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INTRODUCCION

El uso de plaguicidas ha creado beneficios en la produccion agricola a nivel
mundial, pero el empleo inadecuado de los mismos, expresado en términos de
tipos de plaguicida, toxicidad, nimero de aplicaciones y sobredosificacion, ha
emanado diferentes formas de contaminacibn ambiental que afectan los
productos agricolas por la acumulacion de residuos. Estos serian potencialmente
dafiinos a la salud humana y podrian incurrir negativamente en su

comercializacion [1].

El hombre no estd exento de contaminarse, y, aunque el organismo pueda
soportar algunos niveles de contaminantes, son innegables los efectos cronicos
gue éstos pueden producir [2]. La poblacion mas fragil es la infantil, los estudios
realizados muestran que, incluso, dosis bajas de plaguicidas, afectan el desarrollo

del sistema nervioso y el cerebro de nifios en crecimiento [3].

En el presente trabajo, realizado en el Laboratorio de Cromatografia, se
desarrollaron metodologias para la determinacién de residuos de los fungicidas:
benomil, carbendazim, clorpirifos, clorotalonil, imidacloprid, dimetoato, propineb,
mancozeb y tebuconazol, en mora castilla, principalmente. La seleccion de mora
(Rubus Glaucus Benth) se debe a los diferentes antecedentes medioambientales,
sociales y de seguridad alimentaria anteriormente comentados, considerando el
volumen de produccién y consumo que genera esta fruta, asi como la importancia
econdmica que representa para los respectivos productores.

Se clasificaron y se determinaron estos compuestos con el fin de escoger la
técnica cromatogréfica mas sensible para cada uno. De esta manera, para el

dimetoato, el clorpirifos, el clorotalonil y el tebuconazol, se escogio el
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cromatografo de gases con detector de captura de electrones (GC-ECD), el cual
presentd niveles de detecciéon entre 0,01 — 0,15 ppb y niveles de cuantificacion
entre 0,08 -0,40 ppb; con la implementacion de la técnica también se calcul6 el

porcentaje de recuperacion de los pesticidas que estuvo entre el 93-112 %.

Para el carbendazim, el imidacloprid y el benomil, se realizé la determinacién en
un cromatografo liquido de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD); se obtuvieron niveles minimos de deteccion entre 0,07-0,11 ppb y
niveles minimos de cuantificacion entre 0,11-0,20 ppb; los porcentajes de
recuperacion fueron superiores al 75% para el carbendazim y el imidacloprid; en

el benomil se obtuvieron porcentajes de recuperacion entre 64-67%.

El mancozeb y el propineb no pueden ser determinados por cromatografia de
gases porque estas sustancias son termolabiles y se descomponen rapidamente
en el puerto de inyeccion. Por tal razon fue necesario derivatizarlos y
determinarlos utilizando HPLC-DAD. Se obtuvieron niveles minimos de deteccion
del mancozeb y el propineb de 0,09 y 0,11 ppb, respectivamente, con niveles
minimos de cuantificacion de 0,11 y 0,20 ppb; los porcentajes de recuperacion

fueron superiores al 75%.
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1. MARCO TEORICO

Un plaguicida es una sustancia quimica de origen natural o sintético que se utiliza
con el fin de controlar, repeler y combatir plagas que atacan a los cultivos, que, a
su vez, pueden trasmitir enfermedades al hombre o a los animales [1].

Los plaguicidas conforman un grupo de compuestos diversos y heterogéneos. Por

tanto, existen diferentes posibilidades de clasificacion.

Segun el tipo de organismo que se desea controlar, los plaguicidas se dividen en
[2,3]:

> Insecticidas, que atacan insectos (pulgones, minadores, taladradores,
chupadores, cochinillas, etc.).

Acaricidas, que actian contra arafia roja, acaros varios, etc.

Nematicidas, usados contra nematodos.

Moluscocidas, combaten caracoles y babosas.

Rodenticidas, destinados a exterminar ratas, ratones y topillos.

YV V V V V

Fungicidas, que atacan los hongos parasitos promotores de enfermedades

en los cultivos.

> Antibioticos, de uso agricola que combaten contra las bacteriosis
caracteristicas de todos los cultivos.

> Desinfectantes, de suelos, cuya accién en general se extiende a hongos

patégenos, insectos, malas hierbas, neméatodos, que se encuentran en los

suelos destinados a los cultivos.

> Herbicidas, que ejecutan un ataque selectivo contra las malas hierbas.
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De acuerdo con su forma de accion los plaguicidas también pueden clasificarse
en [3]:

> Atrayentes, que por el contrario, los atraen hacia un cebo intoxicado
(insecticidas: feromonas).

> Por ingestion, el plaguicida actia al ser ingerido por el parasito (lucrados,
insecticidas arsenicales, etc.).

> Repelentes, que alejan los insectos perjudiciales (insecticidas naftalinas).

> Por inhalacion, el producto actla obstaculizando la respiracion del agente
nocivo (fungicidas ditiocarbamicos, insecticidas organofosforados).

> Mixtos, el producto actla por inhalacion y por ingestion (insecticidas
organofosforados, organoclorados, piretroides y carbamatos).

> Por contacto, el producto actia sobre el parasito u organismo al entrar en
contacto con éste (insecticidas de origen vegetal: rotenonas, piretrina y
nicotina; o, de origen mineral: polisulfuros, aceites, etc.).

> Sistémicos 0 curativos, se emplean sobre plantas ya infectadas,
penetrando en el interior de éstas e impidiendo el desarrollo del hongo
(carbendazim, benomil, tiabendazol).

> Penetrantes, que combaten contra hongos de penetracion incipiente o
superficial (folpet, ditianona, bitertanol).

> Ovicidas o Esterilizantes, que provocan la infertilidad de huevos y puestas
en los insectos, o inhiben el mecanismo sexual (acaricidas).

> Preventivos, se usan antes de que aparezca la infeccion, para impedir la
germinacion de la espora del hongo (tiram, captan, captafol, etc.).

> Larvicidas, actua sobre larvas (acaricidas).

La toxicidad de los pesticidas e incluso los fungicidas presenta distintos aspectos

segun su distinta trascendencia. Por lo que a sus efectos mas inmediatos se

refiere, se consideran varias clases de toxicidad [4]:
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a. Toxicidad oral aguda. Se refiere a la ingestion de una sola vez, de un
producto pesticida téxico.

b. Toxicidad dérmica. Se refiere a los riesgos toxicos debidos al contacto y
absorcion del pesticida por la piel.

C. Toxicidad crénica. Mediante dietas alimentarias preparadas con dosis
variadas del toxico que se estudia, se averiguan los niveles de riesgo del
pesticida a través de su administracion diaria a los animales.

d. Toxicidad sub-aguda o sub-crénica. Aqui el efecto que se toma en
consideracibn no es la muerte del animal. Puesto que las dosis
administradas son mas bajas que en la exposicion aguda, los efectos
también son menos externos y se registran todas las alteraciones

producidas en todos los tejidos y fluidos corporales.

Aparte de la toxicidad, se tienen en cuenta otros riesgos, como son las reacciones
inesperadas de hipersensibilidad o alergia. También en casos en los que existe un
manejo negligente de los pesticidas, son frecuentes los sintomas de
intoxicaciones por inhalacion o por penetracion en la piel, boca u ojos. Asi mismo,
también hay estudios que relacionan a los plaguicidas con la neurotoxicidad, la

mutagénesis, la carcinogenicidad y problemas de reproduccion [3].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que mientras que los
efectos de la toxicidad aguda son facilmente reconocidos, los efectos que resultan
de la exposicidn a largo plazo a bajas dosis son, a menudo, dificiles de distinguir.
En particular, los efectos de una ingestion regular de residuos de plaguicidas en
alimentos son dificiles de detectar y cuantificar. Estos compuestos se
comercializan como productos formulados, los cuales contienen compuestos

activos, excipientes (emulsificantes, antioxidantes, coadyuvantes) y diluyentes [5].

La sociedad de moreros de Santander (ASOMOREROS), sirvié de enlace con la

comunidad, y, a través de encuestas, se identificaron los productos mas comunes

27

Cl

/

Cl



para el control de plagas, hongos, entre otros; en total fueron 156 productos

utilizados, de los cuales los compuestos activos mas comunes que se hallan en

estos productos son los que se presentan a continuacion:
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Figural. Pesticidas analizados en el presente proyecto de investigacion.
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1.1 Clorpirifos.  El acidoO,O-dietilO-(3,5,6-tricloro-2-piridinil) fosforotidico es un
éster que actia como un inhibidor de la colinesterasa incluyendo la acetil
colinesterasa. La inhibicibn de la acetil colinesterasa en el sistema nervioso
central y epitelial causa la acumulacién de acetilcolina, que es un neurotoxico

para los animales y los humanos [6].

El clorpirifos es uno de los insecticidas mas utilizados y se conoce como Lorsban
y Dursban. Fue el primer pesticida registrado en 1965, se usa extensamente para
el control de una variedad de plagas, como: césped e insectos de plantas
ornamentales, la hormiga de fuego, cucarachas, mosquitos, entre otros [7,8]. En
1982 el uso del clorpirifos se estim6 en 2,2 a 3,2 millones de kg/afio, y las

aplicaciones en la industria estaban entre 0,68 y 1,04 millones kg/afio [9].

La degradacion del clorpirifos en sustratos abiéticos varia en un rango de hasta
50% en una semana, en agua de mar, y mayor del 50% en mas de 24 semanas,
en suelos de césped. Las bajas temperaturas reducen la actividad microbial y
disminuyen el contenido organico [10]. Los intermedios de la degradacion han
sido reportados en 3-4 semanas para sedimentos y 7-6 semanas para aguas
destiladas. En muestras biologicas, el tiempo es relativamente corto, menor de 9

horas en peces, aves y seres invertebrados [11].

El clorpirifos es extremadamente tdxico para algunas especies de invertebrados
acuaticos y para peces teledsteos en concentraciones que varian entre 0,04 y 1,1
Mg/L. La presencia de esta sustancia en el medio reduce la actividad de la
colinesterasa en el cerebro, en el tejido hepatico; también reduce el crecimiento,
impide la reproduccion e incluye la esterilidad y desarrollo anormal; durante las
observaciones realizadas también se aprecia la descoordinacion motriz,
convulsiones y depresion en la poblacion acuatica invertebrada. Para las aves, las
concentraciones letales en la dieta fueron de 30 a 50 mg de clorpirifos / kg de
alimento [12,13].
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1.2 Clorotalonil. El 2,4,5,6-tetracloro-isoftalonitrilo comunmente llamado
Clorotalonil, es un fungicida ftalonitrilo. Presenta una estructura quimica compleja
con dobles enlaces, cianuros y cloros; es un compuesto moderadamente mévil en
suelos arenosos; su vida media en el suelo es de 1,5 a 3 meses
aproximadamente, dependiendo de la humedad y la temperatura [14]. Este
fungicida se emplea a nivel agropecuario, ha sido poco estudiado desde el punto
de vista toxicologico; cuando es sometido a condiciones de alta temperatura,

puede liberar cianuro, el cual es un compuesto muy toxico [14].

El clorotalonil, es un fungicida con un amplio rango de accion similar a los
etilenbisditiocarbamatos y es efectivo contra la Phytophthora y hongos de la roya
[15].

Este compuesto es estable en medio acido y alcalino, ademas tiene una baja
sensibilidad a la luz [16]. Por tal razon, tiene un periodo de accion largo como
fungicida de follaje, siendo su fitotoxicidad baja. Su accidon fungica es causada
probablemente por la alta reactividad de los atomos de cloro que reaccionan

inmediatamente con las tio-enzimas de los hongos [17,18].

1.3 Tebuconazol. Este fungicida triazol es utilizado en la agricultura para el

tratamiento de agentes patdégenos y hongos en las plantas.

Aunque el departamento de alimentos y drogas de Estados Unidos considera que
este fungicida es seguro para los humanos, éste puede presentar algunos
riesgos. Esta sustancia esta catalogada por la Agencia de Proteccién del Medio
Ambiente de Estados Unidos como un posible agente carcindgeno y esta listado
como categoria C dentro de las sustancias carcindgenas. Su toxicidad es
moderada, por tal razon la OMS la catalogdb como categoria Ill en grado de
toxicidad [19].
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El tebuconazol fue prohibido como biocida por la Agencia Sueca de Productos
Quimicos y posteriormente fue aprobado por el Parlamento Europeo el 13 de
enero de 2009. En estudios realizados en roedores se determing que la absorcion
del tebuconazol fue completa, seguida por una rapida distribucién en el cuerpo y
una rapida eliminacion. También se determind que la mayor acumulacion de
residuos de tebuconazol en cabras y gallinas se encontraba en la excrecién, en

los tejidos y, para las gallinas, en los huevos [20].

1.4 Dimetoato. Este insecticida sintetizado por Cassaday en 1948 [21], tiene una
solubilidad de 39 g/L, por lo tanto pertenece al grupo de los insecticidas ester-
fosforicos de alta solubilidad en H20. Es estable en hidrdlisis neutra y en &cida
media, pero rapidamente saponificable en medio alcalino. En un estudio
desarrollado en ratones y conejos, no se detectaron efectos toxicos. Sin embargo

se observaron defectos fisicos en conejos y ratones [22].

En ratones, los resultados fueron variables en la embriotoxicidad y la
teratogenicidad. Ademas no se encontraron efectos adversos en estudios
posteriores [23-25]. En el estudio realizado por Budreau, observaron que se
redujo el nimero de hembras gestantes; las crias presentaban bajo peso y
reduccion del tamafio corporal; esto fue mas notorio en la segunda generacion de

ratones [26].

1.5 Imidacloprid.  Este compuesto es el principal representante de una nueva
clase de pesticidas, los insecticidas neonicotineoides. Estos insecticidas estan
diseflados para actuar sobre los receptores nicotinicos, controlando las pestes sin
ser toxico en especies vertebradas. El efecto de los insecticidas neonicotinoides
sobre el sistema nervioso central de los vertebrados estd mas reducido por la
escasa penetracion de la barrera de sangre del cerebro. En estudios de actividad
de control contra leptoferas, plantotoferas, mosca blanca, afidios y varios

coledpteras, se mostraron excelentes resultados [27]. En la actualidad se han
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desarrollado nuevos derivados del imidacloprid tales como nitenpiran y el

acetamiprid [28].

El imidacloprid muestra un mecanismo de accién sobre los receptores de la
acetilcolina (nACh) y se observo una alta afinidad del enlace con los receptores
NACh de los insectos [29,30] despolarizando el nervio de la membrana y

causando una muerte espontanea en las cucarachas [31].

1.6 Benomil. El benomil, N-(1 —butilcarbamail-benzimidazol-2-il) metilcarbamato
fue sintetizado por Delp y Klopping en 1968 [32], a partir de la reaccion del metil-
N-benzimidazol-2-il-carbamato (MBC) con el butil isocianato. Este compuesto es
practicamente insoluble en H20 y es hidrolizado en soluciones acuosas en MBC
[33] y en soluciones alcalinas se hidroliza formando 1, 2, 3, 4 — tetrahidro — 3 —
butil-2,4-dioxo [1,2a]-s-triazinbenzimidazol (STB) y 1-(2-benzimidazolil)-3-n-
butilurea(BBU).

N
s,
/
H 4 o NJ\N*O/
/ H

C4Hg
N\ _C
N NS
+ H o
C4H9—N=0=O

Figura 2. Sintesis del benomil.

El benomil es absorbido por la planta, la cual los transporta en los fluidos a través
de los tejidosy lo metaboliza rapidamente a MBC. Este compuesto es un fungicida
sélido que esta catalogado como un efectivo protectante, actuando contra
Cercospora beticola en el azicar y antagonista de otros agentes patdgenos del
tomate y el pepino; también es efectivo antagonista de Phialosporae,

Arthrosporae, Sympodulosporae y Aleurisporae de la clase Deuferomycetes [34].
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1.7 Carbendazim. EI carbendazim, metil-N-bencimidazol-2-il-carbamato (MBC)
es un suave polvo que se descompone lentamente en soluciones alcalinas, pero
es estable en soluciones acidas [35]. Es hidrosoluble entre pH 3,3 - 8,7. Este
compuesto es un fungicida de follaje con accién especifica y se utiliza para
proteger los alimentos por poseer un amplio espectro. Este pesticida ejerce un
control rapido sobre las hojas, atacando el Erysiphe, Septoriu y el Fusurium spp.
Pero en el tratamiento sobre cereales, decrece su efectividad en un 10% [36]. La
produccion sintética del carbendazim comienza a partir de la metilacién de la

tiourea con sulfato de dimetilo y la posterior N- acilacion en medio alcalino.

1.8 Mancozeb. Este compuesto es la sal doble del manganeso y zinc del &cido
N, N-etilen-bisditiocarbamico llamado mancozeb. Este compuesto es mas estable
gue los derivados de él; esta propiedad ha sido atribuida a su estructura

polimérica [37].

El mancozeb no es fitotoxico, este polimero contiene un 2% de zincyun 20 %
de manganeso. Los ditiocarbamatos no son toxicos para las plantas, con
excepcion del metham y el dazomet, porque se ubican en la capa de la epidermis

de las hojas, atacando los hongos y enfermedades [38].

La toxicidad directa sobre los animales es baja [39]; en estudios realizados en
ratas se encontré6 que la dosis letal media (DL50) fue de 8,0 g/kg, el contacto
directo del mancozeb durante un largo periodo de tiempo causa irritacion,

mientras que los vapores de esta sustancia causan conjuntivitis y bronquitis [40].

1.9 Propineb. El zinc propilen bis (ditiocarbamato) Illamado propineb, es
comunmente utilizado en el area mediterranea de Europa como fungicida,
principalmente por tener un amplio espectro de expansion y su accion antifingica
[41]. Generalmente el propineb es considerado de toxicidad moderada a baja, con

efectos especificos giotrogénicos en ratas. En una prolongada exposicion oral o
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inhalaciéon se relaciona con el cancer, efectos teratogénicos y problemas
reproductivos [42]. La neurotoxicidad del propineb, se debe principalmente a que

éste es transformado en propilentiourea y disulfuro de carbono.

1.2. MORA (RUBUS GLAUCUS BENTH)

Clasificacion cientifica
Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Rosoideae
Tribu: Rubeae

Género: Rubus

Subgénero: Lampobatus
Figura 3. Mora de castilla (Rubus glaucus Benth)

La especie Rubus glaucus, (ver Figura 3) denominada cominmente mora, es una
planta perenne, arbustiva, semirrecta y de naturaleza trepadora. Esta conformada
por varios tallos que forman una corona en la base de la planta; los tallos son
redondeados, espinosos y pueden crecer hasta 3 m. El fruto es una baya
elipsoidal de color verde, cuando se desarrolla se torna de un color rojo y cuando

madura se cambia a morado oscuro brillante [65].

La mora esta formada por pequefias drupas incrustadas a un receptaculo, que al
madurar es blancuzco y carnoso. La planta crece mejor a temperaturas que
varian entre 12 y 19 <C, con humedad relativa del 80 al 90 %. La produccioén es

continua con dos picos anuales. Esta planta es originaria de las zonas altas
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tropicales del noroccidente de Sudamérica y de Centroamérica, entre los 1.500 y
3.100 msnm [66-67].

En investigaciones realizadas a estas especies de Rubus, se ha descubierto la
presencia de importantes compuestos fendlicos que pueden presentar dentro de
la célula actividad antioxidante [68].

La actividad antioxidante reduce la concentracién de radicales libres y en algunos
casos, logra establecer grupos de quelacién con iones metalicos, reduciendo la

trombosis, activando macréfagos e inhibiendo la peroxidacion [68].

En el departamento de Santander no se han reportado estudios de pesticidas en
cultivos de mora. Este departamento es uno de los mayores productores de mora
de castilla, con aproximadamente 14000 toneladas de mora por afio (informacion
suministrada por ASOMOREROS) siendo el municipio de Piedecuesta el mayor

productor, con 10000 toneladas de mora por afo.

1.3. DISPERSION DE LA MATRIZ EN FASE SOLIDA

Dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) es una técnica basada en Solid-
phase extraction (SPE) en la cual una matriz es finamente triturada, dispersada y
mezclada con un material adsorbente (ver Figura 4), (C18, alumina, silice, etc.).
Después de mezclada la matriz con el material adsorbente a menudo es
empaguetada en una minicolumna, donde los analitos son eluidos por volimenes
de solvente menores de 10 mL. La técnica MSPD emplea "co-columnas” para
obtener fracciones y eliminar interferencias de la matriz. EI material de la co-
columna, e.g. Florisil, es embalado en el interior de la misma columna del
adsorbente, limpiando la muestra con eluentes de la mezcla MSPD. Por lo

general, se utiliza de 5-10 mL de solvente para realizar la extraccion del analito.
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En el articulo de revisidén, Matrix solid phase dispersién [69]; Barker comenta que
la mayor parte de los analitos son eluidos en los 4 primeros mL, si 0,5 g de la

muestra se mezclan con 2 g del soporte solido [70-72].

Las ventajas principales del procedimiento MSPD comparado con otras técnicas

de extraccion son:

El protocolo analitico es simplificado y acortado.
La posibilidad de formacion de emulsion es eliminada.

El consumo solvente es reducido.

0D PF

La eficacia de extraccion de los analitos es mejorada porque la totalidad de

la muestra es expuesta al extractante.

Otra cualidad interesante de la técnica MSPD es extraer analitos de productos
alimenticios tanto sélidos como liquidos. La principal desventaja es la carencia de

automatizacién del procedimiento [72].

36



Solvente l

— ¥y
Mezcla de la matriz con el [~ Florisil
material absorbente _UJ Clean-up extracto H
Columna Empaquetado
de la columna

Figura 4. Procedimiento general de MSPD.

1.4. METODOS PARA LA DETERMINACION DE PESTICIDAS

Los estudios actuales que se realizan sobre estas sustancias, buscan
principalmente tres aspectos tales como: determinacion simultanea, rapida
preparacion de la muestra y una alta sensibilidad de la técnica. En la Tablal, se

presenta un resumen de las técnicas utilizadas para la determinacion de
pesticidas.
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Tabla 1. Compuestos y técnicas instrumentales utilizadas.

Compuesto Técnica instrumental Referencias
Liquida e bibliogréficas
. GC-NPD, GC-ECD,
Clorpirifos HPLC-DAD, CE [43- 45]
GC -FPD
Clorotalonil HPLC-DAD GC-ECD [46, 47]
) GC-FPD, GC-NPD,
Dimetoato [48, 49]
GC-ECD
Tebuconazol GC-ECD, GC-NPD [50, 51]
Imidacloprid HPLC-DAD [52, 53]
Carbendazim HPLC-DAD [54- 56]
_ HPLC-FLD,
Benomil [57, 58]
HPLC-UV
Mancozeb HPLC-UV GC-FPD [59, 60]
Propineb HPLC-UV [61, 62]

Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas de las sustancias y la
sensibilidad de la técnica instrumental, se hace necesario escoger con
detenimiento la metodologia analitica a usar, por ejemplo: sustancias como el
clorotalonil y el clorpirifos se pueden determinar por HPLC y por ECD, siendo la

sensibilidad de este ultimo, superior a la del HPLC.

En sustancias como el mancozeb y el propineb se presentan grandes dificultades
para su determinacion, porque estos polimeros tienen semejanzas estructurales,
en muchas publicaciones los determinan como ditiocarbamatos totales [63, 64]. El
codex alimentario recomienda determinarlo como etilenbisditiocarbamatos,

utilizando la derivatizacion [65].
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1.5. ANALISIS INSTRUMENTAL

1.5.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Este tipo de cromatografia representa una de las herramientas mas empleadas en
los laboratorios analiticos, debido a que permite el analisis de una extensa
variedad de moléculas, de altos pesos moleculares, altos puntos de ebullicion y
termolabiles, principales restricciones de la cromatografia gaseosa. En HPLC,
cuando se habla de cromatografia liquida en fase reversa, se refiere a que, la fase
estacionaria es menos polar que la fase movil. La fase estacionaria mas utilizada
esta compuesta por octadecilsiloxano (ODS), formada por silice a la cual se une
el grupo octadecilo, un grupo no polar conformado por 18 carbonos que
garantizan una superficie con caracteristicas organicas; ésta retendra con mayor
fuerza los analitos menos polares, determinando que el orden de elucion sea del
mas polar al menos polar; otro tipo de fase usada es la fase normal, la cual realiza
la elucion en orden inverso a la fase reversa, estos tipos de fase son los méas

utilizados en la determinacion de pesticidas [73-81].

En cuanto a la fase mdvil, en general, estd compuesta por agua y modificadores
organicos como acetonitrilo, metanol, tetrahidrofurano, entre otros. Estos pueden
ser utilizados cada uno por aparte 0 como mezclas, dando la opcion de utilizar
una fase movil de composicion constante (elucién isocrética) o variable, con el fin
de dar a la fase movil diferentes grados de polaridad (elucion en gradiente)
durante el tiempo en el que eluyen los analitos; dichas mezclas pueden realizarse
gracias al uso de la bomba que, ademas de permitir trabajar con altas presiones,
se encarga de tomar diferentes solventes con proporciones predeterminadas por
el analista y, luego, realizar la mezcla en una camara especial de mezclado.
Anélogo a la temperatura en cromatografia de gases, la variacion de la
composicion de la fase mévil a lo largo de la separacion, es uno de los

parametros que se aplican para mejorar la eficiencia del cromatégrafo [77-87].
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En la deteccion de los analitos, los detectores utilizados en HPLC deben ser
instrumentos capaces de medir una propiedad diferencial entre un liquido (fase
movil) y un sélido (analitos disueltos). Uno de los detectores mas utilizado es el de
arreglo de diodos Ultravioleta-Visible (DAD UV-Vis). Este tipo de detector mide la
absorbancia del analito. Ademas, posee buena sensibilidad y rango lineal, que
permite detectar analitos en el orden de los nanogramos. No es destructivo y
puede emplearse con gradiente de solventes. Este detector admite trabajar en el
rango aproximado entre 350-700 nm, y permite obtener tanto el respectivo
cromatograma, como el espectro UV-Vis de cada uno de los picos observados en

el cromatograma [78-81].

1.5.2 CROMATOGRAFIA DE GASES

Cromatografia de gases (GC) es la técnica analitica mas comun para la
determinacion de contaminantes organicos en muestras acuosas y no acuosas.
En analisis ambiental se requieren limites de deteccion muy bajos para la
determinacion de contaminantes a nivel de trazas. La deteccion tan sensible se
puede obtener por concentracion de la muestra, seguida de una limpieza para
remover las sustancias interferentes. Es importante conocer el tipo de
compuestos a ser analizados, asi como ciertas propiedades fisicas y quimicas de
estos compuestos, para seleccionar la clase de detector y columna que se deben

usar en el analisis [73, 82,83].
1.5.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS)

La espectrometria de masas es un método de andlisis rapido y sensible que
permite obtener la maxima cantidad de informacion estructural con la cantidad

minima de muestra (10°-10 g).
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El espectro de masas es una grafica que relaciona las masas de los iones
especificos (mas exactamente, valores de la relacibn masa/carga del ion, m/z)
con sus respectivas abundancias en la corriente ionica total (TIC) producida por la
ionizacion y la fragmentacion de las moléculas del analito en la camara de
ionizacion. El espectro de masas suministra informacion sobre la masa molecular,
composicion elemental de una sustancia (cuando se utiliza MS de alta resolucién)
y en algunos casos, permite establecer la estructura espacial de la molécula [74,
75,78].

1.6. FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

Es una herramienta compuesta por una serie de parametros que permiten
verificar la fiabilidad y validez de una metodologia implementada. Una vez
desarrollado un método de andlisis por HPLC, al igual que toda técnica analitica,
deber& validarse, es decir, se debe confirmar y documentar que los resultados

producidos, son confiables.

Evidentemente, todo nuevo método analitico debe validarse para demostrar su
idoneidad. En un ensayo de validacion deben como minimo considerarse los

siguientes parametros [84-87]:

Especificidad

Exactitud

Precision

Nivel minimo de deteccion
Nivel minimo de cuantificacion
Rango dinamico lineal
Estabilidad

YV V.V VYV V VYV V
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Al obtener estos valores podemos establecer la confianza de los resultados
emitidos de la metodologia Implementada; realizando los ajustes sobre los valores

obtenidos en la muestra y presentando su desviacion.

1.7. CIENCIOMETRIA

Este instrumento permite cuantificar la actividad cientifica. Los analisis
cienciométricos evallan a la ciencia como una disciplina o actividad economica,
los resultados obtenidos permiten analizar, evaluar y trazar las politicas desde
una perspectiva economica y social. Algunos de los elementos utilizados para

realizar la cienciometria son las bases de datos de articulos y patentes [88,89].

Con el objetivo de analizar el estado actual de las investigaciones acerca de los
pesticidas utilizados en cultivos de mora, se realizd un estudio cienciométrico de

la produccion cientifica existente, utilizando la base de datos, Scopus.
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Figura 5. Numero de registros sobre pesticidas en frutas, segun éareas de
aplicaciéon. Fuente: base de datos Scopus. Periodo de observacion: de 1997 -
2011. Fecha de consulta: 01/07/2011. Ecuacion de busqueda TITLE-ABS-KEY
(pesticide fruit).
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Figura 6. NUmero de publicaciones sobre pesticidas y frutas, segun los afios.
Fuente: base de datos Scopus. Periodo de observacion: de 1997 - 2011. Fecha
de consulta: 01/07/2011. Ecuacion de busqueda TITLE-ABS-KEY (pesticide fruit).
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En la Figura 5 se observa que Agricultural and Biological Science es el area de
aplicacion en donde participa este proyecto; actualmente presenta 1260 registros
sobre pesticidas y frutas, en un periodo de observacién 1997-2011 y en la Figura
6, se ve un aumento en el nimero de publicaciones a través de los afios en

pesticidas y frutas, mostrando el interés mundial respecto a este tema.

El interés a nivel mundial en investigaciones sobre frutas y pesticidas da a este
trabajo la posibilidad de ser avalado por parte de la comunidad cientifica y de ser

publicado en revistas como agricultural and biological science.

120 108
7 95
¢ 100 - 32

78

'880- 65 64 66 [
58
= 60 - 46
0
S 38 42 33 40
3
020-
@

0
\E N 0 @ O H o M S ;N OV N 0 o O o
2 o o o © O O O © O O O © O o9 o

$ & 32 2§ 2288228 8 KR
Anos

Figura 7. Numero de publicaciones sobre la técnica MSPD, segun los afios.
Fuente: base de datos Scopus. Periodo de observacion: de 1997 - 2011. Fecha
de consulta: 04/13/2012. Ecuacion de busqueda ALL(matrix dispersion solid

phase).

También se realiz6 la consulta sobre la técnica MSPD Figura 7, en esta figura se
observa un aumento en el nimero de publicaciones a través de los afios en esta
técnica, mostrando el interés mundial respecto a este tema |lo que permite que

este trabajo este a la vanguardia en la comunidad cientifica.
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2. METODOLOGIA

2.1 REACTIVOS, SOLVENTES Y MATERIAL DE LABORATORIO

Para la realizacion de este trabajo, se emplearon los siguientes reactivos:
Acetonitrilo: Merck, Suprasolv ref. 1.00017.2500, Lot. 1458617-843. Columna C18
RP: Merck, Lichrolut RP-18 (40-63 pm) ref. 1.02122.0001, Lot. K91328922.
Sulfato de sodio: Merck, ref. 31481, Lot. 43360. Florisil ®, 60-100 Mesh: ref.
FI108, Lot YJ0691. Agua milliQ, metanol: JT Baker, grado HPLC, Ref. 9093, Lot.
J15C01. Amoniaco solucion 25 %: Merck, Ref. 1.05432.2500, Lot. K34562232.
HCL 37%: Merck Ref. 1.00317.2500, Lot. K37471017, Acido orto fosférico: Sigma
— Aldrich, ref. 30417, lot. 43500. Sulfato de dimetilo: Merck, ref. 8.03071.0500, Lot.
S6041471. EDTA L-cisteina: Sigma, ref. C-7880, Lot. 118F0078.

2.1.1 Material de referencia certificado (mrc). En la Tabla 2 se muestran las

sustancias de referencia certificadas, empleadas en este estudio.

Tabla 2. Especificaciones de las sustancias de referencia certificadas.

Sustancia CAS N° Pureza  N°de Lote Fabricante
(%)

Dimetoato 60-51-5 98 70927 Dr Ehrenstofer

Clorpirifos 2921-88-2 99,5 80711 Dr Ehrenstofer

Clorotalonil 1897-45-6 97,5 70918 Dr Ehrenstofer

Tebuconazol 107534-96-3 98,8 80418 Dr Ehrenstofer
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Continuacién Tabla 2.

Sustancia CAS N° Pureza  N°de Lote Fabricante

(%)
Carbendazim 10605-21-7 99 80820 Dr Ehrenstofer
Benomil 17804-35-2 98 71105 Dr Ehrenstofer
mancozeb 8018-01-7 73,5 90728 Dr Ehrenstofer
propineb 12071-83-9 80 80718 Dr Ehrenstofer
2.1.2 Material de laboratorio. Se utilizaron los siguientes materiales de

laboratorio: balanza analitica AG 285 de Mettler Toledo (Schwerzenbach, Suiza),
balones aforados de 2 mL, balones de 25 mL esmerilado 24/40, refrigerantes con
esmerilado 24/40, vasos de precipitado de 100 mL y tubos de ensayos de Schott
(Texas, EE.UU.), micropipetas de 2-20, 25-250, 100-1000 pL, puntas
plasticas para micro-pipetas, tubos conicos de poli(propileno) de 1,5 mL de Brand
(Wertheim, Alemania), magnetos de 1 cm, jeringas plasticas, filtros de membrana
PVDF de 0,45 pm de Millipore (Sao Paulo, Brasil), microjeringa para inyeccion de

50 pL de Agilent Technologies (Melbourne, Australia).

2.2 OBTENCION DE LA MATRIZ BAJO ESTUDIO.

En Bucaramanga existen 7 plazas de mercado en las que se comercializa la mora
de castilla. Se realiz6 un muestreo aleatorio simple en tres de ellas, comprando 3
libras de mora en puestos de venta distintos; posteriormente en el laboratorio se
seleccionaron solamente las moras sanas (aquellas que no estaban aplastadas) y
maduras (aquellas que presentaban un color morado brillante y el peddnculo debe

desprenderse con facilidad).
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2.3 ETAPAS DEL PROYECTO.

A continuacion se presenta el Diagrama 1 del proyecto. Para la implementacion
de los métodos fue necesario seleccionar la técnica cromatografica mas
adecuada y sensible, determinar las figuras analiticas de mérito, establecer las
condiciones de extraccion y finalmente aplicarlo a muestras de mora adquiridas
en mercados locales.

IMPLEMENTACION DE LOS
MFTODOS CROMATOGRAFICOS

DETERMINACION DE LAS FIGURAS
ANALITICAS DE MERITO

SELECCION DE LA TECNICA

v

EXACTITUD

PRECISION

REPETIBILIDAD
REPRODUCIBILIDAD
ESPECIFICIDAD

LIMITE DE DETECCION
LIMITE DE CUANTIFICACION
RANGO DINAMICO LINEAL

CROMATOGRAFICA

EVALUACION DE LA PREPARACION
DE LA MUESTRA

ANALISIS DE MUESTRAS DE MORA
COMERCIALIZADA EN EL MERCADO
LOCAL

Diagrama 1 . Diagrama general de las etapas del proyecto
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2.4 SELECCION DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA

En la Tabla 3 se observa la clasificacion realizada segun la técnica
cromatografica a emplear, la cual se construyé teniendo en cuenta las
propiedades fisicoquimicas: temperatura de ebullicibn y temperatura de

descomposicion.

Tabla 3. Clasificacion de los pesticidas segun la técnica cromatografica a aplicar.

Pesticida Técnica cromatogréfica

Dimetoato
Clorpirifos

) GC- ECD
Clorotalonil

Tebuconazol

Imidacloprid
Carbendazim HPLC-DAD

Benomil
Mancozeb Derivatizacion
Propineb HPLC-DAD

2.5 ANALISIS CROMATOGRAFICOS

2.5.1 Cromatografia de gases La determinacion de dimetoato, clorotalonil,
clorpirifos y tebuconazol presentes en la mora, se realizé en un cromatografo de
gases HP 6890 plus con programacion electronica de presion, dotado de un
micro-detector de captura de electrones (u- ECD, 63Ni), un inyector automatico
HP 7683, un puerto de inyeccion split/splitless y un sistema de datos ChemStation
Rev. B.04.02.
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Se utilizé6 una columna DB-5 (J & WScientific, Folsom, CA, EE.UU.) [5%fenil-
poli(dimetilsiloxano), 30m x 0,25mm x 0,25um] Las temperaturas del inyector y del
detector permanecieron a 250 y 300T respectivamente, la programacion de
temperatura de la columna fue asi: 100°C (3 min) hasta 200°C 4°C/min (10 min)
hasta 280°C 10°C/min (10 min) Como gas de arrastre se utilizd helio (99.995 %,
Linde) a un flujo volumétrico de 2,0 mL/min, modo splitless y como gas auxiliar

argén/metano.

La confirmacién de los analitos de interés: dimetoato, clorotalonil, clorpirifos y
tebuconazol, se realizé usando un cromatografo de gases (GC) HP 5890 Series Il
(Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo
de masas (MS) HP-5972 operado en modo de barrido completo de
radiofrecuencias (full scan) y monitoreo de ion(es) seleccionado(s). Inyector
automatico HP-7683, puerto de inyeccion split/splitless, sistema de datos HP
ChemStation D.02.05. Se emple6 una columna DB-5 de 30 m x 25 mm, recubierta
con una fase estacionaria de 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano) de 0,25 pm de
espesor. La programacion de temperatura de la columna fue asi: 100°C (3 min)
hasta 200°C (10 min) 4°C/min hasta 280°C (10 min) 10°C/min. Como gas de
arrastre se utilizo helio (99.995 %, Linde) a un flujo volumétrico de 2,0 mL/min,
modo splitless. el detector operé en modo full scan en un rango de 40-400 m/z.
Para el analisis del derivado se cambio el modo de inyeccion al modo splitless

pulsado.

2.5.2 Cromatografia liquida La determinacion cromatografica de carbendazim,
imidacloprid y benomil presentes en la mora, se realizé en un cromatografo liquido
AT 1200 Series (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.), que consta
de una bomba cuaternaria AT G1354A, un inyector manual AT Series 1200
G1328B y un detector UV-Vis de arreglo de diodos (DAD) G1315B, con una
columna AT apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm x 5 um). El
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procesamiento de los datos se realizé a través del software Agilent ChemStation
LC version B.04.02.

2.6 DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE LOS PESTICIDA S

6.6.1 Determinacion. Se realiz0 comparando los tiempos de retencién de los
picos cromatograficos correspondientes a cada uno de los pesticidas de
referencia, con los tiempos de retencion de los picos cromatograficos observados

en los cromatogramas obtenidos de la muestra, bajo las mismas condiciones.

2.6.2 Cuantificacion.  Se construyeron las curvas de calibracion para cada uno
de los pesticidas de referencia en determinado rango de concentraciones (Tabla
4), teniendo en cuenta el factor de respuesta del equipo y su linealidad. De esta
forma se construyé un modelo matematico (regresion lineal) mediante el cual se

pudieron inferir las concentraciones.

Tabla 4. Rangos de concentraciones utilizadas para el andlisis de los pesticidas.

Pesticida Concentracion ppb
Mancozeb 0,005 - 2,000
Benomil 0,400 — 5,000
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Continuacién Tabla 4.

Pesticida Concentracion ppb
Carbendazim 0,200 - 2,000
Clorpirifos 0,012 - 2,400
Clorotalonil 0,011 - 2,200
Imidacloprid 0,200 - 2,000
Dimetoato 0,013 - 2,600
Propineb 0,050 — 2,000
Tebuconazol 0,110 — 2,400

2.7 DETERMINACION DE LAS FIGURAS ANALITICAS DE MERI TO

Las figuras analiticas de mérito que se evaluaron con el método implementado
fueron: exactitud, precisién, nivel minimo de deteccién, nivel minimo de

cuantificacion, y rango dinamico lineal.

2.7.1 Exactitud : La matriz de mora se enriquecio con una mezcla de pesticidas a
una concentracion conocida y se le realizo el proceso de extraccion implementado

para determinar el porcentaje de recuperacion.

2.7.2 Precision : La evaluacion de la precision se enfocd en dos de los tres

aspectos que la componen; estos son:
2.7.2.1 Repetibilidad : se determin6 a partir de tres mediciones de las

concentraciones de pesticidas en el procedimiento, bajo las mismas condiciones y

se determiné la desviacion estandar.
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2.7.2.2 Reproducibilidad : Se evalué usando los resultados del experimento
llevado a cabo reproduciendo el experimento original (siguiendo la misma

metodologia de preparacién de la muestra) al dia siguiente.

2.7.3 Especificidad : Para determinar especificamente el analito de interés en
presencia de otros componentes que estén en la muestra, se midio la eficiencia
del cromatografo, la separacion (la resolucion) y el factor tailing (coleo) a partir de

los platos tedricos.

2.7.4 nivel minimo de deteccion (NMD) A partir de la sefal analitica mas
pequeiia discernible, y,, que se midi0 y no correspondié a una fluctuacion

aleatoria de la medida del blanco, yg, dependiendo de a cuantas unidades de
desviacion estandar del blanco (Sg) esta y, de y, (promedio de las medidas del

blanco) y para establecer el NMD, se determina que:

Y, =y_B +kS, (Ecuacion. 1)

Donde k es un valor que se elige de acuerdo con el nivel de confianza que se
desee; en este caso se utilizé k=3 (nivel de confianza de la deteccién de 95%). La

concentracion limite es una funcién de y_y por lo tanto:
( —) (Ecuacion. 2)
NMD - yL - yB
m

Sustituyendo la ecuacion (1) en la (2) se obtiene que:

NMD _kS (Ecuacion. 3)
Por lo tanto el limite de deteccion se
encontré dividiendo kSg por la pendiente obtenida por regresion de la curva de

calibracion.
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2.7.5 nivel minimo de cuantificacion El nivel minimo de cuantificacion (NMC)

se definié para un valor de k=10 y se remplazé en la ecuacion 4 [90].

kS, (Ecuacion. 4)

NMC =—
m

2.7.6 Rango dindmico lineal  Se determind el rango en el cual los resultados son

linealmente proporcionales a la concentracion de analito presente en la muestra.

2.8 EVALUACION DE LA PREPARACION DE LA MUESTRA.

Para la determinacion simultdnea de los pesticidas: dimetoato, clorotalonil,
clorpirifos, tebuconazol, imidacloprid, benomil y carbendazim; se selecciono la
técnica MDSP propuesta por Barker [69-71] por ser rapida, de alto porcentaje de
recuperacion y amigable con el ambiente; sin embargo, debido al alto contenido
de agua, se realizaron algunas modificaciones como el uso del sulfato de sodio

anhidro y el florisil.

Se pesaron ca. 0,6 g de muestra y se mezclaron con 0,5 g de C18.
Posteriormente en el cartucho se adicionaron primero florisil 0,7 g luego sulfato de

sodio anhidro 0,5 g y finalmente la mezcla mora-C18.

Para el empaquetamiento se reutilizaron las fritas originales de las columnas (ver
Figura 8). Como fase movil se utilizd acetonitrilo grado pestanal 8 mL,
posteriormente se concentré con nitrogeno A.P. hasta 1 mL y el extracto obtenido

se inyectd en el cromatografo.
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En la extraccion del benomil, una vez se obtuvieron los 8 mL de solucion de
acetonitrilo — analito se realizé un ajuste del pH entre 3-4, luego se concentré con

nitrégeno A.P. hasta 1 mL y el extracto obtenido se inyect6 en el cromatégrafo.

Para la determinacion del mancozeb y el propineb no se pudo aplicar la
metodologia antes descrita porque que estos compuestos forman grandes
complejos Organo-metalicos, estos complejos son insolubles en solventes
orgéanicos, lo que imposibilita su extraccion con la técnica MDSP; y, si se desean
analizar es necesario realizar un ataque al enlace 6rgano metalico y

posteriormente derivatizar el ditiocarbamato.

Para la obtencidon de los derivados se pes6 1 mg de mancozeb al igual que de
propineb y se realiz6 la derivatizacion usando la metodologia reportada por
Kawamoto Tatsuhiko et al. [92]. A 1 mg del pesticida se adicionaron 2 mL de una
solucion de EDTA - L-cisteina (15 g de EDTA y 10 g de L-cisteina disueltos en
100 mL de H20 a un pH ajustado de 9,5 - 10 con una solucién de NaOH 10 M).
Se agitd durante 30 min, luego se ajusto el pH a 7-7,5 con HCl 2M y se
adicionaron 50 pL de sulfato de dimetilo; por Ultimo se dejo reaccionar durante 20

min.
Posteriormente se realiz6 la extraccion liquido —liquido con acetonitrilo 3 x
2 mL, luego se concentrd con nitrégeno a 1 mL, finalmente el extracto fue filtrado

con un filtro de 0,45 pm e inyectado al HPLC-DAD.

En la preparacion de la muestra para la determinacion del mancozeb y propineb

se pesaron 0,6 g de mora y se sigui6 la metodologia de derivatizacién presentada.
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Fritas Sulfato de sodio

Florisil

Figura 8. Columna de la técnica MDSP.
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3. DETERMINACION DE DIMETOATO, CLOROTALONIL, CLORPI RIFOS Y
TEBUCONAZOL: ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 DETERMINACION Y CUANTIFICACION POR GC-ECD

Se realiz6 la determinacion y cuantificacion por GC-ECD de los pesticidas
dimetoato clorotalonil, clorpirifos y tebuconazol en muestras de mora adquiridas

en el mercado local.

3.1.1 Determinacién. Se realiz6 comparando los tg de los picos cromatogréaficos
correspondientes a cada una de los pesticidas de referencia, con los de los picos
cromatogréaficos observados en los cromatogramas obtenidos de los extractos de

las matrices, analizadas bajo las mismas condiciones cromatograficas.

3.1.2 Cuantificacion. Para la cuantificacion de cada uno de los pesticidas en las
muestras de mora analizadas, se empled la técnica de estandarizacién externa.
Para ello, se utilizd el factor de respuesta (Ry) establecido del andlisis de las
soluciones patron de pesticidas en diferentes concentraciones (ver Figura 9,
Tabla 5).
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Figura 9. Cromatograma obtenido en el cromatografo de gases HP 6890, dotado
de un micro-detector de captura de electrones, de una solucion de 10 ppm de a.
dimetoato, b. clorotalonil, c. clorpirifos y d. tebuconazol en acetonitrilo. Columna
DB-5 (J & WScientific, Folsom, CA, EE.UU.) [5%fenil-poli(dimetilsiloxano), 30m x
0,25mm x 0,25um].
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Tabla 5. Datos para las curvas de calibracion del dimetoato, clorotalonil, clorpirifos y tebuconazol.

Dimetoato Clorotalonil Clorpirifos Tebuconazol
Concentracion Areas de Concentracion Areas de  Concentracion Areas de  Concentracion Areas de

(Mg/mL) de las  respuesta (ug/mL) delas respuesta (ug/mL)delas respuesta (ug/mL) delas respuesta

soluciones de soluciones de soluciones de soluciones de
trabajo trabajo trabajo trabajo

0,013 147 0,011 500 0,012 2243 0,110 153
0,013 152 0,011 421 0,012 2295 0,110 155
0,130 3655 0,110 23714 0,120 22301 0,275 328
0,130 4156 0,110 25406 0,120 22323 0,275 330
0,130 3990 0,110 25608 0,300 53605 0,550 482
0,650 26200 0,275 60100 0,300 54900 0,825 759
0,975 41694 0,550 167000 0,600 108000 0,825 759
1,300 59841 0,825 256425 0,900 161814 1,100 941
2,600 123668 1,100 354066 1,200 214443 1,100 934

2,200 744718 2,400 438712 2,200 1853
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3.1.3 Parametros de eficiencia de la separacion. En la Tabla 6 se
reportan los pardmetros de eficiencia de la separacion cromatografica,

determinados bajo las condiciones de operacién establecidas y calculadas.

Como valor de a se encuentra entre 1< a <2 se dice que tiene una buena
separacion cromatogréfica, ademas el valor de la resoluciéon es mayor a 1,5

lo que confirma que se obtuvieron picos bien delimitados.

Tabla 6. Parametros de eficiencia de la separacion

.. tR, Wbl % L% * *
Pesticidas ] ) N k o Rs
min min
Dimetoato 20,964 0,0628 1785796 18,1985 - -
Clorotalonil 22,026 0,0584 2273273 19,1706 1,1 17,5
Clorpirifos 27,602 0,0538 4218059 24,2769 1,3 99,4
Tebuconazol 40,631 0,1038 2449429 36,2075 1,5 165,3

* N: NUmero de platos tedricos; k': Factor de retencion; a: Factor de selectividad; Rs:

Resolucion.

3.2 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO PARA GC-ECD

3.2.1 Evaluacion de la repetibilidad del método cro  matografico para

tiempos de retencion (t r) y areas. Se inyecto tres veces una mezcla de los
pesticidas dimetoato, clorotalonil, clorpirifos y tebuconazol (2 pL, 1 ppm),
para determinar la repetibilidad del método. Los resultados de la evaluacion
de la repetibilidad de tr y areas de los picos cromatograficos, se observan en

las Tablas 7 y 8, respectivamente.
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En las Tablas 7 y 8 se observa que los coeficientes de variacion, CV, no

superaron el 5% para la medicion de areas y tg, y figuran por lo tanto dentro

de lo recomendado por las GLP (Good Laboratory Practice) [84].

Tabla 7. Tiempo de retencion de los pesticidas.

tr, Min —
Pesticidas
1 2 3 S X CV %
Dimetoato 20,382 20,380 20,383 0,002 20,382 0,007
Clorotalonil 22,726 22,723 22,725 0,002 22,725 0,007
Clorpirifos 26,986 26,987 26,988 0,001 26,987 0,004
Tebuconazol 39,823 39,823 39,814 0,005 39,820 0,013
Tabla 8. Areas de los pesticidas
o Areas
Pesticidas [ ] pg/mL* — cVv
2 3 S X %
Dimetoato 1,3 55200 57535 59841 2300 58000 4,0
Clorotalonil 1,1 344000 354066 367876 12000 360000 3,4
Clorpirifos 1,2 211000 214443 220587 4900 215000 2,3

*concentracion

3.2.2 Evaluacion del RDL y de la sensibilidad del m

étodo. EIRDLYy la

sensibilidad se determinaron con base en los datos obtenidos de la curva de

calibracion, para cada uno de los 4 pesticidas analizados (ver Anexo 1). En

la Tabla 9, se muestra, para cada pesticida, la ecuacion de la curva de

calibracién, el coeficiente de determinacién, R? que mide el ajuste de la

curva para el rango de concentraciones evaluado (10— 2.200 ppb); la
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pendiente de la curva (factor de respuesta, Ry) y la desviacion estandar de la
pendiente (evaluando, el area de respuesta), miden la sensibilidad del

método.

Tabla 9. Ecuacion de la curva de calibracion; Coeficiente de determinacion,
R?, pendiente y desviacion estandar de la pendiente, obtenidas en la
determinacion simultanea de 4 pesticidas, a partir de la curva de calibracion
(10- 2.200 ppb), por GC-ECD.

Pesticidas Ecuacion R R: S ki R; + tSgs
Dimetoato y = 47601x - 2363 0,998 47601 1665 48000 * 1300
Clorotalonil y =340771x - 14881 0,998 340771 9476 340000 + 7700
Clorpirifos y = 182022x — 494,2 0,999 182022 1356 182000 + 1100
Tebuconazol y =801,2x + 78,90 0,997 801 23 801 +18
Rs: Pendiente Sgr. Desviacion estandar de la pendiente t: 2,57 para un 95% de
confianza.

En la Tabla 9, se observa que el coeficiente de determinaciéon R? se
encuentra entre 0,997-0,999, para las curvas de calibracion obtenidas en el
rango evaluado, lo que indica un buen ajuste de los pardmetros. Por tanto, el
RDL del método implementado fue de 10 — 2.200 ppb. La sensibilidad del

meétodo se determiné como la pendiente de la curva de calibracion.
3.2.3 Determinacion de los niveles minimos de detec cion (NMD) y

cuantificacion (NMC).  Los resultados obtenidos en la determinacion del
NMD y NMC del DAD se observan en la Tabla 10.
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Tabla 10. Niveles minimos de deteccion y de cuantificacion de los pesticidas

estudiados.

Pesticidas Nmd, pg/L Nmc, pg/L

Dimetoato 0,15 0,40
Clorotalonil 0,13 0,32
Clorpirifos 0,03 0,08
Tebuconazol 0,01 0,19

3.2.4 Exactitud del método.  Se establecié como exactitud del método el
porcentaje de recuperacion que es particular para cada pesticida. Para esto
se simul6 en el laboratorio la aspersion de sobre la mora, enriqueciéndola
con una mezcla de pesticidas a una concentracion de 1 ppm (adicionando 10
pL de una solucion stock de 100 ppm); a la mora libre de pesticidas se le
realizé un lavado previo con diclorometano, la homogeneizacion se realiz6
en un mortero lo que asegura que los pesticidas se hallen en el mismo

entorno microscopico que en muestras contaminadas.

Posterior al enriquecimiento de la mora se le realizé el proceso de extraccion

(seccidn 2.8) y finalmente se determinaron los porcentajes de recuperacion.
Los resultados obtenidos se reportan en la Tabla 11, los cuales muestran

gue los porcentajes de recuperacion son buenos, ya que estan dentro del

rango aceptado por la AOAC [91] que es entre 70-130%.
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Tabla 11. Porcentaje de recuperacion de la mezcla de pesticidas adicionada

a dos muestras de moras sin pesticidas.

Pesticida Porcentaje de recuperacion, % X S CV%
Dimetoato 88 98 93 70 75
Clorotalonil 112 113 1125 0,8 0,8
Clorpirifos 97 94 9% 19 20
Tebuconazol 94 95 945 06 0,6

3.2.5 Determinacién de la reproducibilidad de la ex traccion. En la
Tabla 11 se presentan los coeficientes de variacion, que se encuentran en el

rango de 0,6-7,5 %, y que cumplen con las GLP [84].

3.3 EXTRACCION DE PESTICIDAS EN MUESTRAS DE MORA

Una vez implementada la metodologia de extraccion y analisis de los
pesticidas: dimetoato, clorpirifos, clorotalonil y tebuconazol; se analizaron
muestras de moras adquiridas de diferentes proveedores escogidos de

manera aleatoria en distintos mercados locales.

En las Figuras 10-12, se observan perfiles cromatograficos de las tres
diferentes muestras de mora versus la mezcla de pesticidas de interés,
analizadas por GC-ECD utilizando la metodologia previamente descrita. En
general se observa que las muestras presentan compuestos que dan

respuesta en este detector pero los tiempos de retencion de estos no

63



coinciden con los pesticidas de interés, lo cual se confirmd haciendo el
analisis por GC-MSD (ver seccion 3.4).

En Tablas 12-14 se reportan los resultados obtenidos en las muestras
analizadas, teniendo en cuenta los porcentajes de recuperacion y los niveles
minimos de deteccion del método.

120
muestra de mora (M1)
100
800!
600!

400

12004 mrc de dimetoato, clorotalonil, clorpirifos y tebuconazol

8008
6008

4004

2004
0 N A

T —1—— — 7T ——T— T — T
10 15 20 25 30 35 40 45

= Tebuconazol

Figura 10. Perfil cromatografico del extracto de mora M1 para la
determinacion de dimetoato, clorotalonil, clorpirifos y tebuconazol;
analizados por GC-ECD. Columna DB-5 [5%fenil-poli(dimetilsiloxano), 30m x
0,25mm x 0,25um].
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Figura 11. Perfil cromatografico del extracto de mora M2 para la
determinacion de dimetoato, clorotalonil, clorpirifos y tebuconazol;
analizados por GC-ECD. Columna DB-5 [5%fenil-poli(dimetilsiloxano), 30m x
0,25mm x 0,25um].
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Figura 12. Perfil cromatografico del extracto de mora M3 para la
determinacion de dimetoato, clorotalonil, clorpirifos y tebuconazol;
analizados por GC-ECD. Columna DB-5 [5%fenil-poli(dimetilsiloxano), 30m x
0,25mm x 0,25um].

3.4 ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas se us6 como herramienta de confirmacion bajo
las condiciones previamente descritas; a continuacion se presenta en la
Tabla 12 un resumen de los iones seleccionados luego de analizar los

analitos en modo sim.
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Tabla 12. lones seleccionados de los pesticidas.

PESTICIDA* lones m/z

Dimetoato 229 143 125
Clorotalonil 266 229 194
Clorpirifos 314 286 197
Tebuconazol 307 250 125

* ver espectros en Anexo 2.

En la Tabla 13 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en la
aplicacion de la metodologia sobre muestras reales. En estos resultados se
observa que solo el tebuconazol se encontraba en una muestra de mora y
gue éste estaba por encima de los NMR permitidos. También se observa
que los niveles minimos de cuantificacion del método analitico estan por

debajo de los niveles residuales permitidos.

Tabla 13. Concentracion de dimetoato clorotalonil, clorpirifos y tebuconazol
(ug/g) obtenido en las muestras de mora analizadas Vs niveles minimos

residuales permitidos.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 NMR*
PESTICIDA

ug/g (£S) Hg/g (S) Hg/g (xS) Welle

Dimetoato <0,67 £0,02 <0,67 0,02 <0,67 0,02 5
Clorotalonil <0,53 +0,02 <0,53 £0,02 <053 0,02 5
Clorpirifos <0,133 +0,002 <0,133 +0,002 <0,133 0,002 0,3
Tebuconazo | <0,317 +0,009 <0,317 £0,009 4,600 +0,009 3

*NMR: Nivel minimo residual, Codex alimentarius FAO y OMS 2010.
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4. DETERMINACION DE CARBENDAZIM, IMIDACLOPRID Y BEN OMIL:
DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 METODO CROMATOGRAFICO.

Para el andlisis de imidacloprid y carbendazim, se evaluaron las condiciones

cromatogréaficas: composicion de la fase movil (Tabla 14) y longitud de onda.

El benomil a pH basico reacciona convirtiendose en carbendazim. Por este
motivo no fue posible determinarlo de manera simultanea con el imidacloprid
y el carbendazim. Fue necesario aplicar unas condiciones cromatogréaficas

distintas para su determinacion (ver Tabla 15).

4.1.1 Seleccién de la fase movil.  Se evaluaron las siguientes proporciones

de solventes para la determinaciéon del imidacloprid y carbendazim:

Tabla 14. Composiciones de la fase movil examinadas para la determinacion

de imidacloprid y carbendazim.

Ensayo Fase movil
a. Andlisis en régimen isocrético, con 100% metanol.
b 90:10, metanol:agua.
C. 20:80, metanol: H,O (0,006% amoniaco).
d 50:50, metanol: H,O (0,006% amoniaco).
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a.
imidacloprid carbendazim
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Figura 13. Cromatogramas obtenidos de los ensayos realizados utilizando
las fases moviles de la Tabla 14, columna Zorbax C18 RP, solucion stock de
imidacloprid y carbendazim de 1 ppm.
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En la figura 13 se observan los cromatogramas obtenidos en cada uno de
los ensayos realizados; también se observa que en el cromatograma d la

separacion del imidacloprid y el carbendazim es aceptable.

En la figura 14 ensayo a se observa que el benomil se degrada por efecto
del solvente y el pH, si se analiza bajo las condiciones cromatogréaficas

establecidas para la determinacion del carbendazim.

N o) solvente organico,

J\ )I\ pH basico N o
N N O/ - J\ )I\ + CaHo _c
CaHo / H N N O/ NT N
H H

(0]

Benomil carbendazim Butil isocianato

Figura 14 . Degradacion del benomil en solventes organicos a temperatura
ambiente [33].

Por tal razon se realizaron andlisis cromatograficos a pH acido para la
determinacion de este compuesto, evaluando las siguientes proporciones de
solventes: que aparecen en la Tabla 15. Flujo de 1 mL/min para todas las

corridas y volumen de inyeccion, Vi,= 20 pL.

Tabla 15. Composiciones de la fase movil examinadas para la determinacion

del benomil
Ensayo Fase movil
a 50:50, metanol: H20O (0.006% amoniaco).
b 30:70, Acetonitrilo:H20 (0.1% acido acético).
c 30:70, Acetonitrilo:H20 (0.1% &cido orto-fosforico).
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benomil

N /\ / \,

\

Figura 15. Cromatograma obtenido del ensayo a (Tabla 18), mrc de benomil

de 1 ppm, columna Zorbax C18 RP. Comparado con el mrc de carbendazim.

N -

//\ A benomil b.

Bk ) benomil C.

; /) i\

Figura 16 . Cromatogramas obtenidos de los ensayos realizados de la Tabla
15, mrc de benomil de 1 ppm, columna Zorbax C18 RP.
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En la figura 16 c se observa que la forma del pico es mas simétrica que en
el cromatograma b. por tal razén se escogido como fase mdvil el ensayo c
(Tabla 15).

4.1.2 Seleccion de la longitud de onda La longitud de onda de trabajo se
selecciond teniendo en cuenta la maxima absorbancia de los pesticidas:
imidacloprid, carbendazim y benomil. Para ello, se tomO el espectro
ultravioleta visible de cada pesticida, realizando un barrido en la regién de
190 a 900 nm.

Las longitudes de maxima absorcion se presentan en las Figuras 17 y 18.

Las longitudes de onda de trabajo estan en la Tabla 19.

270nm a.
mAl
ol
5
o
3
]
1
. §
N
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
mAl;
10] \
o] 288nm b.
ol
]
5]
o . - _
e
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Figura 17 . Espectros ultravioleta-visible de: a. imidacloprid, b. carbendazim.
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288nm C.

mAU

Figura 18 . Espectro ultravioleta-visible del benomil.

Tabla 16. Longitud de onda seleccionada para los pesticidas analizados.

Pesticida Longitud de onda de
maxima absorcion, nm

Imidacloprid 270
Carbendazim 288
Benomil 288

En la Tabla 17 se presentan los parametros cromatograficos empleados en
el presente trabajo para el andlisis de imidacloprid, carbendazim y benomil;
como se observa, el Unico parametro que cambia es la fase movil en la
determinacion del benomil. Los demas parametros son los mismos para los

tres pesticidas.
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Tabla 17. Parametros cromatograficos empleados en el presente trabajo

para el andlisis de imidacloprid, carbendazim y benomil por HPLC/DAD.

Parametros
Flujo
Fase movil para
imidacloprid y
carbendazim
Fase movil para benomil
Temperatura
Volumen de inyeccion

Columna

NH
NO,
- / mAl
N
N
5q

\

Cl N

Especificaciones

1 mL/min

metanol: H,O (0,006% amoniaco),50:50
Acetonitrilo : H20 (0.1% acido orto-fosférico) ,30:70
35°C

20 pL
ZORBAX Eclipse XDB-C18(4,6 mm x 150 mm x 5 pm)

gese
\

Imidacloprid Carbendaz?m

8464
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Figura 19. Perfil cromatografico del imidacloprid y carbendazim obtenido por
HPLC — DAD. Columna Zorbax C;s RP. Mezcla de pesticidas de 1 pg/mL.

RSy

e N 0" Benomil
- CaHo d H

5 N/ \ <
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38

Figura 20. Perfil cromatografico del benomil obtenido por HPLC — DAD.

42 44 48 48

Columna Zorbax Cig RP. Concentracion, 1 pg/mL.
4.2 PARAMETROS DE EFICIENCIA DE LA SEPARACION.

En la Tabla 18 se reportan los pardmetros de eficiencia de la separacion
cromatogréfica determinados bajo las condiciones de operacion establecidas
y calculados a diferentes longitudes de onda. Se observa que los parametros
de eficiencia estdn acorde con lo reportado en la literatura con una

resolucion mayor de 1,5 [75-77].
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Tabla 18. Parametros de eficiencia de la separacion de los pesticidas

analizados, utilizando parametros operacionales reportados en la Tabla 17.

Longitud de o tr, W, X X 5 .
Pesticida i _ N o k* R
onda, nm min  min
270 Imidacloprid 4,924 0,376 947 - 2,9 -
288 Carbendazim 7,064 0,417 2321 1,92 5,7 5,26
288 Benomil 4,264 0,108 8219 - 2,38 -

* N: Numero de platos tedricos; o: Factor de selectividad; k™: Factor de retencién; Rq:

Resolucion

4.3 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO PARA HPLC/DAD.

4.3.1 Evaluacion de la repetibilidad del método cro  matogréafico para
tiempos de retencion (t r) y areas. Al inyectar tres veces una mezcla de
pesticidas (20 pL, 1 ppm), se determind la repetibilidad del método. Los
resultados de la evaluacion de la repetibilidad de tr y areas de los picos

cromatogréficos, se observan en las Tablas 22 y 23, respectivamente.

Tabla 19. Repetibilidad de los tr de los pesticidas analizados por
HPLC/DAD.

tr, Min
Pesticida Medida Medida Medida Medida Medida — S CV,%
1 2 3 4 5 X
Imidacloprid 4,929 4,93 4928 4,923 4,926 4,927 0,003 0,06
Carbendazim 7,064 7,064 7,059 7,059 7,060 7,061 0,003 0,03
Benomil 4,268 4,278 4,264 4,261 4,262 4,267 0,007 0,16

n =5 réplicas.
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Tabla 20. Repetibilidad de é&reas cromatograficas de los pesticidas
analizados por HPLC/DAD.

Area, mAU*s
Pesticida Medida Medida Medida Medida Medida ; S CV, %
1 2 3 4 5

Imidacloprid 166,278 166,104 162,917 157,873 165,705 164 3,0 2,2
Carbendazim 155,260 151,464 150,739 147,360 152,333 152 2,0 19
Benomil 18,637 17,321 17,641 17,396 17,951 18,0 0,5 3,0

n =5 réplica
En las Tablas 19 y 20 se observa que los coeficientes de variacion, CV, no
superaron el 5% para la medicién de é&reas y tgr, y figuran dentro de lo

recomendado por las GLP [84].

4.3.2 Evaluacion del RDL y de la sensibilidad del m  étodo. EIRDL Yy la
sensibilidad se determinaron con base en los datos obtenidos de la curva de
calibracion, para cada uno de los pesticidas analizados (ver Anexo 1). En la
Tabla 21, se muestra, para cada pesticida, la ecuacion de la curva de
calibracién, el coeficiente de determinacién, R? que mide el ajuste de la
curva para el rango de concentraciones evaluado para el imidacloprid y el
carbendazim (200 — 2000 ppb) y para el benomil (400 — 5000 ppb); la
pendiente de la curva (factor de respuesta, Ry) y la desviacion estandar de la
pendiente (evaluando, el area de respuesta), miden la sensibilidad del

método.
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Tabla 21. Ecuacion de la curva de calibracion; Coeficiente de determinacion,
R? pendiente y desviacién estandar de la pendiente, obtenidos en la
determinacion de los pesticidas a partir de la curva de calibracion
(200 — 2000 ppb) para el imidacloprid y el carbendazim y (400— 5000 ppb)
para el benomil, por HPLC/DAD.

Pesticida Ecuacion R R¢ S R R + tSgs

Imidacloprid y = 224,6x — 16,6 0,999 2246 15 225+3,0
Carbendazim y=1943x-1,336 0,998 1943 14 194 + 3,0

Benomil y=12,18x - 2,445 0,999 12,18 0,2 12,2+ 0,3
Rs: Pendiente Sgr. Desviacion estandar de la pendiente t: 2,57 para un 95% de
confianza.

En la Tabla 21, se observa que el R?se encuentra en el rango de 0.998-
0.999, para las curvas de calibracion obtenidas en el rango evaluado, lo que
indica un buen ajuste de los parametros. Por tanto, el RDL del método
implementado para el imidacloprid y el carbendazim fue de (200 — 2000 ppb)
y para el benomil de (400 — 5000 ppb). La sensibilidad del método se
determin6 como la pendiente de la curva de calibracion.

4.3.3 Determinacion de los niveles minimos de detec cion (NMD) y
cuantificacion (NMC). Para la determinacién del NMD y NMC del DAD se
siguieron los criterios descritos en las Secciones 6.7.5 y 6.7.6; a
continuacion se presentan en la Tabla 22 los NMD y NMC para cada uno de

los pesticidas estudiados.
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Tabla 22. Niveles minimos de deteccion y de cuantificacién del DAD de los

pesticidas imidacloprid, carbendazim y benomil.

4.3.4 Exactitud del método.

Pesticida NMD, pg/lL ~ NMC, ug/L
Imidacloprid 0,11 0,20
Carbendazim 0,07 0,20
Benomil 0,09 0,11

Teniendo las condiciones del método de

extraccion, se realizo la evaluacion del porcentaje de recuperacion. Se utilizé

el procedimiento de extraccidon de pesticidas en dos muestras de mora libres

de pesticidas y enriquecidas con pesticidas en una concentracion

determinada (ver seccion 3.2.4); los resultados obtenidos se reportan en la
Tabla 23.

Tabla 23. Porcentaje de recuperacion de la mezcla de pesticidas adicionada

a dos muestras de moras sin pesticidas.

Pesticida

Imidacloprid
Carbendazim

Benomil

Areas (MAU*s)

Porcentaje

Mora recuperada de
libre de inicial Ensayo Ensayo recuperacion
.~ Promedio 0
pesticidas 1 2 Promedio, %
0 1569,8599 1355,03564 1268,00183 13115 84 4,0
0 585,87300 432,34595  455,03021 4437 76 13,0
0 646,80786 415,4028  434,42422 4249 66 +2,0

Como se observa en la Tabla 23, los porcentajes de recuperacion de los

pesticidas fueron aceptables (76- 84%), excepto para el benomil (66%).
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4.3.5 Determinacion de la reproducibilidad de la ex traccion. Para
calcular la reproducibilidad de la extraccion, se realizo un duplicado de una
muestra de mora enriquecida con los pesticidas bajo estudio. La

reproducibilidad fue evaluada como el coeficiente de variacion (Tabla 24).

Tabla 24. Reproducibilidad de la extraccion para el andlisis de una muestra
de mora enriquecida.

Porcentaje de

Pesticida recuperacion, % X S CV, %
Medida1l Medida 2
Imidacloprid 86 81 84 4,0 4,7
Carbendazim 74 78 76 3,0 3,6
Benomil 64 67 66 2,0 3,2

En la Tabla 24 se observan los coeficientes de variacién, que se encuentran

en el rango de 3 -5 %, y cumplen con las GLP [85].

4.4 EXTRACCION DE PESTICIDAS EN MUESTRAS COMERCIALE S

Una vez implementada la metodologia de extraccion y analisis de los
pesticidas, se analizaron muestras de mora adquiridas en el mercado local.
En las Figuras 21-23, se observan perfiles cromatograficos tipicos de los
pesticidas imidacloprid y carbendazim. En las Figuras 24-26 se observan
perfiles cromatograficos tipicos del benomil. Estos pesticidas fueron aislados
de diferentes muestras de mora, analizadas por HPLC-DAD en columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 RP. Las condiciones cromatograficas estan
descritas en la Tabla 17 y el procedimiento de preparacion de la muestra en

la seccion 2.8 .
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En la Tabla 25 se reportan las concentraciones de imidacloprid,
carbendazim y benomil en las muestras analizadas, teniendo en cuenta los

porcentajes de recuperacion y los niveles minimos de deteccion del método.

20 muestra de mora M1

mrc de imidacloprid

madl
40]

304

201 muestra de mora M1 b

mal
401

301 mrc de carbendazim

204

T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 min

Figura 21. Perfiles cromatograficos del extracto de mora M1 para la
determinacion de a. imidacloprid (270nm) y b. carbendazim (288 nm);
analizados por HPLC-DAD. Columna Zorbax Eclipse XDB-C18.
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muestra de mora M2

mrc de imidacloprid

304 muestra de mora M2 b

304 mrc de carbendazim

Figura 22 Perfiles cromatograficos del extracto de mora M2 para la
determinacion de a. imidacloprid (270nm) y b. carbendazim (288 nm);
analizados por HPLC-DAD. Columna Zorbax Eclipse XDB-C18.
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muestra de mora M3 a

mrc de imidacloprid

20 muestra de mora M3 b

307 mrc de carbendazim

Figura 23. Perfiles cromatograficos del extracto de mora M3 para la
determinacion de a. imidacloprid (270nm) y b. carbendazim (288 nm);
analizados por HPLC-DAD. Columna Zorbax Eclipse XDB-C18.
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Figura 24. Perfil cromatogréafico del benomil (288nm) en la muestra de mora
M1, analizada por HPLC-DAD. Columna Zorbax Eclipse XDB-C18.
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mrc de benomil
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Figura 25. Perfil cromatogréafico de benomil (288nm) en la muestra de mora
M2, analizada por HPLC-DAD. Columna Zorbax Eclipse XDB-C18.
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Figura 26. Perfil cromatografico del benomil (288nm) en la muestra de mora
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35
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45

M3, analizada por HPLC-DAD. Columna Zorbax Eclipse XDB-C18.

Tabla 25. Concentracion de imidacloprid, carbendazim y benomil (ug/g) en

las muestras de mora analizadas y niveles minimos residuales permitidos

T
5

min

(NMR).
MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 NMR*
Pesticida
Hg/10g (£S)  pg/10g (£S) Hg/10g (+S)  po/10g
Imidacloprid  <0,33 +0,02 <0,33 0,02 <0,33 0,02 0,5
Carbendazim <0,33 +0,04 0,70 +0,04 <0,33 +0,04 0,5
Benomil <0,18 +0,02 <0,18 0,02 <0,18 0,02 0,5

*NMR: Nivel minimo residual, Codex alimentarius FAO y OMS 2010.

85



En la Tabla 25 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en la
aplicacion de la metodologia sobre muestras reales. En estos resultados se
observa que solo el carbendazim se encontraba en una muestra de mora y

gue éste estaba por encima de los NMR permitidos.

Se observa también que los niveles residuales permitidos estan por encima

de los niveles minimos de deteccién y de cuantificacion del método analitico.
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5. DETERMINACION DE MANCOZEB Y PROPINEB: DESARROLLO
EXPERIMENTAL

5.1 DERIVATIZACION DEL MANCOZEB Y EL PROPINEB

El derivado se prepard siguiendo la metodologia presentada en la
seccion 2.8 .

5.1.1 Andlisis del derivado. El extracto final obtenido, siguiendo la
metodologia de la secciébn 2.8 se inyectd en un cromatégrafo de gases
6890N acoplado a un detector selectivo de masas. En las Figuras 27 y 28
se presentan los espectros de masas de los derivados obtenidos del
mancozeb y el propineb.

C /CHZ 144.0
%0 %/ \N/ 'C/S
1 — sk
. NP \ﬁ ~

60
50.
40
30
20

10.

60.1
5.1 119.1 161.2

10 133.1
P S T \| HI I||“JI|9I o L., 112%“ 1259 1, H ‘ 168.3 175.1 208.2

m/z--> 55 60 65 ';0 5 80 85 90 95 160 1651101*5150 1&5 1!’:0155 140 145 150 1%5 1&0 1&5 1170 1J75 1&0 1é5 1§0 1é52602b52102%5

Figura 27. Espectro de masas del derivado del mancozeb. Columna DB-5

de 30m x 0,25mm x 0,25um, splitless pulsado, modo full scan (40 - 300 m/z)
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Figura 28. Espectro de masas del derivado del propineb. Columna DB-5 de

30m x 0,25mm x 0,25um, splitless pulsado, modo full scan (40 - 300 m/z)

El espectro de masas del mancozeb Figura 27, coincide con el reportado
por Tatsuhiko Kawamoto et. al. [92], en el cual se observan los iones m/z
144 y 72. De igual forma, en la Figura 28, se identificaron los iones en m/z

158 y 86, los cuales corresponden al derivado del propineb.

5.2 METODO CROMATOGRAFICO.

Para el andlisis de mancozeb y propineb, utilizando HPLC-DAD, se
evaluaron las condiciones cromatogréaficas, a saber: composicion de la fase

movil y longitud de onda.
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5.2.1 Seleccion de la fase mévil. Se evaluaron proporciones de los
solventes, para la determinacion del mancozeb y propineb en régimen
isocratico Tabla 26.

Tabla 26. Evaluacion de la fase mévil para la determinacibn mancozeb y
propineb.

Ensayo Fase movil

a. 100% metanol.
b. 5:95, acetonitrilo: H20.
C. 20:80, acetonitrilo: H20.

mA)
108

80

60

40

20

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 min

Figura 29. Cromatogramas obtenidos de los ensayos realizados, utilizando
las fases moviles de la Tabla 26, columna Zorbax C18 RP; solucion stock de

mancozeb y propineb de 1 ppm.
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Figura 29. Cromatogradmas obtenidos de los ensayos realizados, utilizando
las fases moviles de la Tabla 26, columna Zorbax C18 RP; solucion stock de

mancozeb y propineb de 1 ppm.
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El flujo de la fase movil fue de 1 mL/min para todas las corridas y el volumen

de inyeccion, Viy= 20 pL.

Al analizar los cromatogramas obtenidos (Figura 29) se observa que en el
ensayo c. se obtuvo una buena resolucién de los picos cromatogréficos y los
tiempos de retencion fueron superiores a 2 min siendo esto favorable en la
separacion cromatografica. Asi, se evita el solapamiento de los picos de
interés con los picos cromatograficos de la matriz ya que estos ultimos se

observan entre los 0 y 2 min.

5.2.2 Seleccidn de la longitud de onda  La longitud de onda de trabajo se
selecciond teniendo en cuenta la maxima absorbancia de los pesticidas:
mancozeb y propineb. Para ello, se tomo el espectro ultravioleta - visible de

cada pesticida, realizando un barrido en la region de 190 a 900 nm.

Las longitudes de maxima absorcion se presentan Figura 30. La longitud de

onda de trabajo esta en la Tabla 27.
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Figura 30. Espectro ultravioleta-visible obtenido en un cromatografo liquido
AT 1200 con detector de arreglo de diodos, columna zorbax C18 RP. a.

mancozeb b. propineb.
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Figura 30. Espectro ultravioleta-visible obtenido en un cromatografo liquido

AT 1200 con detector de arreglo de diodos, columna zorbax C18 RP. a.

mancozeb b. propineb.

Tabla 27. Parametros cromatograficos empleados en el presente trabajo

para el andlisis de mancozeb y propineb por HPLC/DAD.

Parametros

Longitud de onda de
maxima absorcion
Flujo

Fase movil
Temperatura
Volumen de inyeccion

Columna

Especificaciones
272 nm

1 mL/min

H,O : Acetonitrilo (60:40)

35°C

20 pL

ZORBAX Eclipse XDB-C18(4,6 mm x 150 mm x 5 pum)
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Figura 31. Perfil cromatografico del mancozeb y propineb (272 nm) obtenido
por HPLC — DAD, Columna C;g RP, utilizando las condiciones descritas en
la Tabla 27; Mezcla de pesticidas de 1 pg/mL.

5.4 PARAMETROS DE EFICIENCIA DE LA SEPARACION

En la Tabla 27 se reportan los pardmetros de eficiencia de la separacion
cromatogréfica, determinados bajo las condiciones de operacion
establecidas y calculados a una longitud de onda.

En la Tabla 28 se observa, que los parametros de eficiencia estan acorde
con lo reportado en la literatura, con un valor de a que se encuentra entre 1<
a <2, se dice que tiene una buena separacién cromatografica, ademas el
valor de la resolucién es mayor de 1,5 lo que confirma que se obtuvieron
picos bien delimitados [48 - 55]. Los pardmetros cromatograficos
seleccionados, por ende, fueron apropiados para la separacion de los

pesticidas.
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Tabla 28. Eficiencia de la separacion de los pesticidas analizados. Utilizando

los parametros operacionales reportados en la Tabla 27.

Longitud de o tr, Wy,
Pesticida _ _ N o Kk Rs
onda, nm. min min
272 Mancozeb 7,637 3380 - 0,3 -
272 Propineb 10,170 0,38 21423 1,4 15,0 16,7

N: Numero de platos tedricos; o: Factor de selectividad; k': Factor de retencion; Rs:

Resolucién.

5.5 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO PARA HPLC/DAD

5.5.1 Evaluacion de la repetibilidad del método cro  matografico para

tiempos de retencion (t r) y areas. Al inyectar tres veces una mezcla de
pesticidas (20 pL, 1 ppm), se determind la repetibilidad del método
cromatogréfico. Los resultados de la evaluacion de la repetibilidad de tr y
areas de los picos cromatograficos, se observan en las Tablas 29 y 30,

respectivamente.

Tabla 29. Repetibilidad de los tgr de los pesticidas analizados por
HPLC/DAD.

tr, Min
Pesticida _ S CV, %
Medidal Medida2 Medida3 X °
Mancozeb 7,692 7,630 7,631 7,65 0,04 0,5
Propineb 10,220 10,135 10,136 10,16 0,05 0,5
n =3 réplicas.
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Tabla 30. Repetibilidad de las areas cromatograficas de los picos para los

pesticidas analizados por HPLC/DAD.

Area, mAU *s

Pesticida Medida Medida Medida 3 < S CV, %

1 2
Mancozeb 240,189 260,111 250,642 250 10 4,0
Propineb 215,255 216,211 214,869 215,4 0,7 0,3

n =3 réplica; mAU*s : unidades de absorbancia por segundos.

En las Tablas 29 y 30 se observa que los coeficientes de variacion, CV, no
superaron el 5% para la medicion de areas y tg, y cumplen con lo

recomendado por las GLP [84].

5.5.2 Evaluacion del RDL y de la sensibilidad del m  étodo. EIRDL Yy la
sensibilidad se determinaron con base en los datos obtenidos de la curva de
calibracion, para cada uno de los pesticidas analizados (ver Anexo 1). En la
Tabla 31, se muestra, para cada pesticida, la ecuacion de la curva de
calibracion, el coeficiente de determinacién, R? que mide el ajuste de la
curva para el rango de concentraciones evaluado (10 — 2000 ppb) para el
mancozeb y el propineb; la pendiente de la curva (factor de respuesta, Ry) y
la desviacion estandar de la pendiente (evaluando, el area de respuesta),

gue miden la sensibilidad del método.
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Tabla 31. Ecuaciones de la curva de calibracion; Coeficientes de
determinacién, R? pendiente y desviaciones estandar de la pendiente,
obtenidos en la determinacion de los pesticidas a partir de la curva de

calibracion (10 — 2000 ppb) para el mancozeb y el propineb, por HPLC/DAD.

Pesticida Ecuacion R Rf Srf  Ri#tSg
Mancozeb y =22,73x + 10,435 0,999 22,73 0,08 22,7+ 0,1
Propineb y =21,755x-0,3488 0,999 21,755 0,21 21,7+ 0,4
*R¢. Pendiente Sgrr. Desviacion estandar de la pendiente t: 2,57 para un 95% de
confianza.

En la Tabla 31, se observa que el R?se encuentra en el rango de 0.998-
0.999, para las curvas de calibracion obtenidas en el intervalo evaluado, lo
gue indica un buen ajuste de los parametros. Por tanto, el RDL del método
implementado fue de (10 — 2000 ppb) para el mancozeb y el propineb. La
sensibilidad del método se determind como la pendiente de la curva de
calibracion.

5.5.3 Determinacion de los niveles minimos de dete ccion (NMD) y
cuantificacion (NMC). Para la determinacién del NMD y NMC del método
cromatogréafico se siguieron los criterios descritos en la secciones 2.7.4 -
2.7.5. En la Tabla 32 se observan los NMD y NMC para cada una de los

pesticidas estudiados.

Tabla 32. Niveles minimos de detecciéon y de cuantificacion para los

pesticidas mancozeb y propineb

Pesticida NMD, pg/L NMC, pg/L
Mancozeb 0,11 0,20
Propineb 0,09 0,11
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5.5.4 Exactitud del método. Con base en las condiciones del método de
extraccion, se realizo la evaluacion del porcentaje de recuperacion. Se utilizé
el procedimiento de extraccion de pesticidas en tres muestras de moras
libres de pesticidas y enriquecidas con pesticidas en una concentracion
determinada (ver seccion 3.2.4), se obtuvieron los resultados reportados en
la Tabla 33.

Tabla 33. Porcentaje de recuperacion de la mezcla de pesticidas adicionada

a tres muestras de mora sin pesticidas.

Areas (mAU*s) Porcentaje
Pesticida Mora recuperada de
libre de inicial Ensayo Ensayo Ensayo Promedio recuperacion
pesticidas 1 2 3 Promedio, %
Mancozeb 0 1,506 1,058 1,188 1,158 1,135 75 +4,0
Propineb 0 1,471 1,247 1,405 1,365 1,339 91 16,0

Como se observa en la Tabla 33, los porcentajes de recuperacion de los
pesticidas fueron aceptables (75-91 %).

5.5.5 Determinacion de la reproducibilidad de la ex traccion. Para
calcular la reproducibilidad de la extraccion, se realizo la preparacion de la
muestra de mora enriquecida con los pesticidas bajo estudio por triplicado.
La reproducibilidad fue evaluada como el CV, % (Tabla 34).
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Tabla 34. Reproducibilidad de la extraccion para el andlisis de una muestra

de mora enriquecida.

Porcentaje de recuperacion ,

Pesticida % X S C;V’

Medidal Medida 2 Medida 3 &
Mancozeb 70 79 77 75 40 6,0
Propineb 85 96 93 91 6,0 6,2

En la Tabla 34 se observan los coeficientes de variacion de la recuperacion
de mancozeb y propineb, que se encuentran en el rango de 6,0-6,2 %, y

cumplen con las GLP [85].

5.6 EXTRACCION DE PESTICIDAS EN MUESTRAS COMERCIALE S

Una vez implementada la metodologia de extraccién y el analisis de los

pesticidas, se analizaron muestras de mora adquiridas en el mercado local.

En las Figuras 32-34 , se observan los perfiles cromatograficos tipicos de los
pesticidas aislados de diferentes muestras de mora, analizados por HPLC-
DAD en columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 RP. Las condiciones
cromatogréficas estan descritas en la Tabla 27 y el procedimiento de
preparacion de la muestra en la seccion 2.8 .

A continuacion se reportan las concentraciones de mancozeb y propineb en
las muestras analizadas, teniendo en cuenta los porcentajes de recuperacion

y los niveles minimos de deteccion del método.
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Figura 3Z. Perfil cromatografico del extracto de mora M1 (272 nm), para la
determinacion de mancozeb y propineb, analizados por HPLC-DAD.
Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18.
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Fig%m? A2 Perf2i| cromatogr:gfico del extr%cto de morg M2 (272 n;%), parer;inla

determinacion de mancozeb y propineb, analizados por HPLC-DAD.
Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18.
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Figura 34. Perfil cromatogréafico del extracto de mora M3 (272 nm), para la
determinacion de mancozeb y propineb, analizados por HPLC-DAD.
Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18.

Tabla 35. Concentraciones de mancozeb y propineb (ug/g) halladas en las
muestras de mora analizadas por HPLC-DAD, columna ZORBAX Eclipse

XDB-C18, y niveles minimos residuales permitidos.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 NMR*

Pesticida

Ha/g (£S) Ho/g (£S) Ha/g (£S) Ha/g
Mancozeb 13,0 0,1 <0,3 #0,1 3.4 +0,1 5
Propineb 0,5 +0,4 <0,2 %04 <0.2 +0,4 5

*NMR: Nivel minimo residual, Codex alimentarius FAO y OMS 2010.
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En la Tabla 35 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en la
aplicacion de la metodologia sobre muestras reales. En estos resultados se
observa que el mancozeb y el propineb se encontraban en las muestras de
mora, también se observa que en la muestra M1 el mancozeb esta 2,6 veces

por encima de los NMR permitidos.

Se observa también que los niveles residuales permitidos estan por encima

de los niveles minimos de deteccion y de cuantificacion del equipo.
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CONCLUSIONES

Las metodologias implementadas para el andlisis de benomil, carbendazim,
clorpirifos, clorotalonil, imidacloprid, dimetoato, propineb, mancozeb vy
tebuconazol por las técnicas analiticas GC-ECD, HPLC/DAD cumplen con
los requerimientos establecidos por las Buenas Practicas de Laboratorio, y
aseguran, de esta manera, la calidad y la confianza en los resultados y, por

ende, su aplicacion para el andlisis de pesticidas en mora castilla.

Para la determinacion de dimetoato, clorpirifos, clorotalonil y tebuconazol se
utilizé GC-ECD el cual presentd niveles de deteccion entre 0,01-0,15 ppb y
niveles de cuantificacion entre 0,08-0,40 ppb, con porcentajes de

recuperacion entre 93y 112 %.

Para el carbendazim, el imidacloprid y el benomil se utilizO0 HPLC-DAD y se
obtuvieron niveles minimos de deteccién entre 0,07-0,11 ppb, y niveles
minimos de cuantificacion entre 0,11-0,20 ppb. Los porcentajes de
recuperacion fueron superiores al 75% para el carbendazim y el imidacloprid,
mientras que en el benomil se obtuvieron porcentajes de recuperacion entre
64-67%.

Se comprob6 que los solventes organicos y el pH béasico hacen que el

benomil se degrade convirtiéndose en carbendazim; por lo tanto su

determinacion debe realizarse a pH acido.
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Se observd que la técnica DMSP es una técnica de preparacion de la

muestra rapida y que presenta altos porcentajes de recuperacion

El mancozeb y el propineb se derivatizaron, y posteriormente se
determinaron por HPLC-DAD, obteniendo niveles minimos de deteccion del
mancozeb y el propineb de 0,09 y 0,11 ppb respectivamente con niveles
minimos de cuantificacion de 0,11 y 0,20 ppb, los porcentajes de

recuperacion fueron superiores al 75%.

En el analisis de las muestras de mora de castilla obtenidas en el mercado
local, se determin6é que el tebuconazol, el carbendazim, el mancozeb y el
propineb estaban por encima del nivel minimo de deteccion del equipo

cromatograéfico.

En la comparacion de los resultados obtenidos, con los niveles minimos
residuales permitidos; se observo que en las muestras de mora del mercado
local el tebuconazol, el carbendazim y el mancozeb estuvieron por encima
del nivel minimo residual permitido por el Codex alimentarius FAO y OMS
2010.
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RECOMENDACIONES

La implementacion de estos métodos cromatograficos abre las puertas para
gue los cultivadores de mora puedan conocer la concentracion de los

pesticidas en los frutos que comercializan.

Se recomienda a trabajos futuros la validacion de estas metodologias
realizando la comparacion con la norma y calculando la incertidumbre de los

métodos.

Para la determinacion del benomil es importante que durante todo el proceso
de preparacion de la muestra el pH sea acido.

Las metodologias implementadas podrian servir en la determinacion de
estos pesticidas en diferentes matrices, por ejemplo tomate, lulo, fresas etc.
Por tal razén se recomienda la evaluacion de la robustez de las

metodologias en estas matrices.
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ANEXOS

Anexo A. Curvas de calibracion de dimetoato, clorotalonil, clorpirifos,

tebuconazol, imidacloprid, carbendazim, benomil, mancozeb y propineb.
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Anexo B. Espectros de masas de dimetoato, clorotalonil, clorpirifos y
tebuconazol, analizado en modo fulll scan entre 40-400 m/z
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