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RESUMEN

La Tesis: “DETERMINACION Y EVALUACION DE PLAGUICIDAS
RESIDUALES EN BANANO ECUATORIANO DE CONSUMO EN LA
CIUDAD DE GUAYAQUIL EN EL MARCO DE SEGURIDAD
ALIMENTARIA”, se llevara a cabo en el laboratorio de Cromatografia del
Instituto de Ciencias Quimicas y Ambientales de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral (ESPOL), ubicada en el km 30.5 via perimetral,

Campus Gustavo Galindo en la ciudad de Guayaquil.

Actualmente se lleva a cabo varios proyectos financiados por CICYT-ESPOL,
CONESUP y SENACYT, entre los cuales destacan: Proyecto Semilla
‘Implementacién de una metodologia de analisis mediante técnicas
cromatograficas para determinar residuos de pesticidas en frutas exportables,
de acuerdo a estandares internacionales. Caso Banano y Pifa” y Proyecto
Conesup: “Establecimiento de la residualidad de fungicidas (triazoles y

estrobirulinas) en hojas y frutos de banano en dependencia de los ciclos de

aplicaciones fitosanitarias”, los cuales permiten el desarrollo de esta tesis.

El banano es un alimento fresco, de alto poder vitaminico y nutricional, que
contiene elementos esenciales en una dieta balanceada, tales como

carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales, por lo que deberia



consumirse diariamente por todos los grupos de personas sin importar edad,
sin embargo, a pesar de sus bondades nutricionales, la poblacién general
podria verse expuesta a la presencia de residuos de plaguicidas en el
producto fresco como consecuencia de los tratamientos fitosanitarios, asi
como por los contaminantes ambientales, ya que debido a su naturaleza
biocida, éstos pueden provocar diversos efectos toxicos en distintos sistemas
biolégicos, constituyendo un dafio potencial tanto para la poblacion humana

como para el medio ambiente en general.

El banano comparte con el petréleo los primeros puestos en generacion de
divisas para el pais. Lastimosamente, el aumento de la oferta, la consecuente
reduccion de precios y de la rentabilidad ha provocado fuertes y recurrentes
problemas econdmicos al sector, sin tomar en cuenta que el impulso de la
industria alimenticia basada en productos y subproductos de banano,
representa una oportunidad de generacion de nuevos ingresos y

aprovechamiento del banano de exportacién rechazado.

A pesar de la importancia econdmica que representa para el pais el cultivo de
banano, el uso de cantidades considerables de plaguicidas para el combate
de la temida “Sigatoka Negra”, puede provocar la presencia de residuos de
estos compuestos toxicos, constituyendo un riesgo toxicolégico para los

consumidores y una posible pérdida de mercado y de oportunidades



comerciales.

En este sentido, esta tesis incursiona en una de las teméticas mas sensibles
como es la “Residualidad de Plaguicidas en productos alimenticios”, que de
alguna manera proporcionara una linea base de la situacién del banano y su
oportunidad de aprovechamiento industrial generando nuevas alternativas
productivas y garantizando la tan preciada salud del consumidor. Para lo cual
se tiene como objetivos fortalecer la capacidad analitica local y evaluar los
niveles de residualidad de plaguicidas en banano de los diferentes centros de

abasto de la ciudad de Guayaquil.

Para lo cual se propone la siguiente metodologia: se seleccionara y
monitoreara 3 centros de abastos de banano fresco para posteriormente
evaluar la residualidad mediante el planteo de un ensayo, empleando un

disefio completamente al azar.

Los resultados serdn analizados estadisticamente y se compararan las

medias de los tratamientos.

Como resultados esperados principales se incluyen:
(a) Una metodologia analitica optimizada de residuos de
plaguicidas
(b) Un diagndstico de la situacion del banano de consumo interno en relaciéon

a plaguicidas residuales
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INTRODUCCION

El uso de cantidades considerables de plaguicidas en el cultivo de banano
para controlar enfermedades como la ‘Sigatoka Negra’ puede provocar
presencia de residuos de estos compuestos, lo cual constituye un riesgo
toxicoldgico para los consumidores, asi como una posible pérdida de
mercado y de oportunidades comerciales ya que como es de gran
conocimiento, el banano es uno de los rubros mas importantes de nuestro

Pais, sin olvidar sus atributos nutricionales.

El objetivo de este trabajo es evaluar 9 plaguicidas muy usados en banano
(carbendazim, thiabendazole, bitertanol, azoxystrobin, trifloxystrobin, imazalil,
difenoconazol y propiconazole), por medio de la implementacion vy
optimizaciéon de una metodologia analitica con sistema de HPLC-UV-Vis
(Cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion ultra violeta-visible) y
GC-ECD (Cromatografia de gases con captura de electrones). Estos
plaguicidas se han propuesto evaluarlos bajo normas internacionales (Codex
Alimentarius) que permitan garantizar la salud de los consumidores
ecuatorianos e incentivar el consumo de esta fruta por sus cualidades

nutritivas y oportunidades productivas.



Una vez establecida y optimizada la metodologia analitica, de modo que se
garanticen la fiabilidad de los datos, se realiz6 un monitoreo a tres
principales centros de abasto de la ciudad de Guayaquil para tener muestras
representativas de banano, y de esta forma evaluar si existe residualidad de

plaguicidas o no en ellas.

De ésta forma éste trabajo dejard implementada una metodologia optimizada
gue permita determinar los plaguicidas en estudio por medio de dos técnicas
analiticas como lo son la cromatografia de gases y la cromatografia liquida,
lo que permitira dar un diagnéstico de la situacion del banano de consumo

interno en relacion a plaguicidas residuales.



CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacién
La presente tesis se llevd a cabo en dos laboratorios de alta prestigio,
como lo son el laboratorio de Cromatografia del Instituto de Ciencias
Quimicas y Ambientales de la Escuela Superior Politécnica del Litoral
(ESPOL), ubicada en el km 30.5 via perimetral, Campus Gustavo
Galindo en la ciudad de Guayaquil, y en el Laboratorio de
Ecotoxicologia de la Comision Ecuatoriana de Energia atdmica CEEA,

ubicado en la ciudad de Quito.

Ambos laboratorios han desarrollado experiencia durante muchos
afios tanto en Proyectos de Investigacion y en Servicio a Clientes,
estableciendo una plataforma analitica de residuos de pesticidas en
diferentes matrices, lo que ha servido como linea base para este

trabajo.



En el laboratorio de Cromatografia del ICQ-A se llevan a cabo varios
proyectos financiados por CICYT-ESPOL, CONESUP y SENACYT,
entre los cuales destacan: Proyecto Semilla “Implementacion de una
metodologia de analisis mediante técnicas cromatograficas para
determinar residuos de pesticidas en frutas exportables, de acuerdo a
estandares internacionales. Caso Banano y Pifia” y Proyecto
Conesup: “Establecimiento de la residualidad de fungicidas (triazoles y
estrobirulinas) en hojas y frutos de banano en dependencia de los
ciclos de aplicaciones fitosanitarias”, los cuales han permitido el

desarrollo de esta tesis.

2.2 Materiales
2.2.1 Equipos de logistica
En ambos laboratorios se dispone de adecuada infraestructura
eléctrica (110V y 220V polarizada). Equipos de muestreo,
equipos de conservacion de muestras, gases, vidrieria, equipos
de comunicacion y de computo como Internet, informacion y

personal técnico capacitado.

2.2.2 Equipos de laboratorio
= Cromatografo de liquidos o HPLC

Sistema de deteccion UV-VIS con arreglo de diodos (DAD)



Columna C18 Hypersil Gold marca termo, dimensiones

150x4mm, tamano de particula 5 (um)

Bomba cuaternaria y desgasificador

Sistema de manejo de datos Chromquest para informacion

tridimensional

= Cromatografo de gases o GC

Sistema de deteccidn de captura de electrones de micro celda (p

ECD)

Columna capilar no polar 50m longitud x 0.22 mm ID- BPX5 x

0.25 um

Sistema de manejos de datos ChemStation para obtencién de

resultados

= Computadoras e impresoras

» Balanza analitica con Calibracién INEN

= Micro Balanza con Calibracion INEN

= Estufa

= Centrifuga Universal GCA Precision Scientfic

= Bomba de vacio

= Bafio de ultrasonido BRANSON 1510

» Sistema GPC (Cromatografia de permeacion de gel) para
clean up

= Sistema de concentracion con nitrégeno



= Materiales de vidrio pirex grado A
= Consumibles (Jeringas, viales, membranas para filtrar fase

acuosa y organica)

2.2.3 Reactivos
» Acetona
= Diclorometano
*= Hexano
= Acetonitrilo
= Sulfato de sodio anhidro
= Etil acetato
= Gas nitrégeno

= Ciclo hexano

2.2.4 Estandar o patrones
= Carbendazim
» Thiabendazole
= Bitertanol
= Azoxistrobin
= Difenoconazole
* Propiconazole

= |mazalil



= Trifloxistrobin

= Surrogate: PCB 198

2.3 Metodologia
Las fases metodolbgicas principales para el desarrollo de esta tesis
incluye: seleccion y monitoreo de 3 centros de abastos de banano
fresco en la ciudad de Guayaquil, implementacion y optimizacion
analitica en el laboratorio, manejo de datos y evaluacion de resultados
con respecto a estandares internacionales y manejo estadistico si

hubieren suficientes datos para su desarrollo.

2.3.1 Seleccion de centros de abasto de la ciudad Guayaquil
La seleccién de los centros de abastos fue realizada escogiendo
2 supermercados y 1 mercado popular de la urbe, lugares
concurridos por la ciudadania Guayaquilefia para la adquisicién
de sus alimentos, entre ellos frutas frescas como el banano,
usado en la alimentacion diaria familiar. Para cada uno de los
centro se escogi¢ diferentes ubicaciones, tanto en el norte,
centro y sur para tener mayor area de muestreo, todo esto con el
objetivo de determinar los residuos de plaguicidas de interés y

apuntar hacia la proteccion de la salud del consumidor.



2.3.2 Determinacion de tamafio de muestra
En este sentido se establecié el tamafio de muestra en 9: que
incluye el monitoreo de 3 sitios de abastos en 3 dias diferentes.
Los sitios de abasto incluyen dos cadenas de supermercados y
un mercado popular, distribuidos proporcionalmente en la ciudad

de Guayaquil.

2.3.3 Muestreo
La toma de muestra se realiza en cada uno de los estantes de
los supermercados y en el mercado popular seleccionado, dichos
bananos se encontraban listos para ser adquiridos por los

consumidores.

Se escogi6é al azar diferentes clusters (manos) de banano, que
luego se mezclaron para formar una muestra compuesta. El
mismo procedimiento fue aplicado en todas las unidades

muestrales del mercado y los supermercados seleccionados.

Para el centro de abasto 1 se realizo el muestreo en 3 dias y 3

zonas diferentes de la misma cadena.

Para el centro de abasto 2 se realiz6 el mismo procedimiento de



muestreo, en 3 dias y 3 zonas diferentes de la misma cadena.

Para el centro de abasto 3 se realizd el mismo procedimiento de

muestreo, en 3 dias y 3 zonas diferentes de la misma cadena.

2.3.4 Analisis de Laboratorio
2.3.4.1 Tecnologias de analisis
Para el control de plaguicidas, se necesita disponer de
métodos de andlisis que permitan cuantificar con
exactitud bajas concentraciones (mg/kg). La técnica
especifica para este tipo de andlisis es la

o~

“Cromatografia”, considerada como un método de alta
precision para separar, aislar e identificar componentes
de una mezcla (5). Se emplea extensamente en analisis
de derivados de petroleo, aceites esenciales, perfumes,

saborizantes, alimentos, sustancias de origen biol6gico,

acidos grasos, plaguicidas, entre otros.

La complejidad de las estructuras moleculares de los
pesticidas y la composicion adicional de las matrices en
donde se investigan (en este caso banano), hace

imposible la utilizacion de un procedimiento universal



para la determinaciéon de estas sustancias por lo que
resulta imprescindible aplicar procedimientos analiticos
especificos para cada grupo o familia quimica y por tipo

de muestra.

Las dos técnicas especificas usadas para la
determinacién de residuos de los plaguicidas de interés
son la cromatografia de fase liquida HPLC vy
cromatografia de fase gaseosa.

La cromatografia HPLC DAD-UV/VIS (cromatografia de
fase liquida con arreglo de diodos y fraccién ultra violeta
y visible, incluye columnas para la separacién de los
principios activos, detectores con capacidad selectiva de
deteccion, como lo es el antes mencionado detector de
arreglo de diodos para determinacion de niveles de

trazas.

La cromatografia de fase gaseosa GC con captura de
electrones (ECD) utiliza un emisor beta radioactivo
(electrones) para ionizar partes del gas portador y para
producir una corriente entre un par de electrodos.

Cuando las moléculas organicas que contienen grupos



funcionales tales como halégenos, fosforo y grupos nitro,
pasan por el detector, capturan algunos de los electrones

y emiten la seial.

2.3.4.2 Método de andlisis

Entre diversos métodos analiticos que consultamos, se
seleccionaron preliminarmente 2, los cuales fueron
elegidos bajo los siguientes criterios:

" Desarrollo de metodologias analiticas que se han
aplicado a la matriz en estudio: banano

" Los analitos poseen parecida estructura quimica,
es decir pertenecen a la misma familia

" Estudios y experiencia sobre la determinacion de
pesticidas con métodos que presentan buenas

recuperaciones para los analitos.

Método Brasil: Desarrollado en el Instituto de Adolfo
Ruhlz de Sao Paulo, y encaminado a evaluar frutas. Se
fundamenta en una extraccion con acetona, luego una
mezcla de diclorometano: hexano, purificacion por
centrifugacion, fraccionamiento en extractos y la

posterior inyecciobn en los diversos sistemas



cromatograficos GC-ECD; GC-NPD; HPLC-UV/VIS;

HPLC-Fluorescencia (Apéndice 1).

Método CEEA: Desarrollado en el Laboratorio de
Ecotoxicologia de la Comision Ecuatoriana de Energia
Atémica. Este método se basa en una extraccion con
diclorometano, acetona y hexano, purificacion con
centrifugacion y permeacion de gel y su posterior
inyeccién en sistema GC-ECD y HPLC-DAD (Apéndice
2).

Después de algunos ensayos como pruebas de
recuperacion con cada uno de los métodos, se eligio
acertadamente el método CEEA (Comision Ecuatoriana
de Energia Atémica), ya que fue el método que tuvo
mejores recuperaciones de pesticidas, quedando

establecido éste como método referencial.

La recuperacion consiste en aplicar a proposito
cantidades y concentraciones conocidas de los
plaguicidas en estudio a una muestra de banano
organico, para luego realizar el procedimiento completo

del método.



A continuacién se presentan las recuperaciones obtenidas con

en método Brasil con las diferentes tecnologias aplicadas:

TABLA 4

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE PLAGUICIDAS EN
BANANO METODO BRASIL. TECNOLOGIA GC-ECD

Pico Pesticida R (%)
1 Imazalil 40.82
Trifloxistrobin |{29.13

Propiconazol |49.60

Difenoconazole | 88.41
Azoxystrobin |54.66

gl B~ W N

TABLA 5

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE PLAGUICIDAS
EN BANANO METODO BRASIL. TECNOLOGIA HPLC

R
(%)

1 |Carbendazim| 125

Pico| Plaguicida

2 | Thiabendazol| 108

3 Bitertanol 64

En las tablas 6 y 7 se presentan los porcentajes de recuperacion
obtenidos con el método CEEA con las diferentes tecnologias

aplicadas:



TABLA 6

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE PLAGUICIDAS EN
BANANO METODO CEEA. TECNOLOGIA GC-ECD

Pico| Plaguicida | R (%)
1 Imazalil 75.90
Trifloxistrobin | 84.15

Propiconazole |106.07

Difenoconazole | 81.23
Azoxystrobin | 78.90

g | WO DN

TABLA 7

PORCENTAJE DE RECUPERACION DE PLAGUICIDAS EN
BANANO METODO CEEA. TECNOLOGIA GC-ECD

Pico Plaguicida R (%)
1 Carbendazim | 75.75
2 | Thiabendazole | 82.38
3 Bitertanol 88.52

Por lo tanto, el método que tuvo mejores porcentajes de
recuperacion fue el método CEEA, quedando establecido como

método referencial.



Dicho método permiti6 evaluar a 8 plaguicidas por los dos

diferentes sistemas cromatogréficos, los cuales cumplen

diferente accion en el tratamiento fitosanitario el cultivo del

banano (tabla 8), quedando establecido el siguiente alcance:
TABLA 8

ALCANCE DE TRABAJO PARA DETERMINACION DE
PLAGUICIDAS SELECCIONADOS

FlRmIEnEEE chjrl'umpi)cc:)o JEOE cro?rimzttirg?élfic
Carbendazim | Benzimidazol | Fungicida HPLC-DAD
Thiabendazol | Benzimidazol | Fungicida | HPLC-DAD
Bitertanol Azol Fungicida HPLC-DAD
Azoxystrobin Estrobirulina | Fungicida GC-ECD
Trifloxistrobin | Estrobirulina | Fungicida GC-ECD
23 Imazalil Triazol Fungicida GC-ECD
Difenoconazol Triazol Fungicida GC-ECD
4.3 Propiconazole Triazol Fungicida GC-ECD

Preparacion de muestras

El trabajo se dividié entre los dos laboratorios, para HPLC

la primera parte que consiste en

la extraccion y

purificacion de las muestras se la realizé en el laboratorio

CEEA, debido a que dicho laboratorio cuenta con el

sistema de cromatografia de permeacion de gel, y la

segunda y ultima parte consistente en la inyeccion de las

muestras y determinacion de residuos de plaguicidas fue




realizado en el Laboratorio de Cromatografia de ICQ-A
ESPOL. En cuanto a las muestras de GC, estas se
prepararon y se inyectaron en la Comision Ecuatoriana de
Energia atomica por contar con el cromatografo GC-ECD
indicado para el analisis.

El método utilizado es de multi-residuos, es decir que bajo
la misma preparacion se extrae todo el grupo de estos

compuestos.

2.3.4.3.1 Descripcién del procedimiento de extraccion en
muestras de banano
1. Pesar 30 g de banano previamente cortado en un vaso de

precipitacion de 250 mL.

FIGURA 2.15 PESAJE DE MUESTRA BANANO

2. Afnadir 60 mL de acetona y agitar con ultraturrax.




FIGURA 2.16 ADICION DE ACETONA A LA
MUESTRA
3. Afadir 30 mL de diclorometano y 30 mL de hexano, volver a
agitar con ultraturrax hasta que la mezcla presente una

caracteristica homogénea.

FIGURA 2.17 ADICION DE DICLOROMETANO:HEXANO(1:1)
A LA MUESTRA

4. Filtrar a través de 20 gr de SO4Na; purificado*

FIGURA 2.18 FILTRACION DE LA MUESTRA BANANO CON
SO4 Na; PURIFICADO*

La purificacion consiste en poner SO4 Na; en una mufla a 400°C

por 5 horas.



5. Recoger la parte semi-sélida en un tubo de centrifuga y

centrifugar por 3 minutos a 3000 RPM.

6. Pasar la fase organica que se separ6 de la masa semi-sélida
en el balon de 250 ml, y dar un enjuague final con 2 ml de etil

acetato aproximadamente.

FIGURA 2.19 RECOLECCION DE FASE ORGANICA Y
ENJUAGUE FINAL CON ETIL ACETATO

7. Concentrar en rotaevaporador hasta un volumen de 5 ml

aproximadamente

FIGURA 2.20 CONCENTRACION DE LA MUESTRA BANANO
CON ROTAEVAPORADOR



8.

Transferir a un tubo cénico y concentrar con nitrégeno

FIGURA 2.21 CONCENTRACION DE LA MUESTRA CON

NITROGENO

2.3.4.3.2 Descripcién del procedimiento de purificacion o

clean up en muestras de banano

1.-Filtrar a través de un filtro de 0,45 um para garantizar
gue no haya ninguna particula que pueda causar
obstruccion en la columna de permeacion de gel.
2.-Inyectar 500 pl del extracto en la columna de
permeacion de gel (GPC).

3.-Recoger la fraccion que va desde el minuto 15 al
minuto 30.

4.-Concentrar en rotaevaporador hasta tener un volumen
de 5 ml.

5.-Concentrar con nitrogeno a flujo bajo hasta obtener un
volumen final de 1 ml.

6.-Después, ese volumen final de 1 ml se debe dividir en
2 partes, quedando 0,5 ml para ser inyectados
directamente en GC-ECD, lo que no sucede en HPLC,

puesto que los 0,5 ml restantes deben ser concentrados



con nitrégeno hasta casi sequedad y agregar 1 ml de
acetonitrilo para que puedan ser inyectados en el
cromatégrafo HPLC.

7.-Inyectar los extractos en los sistemas

correspondientes.

2.3.4.4 Protocolo para laimplementacion del método analitico
Se contd con un protocolo analitico que nos ayudé a determinar
gue nuestro método de andlisis es funcional a las condiciones
del laboratorio y a las sensibilidades requeridas, por lo que se

evaluaron varios parametros descritos a continuacion.

= Linealidad
Comprende el trabajo con patrones o estandares, los cuales estan
certificados de marca Dr. Ehresntorfer y Supelco. Se prepararon las

siguientes soluciones madres (tabla 9):



TABLA 9

CONCENTRACION DE SOLUCIONES MADRES Y
SOLVENTES USADOS EN LA PREPARACION DE DICHAS

SOLUCIONES
., Solvente en
Concentracion Ue se
Plaguicidas de la solucién 9
madre (ppm) en_cuentra
disuelto
Carbendazim 400 Acetona
Thiabendazole 236 Etil Acetato
Bitertanol 408 Acetona
Azoxystrobin 408 Etil acetato
Trifloxistrobin 536 Etil acetato
Imazalil 448 Etil acetato
Difenoconazole 476 Etil acetato
Propiconazole 532 Etil acetato

A partir de éstas se prepararon soluciones individuales desde 20

ppm hasta 0.05 ppm y en mezclas.

Los patrones fueron ensayados hasta conseguir una buena
separacién y resolucién de picos, consiguiendo las condiciones
Optimas de operacién del equipo. Una vez identificados los
plaguicidas seleccionados se prepararon e inyectaron las
disoluciones de estos en 6 distintos niveles para la curva de
calibracion, se hicieron los respectivos céalculos (Apéndices 3, 4y

5), exponiendo los resultados en las tablas 10y 11:



TABLA 10

NIVELES DE CONCENTRACION PARA MIX HPLC
(CARBENDAZIM, THIABENDAZOLE Y BITERTANOL)

Nivel | Plaguicidas CO”(‘;neg/tl:S():ién
1 Mix Hplc 10
2 Mix Hplc 8
3 Mix Hplc 4
4 Mix Hplc 2
S5 Mix Hplc 1
6 Mix Hplc 05

TABLA 11

NIVELES DE CONCENTRACION PARA MIX GC
(AZOXYSTROBIN, PROPICONAZOLE, DIFENOCONAZOLE
Y TRIFLOXISTROBIN)

Nivel Plaguicidas | Concentracion
(mg/kg)

1 Azoxystrobin, 0.24

Propiconazole, 0.12

Difenoconazole 0'53

Trifloxistrobin )

0.05

2 Azoxystrobin, 0.49
Propiconazole,

Difenoconazole 0.39

Trifloxistrobin 1.01

0.12

3 Azoxystrobin, 1.03
Propiconazole,

Difenoconazole 2'81

Trifloxistrobin 01

0.49

4 Azoxystrobin, 1.00
Propiconazole,

Difenoconazole ;'OO

Trifloxistrobin 90




1.00

5 Azoxystrobin, 2.00
Propiconazole,
Difenoconazole 1.50

Trifloxistrobin 3.80
1.50

6 Azoxystrobin, 2.40
Propiconazole,
Difenoconazole 2.00

Trifloxistrobin 5.70
2.00

Se decidio inyectar el imazalil individualmente en GC-ECD, ya que
el software del computador al momento de dibujar los picos, se
guia por la altura del pico maximo, y como el imazalil resulta
bastante alto, si lo pusiéramos junto a los demas, los otros se
harian pequefos y se haria dificil su observacion.

Los niveles de concentracion para el imazalil quedaron de la

siguiente forma (tabla 12):

TABLA 12
NIVELES DE CONCENTRACION PARA IMAZALIL
INDIVIDUAL



Nivel Plaguicidas Conce?r:]rg;:klg)n
1 Imazalil 4
2 Imazalil 8
3 Imazalil 12
4 Imazalil 16
5 Imazalil 20
C 6 Imazalil 25

on esos datos se obtuvieron las curvas de calibracion. Las curvas
de calibracion son curvas bastante Utiles que dan una respuesta
de la calibracion de un instrumento ya que permiten evaluar la
linealidad de la respuesta del equipo y establecer el rango de
trabajo donde el equipo funciona de manera Optima. Para cada
uno nuestros plaguicidas el indice de linealidad de cada curva de
calibraciéon debe estar por encima de 0.98 (2).
Porcentaje de recuperacion
Para calcular el porcentaje de recuperacion se hace la fortificacion
de muestras de bananos reales (ya sea blanco u organico), lo cual
consiste en afiadir un mix de patrones en concentraciones
conocidas a dichas muestras. Una vez que se hizo la fortificacion, se
realizé por completo el procedimiento de analisis y se evalud el
resultado con respecto a la concentracidén del patron que se estima
encontrar en el extracto de muestra fortificada, estableciéndose en

gué porcentaje se recupera. El porcentaje de recuperacion aceptado



se encuentra en el rango de 70 a 110% (2).

Repetibilidad

La repetibilidad es un parametro que refleja la precision de un
método, cuando de desarrolla bajo las mismas condiciones
utilizando la misma muestra, analizada por el mismo analista, en el
mismo laboratorio, con los mismos equipos y reactivos y durante
una misma sesion de trabajo en un periodo corto.

El pardmetro estadistico que caracteriza a estos dos parametros son
la desviacion estandar o preferiblemente el coeficiente de variacion
(desviacion estandar relativa o CV), el cual se considera no debe ser

mayor de un 15%(2).

Se evalud repetibilidad en patrones inyectando 3 veces el mismo
nivel.

Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

El limite de deteccion es la concentracion minima del analito que
puede ser detectada por un método analitico determinado, mientras
qgue el limite de cuantificacién es la cantidad o concentracion del
analito a partir de la cual es confiable realizar determinaciones

cuantitativas.



Para determinar el limite de deteccion se utiliza el patron de la
menor concentracion visible en el equipo, para este caso se escogio
0.5 ug/kg para mix HPLC, 0.05 ug/kg para Trifloxistrobin, 0.12 ug/kg
para propiconazale, 0.53 ug/kg para difenoconazole, 0.24 ug/kg para
azoxystrobin y 4 ug/kg para imazalil.

El limite de cuantificacién sera 3.3 veces el limite de deteccion y se

expresa en mg/kg.

2.3.4.5 Inyecciones y cuantificacion de muestras
Una vez realizadas las pruebas anteriores se procedi6 a la
preparacion de las 9 muestras de banano para obtener los
extractos que son inyectados en ambos equipos
cromatograficos. Con los datos de area obtenidos se realizd
la cuantificacién utilizando para cada uno de ellos la
ecuacion que se origin6 de los calculos de la curva de
calibracién, esto es, si se encuentra plaguicida en las

muestras evaluadas.

2.3.5 Andlisis Estadistico
El tamafio de muestra determinado fue de 9, las cuales se
seleccionaron proporcionalmente de acuerdo a los lugares de

abastecimiento de la fruta, quedando 3 muestras escogidas al azar



por cada centro de abasto. Los pesticidas evaluados fueron 8
(carbendazim, thiabendazole, bitertanol, azoxystrobin,

trifloxistrobin, imazalil, difenoconazole y propiconazole).

Para evaluar los resultados de los analisis de residuos de
pesticidas en los 3 centros de abastos se pretendia utilizar la tabla
ANOVA, el cual es un modelo estadistico que realiza un andlisis de
varianza para comparar Si los valores de un conjunto de datos
numeéricos son significativamente distintos a los valores de otro o
mas conjuntos de datos. La tabla ANOVA solo podra utilizada si hay
suficiente informacion de cantidades de plaguicidas; de suceder lo
contrario y de que las muestras no presenten cantidades
considerables de los plaguicidas o no presentan nada de
plaguicidas, esta herramienta estadistica no podra ser utilizada por

falta de informacion.

2.3.6 Andlisis de Seguridad Alimentaria
Los Limites Maximos de Residuos (LMR), establecidos por el
Codex Alimentarius para cada pesticida de estudio, permitiran
aceptar o rechazar una muestra con respecto a Seguridad
Alimentaria (5). Si los valores detectados en las muestras

monitoreadas sobrepasan los LMR, sera calificada como perjudicial



para el consumidor y si los niveles estan por debajo sera calificada
como aceptable. Si en la muestra no se detecta ningun plaguicida
sera calificada como libre de plaguicidas, sin que signifigue que
sea organica, sino que no ha sido afectada por el uso de

plaguicidas durante su cultivo.



CAPITULO 3

3. ANALISIS DE RESULTADOS

La metodologia implementada y optimizada de dividi6 en dos partes
fundamentales, que fueron: trabajo de campo y trabajo de laboratorio. En
el trabajo de campo se establecié y aplicé un disefio de muestreo y en el
trabajo de laboratorio se implementd una metodologia de analisis quimico
para la determinacion de un grupo de plaguicidas que atacan al cultivo de
banano y que de permanecer en el alimento podrian representar un gran
peligro para la salud. Los resultados de las muestras fueron comparados
con los estandares de Codex alimentarius (LMR o Limites Maximos de
Residuos Permitidos). De acuerdo a los puntos mencionados

anteriormente se obtuvieron los siguientes resultados:



3.1 Implementacion y optimizacion de una metodologia analitica

3.1.1 Seleccion del método de analisis y alcance

La técnica especifica para analisis de residuos de plaguicidas

es la cromatografia, para lo cual se utilizd cromatografia
gaseosa y cromatografia liquida. EI método analitico referencial
seleccionado para este trabajo, fue el método CEEA,
encaminado al analisis de residuos de plaguicidas en frutas
como el banano, entre los cuales estan los plaguicidas
seleccionados para este estudio. EI método implementado
permite evaluar ocho plaguicidas que cumplen diferente accion
en el tratamiento fitosanitario del banano, quedando establecido

el siguiente alcance:

TABLA 13

ALCANCE DE METODO SELECCIONADO

Plaguicidas | Grupo Quimico Usos Tecnologia
Carbendazim Benzimidazol Fungicida | HPLC-DAD
Thiabendazole | Benzimidazol Fungicida | HPLC-DAD
Bitertanol Azol Fungicida | HPLC-DAD
Azoxystrobin Estrobirulina Fungicida | GC-ECD
Trifloxistrobin Estrobirulina Fungicida | GC-ECD
Imazalil Triazol Fungicida | GC-ECD
Difenoconazole | Triazol Fungicida | GC-ECD
Propiconazole | Triazol Fungicida | GC-ECD




3.1.2 Condiciones cromatograficas e identificacion de pesticidas
Se inyectaron los patrones certificados en forma individual para
conseguir las mejores condiciones en que los analitos se ven
claramente en el cromatograma, quedando establecidas las
siguientes condiciones cromatograficas para identificarlos, las
cuales se presentan en las tablas 14 y 15 junto con la
configuracion bésica de los equipos utilizados (figuras 3.22 y

3.23).

TABLA 14

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS ESTABLECIDAS
PARA PLAGUICIDAS QUE SE DETERMINAN POR GC-ECD

Detector: Captura de electronica de micro celda
(LECD) a 320°C

Inyector: Automético de liquidos
7683.Split/Splitless a 260 °C

Columna: Capilar BPX- 5 (No polar)

Temperatura maxima: 370 °C
Longitud 50 m
Didmetro interno: 0.22 mm

Temperatura | Temperatura | Tiempo Rampa Temperatura
de horno: Inicial Inicial(min) Final
160 °C 1.00 10°C/min. | 230°C
230°C 0.00 20°C/min | 270°C
270°C 10.00 10°C/min | 290°C
290°C 24 0.0 °C/min




Sistema de

autosampler

FIGURA 3.22 CONFIGURACION BASICA DE SISTEMA GC-

Respuesta
Inyeccion Integrada

Detector ECD

Horno de
Columna
capilar

ECD. LABORATORIO DE COMISION ECUATORIANA DE

ENERGIA ATOMICA

TABLA 15

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS ESTABLECIDAS
PARA PLAGUICIDAS QUE SE DETERMINAN POR HPLC-

DAD

Equipo: Cromatografo de fase liquida Spectra System

Columna: | Hypersil Gold C18 Columna, marca termo
Dimensiones: 150x4mm
Tamafio de particula: 5 um

Detector: UV-Vis con Arreglo de diodos DAD

Flujo 1,1 ml/min

Fase movil | Tiempo Inicial (min) Acetonitrilo(%) Agua(%)
0 85 15
3 85 15
9 30 70
11 30 70
12 75 25
15 75 25




Bomba
cuaternaria

Respuesta Integrada
del equipo. Software
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Detector DAD

Sistema de Inyeccion

FIGURA 3.23. CONFIGURACION BASICA DE SISTEMA
HPLC-UV-VIS/DAD. LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA
ICQA-ESPOL
La identificacién de los plaguicidas se obtuvo en base al tiempo
de retencién (TR), que es el tiempo transcurrido entre el
instante en g se inyecta la muestra y el instante en que se
detecta la sefial propia del componente, es decir cuando los
compuestos eluyen de la columna cromatografica. El tiempo de
retencion va a depender de la compatibilidad de cada
compuesto con la fase estacionaria de la columna,
obteniéndose los siguientes perfiles cromatograficos de la
mezcla de patrones. Como se aprecia en las siguientes figuras,
cada plaguicida determinado por HPLC-DAD muestra un pico, y
en el caso del sistema GC-ECD muestran también un pico

excepto el propiconazole y difenoconazole.
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FIGURA 3.24 PERFIL CROMATOGRAFICO DE MIX DE
PATRONES DE PLAGUICIDAS DETERMINADOS POR HPLC

FIGURA 3.25 PERFIL CROMATOGRAFICO DE MIX DE
PATRONES DE PLAGUICIDAS DETERMINADOS POR GC

FIGURA 3.26 PERFIL CROMATOGRAFICO IMAZALIL
Como se indic6é anteriormente cada compuesto eluye de la

columna a distintos tiempos, estos se denominan tiempos de



retencion o TR (5). Los tiempos de retencion para los

compuestos en estudio quedaron de la siguiente manera.

TABLA 16

TIEMPO ESTIMADO DE RETENCION DE PLAGUICIDAS
DETERMINADOS POR HPLC Y GC-ECD

Pico T Retenciéon
Plaguicida (min)
HPLC-DAD

1 |Carbendazim 6.407
2 [Thiabendazole 7.490
3 |Bitertanol 11.337
GC-ECD

4 (Trifloxistrobin 17.957

19.063
5 |Propiconazole Ay B 19.340

37.191
6 |Difenoconazole Ay B 37.579
7 |Azoxystrobin 40.160
8 |Imazalil 16.104

Linealidad y curvas de calibracion
Para estimar el coeficiente de linealidad de la respuesta
cromatografica se estudiaron diferentes intervalos de
concentracion, incluyendo 6 puntos en la curva de calibracion.
Se determinaron los indices de linealidad (R?) o coeficientes de
correlacion para cada compuesto, tal como se detalla en la
tabla 17. Todos estos indices estuvieron por encima de 0,98.

De esta manera se confirma la respuesta lineal del equipo para



cada uno de los compuestos. Desde el apéndie 6 hasta el
apéndice 13 se muestran las curvas de calibracion obtenidas
para cada compuesto con sus ecuaciones, que se pueden

utilizar en la cuantificacion.

TABLA 17

INDICES DE LINEALIDAD (R?)

Plaguicidas en R?
estudio

Carbendazim 0.990
Thiabendazole 0.999
Bitertanol 0.996
Trifloxistrobin 0.995
Propiconazole 0.997
0.993
Difenoconazole 0.995
0.996
Azoxystrobin 0.996
Imazalil 0.999

3.1.4 Porcentaje de recuperacion

Es una de las pruebas mas importantes, porque se trabaja
sobre la matriz en estudio (5), en este caso el banano. Lo que
se hace es agregar a proposito una cantidad conocida de
patrones de los pesticidas seleccionados en concentraciones
conocidas y cercanas a lo que se espera encontrar. Esta

prueba permiti6 evaluar la manera en que se comporta cada



plaguicida en el banano; asi como etapa de extraccion y
purificacion con respecto a calidad y cantidades de solvente.
Los valores de &rea de pico registrados por ambos sistemas
para cada compuesto, son comparados con los valores de area
del patrén utilizado. Luego se estima el porcentaje en que se
recupera después de aplicar toda la metodologia de analisis.
Los valores aceptados van de 70 al 110% (2). Las
recuperaciones estimadas para los ocho pesticidas se
presentan en el tabla 18 y un ejemplo del calculo se encontrara

en el apéndice 14.

TABLA 18

PORCENTAJES FINALES ESTIMADOS DE PLAGUICIDAS
EN MUESTRAS DE BANANO

Plaguicidas Porcentaje de
recuperacion(%)
Carbendazim 75.75
Thiabendazole 82.38
Bitertanol 88.52
Trifloxistrobin 84.15
Propiconazole 106.07
Difenoconazole 81.23
Azoxystrobin 78.90
Imazalil 75.92

3.1.5 Repetibilidad

Esta prueba se obtiene realizando inyecciones el mismo dia. La



desviacion estandar y el coeficiente de variacién, son dos
parametros muy indicativos de la variabilidad absoluta y
relativa. Como valor de referencia del coeficiente de variacion

se considera que no debe ser mayor de un 15 % (2).

Para repetibilidad se trabajé con inyecciones en 6 diferentes
niveles de concentracién de los mix de estandares, tanto para
HPLC como para GC inyectadas 3 veces el mismo dia. Como
se menciono anteriormente, un dato relevante para repetibilidad
es el coeficiente de variacion, el cual no debe ser mayor al 15%
para considerar que hay una buena repetibilidad, por lo tanto se
mostrara este parametro en las siguientes tablas para cada
unos de los niveles de concentracion respecto al area y tiempo

de retencion.

TABLA 19

COEFICIENTE DE VARIACION ESTIMADO DE AREA EN
SOLUCIONES PATRONES INYECTADAS POR
TECNOLOGIA HPLC-DAD

Pico| Plaguicida CV (%) Area

Nivel [NivelNivel Nivel | Nivel |Nivel
1 2 3 4 5 6

1 |Carbendazim |6.93|1.51(2.84| 3.02 | 1.92 |1.32

Thiabendazole| 8.18 |5.26|4.94| 3.83 | 2.80 | 0.94

3  |Bitertanol 5.24 |5.05|3.81| 1.29 | 0.43 | 2.04

N




TABLA 20

COEFICIENTE DE VARIACION ESTIMADO DE AREA EN
SOLUCIONES PATRONES INYECTADAS POR
TECNOLOGIA GC-ECD

Pico| Plaguicida CV(%) Area
Nivel 1|Nivel 2|Nivel 3|Nivel 4|Nivel 5|Nivel 6
1 Trifloxistrobin 3 835|144 | 289 | 0.26 | 0.87
2 |Propiconazole | 6.45 | 7.55 | 2.75 | 265 | 1.6 | 2.85
3 Difenoconazole| 4.9 | 3.05 | 3.95 | 238 | 7.5 | 2.35
4 |Azoxystrobin 85 | 501|232 |281 | 218 | 2.73
5 Imazalil 9.85 | 5.22 | 6.79 | 6.48 | 5.07 | 9.71
TABLA 21

COEFICIENTE DE VARIACION ESTIMADO DE TIEMPOS DE
RETENCION EN SOLUCIONES PATRONES INYECTADAS
POR TECNOLOGIA HPLC-DAD

Pico| Plaguicida CV(%) Tiempo de retencion
Nivel 1|Nivel 2|Nivel 3|Nivel 4|Nivel 5|Nivel 6
1 Carbendazim | 0.29 2 0.22 | 0.64 | 0.84 | 0.36
2 Thiabendazole| 0.18 | 0.68 | 0.10 | 0.09 | 0.37 | 0.37
3 Bitertanol 0.05 | 0.15 | 0.07 | 0.05 | 0.11 | 0,.12
TABLA 22

COEFICIENTE DE VARIACION ESTIMADO DE TIEMPOS DE
RETENCION EN SOLUCIONES PATRONES INYECTADAS
POR TECNOLOGIA GC-ECD

Pico

Plaguicida

CV(%) Tiempo de retencién

Nivel 1)Nivel 2|Nivel 3|Nivel 4|Nivel 5|Nivel 6




Trifloxistrobin 0.28 | 0.13 | 0.06 | 0.05 | 0.01 | 0.01

Propiconazole | 0.21 3 0.05 | 0.03 | 0.03 | 0.01
Difenoconazole| 0.13 | 0.09 | 0.05 | 0.05 | 0.04 | 0.02

Azoxystrobin 0.16 | 0.10 | 0.05 | 0.07 | 0.06 | 0.03

gl W iN|Fk

Imazalil 0.36 | 0.03 | 0.34 | 0.04 0 0.01

3.1.6 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para determinar el limite de deteccién se utiliza el patron de
menor concentracion visible en el equipo, por lo utilizamos el
nivel 1 de cada plaguicida. El limite de cuantificacion, por otro
lado, es 3.3 veces mas que el limite de deteccién. Para la
determinacion de estas caracteristicas se escogiéo 0.5 ug/ ul
para mix HPLC, 0.05 ug/ ul para trifloxistrobin, 0.12 ug/ul para
propiconazole, 0.53 ug/ul para difenoconazole, 0.24 ug/ul para

azoxystrobin y 4 ug/kg para imazalil.

TABLA 23

LIMITE ESTIMADO DE DETECCION (LD) Y
CUANTIFICACION (LC) PARA MIX HPLC

Plaguicida LD (ug/ul) | LC (mg/kg)
Carbendazim 0.11 0.048
Thiabendazole 0.018 0.008
Bitertanol 0.013 0.006
TABLA 24

LIMITE ESTIMADO DE DETECCION (LD) Y
CUANTIFICACION (LC) PARA MIX GC E IMAZALIL

Plaguicida LD (ug/ul) | LC (mg/kg)




Trifloxistrobin 0.15 0.06
Propiconazole 0.047 0.02
Difenoconazole 0.10 0.04
Azoxystrobin 0.41 0.18
Imazalil 0.17 0.08

Como podemos apreciar, los limites de cuantificacion (LC) se

encuentran por debajo de los Limites de Residuos Maximos

Permitidos.

3.2 Monitoreo de los principales centros de abasto de la ciudad de

Guayaquil

Se tienen 9 muestras representativas de banano ecuatoriano de los 3
diferentes centros de abastos seleccionados para realizar el andlisis
de plaguicidas. Del centro de abasto 1 y 2 se tomdé 3 muestras
representativas por cada uno de distintas sucursales de los centros
de abastos. En el centro de abasto 3 que es un mercado concurrido
de la ciudad se procedié a coger muestras de bananos de diferentes
vendedores 3 diferentes dias. Los cromatogramas obtenidos de las 9

muestras por ambos sistemas se exponen en los apéndices 15-23.

En la siguiente pagina se presentan los resultados obtenidos de las 9

muestras evaluadas:




TABLA 25

RESULTADOS DE ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN
MUESTRAS DE BANANO

Thiabendazole
Carbendazim
Bitertanol
Azoxystrobin
Trifloxistrobin
Imazalil
Difenoconazole
Propiconazole

LMR 5 02 005 - 0052 - 01

LC 0.008 0.048 0.0060.180.060.080.040.02
S1 nd nd nd nd nd nd nd nd
S2 nd nd nd nd nd nd nd nd
S3 0082 nd nd nd nd nd nd nd

C1 nd nd nd nd nd 0.08 nd nd
C2 nd nd nd nd nd 0.15 nd nd
C3 nd nd nd nd nd 0.13 nd nd

LMR: Limite maximo de residuos (mg/kg)
nd: no detectado
LC: Limite de cuantificacion

Centro de abasto (Supermercado 1)

Centro de abasto 2 (Supermercado 2)
¥ Centro de abasto 3 (Mercado)

De las 9 muestras evaluadas, 4 muestran el resultado de no

detectado para los 8 plaguicidas en estudio, lo que representa que



3.3

estan por debajo del limite de cuantificacion. Ahora, de los 8
plaguicidas evaluados, se evidencia presencia de thiabendazole en
una muestra, e imazalil en 4 muestras. Se puede apreciar que los
datos obtenidos estan muy por debajo del limite maximo de residuos

(LMR) establecidos por el Codex Alimentarius

Evaluacion de resultados de residualidad de plaguicidas en
banano, con respecto a los estandares internacionales de
Seguridad Alimentaria establecidos por el Codex Alimentarius.

Los extractos fueron obtenidos aplicando el procedimiento completo
del meétodo, para después ser inyectados en ambos sistemas
cromatograficos bajo las condiciones implementadas para obtener las

areas de los picos y poder cuantificar de esta forma a los plaguicidas

si es que se encontrara algo de residuos de plaguicida.

Al observar los limites méaximos de residuos para plaguicidas
establecidos por el Codex Alimentarius, nos damos cuenta que los
pocos resultados que obtuvimos estan por debajo de ellos, por lo que
de manera general se podria decir que las 9 muestras evaluadas
estan “Libre de Residuos de Plaguicidas”, con respecto a
carbendazim, thiabendazole, bitertanol, azoxystrobin, trifloxistrobin,

difenoconazole, propiconazole e imazalil.



Se evidencia que todas las muestras procedentes de un mismo
centro de abasto contienen imazalil, pero todas estan por debajo del
limite maximo de residuos, por lo que se consideran libre de
plaguicidas. De las muestras evaluadas, el compuesto que mas se
repite es el imazalil.

A continuacion se muestran algunas figuras explicativas de los
resultados:

FIGURA 3.27 NUMERO DE PLAGUICIDAS ENCONTRADOS EN
CENTROS DE ABASTO

Numero de plaguicidas encontrados en Centros de
abastos
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FIGURA 3.28 CONCENTRACION DE IMAZALIL EN CENTRO DE
ABASTO 2

Imazalil presente en muestras de centro de abasto 2
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FIGURA 3.29 CONCENTRACION DE PLAGUICIDAS
ENCONTRADOS EN LOS 3 CENTROS DE ABASTO

Concentracion de plaguicidas encontrados en los 3 centros de
abastos en estudios
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

= Esta tesis Implementé y optimizd6 un método multiresidual de plaguicidas
(carbendazim, thiabendazole, bitertanol, azoxystrobin, trifloxistrobin, imazalil,
difenoconazole y propiconazole), mediante tecnologias de cromatografia de gases
con deteccion de captura de electrones (GC-ECD) y cromatografia de liquidos con

deteccion de arreglo de diodos (HPLC-DAD).

= Con respecto a la implementacion del método analitico, cabe destacar que este
método involucra una sola etapa preparativa y dos configuraciones analiticas (GC
y HPLC), caracteristico de los sistemas analiticos a nivel de trazas y ultra-trazas.
Los indicadores como Repetibilidad (% CV) y Coeficiente de Correlacion (R?)
estuvieron en los promedio de 0.25-3.88 % y 0.9957 respectivamente para ambas

configuraciones cromatogréaficas. Estos indicadores considerados muy aceptables,



permiten asegurar la confiabilidad de los resultados, sobre todo en temas tan

sensibles como “Residualidad de Plaguicidas™.

Se logré establecer que, de las 9 muestras de banano, monitoreadas y evaluadas, 5
reportaron residuos de plaguicidas pero muy por debajo de los Limites Maximos
de Residuos establecidos por el Codex Alimentarius. Esto permite garantizar la
salud de consumidor e incentivar el consumo de la fruta por sus cualidades
nutritivas y mejorar nuestros habitos alimenticios y motivar a la industria

alimenticia ecuatoriana al desarrollo de productos a base de banano.

Queda fortalecida la capacidad técnica para el andlisis de residuos de
plaguicidas, ya que pocos profesionales dominan una técnica analitica

fina como lo es la cromatografia a nivel de trazas y ultra-trazas.

RECOMENDACIONES

Las muestras analizadas en su mayoria han reportado el resultado de no
detectado (nd), sin embargo estos resultados podrian ser confirmados con
andlisis de laboratorios certificados, ya sea dentro o fuera del pais. En lo

gue respecta a las 5 muestras que presentaron pequefias cantidades de



plaguicidas, estan por debajo del limite maximo de residuos por lo que
podremos inferir que son seguras para el consumo humano y no

presentan efectos toxicos a la salud.

Realizar una validacién del método implementado y optimizado con el
objeto de asegurar la exactitud de los resultados obtenidos,

proporcionando confianza y seguridad a todas las partes interesadas.

Son pocos los estudios de seguridad alimentaria para el consumidor
interno, pues la atencion se centra en el producto que se exporta y que
hay de la salud y la nutricion de los ecuatorianos. Por eso es necesario
que se ponga todo el esfuerzo posible para fortalecer la capacidad
cientifica y tecnoldgica local y realizar mas estudios de esta indole que
permitan dar un paso hacia delante en lo que respecta a ciencia y

tecnologia.



APENDICE 1

DIAGRAMA DE METODO BRASIL
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\ 4
[ 30mL de acelona l

¥ AGITARNO TURRAX

| 60mL de diclotomeiano:hexano (1:1) l

¥ AGITARNO TURRAX

‘ Centrifugar por 10-minutos a 8600rpm J
= ——

> T
. “ v| Benzimidazels |5
Fosforados Clorados/ Carbamatos Carbendazin Tiabendazol
Piretréldes
Y A\ A4 v ¥
25ml. da 0,2mt. de 3.0mL de 3,0mL de 30mL de
exliato exlrato extralo exlralo extrale
v A A\ Y Y
Secar em Secar com N2 Secar com N2 Secar com N2 Secar em
rotavapar (bankio rolavapor (banho
2 450 BEL)
A\ A ¥ A4 ¥
Avolumar a 5ml. Avolumar a 1mL Avaluinar a mL Avolumar a 2mL Avolumar a 2mi.
com com hexang com com lase mével DCM:Hex(1:1)
1soctann Tolueno Anna Aratnnitita
¥ ¥ A A 4 A4
Injetar 5pL Injetar tpL """ﬂ:kzﬂ"""“:g de Injetar 20 pL Secar com N2
em FPD em ECD sornas do vidto em HPLC
A 4 \ 4
Avolumar a 2mL
hgﬁ:ﬁggg" com Fase mdvel

fase Mdovel
Carbamaltos — Agua : Acelonitrila (65 : 35)

Tiabendazdis— Soluclo 1% de KH:PO, : Melanal (35 : 65)

¥

Fillrar (idem
carbamatos)
Injetar 20 pL
em HPLC




APENDICE 2
METODO CEEA

30 gr de muestra

Afadir 60 mL Acetona

Agitar con ultraturrax
hasta que no haya grumos

‘ 30 mL Diclorometano ‘

‘ 30 mL Hexano ‘

‘ Agitar con ultraturrax para homogeneizar ‘

‘ Centrifugar por 3 min. a 3000 RPM ‘

Filtrar a través de 20 gr de SO4Na2

(purificado)
38°C bafio
Concentrar en rotaevaporador hasta 2 ml. — 500 mba\;agir:smn de

Inyectar 500 pL del extracto en
el Gel Permeation Chromatography (GPC)

<+——  Previamente filtrado

Recoger la fraccion del min. 15 al min 30 y
concentrar en
rotaevaporador hasta un volumen final de 5
mL

‘ Concentrar con nitrégeno a un flujo bajo ‘

‘ Transferir a un vial e inyectar en el GC-ECD ‘




APENDICE 3

PREPARACION DE DISOLUCIONES PARA MIX HPLC

NIVELES DE LA CURVA

Compuesto

Solucién Madre

ng/pL
Carbendazim 400
Thiabendazole 236
Bitertanol 408
Compuesto pL disolucién en Nivel 1
P 10 mL (ng/uL)
Carbendazim 12,50 0.5
Thiabendazole 21,20 0.5
Bitertanol 12,25 0.5
Compuesto pL disolucién 10 Nivel 2
P mL (ng/uL)
Carbendazim 25,00 1,00
Thiabendazole 42,40 1,00
Bitertanol 24,50 1,00
Compuesto pL disolucién 10 Nivel 3
P mL (ng/uL)
Carbendazim 50 2,00
Thiabendazole 84,7 2,00
Bitertanol 49 2,00
Compuesto pL disolucién 10 Nivel 4
P mL (ng/uL)
Carbendazim 100 4.0
Thiabendazole 169,5 4.0
Bitertanol 93 4,0
pL disolucién 10 Nivel 5
Compuesto mL (ng/uL)
Carbendazim 200 8,0
Thiabendazole 338,9 8,0
Bitertanol 196 8,0
Compuesto pL disolucion 10 Nivel 6
P mL (ng/uL)
Carbendazim 250 10,0
Thiabendazole 243,7 10,0
Bitertanol 245 10,0




PREPARACION DE DISOLUCIONES PARA MIX GC

APENDICE 4

NIVELES DE LA CURVA

Compuesto

Solucién Madre

ML S.Men 5mL

Concentracion

ng/uL disolucién (ng/uL)

Trifloxystrobina 536 230 24,66
Propiconazol 532 230 24,47
Difenoconazol 476 230 21,90
Azoxystrobina 408 300 24,48

Compuesto Concentracion pL disolucién en 5 Nivel 1

P disolucion (ng/pL) mL (ng/pL)
Trifloxystrobina 24,66 100,00 0.05
Propiconazol 24,47 25,00 0,12
Difenoconazol 21,90 120,00 0,53
Azoxystrobina 24,48 50,00 0,24

Concentracion . - Nivel 2

Compuesto disolucion (ng/uL) pL disolucién 5 mL (ng/uL)
Trifloxystrobina 24,656 25,00 0,12
Propiconazol 24,472 80,00 0,39
Difenoconazol 21,896 230,00 1,01
Azoxystrobina 24,48 100,00 0,49

Concentracion ; . Nivel 3

Compuesto disolucion (ng/uL) pL disolucién 5 mL (ng/ul)
Trifloxystrobina 24,656 100 0,49
Propiconazol 24,472 165 0,81
Difenoconazol 21,896 460 2,01
Azoxystrobina 24,48 210 1,03

Concentracion . - Nivel 4

Compuesto disolucion (ng/uL) pL disolucién 5 mL (ng/uL)
Trifloxystrobina 24,656 200 1,0
Propiconazol 24,472 200 1,0
Difenoconazol 476 30 29
Azoxystrobina 24,48 300 1,0

Concentracion . - Nivel 5

Compuesto disolucién (ng/uL) pL disolucién 5 mL (ng/uL)
Trifloxystrobina 24,656 300 15
Propiconazol 24,472 300 15
Difenoconazol 476 40 3,8
Azoxystrobina 24,48 400 2,0

Concentracion ; . Nivel 6

Compuesto disolucion (ng/ul) pL disolucién 5 mL (na/ul)
Trifloxystrobina 24,656 400 2,0
Propiconazol 24,472 400 2,0
Difenoconazol 476 60 57
Azoxystrobina 408 30 2,4




APENDICE 5

PREPARACION DE DISOLUCIONES PARA IMAZALIL
NIVELES DE LA CURVA

Compuesto Solucién Madre
P ng/uL
Imazalil 448
Compuesto pL disolucién en Nivel 1
P 10 mL (ng/uL)
Imazalil 446,00 20,00
Combuesto pL disolucién 10 Nivel 2
P mL (ng/uL)
Imazalil 357,00 16,00
Compuesto uL disoluciéon 10 Nivel 3
P mL (ng/uL)
Imazalil 268 12,00
Compuesto pL disolucién 10 Nivel 4
P mL (ng/uL)
Imazalil 179 8,0
Compuesto uL disoluciéon 10 Nivel 5
P mL (ng/uL)
Imazalil 89 4,0
Compuesto pL disolucién 10 Nivel 5
P mL (ng/uL)
Imazalil 22,3 2,0




APENDICE 6

CURVA DE CALIBRACION

CARBENDAZIM

CARBENDAZIM
y = 2E-06x + 0,4677
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APENDICE 7

CURVA DE CALIBRACION

THIABENDAZOLE

THIABENDAZOLE
y = 1E-06x - 0,2929
R? = 0,9998
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APENDICE 8

CURVA DE CALIBRACION

BITERTANOL
BITERTANOL
y = 2E-06x - 0,1329

L R’ =0,9965
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APENDICE 9

CURVA DE CALIBRACION

IMAZALIL

Concentracion
ng/pL
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APENDICE 10

CURVA DE CALIBRACION

TRIFLOXYSTROBIN

Concentraciéon

ng/uL
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APENDICE 11

CURVA DE CALIBRACION

PROPICONAZOLAY B

Concentraciéon
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APENDICE 12

CURVA DE CALIBRACION

DIFENOCONAZOLEAY B
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APENDICE 13

CURVA DE CALIBRACION

AZOXYSTROBIN
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APENDICE 14
EJEMPLO DE FORTIFICACIONES PARA GC

Imazalil
Nivel bajo
7,5 ng 1uL
X 1000 pL
7500 ng 500uL
X 2000puL
30000 ng 2mL 30 g muestra
Std. 448 ng 1L
30000 ng X = 67 uL/ std. Imazalil de 448 ng/uL

Trifloxystrobin

Nivel medio
0,38 ng 1uL
X 1000 pL
380 ng 500uL
X 2000pL
1520 ng 2mL 30 g muestra
Std. 24,66 ng 1L

30000 ng X = 62 pL/ std. Imazalil de 24,66 ng/uL



Propiconazole

Nivel medio
0,75 ng 1pL
X 1000 pL
750 ng 500pL
X 2000pL
3000 ng _2mL
Std. 24,47 ng 1uL
3000 ng X =
Difenoconazole
Nivel medio
1,5ng 1pL
X 1000 pL
1500 ng 500uL
X 2000pL
6000 ng _2mL
Std. 95,20 ng 1L
6000 ng X =

Azoxystrobin

Nivel medio

30 g muestra

123 uL/ std. Imazalil de 24,47 ng/uL

30 g muestra

63 pL/ std. Imazalil de 95,20 ng/uL



0,75 ng

750 ng
X

3000 ng

Std. 24,48 ng

3000 ng

1pL
1000 pL

500uL
2000puL

2mL

1ML

x
I

30 g muestra

123 uL/ std. Imazalil de 24,48 ng/uL



APENDICE 15

MUESTRA S1

HPLC-DAD
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APENDICE 16

MUESTRA S2

HPLC-DAD
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APENDICE 17

MUESTRA S3

HPLC-DAD

IMAZALIL
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APENDICE 18

MUESTRA C1

HPLC-DAD
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APENDICE 19

MUESTRA C2

HPLC-DAD
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APENDICE 20

MUESTRA C3

HPLC-DAD
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APENDICE 21

MUESTRA M1

HPLC-DAD

GC-ECD
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APENDICE 22

MUESTRA M2

HPLC-DAD
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APENDICE 23

MUESTRA M3

HPLC-DAD
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