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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad hacer un estudio preliminar de residualidad de
metomil, carbofuran, carbarilo y profenofos en brdcoli en un punto de distribucion de este
producto en la ciudad de Quito, el Mercado Mayorista. Se implement6 una variante del
método 2007.01 de la AOAC para la determinacion de estos plaguicidas usando la
cromatografia liquida de ultra alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas en

tandem (UHPLC- MS/MS) como tecnica de separacion y cuantificacion.

Luego de las pruebas de validacion el método comprobo ser confiable segun los criterios
de la norma SANCO/10684/2009 y de Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la
Calidad del Agro (AGROCALIDAD). El porcentaje de recuperacion para los cuatro
analitos fue del 91% al 100%. Los rangos de trabajo en matriz fueron de 5 a 64 pg/Kg para
metomil, carbofuran, y carbarilo y para profenofos fue de 23 a 299 ug/Kg, los cuales

cubren las legislaciones vigentes.

Se analizaron treinta muestras de las cuales seis presentaron residuos de metomil y en dos
de éstas se encontré residuos de profenofos. Segun la normativa ecuatoriana la residualidad
de estos plaguicidas no es permitida en brocoli, ademas, tampoco cumplen los requisitos

para la exportacion a la Unién Europea y Japon.

Palabras clave: Plaguicidas, brécoli, cromatografia liquida, espectrometria de masas

tandem.



ABSTRACT

The present dissertation conducted a preliminary study of pesticides residues of methomyl,
carbofuran, carbaryl and profenofos in broccoli on the “Mercado Mayorista” from the city
of Quito. The method implemented was based on the AOAC 2007.01 method using ultra-
high pressure liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (UHPLC-

MS/MS).

After completing the validation process, this method proved to be suitable according to the
criteria of the SANCO/10684/2009 norm and the Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento
de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD). The percentage of recovery reaches from 91%
to 100% for all analytes. The range of work was established from 5 to 64 ug/Kg for
methomyl, carbofuran and carbaryl, whereas for profenofos it was 23 to 299 ug/Kg which

cover in force regulations.

Thirty samples were analyzed; six contained pesticide residues. These six samples
contained the pesticides methomyl and profenofos which, according to Ecuadorian law, are
not allowed for use on broccoli and are not suitable for exportation to the European Union

or Japan.

Keywords: Pesticides, broccoli, liquid chromatography, tandem mass spectrometry



INTRODUCCION

Desde hace méas de una década la cadena de produccion de brécoli ha mostrado un fuerte
crecimiento, debido a su importancia en la nutricién humana. Con el objetivo de mejorar el
rendimiento y calidad de su produccién se recurre al uso de plaguicidas que cumplen un
papel importante en la industria agropecuaria a pesar de su problematica toxicologica. Por
la toxicidad de algunos de estos plaguicidas, en la mayoria de paises desarrollados, se ha

intensificado el control de su uso en alimentos para evitar su aplicacion inadecuada.

Existen mas de 1,100 plaguicidas que son usados en algunas de las varias etapas de la
produccion, almacenamiento y distribucion de productos agricolas. Los residuos de estos
plaguicidas, que permanecen en los alimentos, suponen un riesgo para la salud humana por

su potencial toxicidad aguda y/o crénica .

En el Ecuador existe poco o ningun control en el uso de plaguicidas y ademas, se ha
encontrado la presencia de sus residuos en alimentos en niveles superiores a los permitidos,
por esto, se plantea la necesidad de implementar metodologias analiticas usando
instrumentos de Ultima generacién que permitan efectuar un analisis con altos niveles de

sensibilidad y selectividad para proteger la salud del consumidor.

Actualmente, debido a su excelente versatilidad, paises como Estados Unidos, Canada,
Reino Unido, Alemania, Suecia, Dinamarca, Jap6n, Holanda, entre otros, utilizan
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas/masas en sus

programas de monitoreo de residuos de plaguicidas en alimentos de produccion nacional e



importados . Las caracteristicas de la cromatograffa liquida acoplada a masas en tandem
son su alta sensibilidad y versatilidad, ademas de poder analizar plaguicidas problematicos
sin la necesidad recurrir de complicadas derivatizaciones. Esto hace a la cromatografia
liquida acoplada a masas en tdndem hacen una importante herramienta para el control y

monitoreo de plaguicidas ™.

El presente trabajo, esta entre los primeros efectuados en el pais sobre la residualidad de
plaguicidas en brocoli destinada para consumo, utilizando un cromatdgrafo liquido de ultra
alta eficiencia acoplado a un espectrometro de masas en tandem (UHPLC-MS/MS). El
estudio se llevd a cabo con el detector MS/MS méas moderno y sensible en el pais. Al ser
este un equipo nuevo se tuvo que superar algunos inconvenientes como fueron:
condiciones para la instalacion del equipo, aprendizaje del software (Masslynx version
4,1), verificacion de las condiciones correctas del funcionamiento del detector y

mantenimiento periodico del equipo para trabajar en condiciones optimas.

En este estudio se adaptd una variante del método QUEChERS propuesto por
Anastassiades et al. una técnica de andlisis multiresiduos que optimiza los procesos de
extraccion y limpieza minimizando costo y tiempo del analisis ademas del tamafio de la

muestra ©I,

Se analizaron cuatro plaguicidas en muestras de brocoli recolectadas del principal mercado
de la ciudad de Quito, el Mercado Mayorista. Este trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio
de Calidad y Residuos de Plaguicidas e Insumos Agropecuarios de AGROCALIDAD

conforme con sus requerimientos y protocolos.



CAPITULO I: PARTE TEORICA

1.1. EL BROCOLI.

El brécoli es una hortaliza originaria del Mediterraneo y Asia Menor. Es un cultivo de
clima templado frio. Para su desarrollo dptimo se requieren temperaturas de 8 a 17 °C !,
Pertenece a la familia Brassicaceae del género Brassica y de la especie Brassica oleracea
del grupo italica. Cada 100 gramos de brocoli crudo completo (tallo y flor) estan
compuestos por 90,69 g de agua, 5,24 g de carbohidratos, 2,98 g de proteina, y 0,35 g de
grasa . Ademas, cuenta con un alto contenido de vitaminas: A, B-6, C, E, K y de
minerales: calcio, hierro, magnesio, fdésforo, potasio, sodio, zinc, cobre, manganeso y

selenio 11,

Muchos de los plaguicidas causan dafio en el ADN incluso en humanos. La dieta puede
prevenir y en algunos casos revertir el dafio al ADN . Se ha demostrado que el consumo
de brocoli ofrece una buena fuente de sulfarafane, un isocianato de documentada capacidad
anticancerigena 7). Investigaciones en animales indican que el sulfarafane posee una
actividad de proteccidn en contra carcindgenos incluyendo plaguicidas. Ademas, estudios
epidemioldgicos han reportado una relacién inversa entre el consumo humano de

isocianatos y el riesgo de cancer de pulmén, seno 'y colon [,

Sus excelentes propiedades alimenticias y anticancerigenas lo convierten en un alimento

importante para la dieta. Es un alimento que lo consumen personas de toda condicion



social y edad, incluyendo nifios, de ahi la importancia de mantener este alimento libre de

residuos de plaguicidas.

El brécoli luego de cosecharse tiene una vida de 21 a 28 dias, si se lo mantiene a una
temperatura de 0 °C y una humedad de 95%, desafortunadamente los pequefios
agricultores, que son quienes distribuyen el brocoli en los mercados, no cuentan con
frigorificos para el transporte o almacenamiento del brdcoli, lo que reduce
considerablemente el tiempo de vida del mismo, segin la bibliografia al mantener el

brécoli a 5 °C su tiempo de vida disminuye a la mitad .

1.1.1. EL BROCOLI EN ECUADOR.

Segun el ultimo Censo Agropecuario, la produccion total de brocoli en el Ecuador ascendio
a 48 678 Tm "% concentrandose su cultivo en la regién andina con 3 417 hectareas ™.
Cotopaxi es la principal provincia productora de brocoli, con el 68% de la produccion,
seguida por Pichincha e Imbabura que producen 16% y el 10% respectivamente teniendo

estas tres zonas condiciones favorables para la produccion todo el afio ™.

1.1.2. PLAGAS QUE AFECTAN AL BROCOLI.

Existe un gran nimero de plagas causadas por insectos, &caros, hongos y bacterias que
afectan al brocoli. Algunas de las mas importantes en nuestro pais son: Minador de hojas
(Liriomyza trifolii Burg.), Mosca de la col (Chorthophilla brassicae Bouche), Oruga de la

col (Pieris brassicae L.), Gorgojo de las coles (Ceuthorrhyinchus pleurostigma Marsch),



Polilla de las cruciferas (Plutella xylostella L.), Pulguilla de la col (Phyllotreta nemorum

L.) y Pulgén de las coles (Brevicoryne brassicae L.) M.

1.2. LOSPLAGUICIDAS.

Son sustancias 0 mezclas de sustancias, naturales o sintéticas, formuladas para eliminar o
para repeler plagas que afecten a cultivos de alimentos para el consumo humano, vida

animal, o que transmitan enfermedades tanto a seres humanos como animales ™!,

Gracias al uso de los plaguicidas se ha generado una mejora sustancial en la calidad y
cantidad de la produccion de alimentos, de la cual la demanda es cada dia mayor, pero
también ha traido consigo un sinnumero de nuevos problemas concernientes a la salud del

hombre, animales y a la contaminacién del ambiente ™.

En este estudio se analizaron cuatro plaguicidas: el organofosforado profenofos y tres

carbamatos: carbofuran, carbarilo y metomil.

A continuacion se describen las caracteristicas principales de cada plaguicida analizado:

1.2.1. PROFENOFQOS.

Por su composicion quimica es un plaguicida organofosforado, su nombre quimico segun

la IUPAC es O-(4-bromo-2-clorofenil) O-etil S-propilfosforotionato. En la Figura 1.1 se

puede apreciar su estructura quimica ™.



o
11
Br OP — OCH_CH
1
SCH,CH,CH
Cl

Figura 1.1. Estructura quimica del Profenofos 4.

El profenofos es un insecticida y acaricida no sistémico cuyo modo de accion es inhibir la
colinesterasa. Se usa en el control de insectos y de &caros en cultivos de brocoli, algodon,
papas, tabaco, maiz entre otros ™. En la Tabla 1.1 se encuentran las principales

propiedades fisico-quimicas del profenofos.

Tabla 1.1. Propiedades fisico-quimicas del Profenofos .

Peso molecular 373.6 g/mol
Estado Liquido
Presion de vapor 2.53 mPa (25°C)
Densidad relativa 1.455 g/ml (20°C)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ubica al profenofos en la categoria Il,
moderadamente peligroso; y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos

de Norteamérica (US-EPA), lo ubica en la categoria 11, moderadamente toxico ™.

1.2.2. METOMIL

Es un insecticida y acaricida sistémico de amplio espectro cuyo modo de accion es inhibir
la colinesterasa. Se usa para el control de una amplia gama de insectos, en particular
lepidépteros, hemipteros, homépteros, dipteros y coledpteros ademés de acaros M4, Se

utiliza en casi todo tipo de cultivos, entre ellos el brdcoli.

8



Se lo clasifica por su composicion quimica como Carbamato Oxima. Su nombre oficial
segin la IUPAC es S-metil-N-(metilcarbamoiloxi) tioacetimidato. En la Figura 1.2 se

puede apreciar su estructura quimica ™.

,SCH,
CH;NHCO,N=C
CH,

[14]

Figura 1.2. Estructura quimica del Metomil

El andlisis de la residualidad de este compuesto ha supuesto un problema para los
laboratorios del pais, debido a que es termolabil, no se lo puede analizar por cromatografia
de gases y no presenta una adecuada sefial en los detectores ultravioleta/visibles, por lo que
se lo debe derivatizar para su deteccion por fluorescencia ™4, lo que plantea varios

problemas analiticos.

En la Tabla 1.2 se detallan las principales propiedades fisico-quimicas del metomil.

Tabla 1.2. Propiedades fisico-quimicas del Metomil ™.

Peso molecular 162.2 g/mol
Estado Solido cristalino
Punto de fusion 78-79 °C
Presion de vapor 0.72 mPa (25°C)
Densidad relativa 1.2946 g/ml (25°C)




La OMS cataloga al metomil como 1B, altamente peligroso; mientras que la US-EPA lo

cataloga como 1, la categorizacién de mayor toxicidad ™41,

1.2.3. CARBOFURAN

Es un insecticida, acaricida y nematicida sistémico de amplio espectro inhibidor de la
colinesterasa. No tiene efecto bioacumulativo y, correctamente aplicado, no presenta
accion fito-toxica. Es moderadamente persistente en el suelo, con una permanencia de 30 a
120 dias. Es utilizado en gran variedad de frutas, cultivos y vegetales, entre ellos el brécoli.
Puede ser absorbido mediante inhalacién, contacto con la piel o ingestion y es altamente

toxico en mamiferos 141,

Es un carbamato, su nombre quimico asignado por la IUPAC es 2,3-dihidro-2,2-
dimetilbenzofuran-7-il metilcarbamato ™. En la Figura 1.3 se puede observar su estructura

quimica.

CH
o CHa

H
HoC O
O

Figura 1.3. Estructura quimica del Carbofuran *°.
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En la Tabla 1.3 se detallan las propiedades fisico-quimicas del Carbofuran.

Tabla 1.3. Propiedades fisico-quimicas del Carbofuran [16],

Peso molecular 221.26 g/mol
Estado Solido cristalino
Punto de fusion 150- 152 °C
Presion de vapor 0.072 mPa (25°C)
Densidad relativa 1.18 g/ml (25°C)

La Organizacion mundial de la Salud clasifica al carbofuran como plaguicida 1B,
altamente peligroso. La Agencia de proteccion ambiental US-EPA lo clasifica como |,

altamente toxico 141,

1.2.4. CARBARILO

Es un insecticida y acaricida de amplio espectro de uso agricola y pecuario con ligeras
propiedades sistémicas. Su modo de accién es inhibir la colinesterasa. Es utilizado en
cultivos de brdcoli, algodon, frutas, entre otros para el control de lepidoptera, coledptera e
insectos chupadores en muchos cultivos y de ectoparasitos .

Es un carbamato, su nombre quimico asignado por la IUPAC es 1-naftilmetilcarbamato !,

Su estructura quimica se presenta en la Figura 1.4.
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Figura 1.4. Estructura quimica del Carbarilo 7.

En la Tabla 1.4 se describen algunas propiedades fisico-quimicas del Carbarilo.

Tabla 1.4. Propiedades fisico-quimicas del Carbarilo 178,

Peso molecular

201.22 g/mol

Estado

Solido cristalino

Punto de fusion

142- 145 °C

4.16x 102 mPa

Presion de vapor (23.5°C)

Densidad relativa 1.232 g/ml (25°C)

La Organizacion mundial de la Salud OMS clasifica al carbarilo como Il, moderadamente

peligroso. La US-EPA lo clasifica como Il, moderadamente toxico 4]

1.3.  CONSECUENCIAS DEL USO DE PLAGUICIDAS EN LA AGRICULTURA

EN ECUADOR.

La aplicacion de plaguicidas para la proteccion de cultivos en el Ecuador es alta. En

muchos casos se usan de manera inadecuada sin seguir las recomendaciones técnicas
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apropiadas para prevenir la exposicion de los trabajadores agricolas, limitar la presencia de

residuos en alimentos y para proteger el ambiente.

Este problema se vuelve ain mas critico en el caso de los pequefios productores. Muchos
campesinos no pueden identificar las plagas de sus cultivos y equivocan las medidas de
control a seguir; tampoco toman en cuenta que existen plaguicidas mas apropiados para
determinada plaga y cultivo y no respetan los tiempos de carencia. Ademas, ciertos
agricultores erréneamente creen que el plaguicida mas toxico es el mas adecuado. El
resultado de esto es que los alimentos de uso interno se encuentren contaminados con

residuos de diversos plaguicidas.

Las grandes compaiiias que producen alimentos como productos de exportacion, al
contrario de los pequefios productores, cumplen con rigurosos procedimientos y controles

exigidos por los mercados internacionales.

1.4. MONITOREO Y CONTROL DE PLAGUICIDAS EN ALIMENTOS EN

ECUADOR.

El pais no cuenta con un programa de monitoreo continuo de residuos de plaguicidas en
alimentos y los datos que se tienen han sido obtenidos por trabajos de investigacion
aislados. Recientemente, algunos supermercados, restaurantes y comparfiias procesadoras
de alimentos empiezan lentamente a exigir a sus proveedores que cumplan con ciertas
normas fitosanitarias como limites en los residuos de plaguicidas, pero esto es algo que
estd motivado por iniciativas internas y bastante limitado por los altos costos de los

analisis.
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El Ecuador aun no dispone de una red de laboratorios avalados por los organismos
competentes para realizar monitoreos de plaguicidas en alimentos, ni con un laboratorio de
referencia que verifique que los integrantes de la red cumplan con requerimientos que
aseguren la calidad de los datos que generan. Ademas, existe una limitada capacidad de los
laboratorios para analizar todos los posibles contaminantes. Todo esto hace necesario que
se implementen de manera conjunta programas para el mejoramiento de las practicas
agropecuarias, mejora en la capacidad analitica de los laboratorios de los organismos de
control y programas de monitoreo de residuos de plaguicidas con el fin de proteger la salud

tanto de los productores como de los consumidores.

1.5. NORMATIVA NACIONAL E INTERNACIONAL

La legislacion ecuatoriana acoge como propias las normas establecidas en el Codex-

Alimentarius y en el caso de exportaciones, las exigidas por el pais de destino.

El Ecuador es el sexto exportador mundial de brocoli, siendo sus principales destinos
Estados Unidos, Alemania y Japon. Con este antecedente, para este estudio se tomaron en
cuenta los limites maximos residuales establecidos por el Codex-Alimentarius y las

entidades reguladoras de los destinos de exportacion.

El Codex-Alimentarius no estipula el uso de profenofos, carbofuran, carbarilo o metomil en

brécoli. Si se detectan residuos de alguno de estos plaguicidas en el cultivo se infringiria

dicha normativa ™1,
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El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, mediante la Foreign Agricultural
Service, FAS, ha establecido un limite maximo de residuos de 10 mg/Kg de carbarilo y 2
mg/Kg de metomil. No ha establecido un limite maximo de residuos para profenofos ni

carbofuran 2%,

La Comision Europea, mediante la Direccion General de la Salud y Proteccion de los
Consumidores DG-SANCO, establece un limite maximo residual de carbofuran y metomil

de 0,02 mg/Kg, mientras que de carbarilo y profenofos es de 0,05 mg/Kg .

Japdn, mediante las regulaciones establecidas por “The Japan Food Chemical Research
Foundation”, admite un méaximo de 0,5 mg/Kg de carbofuran; 6 mg/Kg de carbarilo; 2

mg/Kg de metomil y 0,05 mg/Kg de profenofos en brécoli #2.

1.6.  ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS.

1.6.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Los organismos de control buscan implementar planes cada vez mas ambiciosos para
monitorear la residualidad de plaguicidas en alimentos. En el afio 2003, Anastassiades et al
publicaron un nuevo método que revoluciond el analisis de plaguicidas en alimentos en
todo el mundo. Esta técnica llamada QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe) fue rapidamente adoptada por los organismos de control de Estados Unidos y de
Europa, haciendo que hoy en dia sea el método de referencia en la mayor parte de

laboratorios a nivel mundial .
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Hoy en dia, variaciones de esta metodologia son aplicadas, incluso, para la extraccion de
hidrocarburos arométicos policiclicos, antibiéticos y drogas veterinarias en alimentos 31,
Es un método relativamente simple y rapido, compuesto de dos partes, la primera consiste
en extraer con un solvente, un amplio espectro de plaguicidas: organoclorados,
oganofosforados, carbamatos y piretroides, en la segunda se realiza una limpieza del
extracto por extraccion dispersiva en fase solida, ademas esta metodologia es compatible
con la espectrometria de masas * 1. A continuacion se describe mas detalladamente esta

técnica de extraccion y limpieza.

En el primer paso se realiza una extraccion de todos los analitos con acetonitrilo en
presencia de sulfato de magnesio y cloruro de sodio, mediante agitacién %, En el segundo
los coextractantes presentes en el extracto son retenidos por particulas en suspension que
tienen afinidad unicamente por los mismos y no por los analitos, técnica conocida como
dispersion en fase solida . Las sales usadas en el primer paso separan las fases organica
y acuosa, ademas disminuyen la solubilidad de los analitos en la fase acuosa provocando
que migren a la fase organica. En este paso también se separan las particulas insolubles de
la muestra, ya que se toma toda o una fraccion de la fase organica. Una modificacion del
método supone afiadir citrato o acetato de sodio con el fin de bajar el pH, debido a que la

mayoria de plaguicidas son estables a un pH écido 41,

Los compuestos que se usan para la limpieza del extracto son generalmente: una
combinacion de amina primaria y secundaria conocida como PSA, un intercambiador
anionico débil que retiene interferentes polares como acidos grasos, pigmentos polares y

azucares, carbén grafitado que retiene compuestos planares como la clorofila y sulfato de
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magnesio que eliminar residuos de agua ', particulas de C18 que eliminan compuestos

como lipidos, colesterol y vitaminas liposolubles 1,

La relacién entre el peso de la muestra y el solvente utilizado para la extraccion es de 1 g
de muestra por ml de solvente. Variando esta proporcion dependiendo de la cantidad de
agua de la muestra, siendo menor mientras menos agua tenga la muestra. También se debe
explicar que al momento de la extraccion debe estar presente una cierta cantidad de agua

similar a la de la fase orgénica !,

Este método es compatible tanto con cromatografia liquida como de gases. La diferencia
radica en el solvente en el que se inyecta para cada una de estas técnicas. Para
cromatografia de gases se hace un cambio de solvente, evaporando a sequedad el
acetonitrilo y reconstituyendo con solventes como isooctano o hexano. Para cromatografia
liquida se diluye el extracto con con una porcion de fase movil acuosa para lograr una

buena cromatografia 1%,

Los detectores utilizados con esta técnica son los espectrometros de masas, debido a su
naturaleza de amplio espectro y que ademas permiten la confirmacion de la identidad de
los analitos.

1.6.2. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

La cromatografia liquida es una técnica de separacion que se basa en los diferentes grados

de afinidad que tiene cada uno de los compuestos de una mezcla con la fase maévil y la
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estacionaria, éstas entre ellas inmiscibles ®!. En la Figura 1.5 se representa un esquema

general de un cromatografo liquido.

SISTEMA DE
BOMBAS DE
PRESION

RESERVORIO DE
FASE MOVIL

SISTEMA DE
INYECCION DE

MUESTRAS

COLUMNA
DETECTOR CROMATOGRAFICA

Figura 1.5. Diagrama basico de un cromatdgrafo liquido %!,

El sistema de bombeo transfiere la fase movil de su reservorio a través de la columna
cromatografica al detector. La muestra, luego de la inyeccion, pasa a la columna

cromatografica donde es separada y estas fracciones llegan al detector %),

En el andlisis de residuos de plaguicidas, la cromatografia en fase reversa es una de las
técnicas mas ampliamente usadas debido a su compatibilidad con gran parte de los

plaguicidas no persistentes 7).

Dentro de la cromatografia liquida el mas reciente avance es la disminucion del tamafio de
particula del empaquetamiento de la columna a un diametro de menos de 2 um y lograr la
resistencia fisica del material de empaque a presiones del orden de los 15 000 psi, en

algunos casos incluso mas, aumentando asf la eficiencia y sensibilidad "1,
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La Figura 1.6 ilustra la ecuacion de van Deemter a distintos tamarios de particula, donde se
puede apreciar que con un tamafio de particula de 1,7 um, la eficiencia de la columna casi

no disminuye al aumentar la velocidad lineal ©%®!.

30.004
25,00
20.00 1

HETEF
(Um) 15,00

10.00 1

5.00

0.00

T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
Velocidad Lineal (mm/s)
Figura 1.6. Grafica de van Deemter a distintos tamafios de particula .

El efecto negativo de disminuir el tamafio de particula es el aumento de la presion
producida por la columna en alrededor de 9 veces mas en comparacién con columna de
5um de tamafio de particula. Lo que puede ser compensado por la disminucién del tamafio
de las columnas sin perder resolucién y disminuyendo el consumo de solventes y tiempo

de analisis .
Esta nueva tecnologia ha conducido a la construccion de equipos capaces de trabajar a

presiones compatibles, denominandose genericamente como cromatografos liquidos de

ultra alta eficiencia, UHPLC 71,
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1.6.3. ESPECTROMETRO DE MASAS DOBLE

En la actualidad el espectrometro de masas doble es uno de los detectores mas utilizado en
la quimica analitica aplicada al medio ambiente, alimentos y salud publica por su alta

sensibilidad, versatilidad y seguridad en los resultados.

Cono
Fuente de ionizacién Filtros Dinodo de
p I\ N Celda de colisién conversion
Valvula de 1
aislamiento ( F O 10 O |:| [:\
LC |='T = = U
o——o o—— |:|
—
1
/" [ — [— i [ i [
Iones Cuadrupolo 1 Cuadrupolo 2
Detector

Figura 1.7. Esquema del espectrémetro de masas doble utilizado en este estudio %),

La Figura 1.7 muestra las principales partes del espectrometro de masas doble utilizado en
este estudio. Luego de salir de la columna cromatografica los analitos llegan a la fuente de
ionizacion, y pasan de estar en solucién a particulas ionizadas libres, que son atraidas al
cono por la aplicacion de diferencia de potencial, luego pasan por filtros que eliminan
cualquier molécula neutra los focalizan llevandolos, a los iones, al primer analizador de
masas, a la celda de colision y al segundo analizador y finalmente a un detector . El
proceso instrumental de andlisis utilizado en este trabajo se explica con mas detalles a

continuacion.
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1.6.3.1. lonizacion por electrospray.

Este tipo de ionizacidn es aplicable a cromatografia liquida y es comdnmente utilizada en
el andlisis de residuos de plaguicidas polares. Es una ionizacién suave ya que no se
generan muchos fragmentos y funciona mejor cuando la solucién, fase movil, tiene un alto
porcentaje de composicion organica ya que facilita la desolvatacién. Ademas, la presencia
de iones en solucion ayuda a formar iones moleculares protonados, desprotonados o

aductos que generan una mayor sefial "1,

La solucidn a analizar, después de pasar por la columna cromatografica, pasa por un tubo
capilar en el cual es sometida a alto voltaje generandose iones en solucion agrupados,
dependiendo de la polaridad de la carga, iones positivos en el medio o en las paredes. Esta
solucion es dispersada a la salida del capilar al ser sometida a una corriente de nitrogeno
(gas nebulizador) formandose asi droplets (gotas cargadas) con carga positiva 0 negativa.
Luego, por efecto de la temperatura de la camara y la accion del gas de desolvatacion
(nitrégeno), el solvente presente en los droplets se va evaporando haciendo a estos cada
vez mas pequefios. Los droplets tienen en su interior iones con la misma carga y estos al
acercarse cada vez mas, debido a la eliminacion del solvente, se ven repelidos entre ellos
con mayor fuerza y finalmente son expulsados del droplet, produciendo iones suspendidos.
Después, aplicando una diferencia de potencial, estos iones son dirigidos hacia el cono

donde pasan a una segunda camara 27,

Para poder entrar por el cono, las particulas tienen que superar una corriente de nitrégeno,
lo que impide que las particulas que no estén cargadas ingresen. Los iones son transferidos

a una camara de alto vacié donde son condensadas y direccionadas a los cuadrupolos, esta
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camara en el equipo utilizado se llama ““step way”, donde hacen un camino parecido a una
zeta, a diferencia de lo que sucede en los hexapolos, comunmente utilizados en estos
equipos, para asi asegurar que sélo iones y no moléculas neutras ingresen a los

cuadrupolos 2%,

1.6.3.2. Cuadrupolos.

Son un conjunto de cuatro varillas paralelas equidistantes del centro. A través de la
aplicacion de una combinacién de voltajes alternos y continuos los iones pueden pasar
selectivamente por su relacion masa carga. Dependiendo del voltaje aplicado, los iones

pasaran o chocarén contra las varillas del cuadrupolos y perderan su carga “°1.

1.6.3.3. Celda de colision.

Es una serie de anillos paralelos con voltajes continuos y de radiofrecuencia en cada par de

anillos adyacentes. En ella se producen choques de iones con atomos de argon en la celda

con el fin de fragmentar a los iones !,

1.6.3.4. Detector.

El sistema de deteccién consta basicamente de un dinodo de conversién en el cual chocan

los iones, generando electrones .
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1.6.3.5. Modos de adquisicion de datos.

Estos equipos tienen una gran diversidad de aplicaciones tanto en el ambito de la
identificacion de compuestos como la cuantificacion de ultra-trazas o inclusive para
realizar estos andlisis simultineamente. Todo esto depende principalmente de la

sincronizacion de los dos analizadores de masas y la celda de colisién .

Para este estudio se utilizd el monitoreo de reaccion multiple o MRM por sus siglas en
inglés. Es la técnica mas ampliamente usada para la cuantificacion en sistemas de
cuadrupolo tdndem, puesto que minimiza al maximo la presencia de interferentes

obteniéndose una alta sensibilidad y selectividad .

> _—
) O_( )
0 ) ) )
Cuadrupolo 1 Celda de colision Cuadrupolo 2

Figura 1.8. Monitoreo de reaccién multiple o MRM !,

Como se muestra en la Figura 1.8 un ion del analito es seleccionado en el primer
analizador, ion precursor, y pasa a la celda de colision donde es fragmentado, mediante una
energia de colision especifica. Se selecciona un fragmento de este en el segundo
cuadrupolo este pasa al detector. El proceso se repite variando la energia de colision para

tantos fragmentos del ion padre como sean necesarios, normalmente se monitorean dos 271,
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1.6.3.6. Ventanas de anélisis y duel

Otro pardmetro a definir son las ventanas de analisis y el duel. Las ventanas de analisis son
rangos de tiempo en que el detector estard monitoreando determinados fragmentos, éstas
pueden estar superpuestas dependiendo de la necesidad. El duel determina el tiempo que el
equipo monitorea un ion para obtener un punto en el cromatograma. El resultado practico
del uso del duel es aumentar o disminuir el nimero de puntos que el equipo obtiene para
formar un pico cromatografico. Un duel muy alto mejora la sensibilidad, pero disminuye el

nGimero de puntos por segundo que se tiene %,

Este parametro tiene especial importancia cuando se monitorea mas de un ion en una
misma ventana, como en el caso de MRM y maéas cuando co-eluyen varios analitos.
Ademas, debido a la utilizacion de la tecnologia de UHPLC los picos cromatograficos son
mucho més angostos, llegando incluso a tener unos pocos segundos de ancho, lo que
implica que el detector del equipo tiene que hacer mas escaneos por segundo que en un

equipo convencional de HPLC B,

1.7.  VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

El objetivo de cualquier medicién analitica es obtener informacion consistente, confiable y
precisa. Los metodos analiticos validados juegan un papel muy importante en el
cumplimiento de este objetivo. Segin norma ISO/IEC 17 025 “la validacion es la
confirmacion, a través del examen y aporte de evidencias objetivas, de que se cumplen los

requisitos particulares para un uso especifico previsto” % es decir, demostrar que el

24



método genera resultados de calidad para su necesidad especifica. La validacion de un

método constituye una parte integral de las buenas précticas analiticas B 4.

Para validar un método, se realizan varias pruebas, y los resultados de las mismas son
sometidos a un andlisis estadistico. De este analisis se calcula el limite de deteccidn, limite
de cuantificacion, coeficiente de linealidad, porcentaje de recuperacion, precision y la
incertidumbre del método. Ademas, de estos parametros se debe asegurar la especificidad
del método. El proceso de validacion tiene que ser llevado acabo tomando en cuenta todos
los requerimientos y capacidades del laboratorio; asimismo, debe ser eficiente en términos

de costo y tiempo 334,
En este trabajo se utilizd un método oficial de la AOAC para el analisis de muestras de

brocoli, al cual se le sometio a un proceso de validacion de acuerdo a lo que se expone en

el siguiente capitulo.
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CAPITULO II: PARTE EXPERIMENTAL

Para el andlisis de profenofos, metomil, carbarilo y carbofuran en muestras de brdcoli se
realiz6 la estandarizacion y validacion del método de analisis de acuerdo a lo descrito a

continuacion.

2.1. EQUIPOS Y MATERIALES

2.1.1. EQUIPOS

Se utiliz6 un UHPLC modelo Acquity acoplado a un espectrometro MS/MS modelo
XEVO TQ-S (ambos de Waters Corporation); una columna cromatografica Acquity UPLC
BEH C18 de 1,7 um de tamafio de particula, 2,1 mm de didmetro interno, 50 mm de
longitud ™! y de nimero de serie 01863032215788. Las particulas del material de empaque
de la columna son de 140 A de didmetro de poro y un area superficial de 185 m?/g con un
contenido de carbon total de 17.64%. Se utiliz6 un homogenizador Oster; una centrifuga
Sigma 3k 15; un vortex modelo Daigger Genie 2; una balanza Mettler-Toledo modelo
ML150E/01 y una balanza marca Kern modelo ABT 220-5DM; micro-jeringas marca
Hamilton de émbolo flexible con agujas de acero inoxidable y punta roma de 10, 50, 100 y
500 pl; pipeta automatica de 10 ml marca Termo Scientific y micropipetas automaticas de

100 y 1 000 ul marca Droptek.
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2.1.2. MATERIALES

Filtros hidrofilicos Millex con tamafio de poro de 0,22 um y de 13 mm de didmetro; viales
de 2 ml &mbar marca Waters; tubos falcon de 50 ml; Balones volumétricos marca Brand y

Glassco clase A.

2.1.3. REACTIVOS

Para la extraccion se utilizo: acetonitrilo grado HPLC de marca Fermont y agua tipo 1; Kits
QUEChERS de Waters Corporation que consisten de dos tubos falcon, el primero (tubo 1)
de 50 ml que contiene 1,5 g de citrato de sodio, 1 g de cloruro de sodio, 4 g de sulfato de
magnesio para la extraccion de los analitos y segundo de 2 ml que contiene 150 mg de

sulfato de magnesio, 25 mg de PSA 'y 25 mg de C18 para la posterior limpieza.

Para el andlisis cromatografico se us6 metanol LiCrosolv tipo “hypergrade for LC — MS” y
agua ultra pura tipo 1 de 18,2 MQcm de resistividad. Como modificadores de las fases
moviles se usaron acetato de amonio y acido acético. Para los sistemas de lavado de sellos
y de inyeccién de muestras se utilizd6 mezclas acidificadas de acetonitrilo y metanol

LiCrosolv tipo “hypergrade para LC — MS” ¢ isopropanol LiCrosolv grado HPLC.

Se usé estandares analiticos de los siguientes compuestos de la casa comercial Dr.
Ehrenstorfer: profenofos Lote 00805; carbarilo Lote 90308; carbofuran Lote 80820;
metomil Lote 90417. Coctel de plaguicidas “pesticide-Mix 54” previamente preparados

Lote 10607EA.
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2.2. METODOS

Se tomo como referencia el método 2007.01 “Pesticide Residues in Foods by Acetonitrile
Extraction and Partitioning with Magnesium Sulfate” de la AOAC INTERNACIONAL

3¢ El analisis instrumental se realizé por medio de UHPLC-MS/MS.

2.2.1. ESTANDARIZACION DEL METODO INSTRUMENTAL

En este estudio se aplic6 una metodologia avanzada, para la determinacion de plaguicidas
en brocoli, teniendo primero que adaptarla a las condiciones especificas existentes en el
Laboratorio de Calidad y Residuos de Plaguicidas e Insumos Agropecuarios de

AGROCALIDAD.

2.2.1.1. Calibracion

La verificacion de la calibracion del detector masas tandem comprende dos pasos

principales:

- Exactitud de masa/carga: Inyeccion directa al detector de una solucion de
calibracidn de masas/carga, esta es adquirida directamente al proveedor del equipo.
En este procedimiento verificamos que las masas/carga que lee el equipo
efectivamente son correctas. De no ser asi, se realiza una auto calibracion usando la

misma solucién 2%,
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- Resolucién de masa/carga: Inyeccion directa de una solucién de calibracion de
resolucion de masa/carga al detector. En este caso el objetivo es encontrar las
condiciones adecuadas para que el detector pueda diferenciar entre masas/cargas
cercanas sin comprometer la sensibilidad. El software realiza el céalculo para

obtener la resolucién entre picos y determinar si para o no la prueba !,

2.2.1.2. Seteo de masas

Terminada la calibracion se procedio al “seteo de masas” en donde se optimizaron las
condiciones especificas para obtener la mejor sefial posible para cada analito. Esto
consistio en ir variando el voltaje del capilar, voltaje del cono, temperatura de
desolvatacion y fuente, flujo del gas de desolvatacion y cono hasta encontrar las mejores

condiciones para cada analito .

En la Tabla 2.1 se describe las condiciones utilizadas en el presente trabajo y las utilizadas

» [15]

en el trabajo de Mastovska et al., del “Journal of Agricultural and Food Chemistry para

un equipo de caracteristicas similares.

Las principales diferencias se describen a continuacion: La temperatura de desolvatacion y
el flujo del gas de desolvatacion son mayores con el fin de aumentar la eficiencia de la
desolvatacion; debido a tener un cono de mayor abertura se opt6 por aumentar el flujo del
gas del cono para disminuir la cantidad de particulas neutras que ingresen al equipo. Esta
mayor abertura también nos permite trabajar a un solo voltaje de cono debido a que se
facilita a que los iones ingresen al detector. Ademas, por tratarse de un equipo mucho mas

sensible que el utilizado en la referencia mencionada anteriormente, se trabajo al 5 por
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ciento de su sensibilidad. Los parametros que no se especifican en la publicacion estan

sefialados como “no aplica”.

Tabla 2.1. Parametros instrumentales del detector de masas tandem.

. Parametros
. Parametros
Parametros utilizados propuestos en la
literatura 1**.

lonizacion Electrospray positiva | Electrospray positiva
Voltaje del capilar (Kv) 1,0 1,7
Voltaje del cono (V) 20 Variable
Temperatura de la fuente (°C) 150 130
Temperatura de desolvatacion (°C) 550 350
Fluyo del gas del cono; nitrégeno (I/hora) 200 100
Flujo del gas de desolvatacion; nitrégeno 900 600
(I/hora)
Flujo del gas de colision; argon (ml/minutos) 0,15 no aplica
Presion del gas de nebulizacion; nitrégeno 7 .

no aplica
(Bar)
Resolucion de masas bajas MS1 2,6 no aplica
Resolucion de masas altas MS1 14,9 no aplica
Resolucion de masas bajas MS2 2,7 no aplica
Resolucion de masas altas MS2 15,0 no aplica
Sensibilidad del fototubo multiplicador (%) 5 100

Se determind la energia de colision especifica que produce el fragmento hijo mas

abundante, siendo éste con el cual se realizo la cuantificacion y un segundo ion hijo con el

cual se realizo la cualificacion del analito. En la Tabla 2.2 se detallan los pardmetros mas

importantes en el seteo de masas.
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Tabla 2.2. Condiciones especificas de operacién para cada analito 237,

Compuesto lon padre Voltaje del cono lones hijos Energia de colisién

(m/z) V) (m/z) eV)
Profenofos 373.03 2 302.92 18

373.03 2 344.92 12
Metomil 163.08 2 88.10 12

163.08 2 106.00 8
Carbofuran 22211 2 165.09 10

222.11 2 123.00 20
Carbarilo 202.10 4 144.90 10

202.10 4 127.04 26

2.2.1.3. Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas se optimizaron con el fin de disminuir el efecto matriz y
obtener picos gaussianos. En la Figura 2.1 se presenta el cromatograma de un coctel de
estandares de Metomil, Carbarilo, Carbofuran a una concentracion de 13 pg/Kg y de
Profenofos a una concentracion a una concentracion de 60 pg/Kg en matriz brdcoli, por lo
que se puede observar no existen interferencias por parte de la matriz y ademas los picos
de los analitos tienen una forma gaussiana.

ESTANDAR &

10: MRM of 3 Channels ES+
413 TIC (PROFENOFOS)

ooo | oo | b0 4k | 200 | 280 | abo ' a0 | abo | 450 | oo | &k | 600 | ef0 | 7.00
& MRM of 2 Ghannels ES+
276 TIC (CARBOFURAN)

oo o050 | 100 | 150 | 200 | 250 800 a0 400 | 450 | 500 850 800 | 650 700
2: MRM of 2 Channels ES+
288 TIC (CARBARYL)

ooo | oo | b0 4k | 200 | 280 | a00 ' a0 | abo | 450 | 500 | &k | 800 | ef0 | 7.00
1 MRM of 2 Channels ES+
144 TIC (METHOMYL)

0 T T T T u - T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T y Time
-0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00

Figura 2.1 Cromatograma de Metomil, Carbofuran, Carbarilo y Profenofos en una
matriz de brocoli
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La separacion cromatogréfica se llevd acabo utilizando una gradiente de dos eluyentes: el
eluyente A (acuoso) compuesto por una solucion acuosa con 10 mM de acetato de amonio

al 0,1% de acido acético, y el eluyente B (organico) compuesto por metanol con 10 mM de

acetato de amonio al 0,1% de &acido acético.

En la Figura 2.2 se muestran los cambios de proporcion de los eluyentes versus el tiempo.
Se mantuvo por 0.5 min una proporcion de 90% A y 10% B para que todos los analitos
sean retenidos en el inicio de la columna; luego, se aumento lentamente la proporcion del
eluyente B, para que paulatinamente eluyan los plaguicidas, saliendo primero los mas
afines al eluyente acuoso y los mas afines al eluyente organico al ultimo. Luego, se
mantuvo alta la proporcion del eluyente organico para que se limpie la columna de
cualquier compuesto que pudiese haber quedado retenido en la columna. Finalmente se
regreso a la concentracion inicial del gradiente para equilibrar la columna. EI tiempo total
de cada corrida fue de 5,75 min a un flujo de 0,500 ml/min, una temperatura del horno de

la columna de 40,0 °C y una presion del sistema maxima de 8 250 psi.

Composicidon de la fase movil

100
80 s /

’\;.; \ = E|uyente A
£ 60 N (acuoso)
[<B)
§ 40 N / Eluyente B
o \ / (organico)
g 20 v S
o

o

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6
Tiempo (min)
Figura 2.2. Tabla del cambio de la composicion de la fase movil en relacién al tiempo.
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Se determinaron las proporciones de eluyente orgdnico y acuoso que deberia tener la
dilucidn final para mantener la forma gaussiana de los picos y disminuir el efecto matriz

sin comprometer los limites de deteccidn. Siendo la adecuada 80 % de eluyente acuoso.

El “carry over” se produce cuando residuos de componentes de la o las inyecciones
anteriores permanecen en el sistema y contaminan a las siguientes inyecciones, esto es una
de las fuentes de falsos positivos. Con el fin de reducir el “carry over” el sistema de
inyeccion se lavo con dos mezclas distintas de solventes: una llamada de lavado débil
constituida de agua/acetonitrilo 90:10 y otra llamada lavado fuerte conformada de
isopropanol/metanol/acetonitrilo/acido formico 33,3/33,3/33,3/0,1, esto después de cada
inyeccion B8 Ademas, se hicieron inyecciones de blancos de solvente después de cada

inyeccion de muestra o estandar.

2.2.2. ESTANDARIZACION DEL METODO DE EXTRACCION

El procedimiento utilizado en este trabajo es basado en el método 2007.01 de la AOAC. El
fin de la estandarizacion del metodo de extraccion es optimizarlo a las condiciones
especificas del laboratorio, tomando en cuenta factores como: porcentaje de recuperacion

de los analitos, interferencias debido al efecto matriz, costo y tiempo de analisis.

En general para facilitar la homogenizacion de material vegetal se utiliza nitrogeno liquido
0 hielo seco al momento de triturar las muestras. En el presente estudio por motivos de
costo y disponibilidad se procedié a utilizar 75 ml de agua tipo 1 para facilitar la

disgregacion del tejido vegetal.
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Se agregaron las sales en el tubo falcon de 50 ml (tubo 1) y se produce una reaccion
exotérmica. Para evitar la descomposicion de los plaguicidas debido al incremento de la

temperatura se coloco previamente en un congelador el tubo en un congelador.

Es importante destacar que en el paso final se efectu6 una dilucién de la muestra de uno a
factor 5, disminuyendo drasticamente el efecto matriz y el ruido P caso opuesto en
comparacién con otros métodos que con el fin de alcanzar mejores niveles de
cuantificacion, concentran la muestra aumentado asi también el ruido, las interferencias y

por ende disminuyendo la calidad del analisis.

2.2.2.1. Protocolo del método extraccion de plaguicidas.

Homogenizacion de la muestra:

Las muestras de brocoli que llegaron al laboratorio se homogenizaron cortandolas en

pedazos pequefios. Se pesaron alrededor de 165 g, se licuo afiadiendo 75 g de agua tipo 1,

formandose asi una pasta homogénea.

Extraccion de los analitos:

Se tomaron 15 g de la pasta en un tubo falcon de 50 ml, se afiadieron 10 ml de acetonitrilo

y se colocé en un congelador por 15 min, luego se agregé 1,5 g de citrato de sodio, 1 g de

cloruro de sodio, 4 g de sulfato de magnesio del tubo 1. Se agit6 en un vértex por 10 min'y

se centrifug6 por 5 min a 3 000 rpm.

34



Limpieza del extracto:

Se tom6 1 ml del sobrenadante colocandolo en el tubo 2 (contiene 150 mg de sulfato de
magnesio, 25 mg de PSA y 25 mg de C18) para luego mezclar en un voértex por 10 min y
llevar a centrifugacion por 5 min a 3 000 rpm. Se tom6 una porcién del liquido y se filtrd
por una membrana hidrofilica de 0,22 um de tamafio de poro; luego, se tomaron 200 ul de
este filtrado y se colocé en un vial, adicionando 800 ul de fase mdvil A. El vial se llevo al
vortex por 3 min y se procedié inyectar en el equipo. En el anexo 1 se muestra un esquema

del método de analisis utilizado.

2.2.3. VALIDACION DEL METODO

La validacion tuvo como finalidad asegurar la calidad de los resultados de los analisis,
mediante el cumplimiento de los requisitos de la norma ISO/IEC 17 025 y del laboratorio

de AGROCALIDAD.

Se calcularon los siguientes pardmetros: limite de deteccién, limite de cuantificacion,
linealidad de la respuesta instrumental, precision, incertidumbre, porcentaje de

recuperacion y especificidad.

Durante 5 dias seguidos se prepar0 y se inyect6 por triplicado una curva de calibracion de
cinco puntos mas un blanco, todo en matriz. Del andlisis estadistico de estos resultados se
obtuvo el limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad de la respuesta

instrumental, precisién y se estimd la incertidumbre del método.

35



Limite de deteccién y cuantificacion 334,

Para la obtencién del limite de deteccion y cuantificacion, se inyectaron 15 blancos de
matriz y se calcularon las respectivas concentraciones para cada analito. El limite de
deteccion se calculdé sumando al promedio de las concentraciones obtenidas tres
desviaciones estandar. El limite de cuantificacion se calculé sumandole al promedio de las
concentraciones obtenidas diez desviaciones estandar.

Linealidad de la respuesta instrumental 1% %,

Se realiz0 en base a las curvas de calibracion obtenidas de la validacion. Se lo tiene que
hacer con cada curva de calibracion mediante la que se busque realizar una cuantificacion.

De no cumplir con los requisitos previamente determinados esta sera descartada.

El criterio para el analisis de la linealidad de la respuesta instrumental es tomado de la
legislacion de la Direccion General de la Salud y Proteccion de los Consumidores de la
Union Europea DG — SANCO, documento SANCO/10684/2009, el cual cumple con la
norma ISO/IEC 17 025, que determina que a través de la curva de calibracion los

residuales de la misma no deben ser nunca mayores al 20%.

El primer paso para cumplir con este estudio fue obtener la ecuacion de la recta. Esto se
realizd6 mediante la aplicacion de minimos cuadrados perfectos. Para esto, se obtuvo el
promedio de las concentraciones teéricas (x) y de las respuestas instrumentales de cada

concentracion (¥) y se aplicaron las ecuaciones 2.1y 2.2.
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Dxy = ) (G = D~ ) 21)
i=1

n

Dxx = Z(xi — %)? 2.2)

i=1

Para la obtencion de la pendiente de la curva de calibracion se dividié Dxy para Dxx segun

la ecuacion 2.3.

D (IR )
S TN Gy - 1)

(2.3)

Para la obtencion de la ordenada al origen, se restd el promedio de la respuesta

instrumental a la multiplicacion de la pendiente de la recta por el promedio de la

concentracion tedrica. Ecuacion 2.4.

Ayy =Y — by X X (2.4)

Con la curva de calibracion se obtuvo “y” calculada para cada punto. Ecuacion 2.5

y= Ayy + (byx)(x) (2.5)

Y por ultimo, se obtuvieron los porcentajes de diferencia entre los valores de “y

calculados” y de “y practicos” los cuales no pueden ser mayores al 20%.

37



Precision 33 %1,

Para el estudio de la precision del método, se determinaron la repetitividad y la precision
intermedia mediante un analisis simple de varianza. Los calculos estdn basados en el
método propuesto por el Instituto Ecuatoriano de Normalizacion Ecuatoriano. Los limites
aceptados para la repetitividad y la precisién intermedia son basados en el documento
SANCO/10684/2009 y criterios internos del laboratorio de AGROCALIDAD
respectivamente.

Estimacion de la incertidumbre B3 34,

Se determind la incertidumbre combinada causada por la incertidumbre de variabilidad del
método instrumental (USR), del factor de respuesta instrumental (UFR), y de los estandares

(USE). Para obtener la incertidumbre por la variabilidad del método instrumental se

aplicaron las siguientes formulas estadisticas:

K P
_\2
SCBp = z Z(xij —x;) (2.6)
=1 J=1

SCB,, = ii(xij — %) 2.7)

(2.8)
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sDC,,

DCM,, = — (2.9)

v, - DCM,, — DCM,, (2.10)
p

Vg = DCMy, +V, (2.13)

uSR = JV, (2.12)

Para la obtencion de la incertidumbre en la respuesta instrumental, mediante la ecuacion
2.13 se obtuvo la desviacion tipica residual y aplicando la formula 2.14 se consiguié la

incertidumbre en la respuesta instrumental o uFR.

2k (=)

Sy, x = (2.13)

uFR = (2.14)

Para el célculo de la incertidumbre de los estandares se aplico la ecuacion 2.15 en cada una

de las diluciones realizadas.

u?(nivel) = u%(P) - c2(P) + u2(Vp) - c2(¥,) + u2 (V) - c2() 2.15
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Finalmente, se obtuvo la incertidumbre del método mediante la raiz de la suma de los
cuadrados de incertidumbre de variabilidad del método instrumental (USR), del factor de

respuesta instrumental (UFR), y de los estandares (USE).

Porcentaje de recuperacién %34 %1,

Para obtener el porcentaje de recuperacion del método, se prepararon en tres dias diferentes
tres fortificaciones en brécoli. Las fortificaciones fueron analizadas exactamente como si
se tratasen de muestras. Se utilizaron estandares certificados para este proceso. Se hizo un
analisis de la linealidad de todas las curvas de calibracién usadas para la cuantificacion
para comprobar su calidad. Se obtuvo el promedio de la recuperacion en todas las
fortificaciones y se obtuvo coeficiente de desviacion estandar.

Cualificacién de los analitos B,

En todo metodo analitico se busca que los resultados estén libres de falsos positivos, esto
depende principalmente del tipo de detector que se utilice. En este estudio se utilizd un
detector que no produce falsos positivos, dandonos seguridad sobre la identidad de la
sustancia. Los parametros tanto para la cualificacion como para la cuantificacién fueron

tomados de la DG-SANCO.
Para la cualificacion se tomaron en cuenta los siguientes parametros: tiempo de retencion,

presencia del ion padre, ion principal secundario y la relacion de abundancia entre el ion

principal y el secundario.
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Como se observa en la Tabla 2.3, la variacion maxima permitida del tiempo de retencion

del analito frente a estandares en matriz se establecio en +/-2,5%

[1, 35]

Tabla 2.3. Tiempos de retencién para cada analito frente a estandares.

Tiempo de retencion Variacién Rango pgrmitido
Analito del Eers#ﬁ]r;dar permitida & % (min)
Minimo Maximo
Metomil 1,44 1,40 1,47
Carbofuran 2,76 2,69 2,83
Carbarilo 2,88 +-2.5% 281 2,95
Profenofos 4,13 4,03 4,23

En la Tabla 2.4 se muestra la relacion del ion principal y el ion secundario obtenido por

medio de estdndares en matriz, ademas del porcentaje de variacion permitido segun el

documento SANCO/10684/2009.

Tabla 2.4. Relacion entre el ion principal y el secundario de cada analito.

_ Relacm_n entre el ion Variacion Rango permitido
Analito principal y ermitida

secundario P . "
Minimo Maximo
Metomil 1,473 +/-20 1,1784 1,7676
Carbofuran 1,341 +/-20 1,0728 1,6092
Carbarilo 5,779 +/-30 4,0453 7,5127
Profenofos 2,179 +/-25 1,63425 2,72375

Cuantificacién de los analitos.

Para el andlisis de las muestras se sigui6 el procedimiento de extraccion y analisis validado

descrito anteriormente. La masa tomada de la muestra se obtiene relacionando la masa total

de la pasta y la del agua agregada a la muestra. El valor obtenido mediante la curva de
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calibracion debe ser multiplicado por un factor de dilucion de 5 y corregido tomando en
cuenta la masa tomada de la muestra. De existir mas de una determinacion se reporto el

valor promedio de las mismas.

Con el fin de disminuir el efecto matriz y mejorar la exactitud en el andlisis, las curvas de
calibracion fueron preparadas en extractos de la matriz en iguales condiciones que las

muestras [,

2.3. DETERMINACION DE PROFENOFOS, METOMIL, CARBOFURAN Y
CARBARILO EN BROCOLI PROVENIENTE DEL MERCADO

MAYORISTA DE QUITO.

2.3.1. TOMA DE MUESTRA

Se realizd la toma de muestras de acuerdo con los protocolos de muestreo del Laboratorio
de Calidad y Residuos de Plaguicidas e Insumos Agropecuarios de AGROCALIDAD. Se
tomaron en total 30 muestras compuestas del principal mercado de la ciudad de Quito, el
“Mercado Mayorista”, siendo éste del cual se surten otros mercados, puestos de expendio
minoristas, restaurantes y publico en general. Del total de muestras, 20 provenian de
puestos de venta dentro dicho mercado y fueron codificadas con la letra “A” y las 10
restantes se tomaron de la venta al por mayor dentro dicho mercado. Para formar cada

muestra compuesta se tomaron al azar 5 unidades de brécoli.
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Las muestras fueron transportadas manteniéndolas bajo una cadena de frio, se
homogenizaron y se tomd una sub muestrea de cada muestra compuesta, a esta sub muestra

se la denomind muestra de laboratorio.

2.3.2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Las muestras de laboratorio fueron analizadas de acuerdo con el protocolo estandarizado
en este trabajo. Se inyectaron blancos de matriz al inicio de cada set de muestras y blancos
de solvente después de cada inyeccion, de esta manera, previniendo la aparicion de falsos
positivos en el primer caso y la disminucion del “carry over” entre inyecciones en el

segundo.

Se cualificé mediante la comparacion del tiempo de retencion del estandar con el de las
muestras, luego se comparo la relacion entre el ion principal y secundario del estandar, con
la de las muestras. Esto se presenta en la en la Tabla 3.18, en la que se analiza el tiempo de
retencion de los picos hallados en las muestras, encontrando una variacion maxima de 0,02

min respecto al tiempo de retencion del estandar.

Mediante el uso de curvas de calibracion se obtuvieron las concentraciones de cada analito.
El limite de deteccion utilizado para el analisis de las muestras corresponde al obtenido de
la validacion redondeado al inmediato superior; mientras que el punto mas bajo de la curva

de calibracién corresponde al limite de cuantificacion.
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CAPITULO I1I: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. VALIDACION DEL METODO

3.1.1. CURVA DE CALIBRACION

Se utiliz6 los minimos cuadrados para efectuar de la curva de calibracion. En el Anexo 2 se
muestra el procedimiento seguido. En la Tabla 3.1 se presentan las ecuaciones de la recta
para cada analito con su respectivo coeficiente de correlacion. Se puede apreciar que
existen coeficientes de correlaciébn muy cercanos a 1 lo que indica la buena linealidad de

las mismas. En las Figuras 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4 se presentan las curvas de calibracion para

cada analito.
Tabla 3.1 Ecuaciones de la recta para cada analito.
Plaguicidas Ecuacion de la Recta | Coeficiente de Correlacion
Metomil y=123299 x - 39 R?=0,9995
Carbofuran y= 13071281 x - 1753 R?=1,0000
Carbarilo y= 1025169 X - 265 R?=0,9999
Profenofos y= 6215136 x - 5223 R?=0,9998
Curva de calibracion de Metomil
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Figura 3.1. Grafica de la curva de calibracion de Metomil.
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Curva de calibracion de Carbofuran
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Figura 3.2. Grafica de la curva de calibracion de Carbofuran.
Curva de calibracion de Carbarilo
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Figura 3.3. Gréfica de la curva de calibracion de Carbarilo.
Curva de calibracién de Profenofos
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Figura 3.4. Grafica de la curva de calibracion de Profenofos.
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3.1.2. LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los limites de deteccidn y cuantificacion para cada plaguicida analizado se presentan en la
Tabla 3.2, siendo todos eéstos inferiores a la minima cantidad permitida por las
legislaciones de Ecuador, Estados Unidos, la Unién Europea y Japén, demostrando que el
método es aplicable para el proposito de verificar la inocuidad de brocoli para dichos

plaguicidas tanto para el consumo interno como para la exportacion.

Tabla 3.2. Limites de deteccion y cuantificacion para cada analito.

Limite de Deteccion Limite de Cuantificacion
(mg/Kg) (mg/Kg)
Metomil 1,7E-03 1,8E-03
Carbofuran 7,4E-04 7,7E-04
Carbarilo 1,5E-03 1,9E-03
Profenofos 4,5E-03 4,8E-03

Los bajos limites de cuantificacion y cualificacion se explican por la metodologia de

limpieza del extracto y el uso de la espectrometria de masas en tandem.

El proceso de limpieza del extracto mediante PSA y C18 mas la dilucion por un factor de 5
del mismo, disminuyeron considerablemente los niveles de coextractantes. El analizador de
masas en tandem, drasticamente redujo el ruido al filtrar mediante dos cuadrupolos los
iones que no corresponden a los compuestos que nos son de interés, lo que, en otras

palabras, garantiz6 que solo los iones provenientes del analito lleguen al detector.
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3.1.3. LINEALIDAD DE LA RESPUESTA

A continuacion, en la Tabla 3.3, se muestran los resultados del estudio de la linealidad

instrumental para cada analito, los cuales no sobrepasan el limite maximo del porcentaje de

residuales establecido que es del 20 %. En ella se puede apreciar que existe una tendencia a

que exista mayor error en los niveles bajos de la curva.

Tabla 3.3. Porcentaje de residuales de la curva de calibracion promedio.

Nivel 1 2 3 4 5
Metomil % 11,3 -4,7 1,5 0,1 -0,1
Carbofuran % -0,6 0 0,2 0 0
Carbarilo % 4,3 -1,8 0,2 0,5 -0,2
Profenofos % 0,2 1,0 -1,4 0,8 -0,1

Con el fin de facilitar la apreciacion del porcentaje de residuales en cada curva de

calibracion se realizé las gréficas respectivas para cada analito.
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Figura 3.5. Grafica de los residuales de la curva de calibracion de Metomil.
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Figura 3.6. Gréfica de los residuales de la curva de calibracion de Carbofuran.
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Figura 3.7. Grafica de los residuales de la curva de calibracion de Carbarilo.
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Figura 3.8. Gréfica de los residuales de la curva de calibracion de Profenofos.

Se debe aclarar que en este estudio se hizo analisis punto por punto de la curva, que es un
mecanismo mas apto para el analisis de ultra trazas en contraposicién con realizar un

estudio de todo el intervalo, como seria el caso aplicando el cuadrado del coeficiente de
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correlacion. Mediante el andlisis punto por punto se obtiene méas informacion que puede
llevar a determinar cuél o cuéles son los puntos que presentan algin problema para tomar

decisiones mas apropiadas.

3.1.4. PRECISION

Para el estudio de la precision, se calcularon las concentraciones utilizando los datos de la
validacion mediante la curva de calibracion promedio. Estas concentraciones se muestran

en el Anexo 3.

Mediante un analisis simple de varianza se obtienen los datos de las Tablas 3.4 ala 3.7. En
ellas se observa que ninguno de los datos obtenidos sobrepasa el limite méaximo
establecido de 20%. Cabe destacar que existen otros criterios para la aceptacion o rechazo
de estas medidas, una de las mas utilizadas es la ecuacion de Horwits de la cual se
obtendrian rangos alin mayores como se puede observar en cada tabla, lo que demuestra la

conformidad de los resultados obtenidos en la validacion.

Tabla 3.4. Resultados del calculo de la precisién para Metomil.

Limite Limite maximo de
Repetitividad | Precision Intermedia| maximo | referencia (ecuacion
aceptado de Horwits)
Nivel Sr %CVr SR %CVR % %
1 1,3E-04 | 13,7 | 19E-04 19,8 20 45
2 7,8E-04 | 19,8 | 49E-04 12,5 20 37
3 9,2E-04 | 13,3 | 1,0E-03 14,7 20 34
4 1,7E-03 | 16,8 | 1,4E-03 14,1 20 32
5 2,5E-03 | 19,6 | 1,9E-03 14,5 20 31
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Tabla 3.5. Resultados del calculo de la precision para Carbofuran.

_— Limite Limite maximo de
e Precision . . -
Repetitividad . méaximo | referencia (ecuacion
Intermedia .
aceptado de Horwits)
Nivel Sr % CVr SR % CVR % %
1 5,3E-05 54 1,9E-04 19,1 20 45
2 4,1E-04 | 10,4 | 4,4E-04 11,3 20 37
3 5,2E-04 7,5 1,1E-03 15,6 20 34
4 1,2E-03 | 12,1 | 1,2E-03 12,4 20 32
5 9,5E-04 7,5 1,5E-03 11,7 20 31
Tabla 3.6. Resultados del calculo de la precision para Carbarilo.
L Limite Limite maximo de
Repetitividad Precision maximo | referencia (ecuacion
Intermedia aceptado de Horwits)
Nivel Sr % CVr| SR % CVR % %
1 1,4E-04 | 14,3 | 1,8E-04 17,8 20 45
2 6,8E-04 | 17,2 | 52E-04 13,2 20 37
3 6,4E-04 9,2 1,1E-03 16,2 20 34
4 8,8E-04 8,9 1,4E-03 13,8 20 32
5 1,1E-03 8,2 1,7E-03 13,3 20 31
Tabla 3.7. Resultados del calculo de la precision para Profenofos.
_— Limite Limite maximo de
o Precision - . -
Repetitividad . maximo | referencia (ecuacion
Intermedia :
aceptado de Horwits)
Nivel Sr %CVr SR %CVR % %
1 3,9E-04 8,5 6,2E-04 13,5 20 36
2 2,1E-03 | 115 | 2,0E-03 10,8 20 29
3 2,6E-03 8,2 2,9E-03 9,0 20 27
4 3,0E-03 6,5 3,5E-03 7,5 20 25
5 7,3E-03 | 12,2 | 5,5E-03 9,2 20 24
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3.1.5. ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

En las Tablas 3.8 a la 3.11 se muestran los resultados de los calculos de la incertidumbre

de variabilidad del método instrumental (USR), el factor de respuesta instrumental (LFR), y

de los estandares (USE) ademas de la incertidumbre combinada de todas estas.

Tabla 3.8. Resultados del célculo de incertidumbre para Metomil.

Nivel
1 2 3 4 5
MFR 0,00014
uSR 0,00022 | 0,00041 | 0,00038 0,00086 0,00151
USE 0,00006 | 0,00025 | 0,00044 | 0,00063 0,00081
) 0,00023 | 0,00048 | 0,00058 | 0,00107 | 0,00171

Tabla 3.9. Resultados del célculo de la incertidumbre para Carbofuran.

Nivel
1 2 3 4 5
uFR 0,00002
USR 0,00024 | 0,00012 | 0,00021 | 0,00108 | 0,00035
USE 0,00006 | 0,00025 | 0,00044 | 0,00062 | 0,00081
U 0,00025 | 0,00028 | 0,00049 | 0,00125 | 0,00088

Tabla 3.10. Resultados del calculo de la incertidumbre para Carbarilo.

Nivel
1 2 3 4 5
uFR 0,00006
USR 0,00021 | 0,00022 | 0,00027 | 0,00103 | 0,00040
USE 0,00006 | 0,00025 | 0,00044 | 0,00063 | 0,00082
U 0,00022 | 0,00033 | 0,00052 | 0,00121 | 0,00091




Tabla 3.11. Resultados del calculo de la incertidumbre para Profenofos.

Nivel
1 2 3 4 5
uFR 0,00061
USR 0,00061 | 0,00182 | 0,00183 | 0,00191 | 0,00594
USE 0,00004 | 0,00014 | 0,00025 | 0,00035 | 0,00046
U 0,00086 | 0,00192 | 0,00194 | 0,00204 | 0,00599

3.1.6. PORCENTAJE DE RECUPERACION

En la tabla 3.12 se presentan las curvas de calibracidén que se usaron para la cuantificacion

de los analitos en el estudio de porcentaje de recuperacion.

Tabla 3.12. Curvas de calibracién utilizadas para el estudio de la recuperacion con los
errores porcentuales de los residuales.

. . Puntos de la curva de calibracion
Dia Ecuacion de la Recta
1 2 3 4 5
Metomil
1 y=119308 x - 46 13,2 -3,1 0,3 -0,2 0,3
y= 141450 x - 31 9,6 9,1 3,7 2,4 -1,7
3 y=99231 x - 31 5,8 -3,8 0,5 2,0 -1,0
Carbofuran
1 y= 13378183 x - 2630 -4,0 1,6 -0,6 0,2 -0,1
y=13071281 x - 1753 -4,3 -3,3 4,0 0,2 -0,9
3 y= 10909357 x - -2194 10,0 1,2 -6,3 3,8 -0,6
Carbarilo
1 y= 1065300 x - 367 10,0 -1,1 -1,1 0,6 0,1
y=1194658 x - 169 -1,0 -4.4 3,3 0,8 -1,0
3 y= 824525 x - 271 15,5 -1,7 -4,5 3,8 -0,9
Profenofos
1 y=5672183 x - 4766 2,9 1,4 -0,1 -2,4 1,3
y= 6347751 x - 1077 -6,1 -4,9 2,7 4,5 -2,9
3 y=5894872 x - 5931 15,7 1,1 -6,7 3,0 0,0
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En la Tabla 3.13, se muestran los resimenes de los resultados obtenidos del estudio del
porcentaje de recuperacion, ademas se comparan el criterio de la Union Europea. El
porcentaje de recuperacion promedio del método fue del 95%. Este dato es congruente con
los reportados por la literatura para el método multiresiduos QUECHERS con un promedio
del porcentaje de recuperacion para 167 plaguicidas del 95% ™ y un rango del 90% al

110% de recuperacion, segun la bibliografia, para los cuatro plaguicidas analizados en este

estudio B,
Tabla 3.13. Porcentaje de recuperacion promedio.
B Criterio de la Union Europea !
Recuperacion RSD —
Analito promedio Recuperacion RSD
(%) (%) promedio (%)
(%)
Metomil 97 12,7
Carbofuran 91 8,8
- 70-120 <20
Carbarilo 92 10,5
Profenofos 100 10,3

3.2.  CUALIFICACION Y CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS

3.2.1. CUALIFICACION DE LAS MUESTRAS

En la Tabla 3.14 se presentan las curvas de calibracion usadas para este analisis y los

criterios de aceptacion. En ella se observa que todas las curvas cumplen con los requisitos

previos. En el Anexo 4 se muestra mas ampliamente los datos y resultados de las muestras

analizadas de brécoli.
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Tabla 3.14. Ecuaciones utilizadas para la cuantificacién de los distintos analitos en las

muestras.
Punto Limite maximo

Plaguicidas | Ecuacién de la Recta aceptado 1!

1 2 3 | 4 | 5 (%)
Metomil y=94172 x - 34 18,9 -6,0 0,7 0,8 -0,2 20
Carbofuran | y=10688297 x - 1611 | 4,4 2,8 -5,7 3,2 -0,5 20
Carbarilo y= 817268 X - 262 16,8 -2,5 -4.8 49 -1,3 20
Profenofos y=5897102 x - 6458 17,0 0,3 -6,9 3,9 -0,4 20

Tabla 3.15. Tiempos de retencién de cada analito® frente a estandares.

— Rango permitido ™!
Codigo de las Regultado (minutos)
muestra (minutos) Minimo Maximo
Metomil

2A 1,44
2A 1,44
4A 1,44
4A 1,44
4Ar 1,44
4Ar 1,46
5A 1,44

1,40 1,47
5A 1,44
6A 1,44
6A 1,44
8A 1,43
8A 1,43
11A 1,43
11A 1,43

Profenofos

8A 4,13

8A 4,13 4,03 4,23
11A 4,13
11A 4,13

!Se encontraron residuos de plaguicidas en seis de las treinta muestras analizadas; éstos fueron metomil y
profenofos.
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Luego de esto los picos se integraron y se calcul6 la relacion entre el ion principal y el

secundario la cual se muestra en la Tabla 3.16.

Tabla 3.16. Relacion entre el ion principal y secundario de las muestras.

C6digo de las mesultado Rango permitido
muestra Minimo Maximo
Metomil
2A 1,48
2A 1,53
4A 1,55
4A 1,58
4Ar 1,69
4Ar 1,62
oA 1,66 1,18 1,77
5A 1,51
6A 1,74
6A 1,19
8A 1,54
8A 1,52
11A 1,51
11A 1,52
Profenofos
8A 2,18
8A 2,16 1,63 2,72
11A 2,23
11A 2,20

Al igual que los tiempos de retencién, la relacion entre el ion principal y secundario de
cada plaguicida encontrado estd dentro del rango permitido. Con estos requisitos

cumplidos podemos asegurar de manera inequivoca la identidad de los analitos.
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3.2.2. CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS

Los limites de cuantificacion y deteccidn aplicados para el analisis se muestran en la Tabla

3.17.
Tabla 3.17. Limites de deteccién y cuantificacion para cada analito.
Analito Limite de Deteccion Limite de Cuantificacion
(mg/Kg) (mg/Kg)
Metomil 0,002 0,005
Carbofuran 0,001 0,005
Carbarilo 0,002 0,005
Profenofos 0,005 0,023

Luego de la cuantificacion y posterior comparacion con los limites, se encontrd que seis de

las treinta muestras analizadas contienen residuos de alguno de los plaguicidas analizados.

De éstas, la muestra 4A tuvo una cantidad de residuos de profenofos que excedid del rango
de trabajo de la curva de calibracion, por lo que se procedid a re-analizarla esta vez

tomando una porcién menor de muestra.

Al segundo resultado de esta muestra, esta vez si dentro del rango de la curva de
calibracién, se le codifico como 4Ar, y se lo utilizé como resultado de la muestra 4A. Los
plaguicidas encontrados fueron metomil en seis muestras, y profenofos en dos. La Tabla

3.18 muestra el resumen de los resultados.
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Tabla 3.18. Resultados de los andlisis de las muestras de brécoli.

Cédigo de la Concentracion
muestra - (Mg/Kg) -
Metomil Carbofuran Carbarilo Profenofos

BLANCO <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
1A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
2A 0,057 <L.D. <L.D. <L.D.
3A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
4Ar 0,185 <L.D. <L.D. <L.D.
5A 0,010 <L.D. <L.D. <L.D.
6A <L.C. <L.D. <L.D. <L.D.
1A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
8A 0,053 <L.D. <L.D. 0,107
9A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
10A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
11A 0,014 <L.D. <L.D. 0,033
12A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
13A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
14A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
15A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
16A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
17A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
18A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
19A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
20A <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
1B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
2B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
3B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
4B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
5B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
6B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
8B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
9B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
10B <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.

El siguiente paso del proceso fue comparar las cantidades de residuos de cada muestra con
la legislacion ecuatoriana la cual se sujeta al Codex-Alimentarius, de la Unidn Europea, de

Estados Unidos y Japon.
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En la Tabla 3.19 se muestra un resumen de estas legislaciones.

Tabla 3.19. Resumen de las legislaciones tomadas en cuenta en este trabajo.

Limites maximos permitidos
(mg/Kg)
Ecuador FAS DG-SANCO JFCRF
Metomil No permitido 2 0,020 2,000
Carbofuran No permitido - 0,020 0,500
Carbarilo No permitido 10 0,050 6,000
Profenofos No permitido - 0,050 0,050

En las Tablas 3.20, 3.21 y 3.22 se muestra la comparacion de los resultados con distintas
legislaciones. De las seis muestras con residuos de algun plaguicida ninguna cumple con la
legislacion ecuatoriana debido a que ésta, basada en el Codex-Alimentarius, no permite el
uso de metomil o profenofos en cultivos de brécoli. Tres de ellas incumplen la normativa
de la Unidn Europea, en uno de los casos inclusive la residualidad de metomil es el 92%

del valor maximo permitido. Una muestra incumple la normativa de Japon y ninguna

incumple las normativas de Estados Unidos.

Tabla 3.20. Muestras que incumplen con la legislacion del Ecuador.

Legislacion ecuatoriana (Codex-Alimentarius)

(mg/Kg)
Cddigo de la muestra Metomil
2A 0,057
4A 0,185
5A 0,010 .
No permitido
6A <L.C.
8A 0,053
11A 0,014
Cadigo de la muestra Profenofos
8A 0,107 .
No permitido
11A 0,033
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Tabla 3.21. Muestras que incumplen con la legislacidn de la Union Europea.

Legislacion de la Union Europea
(mg/Kg)
Cadigo de la muestra Metomil
2A 0,057
4A 0,185 0,020
8A 0,053
Cadigo de la muestra Profenofos
8A 0,107 0,050

Tabla 3.22. Muestras que incumplen la legislacién del Japon.

Legislacion de la Japon
(mg/Kg)
Cadigo de la muestra Profenofos
g 0,107 | 0,050

La presencia de profenofos en brécoli no solo se ha encontrado en el presente estudio, en el
afio 2000 se encontraron residuos de profenofos en muestras de brocoli en Holanda a un
nivel de 0,040 mg/Kg, lo que indica que incluso en la Union Europea, a pesar de todos sus
controles y tecnologias implementadas en la agricultura, es posible que se presenten casos
de residualidad de plaguicidas. Ademas, residuos de profenofos en pimienta importada son

comunmente encontrados en Holanda 1%,

La FDA en un informe del afio 2006 indica que en el 64,4% de vegetales de produccion
interna tenian residuos de plaguicidas y el 1,4% contenian residuos de plaguicidas
superiores a la norma . Lo que demuestra una vez méas que la problemética de la

contaminacion de vegetales por plaguicidas es un problema global.

59



CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se estandarizd un método analitico para la determinacion de residuos de metomil,
carbofuran, carbarilo y profenofos en brocoli utilizando como técnica extractiva el método
de QUEChERS y como técnica instrumental la cromatografia liquida de ultra alta eficiencia

acoplada a espectrometria de masas tandem.

El método analitico fue validado segun los criterios de la norma DG — SANCO, documento
SANCO/10684/2009, y del laboratorio de AGROCALIDAD los cuales tienen conformidad
con la norma ISO/IEC 17 025, cumpliendo este con todos los requisitos impuestos,

asegurando la calidad de sus resultados.

Los limites de cuantificacion para metomil, carbofuran, carbarilo y profenofos en brocoli
son muy inferiores a los limites maximos permisibles normados de las legislaciones
tomadas en cuenta en este estudio, lo que nos asegura la conformidad con dichas

legislaciones.

Los resultados demostraron la presencia de profenofos y metomil en brdcoli y plantean la
urgente necesidad de aplicar programas de monitoreo de plaguicidas para evitar que este
tipo de productos contaminados lleguen al consumidor, ademas de representar un posible

cierre de mercados si estos productos fueran exportados a la Union Europea o Japon.
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Se encontraron en seis de treinta muestras residuos de plaguicidas no permitidos en brécoli
segun la legislacion ecuatoriana. De estas muestras tres no hubiesen podido ingresar a la

Unidn Europea y una a Japon.

Se recomienda realizar estudios de residualidad a largo plazo en toda la cadena de
produccion de brocoli para determinar si estos niveles de contaminacion estan

normalmente presentes en él y cudl es la fuente exacta de los mismos.

Se recomienda también a los productores de brécoli utilizar plantas de tratamiento de agua
para el riego de sus cultivos con el fin de prevenir posibles contaminaciones cruzadas. Al
publico en general, se recomienda lavar con abundante agua el brocoli antes de consumirlo

ya que muchos plaguicidas, como los carbamatos, son afines al agua.
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Anexo 1: Esquema del método de analisis.

PASO 1

HOMOGENIZACION
DE LA MUESTRA

PASO 2

EXTRACCION DE LOS
ANALITOS

Cortar la muestra en
pedazos pequefios.

Pesar 15 g de muestra
triturada y homogénea en
un tubo falcon de 50 ml.

165 g de muestra triturada

PASO 3

LIMPIEZA DEL
EXTRACTO

Tomar 1 mlde
sobrenadante y agregarlo
al tubo de limpieza (tubo

2).

+ 10 ml de acetonitrilo
+ agitacion

=1 + 75 ml de agua tipo 1

Enfriar a -20 °C

Licuar

Contiene 150 mg de
sulfato de magnesio, 25
mg de PSA 'y 25 mg de

C18.

Vortex por 10 min.

+ 1,5 g citrato de sodio
|| +1gdecloruro de sodio

+ 4 g de sulfato de
magnesio

Centrifuga por 5mina
3000 rpm.

Pasta homogénea

Agitacion vigorosa
Vértex por 10 min.

Centrifugar por 5 min a
3000 rpm.

Fases acuosa y organica
separadas
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Filtrar por membranas
hidrofilicas de 0,22 pm.

Dilucién de 200 pl de
extracto con 800 pl de fase]
movil A.

Inyectar en el equipo




Anexo 2: Célculo de la curva de calibracion mediante la aplicacion de los minimos

cuadrados !,

En la Tabla A2.1 se muestran los datos promedio de la curva de Carbofuran que seran

usados para el ejemplo.

Tabla A2.1. Curva de calibracion promedio de carbofuran.

X Ly

(mg/l) (Area)
0,001 11027
0,004 49628
0,007 88378
0,01 126681
0,013 165237

Aplicando el procedimiento y las formulas detalladas en el capitulo 2 se obtiene los

siguientes resultados:

_ 0,001+ 0,004+ 0,007 + 0,010 + 0,013
X = c = 0,01

_ 11027 + 49628 + 88378 + 126681 + 165237
y = : = 88190

Dxy = ((0,001 — 0,01)(11027 — 88190) + (0,004 — 0,01)(49628 — 88190)
+ (0,007 — 0,01)(88378 — 88190) + (0,010 — 0,01)(126681 — 88190)

+ (0,013 — 0,01)(165237 — 88190) = 1137
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Dxx = (0,001 — 0,01)2 + (0,004 — 0,01) + (0,007 — 0,01) + (0,007 — 0,01)2

+ (0,013 —0,01)2 = 8,7 x 1075

Para la obtencion de la pendiente de la curva de calibracion se divide Dxy y Dxx segun la

ecuacion 2.3.

1137

byx = W = 13071 281

Para la obtencion de la ordenada, al origen se resta el promedio de la respuesta
instrumental a la multiplicacion de la pendiente de la recta por el promedio de la
concentracion teorica.

ay, = 88190 — 13 017 281 x 0,01 = —1753

Teniendo como resultado la correspondiente ecuacion de la recta.

y=13071281x—1753
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Anexo 3: Concentraciones obtenidas de los datos de la validacion al aplicar la curva

de calibracion.

Tabla A3.1. Concentraciones calculadas mediante la curva de calibracion de Metomil.

Dia Inyeccion Nivel
1 2 3 4 5
1 0,001 0,004 0,008 0,011 0,015
2 0,001 0,004 0,008 0,011 0,014
1 3 0,001 0,004 0,008 0,011 0,015
Promedio 0,001 0,004 0,008 0,011 0,015
1 0,001 0,004 0,007 0,010 0,014
2 0,001 0,004 0,007 0,009 0,014
2 3 0,001 0,004 0,007 0,009 0,014
Promedio 0,001 0,004 0,007 0,009 0,014
1 0,001 0,004 0,006 0,009 0,012
2 0,001 0,004 0,007 0,010 0,012
3 3 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
Promedio 0,001 0,004 0,007 0,009 0,012
1 0,001 0,004 0,008 0,012 0,015
2 0,001 0,004 0,008 0,011 0,014
4 3 0,001 0,004 0,008 0,012 0,014
Promedio 0,001 0,004 0,008 0,012 0,015
1 0,001 0,003 0,006 0,008 0,011
2 0,001 0,003 0,006 0,008 0,010
> 3 0,001 0,003 0,005 0,008 0,010
Promedio 0,001 0,003 0,006 0,008 0,010
Promedio Total 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
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Tabla A3.2. Concentraciones calculadas mediante la curva de calibracién de

Carbofuran.
. . Nivel
Dia Inyeccion
1 2 3 4 5
1 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
2 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
1 3 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
Promedio 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
1 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
2 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
2 3 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
Promedio 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
1 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
2 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
3 3 0,001 0,004 0,007 0,011 0,014
Promedio 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
1 0,001 0,005 0,008 0,011 0,015
2 0,001 0,004 0,008 0,011 0,015
4 3 0,001 0,004 0,008 0,012 0,015
Promedio 0,001 0,004 0,008 0,011 0,015
1 0,001 0,003 0,005 0,009 0,011
2 0,001 0,003 0,005 0,009 0,011
> 3 0,001 0,003 0,005 0,008 0,010
Promedio 0,001 0,003 0,005 0,008 0,011
Promedio Total 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
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Tabla A3.3. Concentraciones calculadas mediante la curva de calibracién de

Carbarilo.
. . Nivel
Dia Inyeccion
1 2 3 4 5
1 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
2 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
1 3 0,001 0,004 0,007 0,011 0,013
Promedio 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
1 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
2 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
2 3 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
Promedio 0,001 0,004 0,007 0,009 0,013
1 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
2 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
3 3 0,001 0,004 0,007 0,011 0,014
Promedio 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013
1 0,001 0,005 0,008 0,012 0,015
2 0,001 0,004 0,009 0,012 0,015
4 3 0,001 0,005 0,008 0,012 0,015
Promedio 0,001 0,005 0,008 0,012 0,015
1 0,001 0,003 0,005 0,008 0,011
2 0,001 0,003 0,005 0,008 0,010
> 3 0,001 0,003 0,005 0,008 0,010
Promedio 0,001 0,003 0,005 0,008 0,010
Promedio Total 0,001 0,004 0,007 0,010 0,013

75



Tabla A3.4. Concentraciones calculadas mediante la curva de calibracién de

Profenofos.
Dia Inyeccion Nivel
1 2 3 4 5
1 0,004 0,023 0,035 0,048 0,067
2 0,004 0,021 0,034 0,047 0,066
1 3 0,004 0,021 0,035 0,049 0,067
Promedio 0,004 0,022 0,034 0,048 0,067
1 0,004 0,020 0,034 0,044 0,065
2 0,004 0,020 0,033 0,044 0,066
2 3 0,004 0,020 0,033 0,045 0,066
Promedio 0,004 0,020 0,033 0,044 0,066
1 0,004 0,017 0,029 0,040 0,054
2 0,004 0,017 0,030 0,041 0,054
3 3 0,004 0,017 0,030 0,042 0,058
Promedio 0,004 0,017 0,029 0,041 0,055
1 0,005 0,018 0,033 0,050 0,060
2 0,005 0,019 0,034 0,050 0,064
4 3 0,005 0,019 0,036 0,049 0,056
Promedio 0,005 0,019 0,034 0,050 0,060
1 0,005 0,017 0,028 0,044 0,057
2 0,005 0,018 0,029 0,045 0,057
> 3 0,005 0,017 0,028 0,045 0,056
Promedio 0,005 0,018 0,028 0,045 0,057
Promedio Total 0,004 0,019 0,032 0,046 0,061

76



Anexo 4: Datos y resultados de las muestras analizadas de brécoli.

Tabla A4.1. Datos de cada muestra y los factores que se usaran posteriormente para

el calculo de la concentracion.

Codigo de Masa de la Agua Masa pesada Masa de la muesyr_a_
la muestra muestra | agregada | Factor1l | delapasta | tomada para el andlisis | Factor 2
(9) (9) (9) (9)
1A 166 75,0 0,689 14,5 10,0 5,0
2A 159 75,0 0,679 14,5 9,9 51
3A 169 75,0 0,692 14,1 9,8 51
4A 174 75,0 0,699 13,3 9,3 5,4
5A 185 75,0 0,712 14,1 10,1 5,0
6A 163 75,0 0,685 13,5 9,2 54
7A 180 75,0 0,706 13,8 9,7 51
8A 161 75,0 0,682 14,8 10,1 5,0
9A 165 75,0 0,688 14,5 9,9 5,0
10A 175 75,0 0,700 14,1 9,9 51
11A 169 75,0 0,692 14,8 10,2 4,9
12A 166 75,0 0,688 14,0 9,6 52
13A 158 75,0 0,678 14,2 9,6 52
14A 157 75,0 0,677 15,0 10,1 4,9
15A 151 75,0 0,668 15,5 10,4 4.8
16A 162 75,0 0,683 15,5 10,6 4,7
17A 161 75,0 0,683 15,5 10,6 4,7
18A 162 75,0 0,684 13,6 9,3 54
4Ar 174 75,0 0,699 3,9 2,8 18,2
19A 152 75,0 0,670 14,6 9,8 51
20A 170 75,0 0,694 15,0 10,4 4.8
1B 160 75,0 0,680 15,7 10,7 4,7
2B 156 75,0 0,675 13,5 9,1 55
3B 140 75,0 0,652 14,6 9,5 52
4B 162 75,0 0,684 15,2 10,4 4.8
5B 162 75,0 0,684 16,3 11,1 4,5
6B 174 75,0 0,699 14,9 10,4 4,8
7B 178 75,0 0,703 15,6 11,0 4,6
8B 178 75,0 0,703 15,9 11,2 4,5
9B 165 75,0 0,688 14,9 10,3 4,9
10B 166 75,0 0,688 14,9 10,2 4,9
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Tabla A4.2. Muestra las respuestas instrumentales y los resultados del andlisis de

Metomil en bracoli.

Concentracion

Cddigo de la Respuesta Respuesta (mg/KQ)
muestra instrumental 1 | instrumental 2 Primera Segunda .
inyeccién | inyeccion Promedio
BLANCO ND ND <0,002 <0,002 <0,002
1A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
2A 1115,3 934,9 0,062 0,052 0,057
3A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
4A 2503,9 2426,2 0,145 0,141 0,143
5A 165,1 157,6 0,011 0,010 0,010
6A 34,3 36,9 0,004 0,004 <0,005
TA ND ND <0,002 <0,002 <0,002
8A 991,1 956,3 0,054 0,052 0,053
9A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
10A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
11A 230,9 234,7 0,014 0,014 0,014
12A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
13A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
14A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
15A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
16A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
17A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
18A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
4Ar 908,9 942 0,182 0,188 0,185
19A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
20A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
1B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
2B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
3B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
4B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
5B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
6B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
7B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
8B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
9B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
10B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
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Tabla A4.3. Muestra las respuestas instrumentales y los resultados del andlisis de

Carbofuran en bracoli.

Concentracion

Cddigo de la Respuesta Respuesta (mg/Kg)
muestra instrumental 1 | instrumental 2 _Prime_r,a _Segun_o!a Promedio
inyeccion | inyeccion
BLANCO 1 ND ND <0,001 <0,001 <0,001
1A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
2A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
3A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
4A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
5A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
6A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
7A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
8A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
9A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
10A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
11A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
12A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
13A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
14A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
15A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
16A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
17A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
18A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
4Ar ND ND <0,001 <0,001 <0,001
19A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
20A ND ND <0,001 <0,001 <0,001
1B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
2B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
3B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
4B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
5B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
6B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
7B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
8B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
9B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
10B ND ND <0,001 <0,001 <0,001
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Tabla A4.4. Muestra las respuestas instrumentales y los resultados del andlisis de

Carbarilo en brécoli.

Cddigode | . Respuesta . Respuesta Concentracién 1 | Concentracion 2 Concentra_cic’)n
la muestra instrumental | instrumental (Mg/Kag) (mg/Kg) promedio
1 2 (mg/Kg)

BLANCO 1 ND ND <0,002 <0,002 <0,002
1A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
2A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
3A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
4A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
5A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
6A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
7A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
8A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
9A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
10A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
11A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
12A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
13A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
14A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
15A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
16A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
17A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
18A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
4Ar ND ND <0,002 <0,002 <0,002
19A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
20A ND ND <0,002 <0,002 <0,002
1B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
2B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
3B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
4B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
5B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
6B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
7B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
8B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
9B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
10B ND ND <0,002 <0,002 <0,002
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Tabla A4.5. Muestra las respuestas instrumentales y los resultados del andlisis de

Profenofos en bracoli.

Cddigode | . Respuesta . Respuesta Concentracién 1 | Concentracion 2 Concentra_cic’)n
la muestra instrumental | instrumental (Mg/Kag) (mg/Kg) promedio
1 2 (mg/Kg)

BLANCO 1 ND ND ND ND <0,005
1A ND ND ND ND <0,005
2A ND ND ND ND <0,005
3A ND ND ND ND <0,005
4A ND ND ND ND <0,005
5A ND ND ND ND <0,005
6A ND ND ND ND <0,005
TA ND ND ND ND <0,005
8A 119633 120880 0,106 0,107 0,107
9A ND ND ND ND <0,005
10A ND ND ND ND <0,005
11A 33557 33426 0,033 0,033 0,033
12A ND ND ND ND <0,005
13A ND ND ND ND <0,005
14A ND ND ND ND <0,005
15A ND ND ND ND <0,005
16A ND ND ND ND <0,005
17A ND ND ND ND <0,005
18A ND ND ND ND <0,005
4Ar ND ND ND ND <0,005
19A ND ND ND ND <0,005
20A ND ND ND ND <0,005
1B ND ND ND ND <0,005
2B ND ND ND ND <0,005
3B ND ND ND ND <0,005
4B ND ND ND ND <0,005
5B ND ND ND ND <0,005
6B ND ND ND ND <0,005
B ND ND ND ND <0,005
8B ND ND ND ND <0,005
9B ND ND ND ND <0,005
10B ND ND ND ND <0,005
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Anexo 5: Hojas de validacion.

Tabla A5.1. Hoja de validacion de Metomil.

LABORATORIO DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS DE AGROCALIDAD

HOJA DE VALIDACION

Método analitico: PEE/L-P/13
Tipo de método: Cuantitativo
Analito: Metomil
Unidades: mg/Kg
Matriz: Brocoli

Funcion de respuesta (mas probable)

Pendiente 123299
Interseccion -40
Precision, Recuperacion, Incertidumbre
. Precision
Nivel Repetitividad Intermedia Recuperacion expaLanida
Sr CVr sR | CVR (%) (Mg/Kg)
(%) (%)
1 1,3E-04 13,7 1,9E-04 19,8 973 2,3E-04
2 7,8E-04 19,8 4,9E-04 12,5 4,8E-04
3 1,3E-03 18,9 1,1E-03 16,0 RSD 6,4E-04
4 1,7E-03 16,8 1,4E-03 14,1 126 1,1E-03
5 2,5E-03 19,6 1,9E-03 14,5 ’ 1,7E-03
Limite de deteccion y limite de cuantificacion en matriz
Limite de deteccién (LD): 0,002 mg/Kg
Limite de cuantificacion (LC): 0,002 mg/Kg
Selectividad / especificidad
Interferencias conocidas No
Intervalo de trabajo en matriz (mg/Kg) 0,005 a 0,064
Criterios de aceptacion y rechazo
Curva de calibracion A través de toda la curva de calibracion residuales menores al
+/- 20%
Metodo % de recuperacion 70% a 120%

El presente método queda validado para su uso en el laboratorio por personas
cualificadas para ello de acuerdo con las caracteristicas que se detallan en esta hoja
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Tabla A5.2. Hoja de validacién de Carbofuran.

LABORATORIO DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS DE AGROCALIDAD

HOJA DE VALIDACION

Meétodo analitico: PEE/L-P/13
Tipo de método: Cuantitativo
Analito: Carbofuran
Unidades: mg/Kg
Matriz: Brocoli
Funcion de respuesta (mas probable)
Pendiente 13071281
Interseccion -1753
Precision, Recuperacion, incertidumbre
Repetitividad Precision Intermedia - U
Nivel S CVr CVR Recup(;racmn expandida
r (%) SR (%) (%) (mg/Kg)
1 5,3E-05 54 1,9E-04 19,1 011 2,5E-04
2 4,1E-04 10,4 4,4E-04 11,3 2,8E-04
3 5,2E-04 7,5 1,1E-03 15,6 RSD 4,9E-04
4 1,2E-03 12,1 1,2E-03 12,4 1,2E-03
5 9,5E-04 7,5 1,5E-03 11,7 8.8 8,8E-04
Limite de deteccién y limite de cuantificacion en matriz
Limite de deteccién (LD): 0,001 mg/Kg
Limite de cuantificacion (LC): 0,001 mg/Kg
Selectividad / especificidad
Interferencias conocidas No
Intervalo de trabajo en matriz (mg/Kg) 0,005 A 0,064

Criterios de aceptacion y rechazo

A través de toda la curva de calibracién residuales menores al

Curva de calibracion +/- 20%

Método % de recuperacion 70% A 120%

El presente método queda validado para su uso en el laboratorio por personas
cualificadas para ello de acuerdo con las caracteristicas que se detallan en esta hoja
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Tabla A5.3. Hoja de validacién de Carbarilo.

LABORATORIO DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS DE AGROCALIDAD

HOJA DE VALIDACION

Meétodo analitico: PEE/L-P/13
Tipo de método: Cuantitativo
Analito: Carbarilo
Unidades: mg/Kg
Matriz: Brocoli
Funcion de respuesta (mas probable)
Pendiente 1025169
Interseccion -265
Precision, Recuperacién, incertidumbre
Repetitividad irl?treercrlr?égri]a Recuperacion Y did
Nivel sy CVr Sr CVr (%) ez(rﬁ)}Z?Klg)a
(%) (%)
1,4E-04 14,3 1,8E-04 17,8 92,0 2,2E-04
1 6,8E-04 17,2 5,2E-04 13,2 3,3E-04
2 6,4E-04 9,2 1,1E-03 16,2 RSD 5,2E-04
3 8,8E-04 8,9 1,4E-03 13,8 105 1,2E-03
4 1,1E-03 8,2 1,7E-03 13,3 9,1E-04
Limite de deteccion y limite de cuantificacion en matriz
Limite de deteccion (LD): 0,002 mg/Kg
Limite de cuantificacién (LC): 0,002 mg/Kg
Selectividad / especificidad
Interferencias conocidas No
Intervalo de trabajo en matriz (mg/Kg) 0,005 a 0,064

Criterios de aceptacion y rechazo

A través de toda la curva de calibracion residuales menores al

Curva de calibracion +/- 20%

Método % de recuperacion 70% a 120%

El presente método queda validado para su uso en el laboratorio por personas
cualificadas para ello de acuerdo con las caracteristicas que se detallan en esta hoja
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Tabla A5.4. Hoja de validacion de Profenofos.

LABORATORIO DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS DE AGROCALIDAD
HOJA DE VALIDACION

Meétodo analitico: PEE/L-P/13
Tipo de método: Cuantitativo
Analito: Profenofos
Unidades: mg/Kg
Matriz: Brocoli
Funcion de respuesta (mas probable)
Pendiente 6215136
Interseccion -5223
Precision, Recuperacion, Incertidumbre
Repetibilidad Precision Intermedia - U
Nivel S CVr CVR Recup(;racmn expandida
r (%) SR (%) (%) (Mg/Kg)
1 3,9E-04 8,5 6,2E-04 13,5 99,8 8,6E-04
2 2,1E-03 11,5 2,0E-03 10,8 1,9E-03
3 2,6E-03 8,2 2,9E-03 9,0 RSD 1,9E-03
4 3,0E-03 6,5 3,5E-03 7,5 104 2,0E-03
5 7,3E-03 12,2 5,5E-03 9,2 ’ 6,0E-03
Limite de deteccion y limite de cuantificacion en matriz
Limite de deteccién (LD): 0,004 mg/Kg
Limite de cuantificacion (LC): 0,005 mg/Kg
Selectividad / especificidad
Interferencias conocidas No
Intervalo de trabajo en matriz (mg/Kg) 0,023 A 0,299

Criterios de aceptacion y rechazo

. ., A través de toda la curva de calibracion residuales menores al
Curva de calibracién
+/- 20%
Método % de recuperacion 70% a 120%

El presente método queda validado para su uso en el laboratorio por personas
cualificadas para ello de acuerdo con las caracteristicas que se detallan en esta hoja
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Anexo 6: Certificados de los estandares utilizados.

Certificate of Analysis

1 chl

Dr. Ehrenstorfer A

Product identification
10880000 Carbary!
CA 1-Naphthaleny| methykcarbamate
WPAC 1-Naphthyl methyicarbamata
Formula C12H11NO2

Referansse Materiale for
Raasldue Analyels

Bxpiry Dats  27.03.2013
Lot Number 50308
Sworest 20°C 24 °C

NolWeight 201.23
CAS No. §3-25-2
Please nots: The explry date is vald under recommended storage conditions only.
Toxlcological Data Physical Data
‘ fhase  crystalline solid Vapour pressuro <5.3 mPa at 25 °C
Color colouress Solublity in water 0.04 gAat 30°C
@ MeitRange 145,1 °C Boling Range (IL)

RCode 22-40-50
§Code 22-36/37-24-46-81
LDS4 (Rats female/male in mgAg) 230

Det.Purty 98,9 %

Analytical Data
Detecton: HPLC/DAD Method Detals:
Coumn:  ReproSil 100 C18 5p 250x3 Methanol:H20 9:1
hjVol: 10,00
Flow : 0,6 mi/min
Ret-Time: 2,74 min.
mmly’ UV, RT, MS
Purlty w as conflr by method.
Water Content 0,0 % Dstermined by Karl-Fischer Tiration

Tolsrance/Uncartainty +/- 0.5 %

mmummMmuum-mmuewuhuhmmwmnmuammw Mmumh
Analytical Measurement - Second Edition. Tha inty given ls the an
mmmwbmmmoqmmdmbuvmdh ty of d
which is Ut(y)"K, w here Kis the coverage lmnh.“ﬁmmm.l(w mumnwn--umm

inty s U

combination of uncartsinties with each b [ tion of this product.
Certified on 27.03.2009
by Dr. H. Moller

o

z\.ui":)h

( fiom (he

(Ea)

storfar-Schéfers - Bgm.-Schicaser-Str. 6 A «
+40 821 506080 Fax +49 821 9060883

86

86199 Augsburg - eom'ay
info@analytical-standards.com
wamanty for this product is limitad 1o tha purchasing prica of this product.
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{Cbr2

Certificate of Analysis Dr. Ehrenstorfer

Product Identification
11010000 Carbofuran
CA 2 3.Dhydro-2,2-dimethy-7-benzoluranyl methylcarbamale
IUPAC 2,3-Dihydro-2,2-dimethylbenz ofuran-7-yl methylcarbamate
Formuls C12ZH1SNO3
Mol Weight 221,26

Referancs Maler
Aeslidus Ansiy

Expiry Date  09.09.2012
Lot Nurber 80820
Store at 20 °C 24 °C

CAS No. 1563-66-2
Peats nole The expiry date is valid under recommended storage conditions only.
Toxicological Data Physical Data
Phase crystalline solid Vapour pressure 2.7 mPa at 33 °C
\/ Color colourless Solublity in waler 0,32 gMat 25°C
Mett Range 159,5 °C Boiing Range (i)

RCeds 26/28 50/53
S Code 38/37-45-60-61
LDS0 (Rats Temale/male in mgikg) 8

Analytical Data

Detection: HPLC/DAD Method Detaids:
Coumn:  ReproSil-Pur ODS3 5p 250x3 Acetonitrile:H20 4:1
mi-Vol. 10,00 pl

Flaw 1.0 ml/min

Ret-Teme. 1 38 min,

denlty: UV, RT
Comenl  Putiy w as confirmed by exlernal slandard method.

Water Content 0,5 % Delermined by Karl-Fischer Titration
Det. Purity 98,5% Tolerance/Uncertainty +/- 0.5 %

The uncertaintyftolerance of this standard is calculaled in accordance w ith the EURACHEMCITAC Guide - Quantitying Uncertainty in
Analylical Measuremen! - Second Edition. The uncertainty given is the expanded combined uncertainly and represents an estimated
standard deviation equal lo the positive square rool of the total variance of the uncertainty of corpanents. The expanded uncertainty is U
which i Uc(y)K, w here K is the coverage factor at the 85% confidence level (K=2). The expanded uncerainly is based on the
combinalien of uﬂc!wﬁe! i w ith each individual i d in the preparation of this preducl.

Certified oo ]

Labor Dr. Ehrenstorer-Schafers - Bgm.-Schiosser-Sir. 6 A - 86199 Augsburg * Germany w
Phone +43 821 906080 Fax +48 821 5060888 info@analvtical-standards.com

Wry. Na, 27488 The warranty for this product is limited to the purchasing price of this producl.
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Certificate of Analysis Dr. Ehrenstorfer

Reference Matsrials for

Product Identification Residus Analysis
15030000 Methomyl Expiry Date  07.05.2013
CA Methyh-N-[[(msthy yloxyk Lot Number 90417
WPAC S-Mathy| N-(mathy yloxy) Storeat 20 °C +4 *°C
Formula C5H10N202S
Mol Weight 162.21
CASNo. 16752-77-5
Flease note: The expiry date is vaiid under slorage conditions only
Toxicological Data Physical Data
Phase crystaliine solid Vapour pressure 6.65 mPa at 25 °C
& Coor colourless Solubilty in water 58 g/ at 25°C
Melt Range 79.6 °C Boling Range (it)
RCode 28-50/53

i § Code 22-36/37-45-60-61
LD50 (Rats female/male in mghg) 17-24

“Analytical Data

- Detecion; HPLC/DAD Method Detas:
Coturm:  ReproSil 100 C18 5y 250x3 Methanol:H20 9:1
ni-Vol: 10,00 pl

Fow: 0,5 ml/min
Ret.-Time: 2,44 min.

dentty, UV, RT
Comment  Purity was ined by method.

Water Content 0,4 % Determined by Kark-Fischer Titration
Det. Purlty 9885 % Tolerance/Uncertainty +- 0.5 %

The uncertai of this L) d in w th the EURACHEWCITAC Guide - Quantifying Uncertainty in
Analytical vuaunmnl Second Edtion. The uncertainty given is the expanded combined uncertainty and upnuru an estimated
standard deviation equal to the positive square root of the total vari of the inty of uncertainty is U
which is Ue(y)"K, where K is the coveraga factor st the 95% confidence level (K=2). The expanded W\corbrly is based on the
of with @ach Individual operation invoived in the preparation of this product.
Certified on 07.05. 2009
by Fr. Vicek

W

(&)

Labor Dr. En rler-Schéfers - Bgm.-Sch Sir. 8 A - 86199 Augsburg - Germany W
Fhone +48 821 906080 Fax +48 821 9060888 info@analytical-standards.com

The wamanty for this product is limited to the purchasing price of this produd,
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Certificate of Analysis Dr. Ehrenstorfer

Rafersnce Matsrials for

Product identification Residus Ansiysts
16330000 Profenofos Expiry Date  23.09,2012
CA O-(4-Bronp-2-chiorophenyl) O-ethy! S-propy! phosphorcthioate Lot Number 00805
WPAC 0-4-Bromo-2-chiorophenyl O-athy| S-propyl phosphorothioate Storeat .18 *C 24 °C

Formula C11H15B(CIO3PS
Mol Weght 373 6
CAS No. 41198-08-7
Fease note: The expiry date s vakd under recommended storage condtions only

Texicological Data Physical Data
| Fnase liquid Vapour pressure 1.3 mPa at 20 °C
Color yellowish Solubity in waler 00291 a1 20 °C
‘ Mek Range Boiling Range (W)

Rlode 20/21/22-50/53
—. S Code 36/37-60-61

o LO50 (Rats female/male in mg/kg) 358
Analytical Data
Oetecton. HPLC/DAD Method Details:
Cobm'  ReproSil 100 C18 5p 250x3 Acetonitrile:H20 4:1
nVol: 1,00

Flow 1,0 mi/min
Ret-Time. 2 97 min,

enity RT, UV
Comment  Purily w as determined by exlernal standard method.

Water Content 0,1 % Delermined by Karl-Fischer Titration
Det. Purity  §50% Tolerance/Uncertainty +/- 1,0 %
The uncertaintyfolerance of this standard is calculated in accordance w th the EURACHBMCITAC Guxde - Quantdying Uncertainly in
Analytical Measurement - Second Eddion The uncertainty given is the expanded combined uncertainty and represents an estimated
standard deviation equal to the postve square root of the total variance of the uncertainty of The ys U
which is Ucly)K, where Kis the coverage factor at the 95% confidence level (K=2). The expanded uncertainty is based on the
of ties with each ion involved in the preparation of this product
Certified on  23.09.2010
£ by Dr. HyMeinholz

N+

{

The Laboralory Labor Dr. Ehrenstorfer-Schalers is accreditated by DGA as indicated
mm %Y Ihe Accredtation Certificate DGA-PL-4536.00 based on DIN £N ISO/IEC 170252005 I' °‘P“°""

@ = lorthe weighing of amounts of substances for the p Akkeciierunga

Labor Dr. Enrenstorfer-Schafers - Bgm, Str. 5A 86199 A -
Phone +49 821 906080 Fax MQ 821 9060883 mfo@analy\-cal mndmn com
e The warranty for this product is limited to the purchasing price of this product DGA PL-453€.00
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Anexo 7: Cromatograma de un blanco de solvente, blanco de matriz, estandar en

matriz y una muestra

Figura A7.1. Cromatograma de una inyeccion de eluyente A.
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Figura A7.2. Cromatograma de un blanco de brocoli orgéanico.
EXTRACTO DE BROCOLI QUECHERS
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Figura A7.3. Cromatograma de un estandar en matriz de 0,013 mg/Kg de Metomil,

Carbarilo, Carbofuran y 0,060 mg/Kg de Profenofos.
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Figura A7.4. Cromatograma de la muestra “8A”.
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