortificados

Plaguicida Ecuacciglr;bcigg% gurva de R?
Dimetoato y = 763010x - 8201.7 0.997
Malation y = 719506x + 30304 0.999
Clorpirifos y =603433x + 12179 0.999
Endosulfan y = 272326x + 4803.5 0.998
Endosulfan. S y = 243947x + 304.85 0.997
Cipermetrina y = 389087x + 9299.7 0.997

55



De acuerdo con los datos de la tabla 3.5, lo$icieetes de correlacion de las curvas de
calibracion utilizadas para la cuantificacion de ldancos de matriz fortificados son iguales o

mayores a 0.997.

3.3. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

Las muestras fueron preparadas y analizadas dedaccen el método establecido y evaluado

obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 3.6. Resultados de las muestras analizadas

Concentracién de los plaguicidas analizados

Lote (mg/kg)
Dimetoato| Malatiéon| Clorpirifo§ EndosulfanCipermetrina

C1 ND* ND 0.08 ND 0.05
C2 ND ND ND ND 0.05
C3 ND ND ND ND 0.08
c4 ND ND <LC? ND 0.30
C5 ND ND <LC ND 0.28
C6 ND ND ND ND ND
11 ND ND ND ND ND
12 ND ND ND ND ND
13 ND ND ND ND ND
14 ND ND ND ND ND
15 ND ND ND ND ND
16 ND ND ND ND ND
17 ND ND ND ND ND
18 ND ND ND ND ND
19 ND ND ND ND ND

1 ND: No detectado
2 LC: Limite de cuantificacion
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Para cada muestra analizada, el software del eqghora un reporte de cuantificacion, cuyas
concentraciones reportadas corresponden a losctdrabtenidos luego del tratamiento de las
muestras; sin embargo, en este caso, dichos esgmdporcionan directamente la concentraciéon
de analito en la muestra ya que la técnica patiparno incluye ningin procedimiento de

dilucion ni concentracion; y el extracto que seiestd en el método de extraccion tiene una

concentracion de 1g de muestra por 1mL de solvente.

3.3.1. CONFORMIDAD CON LOS LIMITES MAXIMOS PERMITID OS

Se determind la conformidad de los lotes muestamn los limites maximos permitidos
(LMRs) establecidos para tomate rifion por el Codkmentarius, la Unidn Europea, la EPA
(Environmental Protection Agency por la legislacion de Japoiiie Japan Food Chemical

Research Foundatign

Nueve de los lotes examinados (C6, 11, 12, 13]34]6, 17, 18, 19) no presentaron residuos de los

plaguicidas analizados, por lo cual, cumplen catasolas reglamentaciones mencionadas en

cuanto a Dimetoato, Malation, Clorpirifos, Endoaulfy Cipermetrina.

En la tabla 3.7 se presentan las concentracionks deuestras en las que se detectaron residuos

y sus LMRs respectivos.
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Tabla 3.7. Conformidad con los limites maximos penitidos

LMRs
Muestras Analitos Concentracior (mgkg)
detectados (mg/kg)
Codex A. EPA EU Japdn
c1 Cipermetrina 0.05 0.20 i 0.5 2.0
Clorpirifos 0.08 i i 0.5 0.5
Cc2 Cipermetrina 0.05 0.20 i 0.5 2.0
C3 Cipermetrina 0.08 0.20 i 0.5 2.0
ca Cipermetrina 0.3 0.20 0.5 2.0
Clorpirifos <LC i i 0.5 0.5
5 Cipermetrina 0.26 0.20 i 0.5 2.0
Clorpirifos <LC i i 0.5 0.5

Segun los datos expuestos en la tabla 3.7, detes ¢ue presentaron residuos de cipermetrina,
las muestras C4 y C5 sobrepasan los limites méaxpeositidos del Codex Alimentarius, pero

si presentan conformidad con las legislaciones &J y de Japon.

La concentracion de clorpirifos en las muestras y@b es menor al limite de cuantificacion

(0.043mg/kg), y en la muestra C1 es 0.08 mg/kg,I@danto, los tres lotes cumplen con los

LMRs de la EU y del Japén.
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Para las muestras que presentan residuos de cipeaneao se pudo determinar su conformidad
con los LMR establecidos por la EPA, ya que estida&mh no presenta limites maximos

permitidos para este plaguicida en tomate rifién.

Debido a que la produccion de los lotes examinagkgara consumo nacional, los LMR
legalmente exigibles corresponden a los estable@doel Codex Alimentarius, por lo cual, los
lotes de tomate rifion C4 y C5 no cumplen con léaregntacion nacional en cuanto a residuos

de cipermetrina y deberian ser retirados del meccad

Todas las muestras que presentaron residuos deigits provienen de lotes de sembrios a
campo abierto, lo cual sugiere que el uso tsegroquimicos es mas frecuente en este tipo
de cultivos. El hecho de no haber detectado resideoplaguicidas en los lotes provenientes de
cultivos bajo invernadero, es un indicativo de pseproductores respetan el tiempo de carencia

de los agroquimicos que utilizan.

Otra de las causas por las cuales no se detectesauos de plaguicidas en las muestras
pertenecientes a cultivos bajo invernadero, se gdebiblemente a la mayor temperatura a la que
se encuentran estos cultivos, lo que ocasionalqueaeso de degradacion de los plaguicidas se
acelere. Un incremento en la temperatura de 10&@afemente produce la disminuncién de la

vida media de un plaguicida en un factor de 2[413.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Se adapté un método multiresiduo para la detern@nate 5 plaguicidas: Dimetoato,
Malation, Clorpirifos, Endosulfan y Cipermetrina n domate rifion. Para la
extraccion yclean-upde los analitos de la matriz se utilizo la técrdeaQUEChERS

y como técnica analitica Cromatografia de GasasDmiector Selectivo de Masas

(GC-MSD).

El método de extraccion QUEChERS presenta variatajes: uso reducido de

material de laboratorio, el tiempo invertido en deeparacién de la muestra es
relativamente corto (10 minutos por muestra), datidad de solvente utilizado es
minimo (10 a 15 mL), el mismo solvente es empleadel proceso de extraccion y
para la inyeccion del extracto en el cromatografemas no requiere concentracion

de la muestray es posible extraer analitos feeetites polaridades.

La evaluacion del método resultd satisfactoria amglir con los criterios de
aceptacion en cuanto a linealidad, precision ytixa establecidos en la guia para
la validacion de métodos analiticos para la deteaoidn de residuos de plaguicidas

de la Comunidad Europea.

61



El método permite cuantificar niveles de concembracle 0.05 a 1.00mg/kg de cada
uno de los plaguicidas, por lo cual, se pudo detenmla conformidad de las
muestras analizadas con los limites maximos dduesiestablecidos por el Codex

Alimentarius y conocer si cumplen con la reglaraeidin nacional.

Los lotes C4 y C5 presentaron niveles de cipeimngesobre el LMR establecido por
el Codex Alimentarius, es decir, no se consideposapara el consumo, Yy en caso
de ser exportados a paises en donde esta legislasta vigente, estos lotes serian

rechazados ocasionando pérdidas economicas pam@deictor.
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4.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar el alcance de este métoda,comprobar su eficiencia en
otras matrices, asi como también se podria aumehtadimero de plaguicidas a
analizarse, debido a la gran cantidad de analitespgeden ser determinados usando

la técnica de extraccion QUEChERS y como técnisimumental GC-MSD.

Por las ventajas que presenta el método, tambki&ugiere realizar un estudio para
determinar el nivel de contaminacion por plaguisiéa los vegetales y frutas con

mayores niveles de consumo y que forman parte cienlasta basica.
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ANEXO 1: ESPECTROS DE MASA DE LOS PLAGUICIDAS ANAL IZADOS
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ANEXO 2: CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS POSITIVAS
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Muestra C2
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Muestra C3

Abundance TIC: C3.D'datams |
10000 '

2500

8500
8000

TS0

F'.
| - A wf—mﬂs'ﬂ
=) VAN e |
amo’ ¥ ||n’r i]ll'l ||

I

| 1\ g

|
R | L | Y SR .
! |_ Y L —
| |
i —
et — L ; : e
Time--= 10.50 _11.‘{}0 i1:5ﬂ 12!00 4250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 17.00 17.50

Cromatograma de un extracto de tomate obtenido débte C3

78



Muestra C4
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Muestra C3
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ANEXO 3: CROMATOGRAMAS DEL BLANCO DE MATRIZ
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ANEXO 4: CERTIFICADO DE ANALISIS DEL SOLVENTE DE EX TRACCION

Certificate of Analysis

@ﬂr erSclentific

H STIEIANIE, -Jm] ; J/

1 Reagent Lane

e uni10 - Certificate of Analysis

201.796.1329 18X igper sctentifics Quaity System has been found to conform to Qualty Managerent Systsm

Standard 1S08001:2000 standard by DNV Cartificate number
CERT-080562-2006-A0-HOU-ANAB

This s to certify that units of the above mentioned lot number were tested and found to comply with the specifications of the grade listed. Certain data
have been supplled by third parties. Fisher Scientific expressly disclaims all warranties, expressed or implied, including the Implied warranties of
marchantabllity and fitness for a particular purpose. Certain products (USP/FCCINF/EP/BP/JP grades) are sold for use in food, drug, or medical device

Futurdms claim regulatory coverage under 21 CFR nor maintain DMF's with the FDA. The following are the aclual snalylical
Catalog Number [E191 {Mifg. Date 2/5/2008
ILot Number 6767 |

[Description ETHYL ACETATE, PESTICIDE GRADE
[country of Origin  JUnited States

Rasult namea Linits Specifications

|IDENTIFICATION [PASSIFAIL = PASS TEST PASS TEST
[SUIT PESTICIDE RES ANALYSIS = PASS TEST PASS TEST

rmnm‘r)m‘ % % < ’q!

Lab Manager Fairlawn

Note: The data fisted is valid for all package sizes of this lot of this product, expressed as a exiension of this catalog number listed
above, If there are any quastions with this certificate, please call Chemical Services at (B00) 227-6701.

82



ANEXO 5: CERTIFICADO DE ANALISIS DE LOS ESTANDARES

SIGMA-ALDRICH"
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Slpma-Aldrlck Labopchamibalien Gebf S-31918 faalia
Talafon: +19 5137 E23E-150

Seales, 24.03. 2010/112333,/ 0815848

Ovdar-He. i
Costomer-Ha. 1
Ordar-Cods:
feantity:
Prodectios Dake: 31.kog. 2000
Expiry Duta: 3.A0g. 2014
Article/Product: 45449 Batch : SEES243X
Dimethoate PESTAMALY
Reference Material (RM)
1. General Inlormation
Formula: CS5A12ZMOAPSL Molar mass: 229.26 g/Mole
CAS-Ho.: [60-51-5] Recomm. storage temp.: 2-8 'C

Usage :@ Acaricide/Insecticida

The estimated uncertalnty of a singbe measurement of the assay can be expected to be 0.5 % relative
(confidence level = 8%, n= B) whereby the assay measurements are calculated by 100% minus found

impurities.

2, Batch Analysls

Identity (HMR) complying

Assay (HPLC} 599.6 area %
Water (Karl Fischer) 0.04 %
Malting range 47.0=-49.5 -
Date of Analysias 15.5ep. 2009

3. Advice and Remarks

* The minleos skelf 1ife v bised on the curcent koowledgm o holds coly for poopar storage comditloszas in Ehe
originally clesed flasks/ packages.

* Whanwver the contalser i opansd for eeseval of alligest partieas of the sbetesce, the passcs hasdling the
webstance must sswurs, that the lsbegrity of the substancs Ls malntaised and propar reserds of all lts
tandilrge aze kepk. Bpecial ears Mas be be bakes to awold may coskamisabion or adelberstics of the subskasce.

* Hs herwwith conflre that the deliwecy is sffected scocczding bo the techniosl deliwery cenditicns sgresd.

* Purtleslar propacbled of thi prodictd o the sulbabdliby for & particelic does of spplicatlos mew ek sssured.

* Wa guarantss & propar qoality withis cer Gersral Condltisns of Sales.

Sigma-Aldrich Laborchsmikalien GmbH
Quality Management SA-LC

This uni produced al cally and iw valid witheut a signature
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SiGMA-ALDRICH"
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Figma-Aldrich Laborchemikalion Gabdl 0-10518 Jeslie
Telafon: +43 5137 B23E-130

Bales, 30,11, BOLE/130HNE 00709067

Drdar-H, =
Coit =8, ;

Droar-Code !

Quantity:

Fredouzisa Bake! 26, May. 3000

Explry Duks: 26, May, 2005
Article/Product: 36143 Batch | BIZBI14E6XV
Malathion PRSTANAL®
Reference Material (RM)
1. General Information
Formula: Cl0H1906PS2 Molar mass: 330.36 g/Mole
CAS-Ho.: [121-75-5] Recemm. storage temp.: 2-8 'C

Usage : Acaricide/Insecticide

The estimated uncertainty of a single measurement of the assay can be expected to be 1% relatlve
(confidence lavel = 85%, n= 8) whoeroby the sssay messurements are calculsted by 100% minus found
Impurities,

2, Batch Analysls

Identity (HMR) complying

hasay (HFLC) 7.2 area %
Befractive index (n 25/D) 1.4%60

Water (Karl Fischer) 0.02 L3
Date of Analysis 22.Jun, 2009

3. Advice and Remarks

* Tia minleos sbelf Life Ix based on the current ksowledge ard Belds enly for propes shiorage conditloss 1n Ehe
orlginally closed flsaks) packsges.

* Wearaver the costalner is cpesed for rescval of allgout portions of the subabanse, the person hesdling thae
Fibatence oSt assure, that the Letegeity of the mbstesce is maintained wad proper recozds of all iks
bandlisge are bept. Speclel case kas Bo be baken to avoid any contamination er adulverstics of the scbotance.

* W barswith confire that the delivery is effectsd sccording to the techaical delivery conditicns sgresd.

* Pacticulas propacties of the prodects or the selbability for s particulas aren of applisstios are sot sssured,

* Wa quarisbes o proper quality withis our Ganeral Corditless of Selas.

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH
Guality Managemeni SA-LC

This & wap | slectronioally and ia valld withese a slguatuse
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SIiGMA-ALDRICH"

CERTIFICATE OF ANALYEIS

L Abdrich Lt Eallsn OsbH D-1051E Sealis

ol
Tmlafce: ) 5197 R¥N-150
Bealea, 23 11,3003/ 149436510/ 10953

Ordee=H3. :
Costosar=Ns. :

Ordes=Code:

[antity:

Froduction Dake:  31.May, 000
Expiry Date: 1. May. 2015

Article/Produckt: 453585 Batch 1 SEBALALINV
Chlorpyriphes PESTAMALY

Reference Materlal (RM)

1. General Information

Formula: CS3H11C13HO3ES Molar mass: 350.59 g/Mole
CAS-Wo.: [2921-88-2] Recomm. storage temp.: 2-8 °C
Usage : Insecticide

The estimated uncertainty of o singlo measurement of the assay con be expecied 1o be 0.5 % relative

(confidence level = 85%, n= ) whereby the assay s are caloulated by 100% minus found
impurities.

2. Balch Analysls

Identity (HMR) complying

Assay [HELC) 93.9 area &

Melting range 40.9-41.9 ‘o

Water [Karl Fischer) 0.06 %

Date of Analysis 04, Jun. 2010

3. Advice and Remarka

= The minlwos shelf 1ife is based on the cuzrent knowledqe scd Boldw cnly for propes stoosge conditlons in Ghe
originelly closed flaaks) packspas.

* Wharaver the cortainer in cpesed for resgval of aligeet parkicos of tie scbatance, the parscn basdling the
wibsteioe surt assume, that tie Lntegrity of the wmb is malntaised aad proper mecerds of all Ivs
bindlisge ace kapt. Speclal cife had to be tikes be avold any coobasisstlios of adulterstles of the dubstacce,

* Mo hapewith confirm that the dalivery e affectsd scoording to the technloal delivery cenditions sgresd.

® Partioelar propertles of the poeduche or the suitakility for o pasticeler ares of applicstion sce meb sesured.

= Wy gusrantes 8 peepsc gealiby within cur Genscsl Conditions of Sales.

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH
Quality Management BA-LC

This docussnt was produced slectronically ard is welid without s slgnatuss
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SiEMMA-ALDORICH"

CERTIFICATE QF AHAII.'I'SIS !

INSPECTION CERTIFICATE 2.1 ace. to DN EN 10204

Bigma-hldeich lalarchemikalies SehE D-30518 Seelis
Talafon: +4% 5137 E23B-15D

Ssalre, 37,06 2005/ EMA1E047 04344

GuaaciTy:

Peeduction Dwte: 11.Jom. Z0O0B

Expley Data: 11, Jus. BELL
Article/Product: 32015 Batch : Bl&3X
Endosulfan (alphatbetan2+l) PESTANALY
Relerance Matarial (RM)
1. Genaral Inlormatbon
Formula: CYHEC1E038 Molar mass: 406.93 g/Mole
CAB=Ho.: [115-23-7] Racomm, storage temp.: roombemp.
Usage : Insecticide/Redenticide
. Batch Analysis
Idencity ([(HMR) complying
endosulfan (alpha + beta) HPLC 99.9 4
alpha - endosulfan (HPLC) 67.0 %
beta = endosulfan [HPLC) 3i.0 3
Water (Earl Fischer) 0.06 ¥
Date of Analysis 26, Jun, 2008

3. Advice and Remarks
* The mlnisos shalf lifs is bassd oo the cesrent baculedge and halds cely far propas stocage cosditioss in the
oelginally elesnd flasks) peckages.
® Heenavar Ll contdicar is opened for rescval of aligout portloss of the sutatance, the pacion hezdling the
webgtancy sust essuce, thet the lotegeley of the substancs 19 malstained s=d propec of sll ikm
handlings arw kept, Specisl care has to b takan to avodd soy contaminatine or edultenmstion of the substasce.
Wi hetewlih ceafics thit bhe dallvesy L effected accardizg to the Eechalesl dalivery condibizne sgresd,
® A osample of tha above senblofed Babch shewed the listed asaljeical valoas.
Particular propartles of the preducts of Che sultability for & particulay ared of application ane fef aasered,
* Hs gearinbes 3 propet qeality within cur Gensral Conditicas of Salas.

-

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH ;Q,Jm Terond,

Quality Assurance

Warks Inspector
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Certificate of Analysis

Dr. Ehrenstorfer

Preduct identification
12133000 Endesulfan-suliate
CA 14,8 B.7.7-Harachlarabicyc ol 2. 11 5-haaplin- 2. 3-bis-(mathy ier]-suiphatn
LPAc 1.4.5,6,7.7-Haxachiono-hax aky dr o mathan -benzoding alhiapin-giox ki

Farmuls COHECIE04S
MelWeighl 422 93

CAS Mo 1031078

Paase nolr: Tha aupiry dale is vold under recommandad siorega conditions oy

Rafafanos Meterials for
Aealdia Anmlysls

Expiry Dale 15,12.2014
Led Humber 1205

Sierwal 20°C 44 °C

[Toxicological Data Physical Data

gl iy

Maif Ranga 1734 *C

R Cods ZB-50/53
5 Cote 22-24035-45-50-51
LOS0 (Rats Temakimale nmghg) 18

Vapaur pheagure WA 8 °C
Solubity in w ber naod gl gt *C
Boding Range (i)

Analytical Data

Flera: ; 1.0 mUimin

RuvThre: 14,63 min. Gradent: 15" Cimin

Detection: GO/MSD Matpod Datads:
Column:  DB-5, 30 m, ID 0.25 mm Injector: 320" C
Vel 1,00l Start Temperature: 120* C for 4 min

End Temperadure: 320 C for § min

Hentity:  RT
Cammeni  Furky was confimeed by sxternal sandard sethod
May decompase sl higher temparahanes diring G analysh.

Wiater Contont (.0 % Diedarmined by KarkFischar Taratian
Dot Purlty 98,5% Tolesahcallingartainty + 0.5 %

which is Us{y)'s, w
combington of

Tha uncariaindyfinierance of this standard b calculsted in acoardance w ih (he EURACHEWOTAC Guids - Cuantdying Unsertainty in

Analylical Mogsuremant - Second Editian. The uncertsinty given i the npanded combinad uncertainly and rapresonts an eslimated

skandard deviabon equal 1o the postive $quane toot of the batal vaisnce of tha uncertainty of componants. The expanded uncartaisty is L
K the coverags Tactor a1 the 95% confidance lavel (K<), Thi expanded uncariaily it based on the

intes associted with sach indvidual oparation ivaad in the jpreparation of this product

2

By Ba WERLE]
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Labos Dr. Ehranstorer-Schafers - B -Schiossor-Sir B A - 88189 Augtburg - Genmany
Fhone +48 821 506080 Fax +49 821 B0B0ARE  Infof@enatylical-standards.com
The warranty for thie praduct i [mied o the purchasing prica of this product.
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ANEXO 6: PRESENTACION ESQUEMATICA DEL MUESTREO

Lote y muestras primarias de otro producto:
1,3, 5 10 o 15 muesiras primarias tomadas de
de lugares elegidos aleatoriamente

[ "

nota: oo combénan las mueatras prmanac
PaE rman s muesrd 3 granel

NN

NN N

niulujuls
adoog
miufn{niuluin

Unidades que forman la muestra a granel

L L
NN

noda” cuando fas muesiras de (aboraiono oo praparan directamenta @ partr del dare,
I3 mussa g granel & Is soa sancepiudd g las musilras Je labacaions

ajnjn)sin miulufsls e
AEddd ooooo 388838888 i

Vry ogoOoaononn
£ oooooooon

LSS
Muestra de laboratorso (1 o mas) Pares gue no e Muestra analitica preparada Muestra analitica preparada Porcion analitica {1 o mas)
han g analizar parcialments completaments
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ANEXO 7: DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARA CION DE MUESTRAS

I Homogenizar 1kg de muestra }7

Contenido tubo 1
Preparacion de mmestras fortificadas onfemco ubo
| . Sulfato de magnesio anhidro 4g
Transferir 15g de muestra Cloruro de sodio 1g
Transferir 15g de muestra homogenizada al tubo 1 . R 1
. Citrato de sodio dihidratado g
homogenizada a un tubo de Citrato dihidrogenado de sodio 0.5
centrifuga vacio de 50mL ‘ g -8
| Afiadir 15mL de acetato
Pesar el tubo + la muestra agregada de etio
Niveles de fortificacion: ‘ - ‘
0.05. 025 v 0.5 mg'ke Fortificar la muestra con Agitar E;llt'l.lbo manuzlilmmte
(5 fortificaciones por la solucion madre — | por I min. y Centrifugar
cada nivel) a 5000 tpm por 5 min_
Agitar el tubo manualmente por 1 min. ‘ Contenido tubo 2
ypesar Transferir 1mL del extracto o
‘ obtenido al wbo 2 ggﬁ:m de magnesio ﬂ“hldf‘; , 1i°m%
. Afiadir 15 ml. de acetato (amina primaria secundaria)  25mg
Calcular la concentracion . Cis 25mg
. || de etilo v pesar el tubo ‘
de la mmestra foritifacada evamente
’ Asiadir 25mg de negro
| de carbon grafitizado
Afiadir el contenido del |
tubo 1 Agitar en el mezclador vortex por 30 segundos
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Centrifugar a 5000 rpm por

5 min.

Transferir 1mL del extracto
final al vial de inyeccion

Analizar la muestra con el método

establecido en el GC-MSD




ANEXO 8: USO DE LOS PLAGUICIDAS ANALIZADOS EN EL CU LTIVO DE TOMATE

RINON
Plaga que ataca al cultivo de tomate rifién Pladaici
Mosca BlancdTrialeurodes vaporariorury Cipermetrina
Bemisia tabaci)
Malation
Clorpirifos
Afidos (Aphis gossypii, Aulacorthum solani, Dimetoato
Macrosiphum euphorbiae, Myzus persicae
Malation
Dimetoato
Trips (Frankliniella sp.)
Malatién
Minador de la hojgLyriomiza trifolii y Endosulfan
Lyriomiza bryoniae) . .
Cipermetrina
Clorpirifos
Arafia roja(Tetranychus urticae)
Dimetoato
Gusano negrdAgrotis Ypsilon) Endosulfan

Fuente: Edifarm, (2004Yademécum AgricolaQuito, Ecuador.
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PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo, Daniela Viviana Lopez Ordofiez, C.I 17220176&@or del trabajo de graduacion titulado:
“Determinacion de residuos de plaguicidas en tomaf®n (Lycopersicum esculentympor
cromatografia de gases con detector de espectiardetmasas (GC-MSD)”, Previa a la obtencién del
grado académico ddCENCIADA EN CIENCIAS QUIMICAS CON MENCION EN QUi MICA

ANALITICA en la Facultad d€iencias Exactas y Naturales

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligadue tiene la Pontificia Universidad Catélica del
Ecuador, de conformidad con el artirculo 144 deela Organica de Educacién Superior, de entregar a
la SENESCYT en formato digital una copia del referirabajo de graduacion para que sea integrado al
Sistema Nacional de Informacion de la Educacione8ap del Ecuador para su difusion publica

respetando los derechos del autor.

2.- Autorizo a la Pontificia Universidad Catdlical &cuador a difundir a través del sitio web de la
Biblioteca de la PUCE el referido trabajo de graita respetando las politicas de propiedad

intelectual de Universidad.

Quito, 25 de abril de 2012

Srta.

C.l. 172201768-6
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