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RESUMEN

El presente trabajo fue realizado en los laboratorios de la Universidad de
Sao Paulo, Centro de Energia Nuclear en la Agricultura, laboratorio de
Ecotoxicologia Brasil, en el periodo comprendido entre diciembre del 2009 a junio
del 2010, los objetivos fueron: a).'evaluacién‘y establecimiento de la metodologia
para analisis multiresiduos QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, I;\’ugged
and Safe) para la cuantificacion de residuos de agrotoxicos en quinua. b).
cuantificar residuos de agrotc')xicos.contenidos en 24 muestras procedentes de
diferentes zonas productoras del departamento de Puno. c).incentivar e facilitar la
investigacion de multiresiduos en esta matriz; se estudidé 24 muestras de quinua
de produccién convenéional colectadas en el departamento de Punc-Peru y una
muestra de quinua organica 6btenida en el Brasil, fue evaluada la aplicabilidad del
método QUEChERS para la identificacion y cuantificacion de agrotdxicos en
granos de quinua. Fueron monitoreados Ios agrotoxicos: Metamidofos, Acefate,
Monocrotofos, Tiémetoxan, Imédoclopride, Atréziha, Azoxystrobin, Buprofezina,
Carbofurano, Ciproconazol, Malation, Deltametriha, Difeconazole, Metribuzin,
| Monuron, lTriazofos‘, Clorpirifos, Metolacloro. Los parametros de validacion fueron:
linealidad, sensibilidad, Iimité de deteccion y cuantificacion, efecto matriz,
porcentaje de recuperacion. La prueba estadistica utilizada péra la validacién del
método analitico fue: prueba de significancia de “t’ student a uné probabilidad de
95%, Fue utilizada una coldmna C18 y gradiente de acetonitrila y agua como fase
movil; se elaboraron curvas de calibracién utilizando patrones analiticos para cada
corﬁpuesto. Los coeficientes de correlacién de las curvas de calibracién fueron

satisfactorios (R2>0,99), los limites de deteccion estan entre 0,005 a 0.0420 ug kg



'y el de cuantificacion entre 0,014 a 1,274 ug kg™'. Los agrotéxicos Metamidophos,
Carbofurano y Atrazina mostraron bajas tasas de recuperacién, la matriz estudiada
no mostrd suficiente diferencia estadistica significativa que evidencie la
interferencié durante la caracterizacion y cuantificacién de los agrotdxicos
monitoreados por el rﬁétodo; todas las muestras analizadas contenian residuos de
por lo menos 5 agrotdxicos, los resultados mas relevantes quedaron por cuenta
del Acefato, que present6 residuos entre 5,605 y 10,140 ug kg™, Azosxytrobin con
valores entre 6,711 y 11,020 ug kg'1, Malation entre 5,605 y 10,140 ug kg'1,
Metolacloro con valores entre ?,403 y 8,042 ug kg™ y Triazofos que contenia
residuos entre 8,466 y 9,325 ug kg™'. No existe registro de ningt’in agrotoxico en la
_Iegislapién peruana y hi en el Codex Alrimen.tarius para esta matriz, lo que impide
; éstablecer .una corl;elacic')n de estos resultados. Concluyéndose que el método d;a
extraccion QUEChERS se muestra adecuado y eficiente para la realizacién de

analisis y la cuantificacion por LC-MS/MS fue altamente sensible.

Palabras claves: Triplocuadrupolo, validacién, meétodo analitico, toxicidad y

residuos.



ABSTRACT
Thié work was carried out at the laboratories of the Sao Paulo University, Center
for Nuclear Energy in Agr'iculture, Ecotoxicology Laboratory of Brazil during the
period Decembef 2009 to June 2010, the objectives were: a). Assessment and
establishing the methodology for multiresiduos analysis QUEChERS (Quick, Easy,_
Cheap, Eﬁectivé, Rugged and Safe) for the quantification of agrochemicals
residues in quinoa. b) Quantify pesticide residues content in 24 samples from
different growing areas of the Puno departmént c). Encourage and facilitate
multirésiduos researches in this matrix; was studied 24 samples colle'cted from
conventionél quinoa broduction in the department of Puno, Peru and a sample of
organic quinoa -obtained in Brazil; was evaluated the QUEChERS method
apblicability for identification and quantificaﬁon of agrochemicals in grains of
quinoa. Agrochemicals were monitored: Metamidbphos, Acefate, Monocrotophos,
Tiametoxan, Imadoclopride, Atrazina, Azoxystrobin, Buprofezin, Carbofurano,
Ciproconazol, Malation, Deltametrin, Difeconazole, Metribuzin, Monuron, TriaZofos,
Clorpiriphos, Metolacloro. Validation parameters were: linearity, sensitivity, limit of
detection and quantifi‘cation,b matrix effect, recovery rate. The statistical test used
for validation of analytical method was: a test of significance of "t" student to 95%,
a C18 column and grédient of acetohitrile and water as mobile phase was used;
calibration curves weré prepared using analytical standards for each compound.
The correlation coefficients of calibration curves were satisfactory (R2> 0.99) thé
detection limits are between 0.005 to 0.0420 mg kg”' and the quantification
between 0.014 to 1.274 mg kg™'. The agrochemicals Metamidophos, Carbofuran,

and Atrazine showed low recovery rates, the matrix studied showed no enough



difference statistically significant that evidences the interference during the
characterization and quantification of pesticides monitored by the method, all
samples contained residues of at least 5 agrochemicals, the most relevant results
were on account of Acephate, which had traces between 5.605 and 10.140 mg kg”
' Azosxytrobin with values between 6.711 and 11.020 mg kg™, Malathion between
5.605 and 10.140 mg kg™, with valués between Metholachlor 7.403 and 8.042 mg
kg and Triazophos waste containing between 8.466 and 9.325 mg kg™. There is
no record of any pesticides in Peruvian legislation or in the Codex Alimentarius for
this matrix, whiéh prevents any correlation of these results. Concluding that the

extraction method QUEChERS it’s showed adequate and efficient for analysis and

~ quantification by LC-MS/MS was highly sensitive.

Keywords: Triploquadropol, validation, analytical method, toxicity and residues



INTRODUCCION

El crecimiento demogréfico mundial y la consiguiente necesidad de
aumento de la productividad en el sector agricola han llevado a un méyor uso de
plaguicidas en la produccion de alimentos, con consecuencias para la salud, el
impacto en los seres humanos y al medio ambiente no son conocidos
completamente (Araujo-et al., 2000 y Tadeo, J.L. 2008).

La velocidad de su accion, facilidad de uso; economia y eficiencia de Ios_
productos quimiqos, aparentemente constitufa la solucién de muchos los
problemas agricolas, de modo que hubo un aumento sustancial de produccion y
consumo de plaguicidas en las ultimas décadas. Sin embargo, el uso de grandes
cantidades,- a menudo de manera inapropiada, puede eventualmente traér
problemas a la salud publica, con un gran nimero de envehenamientos (Pessini,

2003).

'

En el departamento de Puno se cultiva la mayor parte de la quinua que se
producé eh el pais y se concentra en los terrenos comunales, bajo el “sistema de
aynocas”, en estos campos es posible encontrar una gran divérsidad de ecotipos y
variédades de quinua que los campesinos pueden reconocer y que las cultivan en
mezclas como una forma de disminuir el riesgo del atague de enfermedades,

plagas y dafios por factores climaticos. (Muj'ica et al., 2001). -

Al tratar de eliminar este problema, los ecologistas asumieron la defensa de
la agricultura sin el uso de plaguicidas. Sin embargo, se sabe que los cultivos

libres de pesticidas generan cosechas con menores rendimientos lo que conduce
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a mayores areas de cultivos para obtenerse la misma cantidad de alimentos,
colocando en riesgo nuevos ecosistemas. Por eso los agrotoxicos sintéticos
contindan siendo las alternativas mas eficaces en el control de plagas (Pinho,

2007).

El analisis de residuos de agrotoxicos desempefia un papel indispensable
en la estimacién de la exposicién de los s.eres humanos, él medio ambiente a
estos productos y el control del cumplimiento de ios agricultores sobre las buenas
practicas agricolas, con una vision para facilitar las decisiones de regulacioén,
comercial y fortalecer la confianza del consumidor en la seguridad alimentaria.A
Para suprimir estas necesidades, fabricantes de instrumentos y analistas de
residuos -en to‘d’o' el mundo estan en constante desarrollo y ap[iéacién de nu;evas
técnicas de andlisis y enfogques con el objetivo de simplificar y acelerar los
procedimientos, mejorar la calidad del andlisis, de reducir el consumo de reactivos

y el frabajo analitico (Anastassiades y Scherbaum, 2005).

Desde gue la presencia de residuos de agrotéx.icos' en los productos
agricolas, se ha vuelto evidente y como consecuencia de los riesgos potenciales
que representan para la salud humana, varias leyes para proteger la salud publica
fueron adoptadas en muchos pafses. Este interés, que no es sblo de los
gobiernos, también se refleja en la 'c_innién publica, llevé a la intensificacion de
acciones para garantizar la seguridad de suministro de los alimentos y para
proteger a los seres humanos de los residuos nocivos. En este contexto, la
quimica analitica tiene una posicion clave, ya que desempenfa un papel importante

en varias areas: la definicién de "niveles seguros”, asi como proporcionar
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informacion adicional para el establecimiento de los mecanismos basicos de la
toxicidad, ubicacién de esfos compuestos en la cadena alimentaria, proporcionar
apoyo para el establecimiento de los niveles de los reglamentos ¢ limites maximos
de residuos (LMR), y la determinacién de la presencia de residuos de agrotéxicos

y/o sus metabdlitos en el abastecimiento de alimentos (Aglera y Kok, 2005).

. Tradicionalmente la cromatografia a gas (CG) es una técnica analitica
escogida para anélisis'de residuos en alimentos y avances en esta area han sido
estrechamente asociados a la evolucién de la técnica. El acoplamiento con la
espectrometria de masas (EM) se torné viable con la introd‘uccitlin de la columna
capilar. La.introduccién de detectores ion-trap, en el final de 1980, represento una
‘mejora impbrtante en los analisis de residuos de agrotdxicos, consecuencia de su

excelente sensibilidad en niveles de picogramas (Agliera y Kok, 2005).

Eﬁ la actualidad la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC o CLAE)
es una de las principales técnicas utilizadas en los andlisis de compuestos no
volétiles y/o térmicamente inestables. A pesar de ser una excelente técnica d'e
separacion, la HPLC necesita de una técnica confirmatoria en relacion al analisis
cualitativo (confirmacion de la identidad quimica) es también necesario, dentro de
las varias opciones existentes en este momento, la espectrometria de masas es la
técnica que proporciona mejor las informaciones estructurales necesarias; el
acoplamiento entre estas dos tecnicas da origen a una herramienta analitica
versatil y de grande potencial en el analisis cualitativo y cuantitativo de los

compuestos quimicos {Langas, 20095.



Visto que la utilizacién de agrotdxicos para el control de enfermedades y
plagas en el cultivo de quinua no esta exenta, el monitoramiento detallado y
eficiente de los residuos en este cultivo, es de fundamental importancia,
principalrﬁente para asegurar la calidad de los alimentos que llegan a la mesa. del
consumidor. Para eso se hace necesario un estudio en el cual sean efectuados
andlisis multiresiduos de agrotéxicos con una metodologia analitica que pueda
alcanzar resultados de alta calidad simultaneamente para una amplia variedad de

agrotoxicos.



CAPITULO |

PROBLEMATICA DE LA INVESTIGACION.

Los daﬁos causados a la salud de los agricultores y el ambiente debido al uso
indiscriminado de agrotéxicos han aumentado en los Ultimos afios. El uso intensivo
y generalizado de estas sustancias ha creado varios problemas relacionados con
la saiud publica y el desequilibrio del ambient’e,' incluyéndo el envenenamiento de
los agricultores, la contaminacién de los alimentos y el ambiente. La quinua es un
grano andino de alto valor nutritivo, de suma importancia en la dieta de los
pobladores andinos, que en la actualidad viene siendo exportado a mercados
internacionales, su cultivo requiére de la aplicacion de pesticidas para asi llegar a
un resultado satisfacto‘rio que requiere disciplina enla aplicacién de los mismos. A
pesar de la preocupacion por el control de residuos de pesticidas en los alimentos,
algunos métodos de analisis pueden lograr resultados de alta calidad para una

amplia gama de pesticidas. Asi los objetivos de este trabajo son:
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Validar el método analitico QUEChERS para la realizacion de analisis

multiresiduos de agrotdxicos en quinua.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluacién y establecimiento de la metodologia para analisis multiresiduos

QUECHhERS para la cuantificacién de residuos de agrotdxicos en quinua.

- Cuantificar residuos de pesticidas contenidos en 24 muestras procedentes

de diferentes zonas productoras dei departamento de Puno.

- Incentivar e facilitar la investigacion de multiresiduos en esta matriz.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Quinua

“La quinua, eé una planta herbacea anual, de amplia dispersién geografica,
presenta caracteristicas peculiares en su morfologia, coloracion y comportamiento
en dh;erentes' zonas agroecolégicas‘ donde se la cultiva, fue utilizada como
alimento desde tiempos inmemoriales, se calcula que su domesticacion ocurrié
hace méas de 7000 afos Antes de Cristo, presenta enorme variacion y plasticidad
para adaptarse a diferentes condiciones ambientales, se cultiva desdé e] nivel del
mar hasta los 4000,. m.s.n.m., desde zonas éridas, hasta zonas hL’Jmedaﬂs y
: tropicalés, desde zonas frias hasta terhpladas y calidas; muy tolerante a los
factores abioticos adversos como son sequia, helada, salinidad de suelos y otros

que afectan a las plantas cultivadas”. (Mujica et al., 2001).

2.1.1. Origen

“La zona andina comprende uno de los ocho mayores centros de
domesticaciéon de plantas cultivadas del mundo, dando origen a uno de los

sistemas agricolas mas sostenibles y con mayor diversidad genética en el mundo.
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La quinua, una planta andina, muestra la mayor distribucion de formas, diversidad
de genotipos y de progenitores silvestres, en los alrededores del lago 'fiticaca de
Pera y Bolivia, encontréndose la mayor diVersidad entre Potosi - Bolivia y Sicuani
(Cusco) — Pert. Existen pocas evidencias arqueolégicas, lingliisticas, etnograficas
e historicas sobre la quinua. Sin embargo, existen evidencias claras de la
distribucién de los parientes silvestres, -boténicas y citogenéticas, lo que
posiblemente demuestra que su domesticacibn tomé mucho tiempo, hasta
| conseguir la planta domesticada y cultivada a partir de la silvestre, proceso que
probablemente ge inicié como planta usada principalmente por sus hojas en la
alimentacién y luego por las semillas. Actualmen'te, las especies y parientes
silvestres se utilizan localmente como jataéo o llipcha (verdura de hoja) en muchas
~comunidades dél él"ea' andina. Posteriormente, la especie fue adaptada a
diferentes condiciones .agroclimaticas, edaficas y culturales, haciendo que la
planta presente una amplia adaptacion desde el nivel del mar hasta los 4000

-msnm y usos diversos en las diferentes comunidades étnicas de acuerdo a sus '

necesidades alimentarias” (Mujica et al., 2001).

2.1.2. Importancia econémica

La quinua es un grano nutritivo que se cultiva en las tierras alto andinas.
Este cﬁltivo fue utilizado por las culturas precolombinas de Ameérica del Sur
durante siglos. Eran muy importantes para los incas, junto con el maiz y las papas.
Esta planta es resistente al frio y tolerantes a la sequia y puede ser cultivada en
montafas altas, hasta los 4000 msnm. La variabilidad genética de la quinua es

enorme, con cultivares que se adaptan al nivel del mar hasta las altas montafias,
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de climas frios de las tierras altas a las condiciones subtropicales. La quinua es
usualmehte referida como un pseudocereal, desde que no es miembro de la
familia'de las gramineas, pero producen semillas que pueden ser molidos en
harina y se usa como un cereal. La quinua Se utiliza principalmente en sopas y
también en lugar de arroz. Este grano es libre de gluten y puede ser utilizado por
las personas que sufren de la enfermedad celiaca. También se utilizan en
alimentos infantiles. (Mujica et al., 2001 y Jubete el at. 2009).

Debido a estas caracteristicas principalmente nutritivas, es que la
importancia econdmica de la quinua cobra realce en la agribultura andina. En la
tabla | son presentados algunds datos sbbre el valor de la produccién de quinua
hasta el afio 2007.

TABLA |. VALOR DE LA PRODUC'Cl(')N DE QUINUA EXPRESADb EN

MILLONES DE SOLES A PRECIOS DE 1994.

ANOS

2000 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 2007

19,220 15,181 | 20,708 | 20,512 | 18,406 | 22,219 | 20,745 - 21,675

Fuente: Ministerio de Agricultura del Perti (2007)

En los ultimos afios se aprécia una gvrande demanda de ‘este producto por
mercados jnternacionaleg.. Segun el Ministerio de Agriculturé del Pera (2007).
Durante el-aﬁo 2006, el Peru export6 1277.1 toneladas de quinué y para el ano de-
2007 esta cantidad se increment6 en un 23.4%, haciendo un total de 1575.7

toneladas de quinua exportadas. Exportaciones que generaron 1548.1 millones
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de délares para el afio 2006 y 2035.0 millones para el 200? respectivamente. Para
éste afio 2010, el Brasil puede convertirse en uno de los principales compradores
de~quinua del Perd, (Gestion, 2010). Con mercados abﬁéndose para este cultivo,
se convierte en una gran alternativa | de produccion para los productorés

principalmente de las zonas mas pobres del Peru.
2.1.3. Importancia nutricional y composicion

La quinua es una planta nativa alimenticia de alto valor nutritivo fue utilizada
como alimento por los incas y culturas anteriores. La quinua sirve" como un
sustituto de proteinas de origen animal y en la actualidad es una de las principales
fuentes de proteinas de la regién. La importancia de estas proteinas se basa en su

calidad, con una composicién equilibrada de aminoacidos esenciales similar a la

composicién de la caseina, la proteina de la leche. (Repo, 2003).

“Para algunas poblaciones del mundo incluir proteinas de alta calid'ad en sus
dietas constituye un problema, especialmente en .aquellas que raramente
consumen proteina de origen anirﬁal y deben obtener proteinas de cereales,
leguminosas y otros granos. Aun cuando el aporte energético de estos alimentos
es adecuado, concentraciones insuficientes de aminoacidos esenciales (AAE)-
-pueden contribuir a aumentar la prevalencia de la desnutricion (Mujica et al.,

2001).

" Seguin (Jubete el at., 2009) los resultados para los andlisis de macro
nutrientes de quinua, amaranto, tri'go sarraceno y semillas de trigo se presentan en

la Tabla Il.



-11-

TABLA Il. CONTENIDO DE MACRO NUTRIENTES DE QUINUA, AMARANTO,

TRIGO SARRACENO Y SEMILLAS DE TRIGO.

FIBRA
ALMIDON | DIETETIC
SEMILLA = | PROTEINAS | GRASAS | TOTAL A CENIZA
AMARANTO | 16.5%+0.3 57+03 | 614+08 | 206+1.1 |28x0.0
QUINUA 14.5+0.3 52+01 | 642+13 | 142+£06 |2.7+£0.0

TRIGO | | -
SARRACENO | 12503 |21%0.1 |589%1.3 | 205+1.2 [21£0.0 |

TRIGO -~ 12.0x0.1 25+01 | 63.0£14 | 174+£1.2 15200

" Fuente: Jubete el at. (2009)." ~ ~~ °

Datos expresados en porcentaje de peso seco basico *+ desviacién
estandar. Los factores para la conversion de nitrégeno para proteina son 5,85,
5,96, 570 y 5,70 para la quinua, amaranto, trigo sarraceno Yy - trigo,

“respectivamente.

En un estudio realizado por (Jubete et al., 2009), comparo el contenido de
minerales de la quinua con relacion al trigo y al amaranto resultando que, la

quinua obtuvo los contenidos mas altos de zinc como es apreciado en la tabla lll
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~ SEMILLA CALCIO MAGNESIO ZINC HIERRO
Amaranto 180.1+6.1 279.2+1.1 1.6+0.0 9.2+0.2
Quinua 32.9+3.3 206.8+6.4 1.8+£0.0 5.6+0.5
Trigo 34.8%0.0 96.4+3.7 1.2+0.1 3.3%0.1

Fuente: Jubete el at. (2009).
Datos pfesentados en mg.100 g™ peso seco * desviacion estandar.

2.1.4. Produccion mundial

Segun los dltimos datos publicados'por la (FAO, 2009), en 2008 los tres
mayores productores de quinua en el mundo fueron: Peru, Bolivia y Ecuador
respectivamente, estos paises responden practicamente por toda la produccion

del mundo.

Segun (FAO, 2009) la produccién mundial de quinua en el afio de 2008 fue
de 59,115 toneladas aproximadamente 53.83% de toda la quinua producida en el
mundo es de procedencia peruana, que es el principal productor de quinua con

31,824 toneladas, seguido por Bolivia con 44.99%

El rendimiento medio mundial avanzé poco, pasando de 0.6171 t/ha en
1961 para 0.7695 t/ha en 2008 (FAO, 2009). Aun el sistema de produccion de
quinua muestra un rendimiento bajo, debido principalmente a la baja tecnologia

aplicada, y en muchos de esos casos una buena parte de estas aéreas
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corresponden a areas conducidas bajo sistemas de producciéon tradicional, cuyos
rendimientos siempre serdn menores en comparacidn con una agricultura

convencional.
2.1.5. Produccion en el Pera

El Perd se destaca como el primer productor de quinua en el mundo, siendo
que la produccion de quinua, en la safra de 2008 fue de 31,824 toneladas, la
produccién peruana corresponde a un 53,83% de la produccién mundial (FAO,

2009).

- Segun el (MINAG, 2007), el area sembrada para la campaia agricola 2007-
2008 fue de 32,676 has, incrementandose en un 4.9% con rélacién ala cémpéﬁa
agricola 2006-2007. Por otro lado se aprecia que el 77f17% del total del area

sembrada para la campafa 2007-2008, corresponden al departamento de Puno.
2.2. Agrotéxicos

Los agrotoéxicos y el manejb qu'imico de los problemas fitosanitarios
enfrentados en la agricultura, constituyen técnicas adoptadas muy difundidas en
los padrones practicados en los principales centros mundiales de produccion de
alimentos, en los ultimos 40 afos. Algunos autores sustentan que las pérdidas
globales de los culti\)os debido a los ataques de las plagas y enfermedades
podrian sufrir un aumento estimado en 42%, alcanzando a cerca del 70% de las

pérdidas en la ausencia de las practicas de control quimico (Aives Filho, 2002).



-14-

2.2.1. Definicién

El cddigo Internacional de conducta para La distribucion y utilizacion de
pesticidas (FAO, 2002) define a los agrotdxicos, como cualquier sustancia o
mixtura de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga,
incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de animales, las especies de
plantas o animales indeseables que causan prejuicio o que interfieran de cualquier
otra’ forma en la produccién, elaboracion, almacenamfento, transporte o
comercializacion de alimentos, »productos agricolas, maderas y productos de
maderas o alimentos para animaleé , 0 que puedan ser administrados a los
animales para combatir insectos, aracnidos o otras plégas. El término incluye a las
suvb'stancias destinadas como reguladoras de crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de frutas o agentes para
evitar la caida prematura de frutas y las substancias aplicadas a los cultivos antes
y después de la cosecha para proteger el producto contra la deterioracién durante .

el almacenamiento y transporte.

El residuo de pesticidas es definido por el Cédigo Internacional, como
cualquier substancia especifica presente en los alimentos, productos agricolas o
alimentos para animales domo'consecuencia del uso de pesticidas. El término
incluye cualquier derivado de pesticidas, como productos de conversion
metabolitos, productos de reaccion y impurezas consideradas de importancia
toxicologica. El término “residuo de pesticida” incluye tanto los residuos de

procedencia desconocida o inevitables (por ejemplo, ambientales), como los
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derivados de usos conocidos de substancias qUimicas (FAO, 2002 y D.S. 016-

2000-AG,2000).

En el Perd, segun el D.S. 016-2000-AG,” se define como plaguicidas
agricolas a cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, las especies no deseadas de plantaé o}
animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la
produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacién de
alimentos, prdd'uctos agricolas, madera y productos de madera. El término incluye
las sustancias destinadas a utilizarse comd reguladores del crécimiento de las
plantas, defolian’ges, deéecantes, repelentes, feromonas y todas las. demas
sustancias que ayuden a la accion del plaguicida. Asimismo, alas s_ustancias
aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto

contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte”.

- La principal diferencia observada entre las definiciones es que el Cédigo
Internacional también clasifica como agrotoxicos a las substancias utilizadas
después de la cosecha, para la proteccidén del producto contra el deterioro durante

el almacenamiento y el transporte.

El empleo de agrotéxicos en la agricultura tiene sus beneficios econémicos,
una vez qué aseguran el control y combate de plagas y enfermedades,
protegiendo la calidad de la produccién. Por otro lado, los consumidores de estos
productos agricolas pueden estar expuestos a los agrotoxicos, debido a la

presencia de estos en los alimentos. Entre los efectos nocivos causados al
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hombre, por estas substancias, podemos citar: dafios al sistema nervioso central,
problemas en el sistema reproductivo y locomotor, deficiencia mental, entre otros

(Alder et al., 2006).
2.2.2. Historia en el mundo

El desarrollo de la sintesis organica durante la Segunda Guerra Mundial y
la consolidacién de la agricultura llamada de moderna tuvieron una importancia
fundamental en el desarrollo da la industria mundial de los agrotéxicos. En 1939,
con el descubrimiento de las propiedades insecticidas del DDT ( Dicloro Difenil
Tricloroetano), un compuesto organico sintetizado por Otto Ziedler en 1874, fue
dado inicio al marco revolucionario en las tecnologias hasta entonces empleadas

para el control de las plagas (Alves Filho, 2002 y Spadotto et al,. 2004).

A partir del afio 1991, el Peru segun el Decreto Supremo N° 037-91-AG
(12.09.91), prohibe [a importacion y registro de insecticidas de origen

organoclorados.

Ya, en la década de los 60 comenzaron a surgir nuevos productos
clasificados como “tercera generacion® (productos biolégicos, fisiolégicos,
ferormémicos y piretroides), en una fase donde la busqueda de productos menos
toxicos para el hombre y el ambiente pasaron a ocupar la estrétegia de la industria
quimica. Esa preocupacién ocurrié debido a graves problemas identificados, tanto
relacionados a los procesos de intoxicaciones agudas y cronicas sufridas por las
poblaciones expuestas directa o inairectamente, como por los accidentes

ambientales y problemas de eficiencia agronémica de los productos, estos ultimos
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desencadenados por los mecanismos de resistencia y las poblaciones de las

plagas a los productos utilizados (Alves Filho, 2002).

Los avances en los estudios entomologicos permitieron la creacion de
productos de “cuarta generacion” que poseen algunas ventajas, como alta
capacidad de degradaciér; ambiental y especificidad de accion, la utilizacion de
substancias quimicas para el control de plagas a partir del desarrollo de productos

sintéticos siempre causo conflictos sobre los prejuicios reales y beneficios

derivados de los agrotédxicos (Alvez Filho, 2002).

El uso de agrotéxicos de origen organoclorado hasta el afio de 1991, era de

~uso comun en el PeI‘L'J,‘\ productos tales como Aldrjn, Endri'n, Dieldrin, BHC/H'CH,

Heptacloro, - Canfecloro/Toxafeno, 2,4,5-T y DDT, luego d‘espués'prohib“ido su

importacion e registro mediante el Decreto Supremo N° 037-91-AG.
2.2.3. Clasificaciéon

Los agrotéxicos pueden ser clasificados cuanto a la finalidad (aficida,
ovicida, larvicida, raticida, formicida, acaricida, insecticida, entre otros), toxicidad,
al modo de accién (ingestion, contacto, microbiano, fumigante), y a su estructura

quimica, siendo clasificados en clorados, fosforados, carbamatos, piretroides,

triocarbamatos, benzimidasoles, derivados de la urea, tiadiazinona, triazoles, etc.

En cuanto al origen, la division envuelve los compuestos inorganicos (compuestos

- de mercurio, bario, azufre y cobre), los agrotoxicos de origen vegetal, bacteriana e

fungicida (piretroides, antibiéticos vy fitocidas) y los agrotéxicos organicos (Cella,

2002 y Sanchez et al.,2003).
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Con relacion a la persistencia, los agrotéxicos son clasificados segun el
tiempo de medié vida, que es el tiempo necesario para que la concentracion de los
agrotoxicos sea reducida para la mitad de la cantidad aplicada, a través de
procesos de degradacion biolégica o quimica. Las persistencias consideradas son:
corta (hasta 90 dias); media (91 a 180 dias); larga (mayor que 180 dias). El
desplazamiento de los agrotoxicos en el perfil de los suelos durante su vida media
puede ser pequefio (hasta 20), media (de 21 a 60 cm) o grande (mayor de 60 cm).

(Sanches et al., 2003 y Shen; Hu; Hu, 2009)
2.2.4. Toxicidad

Con el objetivo de distinguir su grado de toxicidad, los agrotoxicos son
clasificados en cuatro clases toxicologicas. Esta clasificacion es basada en la
- identificacién del componente de riesgo referente a una sustancia quimica y
diferencia la toxicidad de los agrotéxicos, con base en el ingrediente activo y éu
formulacién Sanches et al., (2003). La toxicidad de la mayoria de los agrotéxicos
'~ es expresada en valores. referentes a la dosis hedia letal (DLsp), por via oral
representada por miligramo del ingrediente activo»del producto por kilogramo de
peso vivo, que son necesarios para matar 50% de la poblacién de ratas o de otro
animal de prueba. La DLspy es usada para establecer las medidas de seguridad a
ser seguidas para reducir los riesgos que el producto puede presentar a la salud

humana (Barrigossi, 2006).
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Los agrotdxicos son agrupados en clases, de acuerdo con su toxicidad, y en
el Perl las formulaciones son obligadas a presentar en la etiqueta del embase el

color correspondiente la clase de su toxicidad, conforme demostrado en la tabla IV.

TABLA IV. CLASES TOXICOLOGICAS DE LOS AGROTOXICOS Y SUS

RESPECTIVOS COLORES EN LAS ETIQUETAS DE LAS FORMULACIONES.

CLASE CLASIFICACION » COLORDE LA
' ETIQUETA
I Extremadament'e toxico - Rojo vivo

(DLso de 50 mg/kg de peso vivo)

il : Altamente toxico Amarillo intenso

(DLso de 50 mg a 500 mg/kg de peso vivo)

1 Medianamente toxico Azul intento

(DLso de 500 mg a 5.000 mg/kg de peso
vivo) ’

v Poco tdxico Verde intenso

(DLsp mayor que 5.000 mg/kg de peso vivo)

Fuente: Barrigossi (2006)

2.2.5. Limites maximos de residuos (LMR)

La proteccion de los cultivos contra el ataque.de insectos, plantas invasoras
de cultivo e enfermedades, utilizando agrotéxicos es una practica bastante comun
enla agricultura. Por tanto, cuando la utilizaciéon de agrotéxicos no es realizada de
acuerdo con las Buenas Préacticas Agricolas, residuos de estos compuestos

pueden ser encontrados en los alimentos.
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El riesgo potencial que los aérotéxicos ofrecen a los consumidores, debido
a una exposicion crénica diaria, determindé que LMR’'s fueran establecidos para
diferentes combinaciones cultivo/agrotéxico. En funcion de esto, varios paises
poseen programas de monitoramiento de los niveles de residuos de agrotoxicos, a
fin de garantizar la seguridad alimentar (Stepan et al, 2005). |

El limite maximo de residuos es definido, segun el Cédigo Internacional_ de
conducta para la distribucién y utilizacion de pesticidas (FAQ, 2002) como la
concentracion maxima de un residuo de pesticidas que se permite o reconoce
legalmente como aceptable en un alimento, productos agricolas y racién para
animales.

_En el Pert, el monitoramiento de residuos de pesticidas en alimentos es
realizado por el SENASA, a pedido de los interesados con fines de exportacion,
servicio que es prestado por esta institucion. Y por lo tanto no existe un programa
de monitoramento de résiduos de agrotdxicos en alimentos, el cual informe a la
poblaciébn nacional que cantidades de residuos de agrotoxicos estan §iend0
consumidos conjuntamente con los alimentos.

Los LMR’s establecidos por el Codex Alimentarius estan basados en las
practicas agricolas internacionales con el objetivo de proteger y preservar la salud
humana, garantizando el comercio internacionél de alimentos libres de barreras,
con respecto a los residuos. Con todo, el nivel de residuos de agrotéxicos en
alimentos depende también dé factores agrgnémicos, climaticos y muchos paises
establecen sus propios limites basados en las buenas practicas agricolas que son

practicadas localmente (Imoto, 2004).
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| Probablemente no hay ofra clase de compuestos quimicos tan
reglamentada como la de los agrotéxicos, los LMR’s establecidos en la mayoria
de los paises, existen para impedir impactos adversos en la salud publica y para
promover buenas practicas en la agricultura. Debido a estas razones un grande
numero de laboratorios en el mundo estan envueltos en la vigilancia de estos
limites o en la identificacion y cuantificacion de agrotoxicos en los mas diversos

tipos de matrices (Alder et al., 2006).

2.2.6. Uso de agrotoxicos en el cultivo de quinua.

Al principio, todos los cultivos requieren el control de plantas invasoras de
' vcultivo, enfermedades y plagas. La seleccién del método de control de plagas
-normalmente es hecha basandose en la informacion disponible sobre la estimativa -
dé la pérdic]a, "éficiencia del métbdo,_ costoi délwcontrol e impacto ambiental.
(EMBRAPA, 2003).

No existe una reglamentacién especifica con relacién al tipo de a’grotéxicos
que pueden ser usados en determinédos cultivos, siendo usados indistintamente
para todos los cultivos, segtln sea el problema; existe una recomendacion
realizada por el INIA en la cual manifiesta que pueden ser usados algunos
productos tales como: Baytroid TM 525, Bulldock 025 FC, Metasistox, Lorsban 2.5

P. Seco. Para el control de algunas plagas y enfermedades del cultivo de quinua.

2.3. Analisis de agrotoxicos en alimentos
Estadisticas indican que la agricultura mundial, una cantidad de un bilién de
toneladas, es anualmente afectadas por plagas y que la reduccién de produccién

debido a la invasién de plagas alcanza de 20 — 30%. Los agrotdxicos desempefian
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un papel muy importante en el desenvolvimiento de la agricultura desde su
descubrimiento y sintesis, auméntaron signiﬁcativamc—ante la produccién agricola e
impulsaron la pecuaria, pero los peligros ocasionados por su aplicacién reflejan en
la preocupacion con la seguridad alimentaria y la salud humana, siendc cada vez
mas él foco de atencién mundial. Asi, diverscs paises tienen establecidos sus
propios limites de residuos en el comercio internacional y muchos métodos
analiticos vienen siendo desarrollados para ser aplicados en la determinacion de
residuos de agrotéxicos en diferentes tipos de alimentos (Pang et al., 2006).

Las propiedades fisico-quimicas de los agrotoxicos pueden variar
considerablemente, una vez que, pueden presentar caracter écidc'n, basico y
neutro. Estos_compuestos pueden conte‘ner en su estructura, ha[égenos, fg’)sforo,
azufre o nitrogeno, heteroatomos que poseen una grande relevancié en el metodo
de deteccion de estos compuestos. Un gran numero de agrotdxicos son muy
volatiles, otros no, esta grande diversidad provoca; serios problemas en el
desarrollo de un método ‘“universal’ para el analisis de reéiduos de estos
compuestos (Alder et al., 2006).

Existen muchos métodos paré analisis multiresiduos de agrotéxicos en
productos agricolas, pero es fundamental que la técnica pueda extraer decenas o
centenas de substancias de matrices complejas, que gran cantidad de
interferentes co-extraidos puedan ser eliminados en la etapa del clean-up, y que
las técnicas analiticas de deteccidén adoptadas sean indicadas para la
determinacion (Pang et al., 2006).

El analisis de residuos de agrotéxicos, mas alla de ser un instrumento de

proteccion a la salud humana, esta también relacionada a factores econdmicos.
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Actualmente, se estima que en el mundo, cerca de 200.000 muestras de alimentos
son analizados anualmente para residuos de agrotéxicos con una variedad dé
propositos (Lehotay, 2005).

En las ultimas décadas, los métodos para determinacién de residuos de
agrotoxicos cambiaron considerablemente. Desde 1970 los analisis de residuos de
agrotéxicos de rutina eran conducidos por cromatografia a gas en combinacién
con captura de electrons, nitrégeno y fosforo, o detectores fotométricos de llama,
para la confirmacién de los resultados era necesaria la utilizacion de cromatograﬁa
a gas equipada con un tipo diferente de columna o detector. Actualmente,
utilizando cromatografia a gas acoplada a espectrometria de masas, son
realizados simultaneamente la determinacion y confirmacién de residuos de
agrotéxicos en una misrha corrida analitica. En 'Ia'mayoria de los casos, la
sensibilidad obtenida con CG-EM es‘ semejante a la de CG con detectores
clésicoé. La selectividad del sistema CG-EM puede ser ajustada por la seleccién
adecuada de los ions resultantes de la fragmentacion de las moléculas para evitar
interferencias de materiales co-extraidos de Ia“muestra. Asi, la importancia de CG
- con detector de captura de eléctrons, nitrégeno y fosforo el detector fotométrico de
[lama fue disminuyendo en Iaboratorioé de residuos de agrotoxicos. (Alder et al.,
2006). |
Erhfel pasado métodos basados en cromatografia liquida (‘CL) eran poco
aplicados para analisis de residuos porque los detectores tradicionales UV
(ultravioleté), matriz de diodos y fluorescencia son menos selectivos y senéibles
que los instrumentos CG. Pero en los ultimos afios, la disponibilidad de la

ionizacioén a presiéon atmosférica (atmospheric pressure ionization . API) ocasioné
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un espectacular cambio, pues en combinacién con la EM aumento la _sensibilidad
de deteccion CL en varios ordenes de grandeza, comparado a los tradicionales
detectores electrospray (electrospray ionization — ESI) y la ionizacién quimica a
presion atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization . APCI). Mas alla
de eso, las técnicas de cambio de columna de la CL y extensos procesos de
limpieza de la muestra se tornaron desnecesarias si el acoplamiento EM-EM fuera
utilizado y operado en el modo de monitoracién de reaccion seleccionada
(selected reaction monitoring. SRM) (Alder et al., 2006).

El monitoramiento de agrotoxicos en los alimentos es uﬁa herramienta
importante para la caracterizacion e gerenciamiento de los riesgos producto del
uso de esos productos en las condiciones reales de aplicacién. El monitoramiento
de uso de agrotdxicos en el campo es una practica de dificil bontrol, pudiendo
ocurrir uso inadecuado de ingredientes activos en los cultivos o las cosechas
anticipada de materia prima antes del término del periodo de carencia del producto
aplicado (Godoy; Oliveira, 2004).

Los datos obtenidos en programas de monitoramiento posibilita verificar la
calidad y seguridéd de los alimentos consumidos por la poblacién con la
identificacion de fuentes de contaminacién, proporcionando una evaluacion cuanto
- al uso inadecuado y no autorizado de agrotoxicos, para estimar la adopcion de las
Buenas Practicas .Agricolas, mas all4d de proveer subsidios p'ara una posible

reevaluacion de los agrotoxicos (Imoto, 2004).
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2.3.1. Extraccion de agrotéxicbs

En los Ultimos afos, la preocupacién con la seguridad alim‘entaria ocasiond
un rapido desarrollo de métodos analiticos necesarios para la determinacion de
residuos de agrotoxicos. La investigacion sobre residuos en el area ambiental y en
la salud publica esta direccionada para la identificacion y cuantificacion de
centenas de substancias con diferentes propiedades fisico-quimicas en diferentes
tipos de matrices. Asi, una de las principales tareaé de la investigacion analitica es
proporcionar métodos confiables, de féacil aplicacion y con bajo coéto
(Anastassiades et al., 2003).

El desarrollo de un método para analisis de residuos de agrotéxicos en
alimentos es dificultado por diversos factores, tales como tiempo, necesidad de
Qrandes cantidades de solvent;as organicos, varias etapas de extraccion, tornando
al analisis extremamente laborioso (Frenich et al., 2007).

Los meétodos multiresiduos son comunmente preferidos para determinacion
de residuos de agrotéxicos por que permiten la determinacion de varios
compuestos en una tinica corrida analitica. Diversas investigaciones relacionadas
a la determinacion de residuos en frutas y legumbres indican que nuevos métodos
estan siendo desarrollados para la extracciéon y cuantificacion de agrotoxicos.
Estos métodos envuelven: homogernizaci(')n, extraccién, clean-up de los analitos
de la muestra con solventes adecu;sldos, cbncentracién y determinacién analitica.
El paso del clean-up es el mas trabajoso y demorado y es cruciai en el andlisis
de residuos en alimentos. Se no fuera realizado con precision, los problemas
relacionado con la presencia de interferehtes en la matriz convierten dificil la

identificacién de los compuestos. El clean-up debe ser realizado a fin de evitar
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pérdidas de énalitos mas volatiles, debe ser suficientemente global para eliminar
compuestos co-extraidos de la matriz; evitar faléos positivos, y permitir la
identificacion, cuantificacién e confirmacién del analito (Lacorte, 2005).

Dentro de las técn‘icas de extraccion normalmente utilizadas para analisis
de residuos se destacan liquido-liquido (liquid-liquid extraction—LLE). La extraccion
con fluido super critico (supercritical fluid extraction-SFE): la extraccion en fase .
solida (solid phase extraction — SPE), dispersion de la matriz en fase sélida (matrix
solid phase dispersién - MSPD), y recientemente.la micro extraccion en fase
solida (solid phase micro-extraction ~ SPME) y extraccion en fase sélida dispersiva
(dispersive solid-phase extraction - dSPE) (Barrionuevo, 2001;'Anastassiades,
2005 y Tadeo, 2008).

La técnica de extraccion de agrotoxicos mas frecuentemente usada es la
extraccion Liquido-Liquido (LLE). Entretanto, es un método tedioso, de elevado
costo, de dificil automatizacién y que consume gr'an.des cantidades de solventes
organicos (Langas, 2004).

La Figuré 1 muestra,comq es realizado el proceso de extraccion de los
 analitos de' una particula sélida. én el primer paso (paso 1) el solvente debe
penetrar dentro de los poros'de las particulas de la muestra para lograr la
desorcion de los analitos (A) ligados de los sitos activos de la matriz (paso 2)
subsecuentemente los analitos (A) fluyen a través de la matriz (paso 3) para ser
disueltos en el extracto del solvente (paso 4) seguidamente los analitos (A)
disueltos se difunden a través del solvente dejando los poros de la muestra (paso

5) dejandose llevar finalmente por el solvente externo (paso 6) obviamente una
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buena seleccion del solvente a ser utilizado es un factor clave en el éxito de la

extraccion (Tadeo, 2008).
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Figura 1: Diferentes pasos envueltos en la extraccion de los analitos objetivos de

una particula sélida. Fuente Tadeo (2008).

La SPE es una de Iasytécnicas‘ de extraccién mas utilizadas. En esta
técnica, los analitos contenidos en uné matriz acuosa son extraidos, juntamente
con.los compuestos interferentes, después de pasar por un carfucho conteniendo
adsorbente. Un sélvente 'orgénicoA selectivo es generalmente utilizado para
remover los interferentes y entonces, otro solvente es usado para lavar los analitos
de interés. A pesar de la SPE presentar ventajas con relacion a los métodos mas
clasico, tales como practicidad y mayor sensibilidad, esta técnica tiene algunas

limitaciones. Una de ellas se refiere a la etapa de desorcién del analito aprisionado
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en el cartucho de la SPE que requiere generalmente, el uso de solventes toxicos

(Barrionuevo; Langas, 2001).

La MSPD envuelve ia homogenizacién y dispersién de una pequefia
cantidad de matriz con adsorbente generalmente C4g (octadecilsilano), seguido por
lavado con una pequeia cantidad de solvente y elucibn adecuada para extraer

una vasta gama de compuestos (Dorea; Langas, 1999).

La SPME se basa originalmeﬁte én la absorciéon de los analitos de una fibra
de silica cubierta con una cémada de adsorbente. La fibra es introducida
directamente es introducida directamente en la muestra acuosa y, por particién,
concentra el analito en su superficie (adsorbente). Posteriormente, los analitos sbn-
des absorbidos térmicamente en un cromatégrafo a gas, es un método rapido, que

no requiere de uso de solventes (Barrionuevo; Langas, 2001).

2.3.2. Método QUEChERS - extraccion en _fase solida dispersiva (dSPE).

La utilizacion de una etapé ae clean-up (limpieza) anterior al analisis
cromatografico es importante, una vez que reduce el background o el efecto
‘matriz, ademas de disminuir los mahtenimientos al sistema cromatogréfico.
(Anastassiades et al., 2003) Introdujeron un meétodo para La extraccion de
residuos de agrotéxicos denominado QUEChERS (quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe). Este método envuelve una unica <extraccién inicial de 10g de
.muestra con 10 mL de acetonitrila (MeCN), seguida por La particion liquido-
liquido formado por La adicién de 4g de sulfato de magnesio ‘anhidro (MgSO,)

mas 1g de cloruro de sédio (NaCl). La remocién de agua residual y el clean-up son
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realizadas simultaneamente por medio de un procedimiento rapido llamado
extraccion en fase solida dispersiva con PSA (amina prirﬁaria, 'secuhdaria) son
simplemente mezclados con 1 ml del extracto en MeCN. La extracbién en fase
solida dispersiva con PSA efectivamente elimina muchos componentes polares de
la matriz, tales como acidos organicos, ciertos pigmentos polares y azucares. La
CG-EM es entonces utilizada para la confirmacion y cuantificacion de los
agrotoxicos. Recuperacionés entre 85 vy 101%. (comunmente > 95%) vy
respectivamente tipicamente <56% fueron alcanzados para una vasta gama de
agrotdxicos analizados, incluyendo muchos bblares y compﬁestos basicos, tales
como metamidofos, acefato, ometoato, imazalil y tiabendazol. Usando este
método, un Unico analista pu‘ede preparar un lote de 8_ muestras anteriormente
homogenizadas en menos de 30 mim, con aproximadamente $ 1 doélar de

materiales por muestra.

Por. lo tanto, la degradacién de ciertos agrotdxicos, como por ejemplo.
folpete, captan, diclofluanida y clorotalonil, puéde ocurrir durante ~Ia -etapa de
extraccion debido al medio basico. A fin de minimizar éste problema, una etapa de
tamponamiento del extracto fue adicionado lo que promovivé un mejoramiento en
los resultados obtenidos para aquellos agrotoxicos dificiles de ser analizados. El
método QUEChERS con etapa de tamponamiento envuelve la extraccién con
MeCN conteniendo 1% de acido acético (v/v) y simultdneamente particién liquido-
liquido promovida por la adicién de acetato de sodio (NaAC) y MgéO4_ Lo cual es

conocido como método QUEChERS modificado (Lehotay et al., 2005).



-30-.

Una ventaja del empleo de MeCN en la etapa de la extracciéon es que
cuando comparada con otros solventes miscibles en agua, la MeCN es superior
principalmente porque ofrece mejor separacion en la presencia de NaCl y MgSOQy,
La presencia de agua en los extractos conduce a un mayor porcentaje de
componentes polares co-extraidos, tales como proteinas y carbohidratqs. Asi, la
MeCN minimiza la extraccion de proteinas e carbohidratos que seran eliminados
en la fase acuosa de la extraccién. El MgSO4 fue sefialado como mejor desecante
para remocion de agua en soluciones como MeCN, su hidratacion es altamente
exotérmica (aproxim'adamente 40°C), y el calor generado durante la extracciéon
demuestra que el agua reacciona con el deshidratante del extracto. El aumento de
la temperatura durante la extraccion no es suficiente para volatilizar o degradar los
- agrotoxicos, tornando la- extréccién més»efectiva y auxiliando en la remocién de

agua (Lehotay, 2000 y Lehotay et al., 2001).

La dSPE depende apenas del proceéo de extraccion para proporcionar una
alicuota homogénea a partir de una-muestra original de cualquier tamaﬁo, siendo
que apenas una pequefia cantidad de adsorbente es utilizado, al utilizar una’
cantidad muy menor de adsorbente, la dSPE economiza tiempo, trabajo, dinero y
solvente, en comparacién con el abordaje tradicional SPE. No es necesario el
acondicionamiento de cartuchos, no_exige capacidad analitica 'y diferentemente
del formato de los cartuchos, todo el adsorbente interrelaciona igualmente con la
matriz en dSPE, y una mayor capacidad por miligramo de adsorbente es

alcanzada (Amastassiades et al., 2003).
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Diez et al. (2006). Realizaron una comparacion entre los métodos de
QUEChERS empleando MeCN en la extraccion; el método mini luke; el método de
extraccibn con acetato de etila, que envuelve un posterior clean-up por
cromatografia de permeacion en gel (gel permation chromatography GPC) y que el
método de extraccion oficial utilizado por algunas agencias reguladoras europeas;
y aun con una simple eXtraccién en acetona para verificar las diferencias entre los
métodos. Los extractos fueron analizados por CG con detectores de
espectrometria de masas por tiempo de vuelo (time of fligth — TOF) y por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (liquid

chromatography-tanden mass spectrometry — LC — MS/MS).

En esta comparacién, en todos los procedimientos fue encontrado efectos
infcroducidos por la matriz; inclﬁyéndo 0 ho Iane_t;;_)a-de clean-up, siendo necesario
cuantificar los agrotoxicos con soluciéon padrén en los extractos, los extractos
obtenidos por el método QUEChERS no fueron tan limpios en comparaciéon a los
realizados pof GPC, masvno diferian tanto, considerando que el clean-up por el
QUEChERS es rﬁucho mas facil y menos demorado. En fin los resultados
presentados por el método QUEChERS con menor tiempo de extraccion vy
pequefio volumen de solvente organico utilizado, se muestra mucho mas
promisorio en comparacion a las extraccionés por procedimientos mas

complicados (Diez et al., 2006).

El método mini-Luke se mostro mas eficiente para la extraccion de
compuestos mas polares y medianamente polares, en cuanto las mejores

recuperaciones para compuestos polares fueron obtenidas por el método
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QUECHhERS vy por el método de acetato de etila en la extraccion. QUEChERS fue
el Unico método que presento recuperaciones entre 60 y 70% para todos los
compuestos, con algunas excepciones debido a la interferentes en la matriz. El
clean-up por extraccién en fase sélida dispersiva fue eficiente y no difiri6 mucho
de los extractos obtenidos por el método de extraccion con acetato de etila (Diez

et al., 2006)

Modificaciones del método original QUEChERS ya fueron recientemente
realizadas con el objetivo principal de analizar matrices con alto contenido de
grasas utilizado en la etapa del clean up Cis y carbén activo grafitizado

(graphititized carbén Black — GCB) (lehotay; Mastovska; Yun, 2005).
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TABLA V- PUBLICACIONES RECIENTES DE ANALISIS DE MULTIRESIDUOS

UTILIZANDO EL METODO QUECHERS EN DIFERENTES MATRICES.

N° de
Agrotoxicos
Articulo Autores Matriz seleccionados
Comparison of QUEChERS Lehotay,S.J et | Frutasy 32
sample preparation methods for al., 2010 vegetales |
the analysis of pesticide
residues in fruits and vegetables
Analysis of pesticides residues Hernandez, Platano 11
in bananas harvested in the Borges et al.,
Canary Islands (Spain) 2009.
Development of a matrix solid- Fernandez E:S;:; 36
phase dispersion method for the Alvarez et al.,
simUltaneous determination of 2009
pyrethroid and
organochlorinated pesticides in
cattle feed
Fast low-pressure gas - Cunha et al, Uva, 27
chromatography-mass 2009. mosto y
spectrometry method for the vihd
determination of multiple
pesticides in grapes, must and
wines.
Fast CG-MS Pesticides in cereal ;
using the QUEChERS method Huskova; Manzana 61
Matisova;

and CG-ITD.

Kirchner, 2008.

Fuente: Elaboracién propia
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2.3.3. Analisis de agrotoxicos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC o CLAE) es una de las
principales técnicas utilizadas en el andlisis de compuestos no 'volétiles y/o
térmicamente inestables. A pesar de ser una excelente técnica de separacion, la
HPLC necesita de una técnica donfirmatoria cuando- el analisis cualitativo
(confirmacién de la identidad quimica) es_también necesaria. Dentro de Iés varias
opciones éxistentes en este momento en el mercado, la espectrometrfa de masas
es la técnica que mejor proporciona las informaciones estructurales necesarias, el
acoplamiento entre estas dos tecnicas da origen a una herramienta analitica
versatil y de grande pdtencial en el andlisis cualitativo y cuantitativo: la LC/MS

(cromatografia liquida acoplada a Ia espectrorhetria de masas. (Langas, 2009).

Actualmente, la espectrometria de masas es una técnica mas
frecuentemente utilizada en la ejecucién de andlisis cuantitativa. Su especificidad,
selectividad y limite de deteccidn caracteristicos son mas cjue,suﬁcientes para
enfrentar a la mayoria de Ioé problemas analfticos, el desenvolvimiento de la MS
en los ultimos éﬁos llevé esta técniba a ser aplicada en practicamente todos los
campos analfticos. La espectrometria de masas es basada en la produccion de
ions del analito, en. el analisis con relacién a la masa/carga (m/z). y los valores de
detecciéon. Consecuentemente, a nivel instrumental tres componentes son
esenciales: fuente de ions, analizador de masas y detector; la performance de

estos tres componentes refleja sobre la calidad de los datos cuantitativos vy

cualitativos (Lavagnini et al., 2006).
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La produccion de ions es un fenémeno que afecta fuertemente la calidad de
los datos obtenidos. Escoger el método de ionizacién a ser empleado depende de
las propiedades fisco-quimicas de los analitos de interés (volatilidad, peso

molecular, termoestabilidad y la complexidad dela matriz) (Lavagnini et al., 2006).

Las fuentes de ions normalménte utilizadas pueden ser subdivididas en dos
clases principales: las que exigen muestras en la fase gaseosa antes de la
ionizacion, y aquéllas capaces de regir muestras de baja vblatilidad y alio peso
molecular. La primera categoria incluye ionizacién por impacto de electrons
(electron impact ionization — E[) y ionizaéién qu(mica (chemical ionization- Cl) que
representa las fuentes mas difundidas en el mundo entero, debido a su amplia
utilizacion en sistemas CG-EM, la ‘segunda categoria puede ser dividida en las que
operan con soluciones de muestras ionizacion electrospray (electrospray ionization

ESI), ionizacidon quimica a presién atmosférica, fotoionizacibn a presion
atmosférica (atmospheric pressure photoionization — APPI) y aquellas basadas en
’ niuesfras dessorvidas y ionizadas de un sustrato sélido ionizacién /dessorcién a
-laser de matriz asistida (matrix—assisfed laser desorptionfionization.- MALDI) y
jonizacion/desorcion con laser (laser desorption ionization- LDt) (Lavagnini et al

2006).

Hay determinados puntos qLJe son éomunes en los documentos oficiales
que tratan de los criterios de confirmacion, como por ejemplro: la determinacion del
tiempo relativo de retencion y seleccion de los ions'_péra cada analito. Las
directrices para monitoramiento de agrotéxicos en la Union Europea establecen

una exigencia minima de tres ions de razén m/z 100 o dos de razén m/z > 200.
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Otras exigencias en la selecciébn del ion en el modo SIM incluyen
preferencialmente el ion molecular, o ions con intensidades mayores gque 30%

(Soboleva et al., 2004).

En los analisis multiresiduos, donde la identificacibn de mas de 250
compuestos con diferentes propiedades es muy comun, algunos criterios son
dificiles o imposibles de aplicar, debido a las diversas razones practicas. Uno de

| los problemas e la falta de un nimero suficiente de ions con abundancia exigida

en los espectros de masas de algunos agrotoxicos (Soboleva et al., 2004).

2.3.4. Efecto matriz

En los _métodos empleados para los analisis multiresiduos de agrotdxicos
en alimentos,'las diferentes propiedades fisibo-quimicas de los ana[ifos de interés-
tornan bastante dificil la remocion eficiente de los componenteéendégenos de la
matriz, haciendo con que estos estén presentes en el extracto final de la muestra
juntamente con los analitos blanco, mismo después de un extensivo clean-up,
pues estos interferentes son normalmente solubles en los éolventes utilizados en

las etapas de extraccién y clean-up (Schenck et al., 2002).

Extensivos clean-up de los extractos pueden resultar eh perdida parcial de
algunos de los compuestos, bien como en un aumento en el costo y trabajo, un
clen?up inadecuado puéde llevar a efectos adversos relacionados con Ié calidad
de los datos. generados, tales como: enmascaramiento de picos de residuos por
componentes de la matriz coludidos, ocurrencia de falsos ppsitivos y cuantificacion

inexacta. Los problemas debido a la presencia de impurezas en la muestra
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analizada pueden ser encontrados en el detector y en el injector. En este ultimo
caso, con el aumento de la transferencia de componentes co-extraidos de la
matriz para la columna cromatografica puede ocurrir, debido al bloquéo de los
sitios activos dentro del injector por estos corhpuestos, el impedimento de la
degradacion/adsorcion térmica de los analitos de interés en el injector,
aumentando asi 1é respuesta cromatografica. Ese fenémeno conocido como
“efecto matriz” permite explicacidén para las recu.peraciones superiores a 100%,
que son relatadas para algunos agrotéxicos estudiados utilizando padrones de
calibracion disueltos en solvente puro. La extensidon de este efecto de matriz esta

relacionada a la estructura quimica e al tipo de matriz (Hajslova et al., 19398).

Este fenémeno resultante del efecto causade por la presencia de [a matriz
en el aumento de la respuesta cromatografica es conocido como ‘respuesta
cromatografica aumentada, inducida por la matriz’, el cual fue discutido por la
“primera vez por Erney et al. {(1993) durante el andlisis de residuos de agrotdxicos

rogancfosforados en muesiras de leche y mantequilla.

La presencia de varios lugares activos en el sistema cromatografico,
principalmente en el liner (grupos silanois libres y metales potencialmente
presentes en la superficie, mismo cuando producidos con vidrios de alta calidad,
clasificados como “desactivados”, puede ser responsable por la adsorcion y/o
descomposicion (catalitica/térmica), de analitos susceptibles, disminuyendo la
cantidad de moléculas del respectivo analito, que son introducidas en la columna.
Cuando los analitos son inyectados en la presencia de la matriz, los componentes

endbégenos de esta compiten con los analitos por los sitios activos del liner,
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haciendo con que las interacciones de! anaiito en el inyector sean disminuidas y
permitiendo que una cantidad mayor de moléculas del analito sean introducidas ;an
la columna, mejorando la eficiencia de la inyeccion para el analito blanco (Hajsola
- et al., 2003). Una ilustracién simplificada de este proceso es representada en la

Figura 2.

En la figura 2 podemos apreciar una ilustracion simplificada de la causa del
efecto de matriz en el aumento de la respuesta cromatografica ; C-nimerc de
moléculas del analito injectadas; X e Y; nimero de lugares activos libres para la
absorcion de moléculas en el injector; ¢ moléculas del analito en la muestra
inyectada; O porcion de las moléculas del analito absorbido en el liner, A
moléculas de los componentes de la matriz en la muestra inyectada; A Porcion de

los componentes de la matriz absorbidos en el '[iner; (C—X) <{C-Y)

transfarencia para
|2 calumna
crarma cografica

—-—
-

- . - &8

Figura 2. llustracion del efecto matriz.

Fuente: Hajslova, Zrostlykova (2003).
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Los efectos de la matriz son muy variables en ocurrencia y intensidad y son
resultantes de varios procesos quimicos y fisicos relacionados a la estructura
quimica de los compuestos envueltos y a la naturaleza de la matriz, entre otros,

siendo dificil eliminarlos (Hajasola et al., 2003).

Mas alla de la estructura quimica del analito, la concentracién del analito
también desempefia una importante funcién, pues con la disminucion da la
concentracion del analito la sOper estimacion del resultado se torna mas
pronunciado. La razén para este efecto es bien representada en la figura 2. La
razén (C-X)/(C-Y) puede ser aumentada significativamente cuando |la
concentracion del analito se aproxima a el nivel del trazo. Otro factor importante es
la composicion da la matriz en estudio, es decir, la caracterfstica y cantidad derco-

extractivos derivados en la muestra sometida a el analisis cromatografica

(Hajslova; Zrostlykova., 2003).

Existén algunas -alternativas teoricas para evitar la super estimacion de los
resultados debido al tipo de efecto matriz descrito; entre ellas estdn la eliminacion
de las causas primarias y/o su efectiva compensacion, pero en la practica son
soluciones poco viables pudiendo aumentar el trabajo y el costo de los analisis

(Hajslova; Zrostlykova., 2003).

Una alternativa aparentemente simple para solucionar el problema creado
por los lugares activos en el inyector seria enmascararlos intencionalmente,
durante la inyeccion del padrén de calibracion (Hajslova y Zrostlykova, 2003). Para

eso, uno de los abordajes mas confiables es el uso de matrices fortificadas ©
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combinadas , es decir, padrones preparados en la misma composicion de la matriz
de la muestra analizada (blanco)} (Zrostlykova et al., 2001). Esta estrategia es
recomendada por algunas guias para analisis de residuos, ho en tanto,A para
propositos de validacion, la presencia o ausencia de efectos matriz debe ser
demostrada sobre la faja de concentracién de' interées (INMETRO, 2007;

EUROPEAN COMMISSION, 2007).

2.4. Validacién del método analitico -
La necesidad de mostrar que la calidad de las mediciones a través de
- comparabilidad, rastreabilidad e confiabi!idad, esta siendo cada vez reconocido y
éxigida. Para garantizar que un nuevo método analitico genere informaciones
confiableé e interpretables sobre la muestra, el debe sufrir una evaluacion
denominada de validacion (Ribani et al., 2004). “la validacién debe garantizar, a
través de estudios experimentales, que el método atienda a las exigencias de las
aplicaciones analiticas, asegurando la confiabilidad de los resultados” (BRASIL,

2003).

Dentro del contexto general de validacién de métodos es posible distinguir
dos tipos, siendo validacion en el Iaboratorid ("in house validation”) que consiste
en las etapas de validacion dentro de un unico laboratorio, sea para validar un
método nuevo que haya sido desarroliado localmente o para verificar si un método
adoptado de otras fuentes esta siendo bien aplicado. La validacién en el_
laboratorio es utilizada en las etapas preliminares del desarrollo de una
metodologia y en la publicacion de articulos para revistas cientificas, en que sdn

evaluadas todas las caracteristicas de desempefioc da la validacion de la
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metodologfa, por lo tanto sin veriffcar la reproductibilidad. Se h|:;uede considerar
est-a etapa como siendo preliminar a la validacién completa (“full validation, la
validacién compieta, envuelve todas las caracteristicas de desempefio de un
estudio interlaboratorial utilizado para verificar como la metodologia se comporta
con una determinada matriz en varios laboratorios, estableciendo Ila
reproductibilidad de la metodologia y la incerteza expandida asociada a la
metodologia como un todo. Solo asi la metodologia puede ser aceptada

‘ oficialmente para una determinada aplicacion (Ribani et al., 2004).

2.4.1. Parametros de validacién

Es necesario que los estudios de validacién sean representativos vy
~ conducidos de modo que la variacién de Iafaja de 'conCentraci(')n y los tipos de
muestras sean adecuados. Un.método para un compuesto mayoritario requiere un
criterio de aceptacién y un abordaje diferente de un método desarrollado para
analisis de residuos, los parametros analiticos deben ser basados en ’Ia intencidon
de uso del métodé. Por ejemplo, si.un método sera u_sado para analisis en nivel de
residuos, no hay la necesidad de testar e validar la linealidad del método sobre

toda la faja linear dinamica del equipamiento. De esta forma. Los experimentos

puede ser limitados para lo que realmente son necesarios (Ribani et al., 2004).

Los parametros analiticos normalmente considerados para validacion de
métodos de separacion son: selectividad, linealidad y faja de aplicacién, precision,
exactitud, [fmite de'de'teccién, limite de cuantificacion y robustez (Ribani et al.,

2004).
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2.4.2. Selectividad

La necesidad de un método instrumental de séparacién es la capacidad de
evaluar inequivocamente las substancias en el examen {(analitos) en la presencia
de componentes gue pueden interferir en su determinacion en una muestra
compleja. La selectividad evalba el grado de interferenlc‘ia de especies como otro
ingrediente activo, impurezas y productos de degradacidon asi como otros
compuestos de propiedades similares que puedan‘ estar, por casualidad,
- presentes. La selectividad garantiza que el pico de respuesta sea exclusivamente
del compuesto de interés, la selectividad necesita estar asegurada'para que la
linealidad, exactitud y la precisibn no sean comprometidas. El mismo significado
esta siendo frecuentemente usado‘para el ‘término especificidad generando
confusion desnecesaria. Esto puede ser eQitado utiiizando solamente el términoc
gelectividad, como es sugerido por la IUPAC. Un método instrumental de
separacion que produce respuesta para una nica substancia de interéé puede ser
llamado de especifico ‘y un método que produce respuesta para varioé
_compuestos qguimicos, con una caracteristica en comuan, puede jser llamado de
selectivo. Desde que existen pocos métodos cromatograficos que responden a
apenas una substancia, el término selectividad es mas -apropiado (Ribani et al.,

2004).

La selectividad puede ser obtenida de varias maneras. La primera forma de
evaluar la selectividad es comparando la matriz limpia de substancias de interés e
la matriz adicionada con- esta substancia (padron), siendo que en este caso,

ningun interferente debe estar bien separado de los demas compuestos presentes
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en la muestra. Una segunda manera es a través de la validacion con
espectrometro de masas, que compara el espectro del pico obtenido en la
separacion con el del un padron y se utiliza esto como un indicativo de presencia

del compuesto puro (Ribani et al., 2004).

2.4.3. Linealidad y faja lineal de trabajo

Linealidad es la habilidad de un método analitico en producir resultados que
sean directamente proporcionales a la concentracién del analito en las muestras,
en una dada faja de coﬁcentracién. La cuantificacién requiere que se conbzca la
dependencia entre la respuesta medida e la concentracion del analito. La
linealidad es obtenida por padronizacién interna o externa vy formﬁ]ada como
expresion matematica usada para el calculo de la concentracion del analito a ser
determinado en la muestre; real (INMETRO, 2007). La ecuacion de la recta que

relaciona las dos variables es:

y =ax+b

Doﬁde:

y = respuesta medida (area del pico)

X = concentracion

a = inclinacion de la curva de calibracion = sensibilidad

b = interseccion con el gje vy, cuando x=0.
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La linealidad de un meétodo puede ser observada por el grafico de los
resultados de los ensayos en funcién de la concentracion del analito o entonces
calculada a partir de la ecuacion de la regresion linear, determinada por el método

de los minimos cuadrados.

El coeficiente de determinacion (r?) es frecuentemente usado para indicar €l
cuanto puede ser considerado adecuado la recta como modelo matematico

(INMETRO, 2007).

La faja linear de trabajo de un metodo de ensayo es €l intervalo entre los
niveles inferiores y superiores de concentracién del analito en el cual fue
demostrado ser posible la determinacion con la precision, exactitud y linealidad
exigidas, sébré las condiciones eépeciﬁcadas para el ensayb. La faja linear es
definida como la faja de concentracion en la cual la sensibilidad puede ser
considerada constante y e$ normaimente expresada en las mismas unidades del

resultado obtenido por el método analitico (INMETRO, 2007).
2.4.4. Sensibilidad

La sensibilidad es un parametro que demuestra La variacién de la
respuesta en funcién de la concentracion del analito. Puede ser expresada por la
inclinacidon de la recta de regresion de la calibracién, y es determinada
simultaneamente a las pruebas de linealidad. La sensibilidad depende de la

naturaleza del analito y de la técnica de deteccion utilizada (INMETRO, 2007).
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2.4.5. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

El limite de deteccion (LD) representa la menor concentracion de la
substancia en examen que puede ser detectada, pero no necesariamente
cuantificada, utilizando un determinado procedimiento experimental. El LD puede
ser calculado de tres maneras diferentes: método visual, método relacién ruido y

método basado en parametros de curva analitica (Ribani et al., 2004).

Por el método basado en parametros de la curva analitica el limite de

deteccion puede ser expresado como:

S.

LD =33
S

Donde:

s = desviacion estandar estimada de la respuesta, o el coeficiente linear de.la

ecuacion.

S = inclinacién (“slope”) o coeficiente angular de la curva analitica.(Ribani et al.,

2004).

El limite de cuantificaciéon (LC) representa la menor la menor concentraciéon
de la substancia en examen que puede ser medida, utilizando un determinado

procedimiento experimental. Asi, como el LD, puede ser calculado de tres formas
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diferentes: método visual, método relacion sefal-ruido y método basado en

parametros de curva analitica (Ribani et al., 2004).

Por el método basado en parametros de la curva analitica el limite de

cuantificacién puede ser expresado como:

5
LC =10 -

Donde:

s = desviacion estandar estimada de la respuesta, o el coeficiente linear de la

ecuacion.

S = inclinacién (“slope”) o coeficiente angular de la curva analitica (Ribani et al.,

2004).

2.4 6. Precision

La precision es un termino general para evaluar la dispersién de resultados
entre ensayos independientes, repetidos de una misma muestra, muestras
semejantes o padrones, en condiciones definidas. Es normalmente determinada
para circunstancias especfﬁ'cas de medicion y las dos formas mas comunes de
expresarla son por medio de la repetitibilidad y la reproductibilidad, siendo

usualmente expresadas por la desviacion estandar (INMETRO, 2007).
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La precisién puede ser medida a través de la estimaciéon de la desviacion

estandar relativa (RSD), también conocida como coeficiente de variacion (CV).

S
CV(%) = .

Donde:
S = Desviacién estandar absoluto estimado.
X = Media aritmética de un pequefio nimero de mediciones (media de las

de las determinaciones) (Ribanni et al., 2004).

247. Exactitud

Es definida como siendo la concordancia entre el resultado de un ensayo y
el valor de referencia aceptado como convencionalmente verdadero. Los procesos
normalmente utilizados para evaluar la exactitud de un método son, entre otros:
uso de materiales de referencia, participacion en comparaciones

interlaboratoriales y realizacion de ensayos de recuperacion (INMETRO, 2007).

La exactitud del método debe ser verificada a partir de, minimo nueve
determinaciones contemplando el intervalo linear del procedimiento, es decir tres
concentraciones, baja, media y alta, con tres repeticiones cada uno. La exactitud
es expresada por la relacion entre la concentracion media determinada

experimentalmente y la concentracion teérica correspondiente (BRASIL, 2003).
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concetracién média experimental

Exactitud = — * 100
concentracion tearica

La limitacién del procedimiento de r‘ecuperacié-n es la que la sustancia adicionada
no estd, necesariamente, en la misma forma que esta presente en la muestra. Eso
puede implicar, por ejemplo, en la presencia de substancias adicionadas en una
forma que proporcione mejor deteccién, ocasionando evaluaciones excesivamente
optimistas de la recuperacion, por lo razén de otros componentes de matriz
pudieran interferir en la separacion, deteccibn o en Ia. cuantificaciéon de
substancias, efectos de los componentes de la matriz deben ser investigados. Es
importante considerar como Ia"eficiencia deIJ método va.ria_en funcion de la
concentracion de la substancia. En la mayoria de los casos, la dispersion dé'los
resultados aumenta con la disminucién de la concentracién y la recuperacion
puede diferir substancialmente a altas y bajas conbentraciones. Por ese motivo, la
recuperacion debe ser evaluada en la concentracién esperada para el compuesto

de interés (Ribani et al., 2004).
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CAPITULO 1l
METODOLOGIA
3. MATERIALES Y METODOS
El desarrollo experimental consisti6 en la evaluacion del método QUEChERS
(Anastassiades et al., 2003) para la extraccion de agrotéxicos en quinua, siendo
~ sometidos al procedimiento de puriﬂcacién por extraccién en fase sélida dispersivé

y analisis por LC MS-MS modo MRM.

Este estudio fue desarrollado en las instalaciones del Laboratorio de
Ecotoxicologia del Centro de Energia Nuclear en la Agricultura CENA de la

Universidad de S&o Paulo, Piracicaba Brasil. |

3.1. Muestras de quinua
L as muestras de quinua fueron colectadas en el departamento de Puno de
las principales zonas productoras, muestras que fueron utilizadas para realizar la

cuantificacion de residuos de pesticidas.

- Para los fines de evaluacién del método analitico fue utilizada una muestra
de quinua organica de la variedad “Real”, procedente de los salares de Uyuni

Bolivia, comercializada en el Brasil por la empresa “Vitales productos naturales”.
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Equipos

Sistema LC MS-MS: Cromatografo liquido de la marca Agilent 1200
Una bomba binaria.

Columna Agilent eclipse plus C-18 3.0 x 100 mm, 3,5 ym.

Sistema de inyeccion realizada mediante un au;‘o sampler
Espectrémetro de masas triple cuadrupolo Agilent 6410

Procesadof doméstico oster.

Homogeneizador'Ultra—TUrrax Marconi modelo MA1 02 (12.000rpm).
Centrifuga Beckman J2-HS.

Balanza .anall'tica de precision con 4 casas decimales Shimadzu AX200.

Balanza analitica con 2 casas decimales Gehaka BG 4400.

3.3. Software

3.4.

3.5.

Sistema de adquisicion de datos usando el software Agilent MassHunter
data aquisition.

Sistema de identificacion de compuesto realizado usando el software
Agilent MassHunter qualitative analysis.

Sistema. de cuantificacion de los datos usando el software Agilent

MassHunter quantitative analysis.

Fase solida

Bondesil — PSA, 40um Varian (N-Propiletilenodiaminossilano).

Solventes y soluciones

Acetonitrila (MeCN) HPLC/Spectro 99.9% Tedia Company, INC;
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Acido férmico (HCOOH) 90.1% J.T.Baker;

Agua milli-Q.

3.6. Sales

Sulfato de magnesio anhidro (MgSOy), grado reactivo 97% Sigma-Aldrich;

Cloruro de sodio 99.5% (NaCl) Mallinckrodt.

3.7. Padrones analiticos

Los padrones de los agrotdxicos en estado solido son presentados en la

tabla VI los cuales fueron:

TABLA VI. LISTA DE PADRONES ANALITICOS

p

Analito : ‘ Fabricante % Pureza

Acefate AccuStandard, New Haven,USA 99.00
Atrazina ChemService 98.90
Azoxistrobim ChemService 99.50
Buprofezin AccuStandard, New Haven,USA 99.00
Carbofurano AccuStandard, New Haven,USA 99.50
Ciproconazol ChemService 99.00
Clorpirifos ChemService 99.80
Deltametrina AccuStandard, New Haven,USA 99.00
Difeconazole AccuStandard, New Haven,USA 99.00
Imidaclopride ChemService 99.50
Malation ChemService 99.50
Metamidofos ChemService 98.10
Metolacloro ChemService 98.30
Metribuzin ChemService 99.50
Monocrotofos ChemService 99.00
Monuron ChemService 97.00
Tiametoxam ChemService 99.50
Triazofos ChemService

99.50
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3.8. Otros materiales

o Jeringa de polipropileno descartable;

e Filtro de jeringé teflon P‘VTFE Agilent 0.45 pm 25 mm;

e Tubo de centrifuga de teflén de 50 mL y 25 mL;

o Frascos de vidrio ambar de diferentes volumenes;

e Frasco ambar con tapa de teflon 2 mL; -

» Balones volumétricos de 10y 25 mL;

o Pipetadores automaticos de 200, 1000 y 10000 pL;

e Micro jeringas de 100 y 250 pL;

e Otros materiales usuales en laboratorio (béquer, probeta, pipeta
volumétrica, balén volumétrico, tubos de ehsayo).

Todo el méterial de vidrid usado en el experimento fue surﬁergido en jabén
alcalino Derquim LMO1 — Derquim ® (dilucién 1:1000) durante 2 horas, lavado en
agua corriente hasta completar la remocion del jabdén, posteriormente se procedio
~a lavar con agua,destilada. y finalméhte lavar con acetoné, el secado del Amaterial
dé vidrieria fue realizado en estufa a 30°C, seguidd de identificaciéon y cubrimiento

con papel aluminio.

3.9. Preparacion de la muestra para analisis

Debido al dificil transporte de las muestras de quinua desde el Pert ha’sta‘ el
Brasil, por motivos fitosanitarios. Las muestras de quinua tuvieron que pasar por
un proceso de pre molido para posteriormente ser colocados en éobres de papel
aluminio, debidamente identificados, y cblocados en caja de tecnopor para ser

transportados via aérea hasta el Brasil, las muestras fueron molidas en un
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procesador de alimentos, para luego ser almacenadas bajo refrigeracion a -18°C

en sobre de papel aluminio.
3.8. Preparacion de las soluciones analiticas

3.8.1. Soluciones de padrones de los agrot()xicos~

El preparo de las soluciones fue realizado de acuerdo a lo descrito con
Lehotay (2005). Soluciones individuales de los padrones analiticos de los
agrotdxicos fueron preparados pesando 10 mg del padréon en frasco de vidrio
ambar, para seguidamente agregar 10 mL de MeCN, con lo que se obtuvo una
solucion estquue a una concentracion de 1 mg mL™, de donde se tomo una
alicuota de 50 pL coloqado en un balén de 10 mL, para completar ese volumen
con 10'mL de MeCN, lograndose asi una concentracién de 5 pgmL”' 65 ng mL™
seguidamente de esta solucidén fue realizada la dilucién para la reaiizacién de la
curva de calibracién en las concentraciones de 10,20,40,60,80,100 ng mL™",

posteriormente estas soluciones fueron almacenadas en frascos ambares bajo

sistema de refrigeracién a una te_mper_atura de -20 °C.

Con la finalidad de poder realizar la eleccién de los ioﬁs tanto
caracterizador e cuantificador de cada agrotoxico, fue inyectado al sistema LC MS-
MS padrones analiticos a una concentracion de 10 ng pL" en la modalidad de (full
écan), realizando varias inyecciones hasta lograr una buena seleccién de estos

ions.
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3.8.2. Soluciones analiticas en el extracto

Para evaluar el efecto matriz fueron preparadas soluciones analiticas en el
extracto. Para el preparo de la matriz fue utilizado una muestra de quinua
producido bajo el sistema de produccioén organico proveniente de Bolivia. F'ué
realizado el proceso de extraccion conforme lo especificado en el item 3.10.3.1. El -
" extracto fue fortificado con la concentracién corr’espondienté al punto de la curva

analitica.

3.8.3. Soluciones analiticas en solvente

La curva de calibracién fue preparada a parfcir de la solucién estoqué
~ preparada en un mix , de donde se prepard las concentraciones de los padrones
para los buntos de la curva analitica fueron de 10, 20,40,60,80 y 100 ng uL " para

cada uno de los analitos respectivamente.

3.8.4. Fortificaciones de muestras de quinua

~ Para pdder evaluar la exactitud del método, fueron realizadas fortificaciones
en5g muestrés de quinua orgéanica, usando para eso el mix padrén preparado,
las fortificaciones fueron realizadas en 3 puntos de la curva de calibracién 10, 50 y

100 ng pL™", con 3 repeticiones y inyectadas 3 veces en el sistema.

" Luego del proceso de fortificacion, las muestras de quinua organica fueron
dejadas en reposo por el lapso de 30 minutos para posteriormente dar inicio al

proceso de extraccidon conforme esta descrito en el item 3.10.3..

El porcentaje de recuperacién en cada punto de fortificacion fue evaluado

usando la ecuacion propuesta para este fin.
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3.9. Andlisis cromatografico por LC MS-MS

3.9.1. Cc;ondiciones Cromatograficas

Las condiciones cromatogréaficas fueron las siguientes: Qolumna Agilent
eclipse plus C-18 3.0 x 100 mm, 3,5 uym, temperatura de la columna 40°C, fase
movil MeCN e H,0 con 0,2% HCOOH famponado con una solucion de formiato de

', gradiente de la fase movil, tiempo (min) 0 =

amonio 5 mmol Lt flujo 0,6 mL min~
40% ACN, 4 = 55%, 6 = 75%, 8 = 100 % e 10 = 100%; volumen de inyeccién de
10 pL. Las condiciones del espectrometro de masas: modo: ESI, nebulizador 40
psi, flujo del gas 10 L min™, energia de fragmentacién 70 — 120 V, energia de

colisién 5-30 V, modo MRM (multiple reaction monitoring), tiempo total de corrida

10 min.

3.9.2. Analisis cualitativo y cuantitativo
Los andlisis cualitativos y cuantitativos de los agrotoxicos fueron realizados

utilizando el modo MRM.

Paré esta etapa, trabajos de seleccion de ions para realizar el
monitoramiento de los analitos objetivo de este estudio fueron realizados, donde
fueron escogidos 2 ions uno calificador y el otro cuantificador, para este trabajo
fueron inyectados los padrones analiticos en forma individual al sistema
cromatografico en el modo scan (barredura), para poder identific;ar el tiempo de
retencion y el perfil de.fragmentacién de los ions de cada colmpuesto y de esa

manera escoger los ions de interés, cuyos resultados son listados en la Tabla VII.
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3.10. Validacién del método analitico

3.10.1. Determinacion de la linealidad de las curvas analiticas

La evaluacion de la linealidad de las curvas analiticas fue evaluada
utilizando las soluciones de los padrones analiticos preparados en las
concentraciones descritas en el item 3.8.1. Siendo realizadas 3 inyecciones de

cada uno de los analitos objetivos de este estudio.

3.10.2. Determinaciéon del LDy LC

\ Los limites de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC) para cada
uno de los agrotéxicos; \ Metamidofos, Acepate, Monocrotofos, Tiametoxan,
Imadoclopride, Atrazina ,Azoxystrobin, Buprofezina, Carbofurano, Ciproconazol,
Malaﬁon, Deltametrina, Difeconazole, Metribuzin, Monuron, , Triazofos Clorpirifds,
Metolacloro. Fueron determinados usando los pardmetros de la curva analitica

(Ribani et al., 2004).

3.10.3. Ensayos de extraccién, fortificacion y' recu‘pveracién (%)

Los ensayos de fortificacion y recuperacién tiene por objetivo evaluar la
exactifud del método como un todo, una vez que ée calcula la concentracion real
medida en el final de todo el procedimiento, en comparacion con la concentraciéon
conocida inicialmente en la matriz, asi a través de las recuperaciones obtenidas de
los agrotoxicos analizados sé puede eva'luar la exactitud del método, y a través de
los coeficiente de variacidbn calculados se obtiene informacién sobre la

repetitividad del método (precision) de los datos obtenidos.
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Este trabajo fue realizado, fortificando muestras de quinua organica en tres
niveles de la curva analitica con 3 repeticiones, para posteriormente dar inicio con

todo el proceso de extraccion de los analitos utilizando el método QUEChERS.

3.10.3.1. Extraccién
El método de extraccion empleado, fue desarrollado por Anastassiades et

al.; (2003).

1000 g de quinua organica en grano, fue previamente procesada (molida)
para luego sér retirado una cantidad de 5 g para un frasco de 50 mL de teflon.
Luego fue colocado 10 mL. de agua milli-Q a 4 ‘fC, Ibgrando asi obtener una
rhuestra consistente, postérior a esta etapa fue_ realizado la fortificacion son la
soluéién padrén mix utilizando paré esto una micro jeringa a Iés niveles de 10, 50 y
100 ng.mL‘1, las muestras fortificadas fueron dejadas en el recipiente abierto a
temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos para lograr una buena

interaccién de las moléculas de los analitos con la matriz.

Seguidamente fue adicionado 10 mL de MeCN e agitado en el
homogeneizador blender por el lapso de 2 minutos a 12.000 rpm, luego fue
colocado 4.0 g de MgSO, anhidro y 1.0 g de NaCl, agitar vigorosamente por el

lapso de 1 min., llevar a centrifuga por 5 min a una velocidad de 5000 rpm.

3.10.3.2. Clean-up dSPE
Transferir una alicuota de 6 mL del sobrenadante péra un frasco de 15 mL

de teflébn conteniendo 900 mg de MgSO,4 anhidro y 150 mg de adsorbente PSA y
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agitar vigorosamente durante 1 minuto manualmente, llevar nuevamente a

Centrifuga a 5000 rpm por 5 minutos.



-59-

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Condiciones de analisis por LC MS-MS (modo MRM) |
Las condiciones cromatograficas fueron optimizadas para cada uno de los
compuestos analizados, tomando en cuenta su res.puesta cromatografica a varios
facfores, temperatura de columna, concentracion de las fases méviles, flujo del
solvente, entre otros. Llegando a tener unav buena respuesta cromatografica de

todos los compuestos monitoreados.

Los ions seleccionados para cada analito se encuentran en la Tabla VII.
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TABLA VIi. CARACTERISTICAS DE LONS MONITOREADOS EN EL

ESPECTROMETRO DE MASAS

_lon lon Energia (V) Energia de colision

Analito Precursor | Producto | Fragmentacién A (V)
Acefate 184 142.9 70 5
Acefate 184 125 70 5
Atrazina 216 174 100 20
Atrazina 216 132 120 20
Azoxistrobim 403.8 403.8 135 0
Azoxistrobim 403.8 344 135 15
Buprofezin 306 201 70 10
Buprofezin 306 116 90 10
Carbofurano 222 165 - 100 10
Carbofurano 222 123 100 10
Ciproconazol 292 125 135 20
Ciproconazol 292 70 135 20
Clorpirifos 349.9 97 90 32
Deltametrina 506 280.8 80 5
Deltametrina 506 91 80 77
Difeconazole 406 251 70 5
Diuron 233 160 120 30
Diuron 233 72 70 5
Imidaclopride 256 208.9 90 9
Imidaclopride 256 175 90 13
Malation 331 99 70 5
Metamidofos 142 124.8 80 8
Metamidofos 142 93.9 80 8
Metolacloro 284 252.2 100 15
Metolacloro 284 176.3 100 15
Metribuzin 215 187 70 5.
Metribuzin 215 131 120 30
Monocrotofos 224.2. 192.9 80 0
Monocrotofos 224 126.9 80 8
Monuron 199 126 120 30
Monuron 199 72 70 5
Tiametoxam 292 211 70 5
Tiametoxam 292 181 120 30
Triazofos 314 162 90 15
Triazofos 314 119 90 30

Fuente: elaboracién propia.




-61-

Durante el andlisis por cromatografia liquida, fué utilizado un sistema de
HPLC Agilent 1200 con una bomba binaria .acoplado a un espectrometro de
masas triple cuadropolo Agilent 6410, las | condiciones cfomatogréficas son:
coluna Agilent eclip_se plus C-18 3.0 x 100 mm, 3,5 pm, temperatura de la columna
40° C, fése maovil ACN e H,0 con 0,1% HCOOH, flujo 0,6 mL min ™', gradiente de
fase movil, tempo (min) 0 = 40% ACN, 4 =55%,6=75%, 8=100% e 10 = 100%;
volumen de inyeccion de 10 yL. Las condiciones de espectrometro de masas:
modo: ESI, nebulizador 40 psi, flujo del gas 10 L min™', energia de fragmentacion

70 — 120V, energia de colision 5-30 V, modo MRM, tiempo total de corrida 10 min.

4.2. Validacion del método analitico

Todos los padrones analiticos empleados para la realizacion de este
estudio fueron preparados en (solvente acetonitrila grado HPLC) y también fue
usado en la preparacién del blanco de la matriz. Asi fue posible evaluar el efecto
de la presencia de extracto en la matriz que podria influenciar a los resultados,

dependiendo de los compuestos y de la tecnica cromatografica empleada.

4.2.1. Selectividad

La matriz analizada, podria contener componentes que puedan interferir en
el desempefio de la identificacion y cuantificaciéon de los analitos objetivo del
- estudio; que pueden aumentar o disminuir la sefial visualizada en el cromaté-grafo,
con la finalidad de poder evaluar este efecto llamado efecto matriz, se realizo una
comparaciéon entre las concentraciones de algunos analitos en el solvente y
aplicados en la matriz, no existiendo evidencia estadistica minima significativa a

un nivel de 0.5% que pueda prgbar la existencia de este efecto.
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TABLA VIil. PRUEBA SIGNIFICATIVA DE (T) 95% PARA EVALUAR EFECTO

MATRIZ.
Analitos Valor de ___Valor t(tab)
t(calculado) G.L 14( 0.05 %)
Acefato -0.172 2.145
Tiametoxan -0.003 2.145
Monuron : -0.027 2.145
Metribuzin -0.165 2.145
Carbofurano -0.093 2.145
Atrazina ' -0.113 2.145
Azoxistrobim -0.049 2.145
Malation -0.087 2.145
Triazofos -0.026 : 2.145
Buprofezin -0.108 2.145
Difeconazole -0.059 o 2.145
Clorpirifos -0.101 2.145

Fuente. Elaboracién propia.

Segun las caracteristicas quimicas y nutritivas descritas por (Mujica, 2001;
Respo, 2003, y Jubet, 2009). Se pudo apreciar que dichas caracteristicas no
tienen influencia en la aplicacion del método énalitico evaluado. Por el_contrario,
‘en un estudio realizado por (Cunha et al, 2009). Evalud el efebto de 3 matrices
(uvas, mostos e vinos) en la aplicacion del método QUEChERS observando la
aparicion del efecto matriz durante el andlisis debido principalmente a factores
tales como alto contenido de azucares vy alcohol.‘ Para este estudio, las
concentraciones prinéipalmente proteicas, contenido de saponina, y de grasas que
tiene la quinua no interfiridé en la identificacion y posterior cuantificacion de los
agrotdxicos analizados. Macromoléculas gue fueron perfectamente separadas y

retiradas de las muestras mediante el proceso de clean up, con lo que pudimos
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apreciar que el mencionado efecto matriz no interfirié significativamente en los

analisis realizados.

4.2.2. Linealidad

Analizando los resultados mostrados en la Tabla 1X, se aprecia que‘todos
los compuestos presentan un coeficiente de corfelacién (RZ) entre 0.992+0.001, lo
que garantiza que las respuestas cromatograficas sean mas estables y los analisis

mas sensibles, proporcionando asi respuestas mas precisas.

TABLA [X RESPUESTAS CROMATOGRAFICAS EN SOLVENTE

Compuesto Linealidad 7 - TRR
(R (Lim conf 95%)
Metamidofos 0.9911 - 0.823+0.002
Acefate 0.9919 0.827+0.003
Tiametoxam ' : 1 0.9923 1.069+0.013
Imidaclopride 0.9936 1.322+0.026
Monuron 0.9903 2.19210.070
Metribuzin 0.9920 2.705+0.072
Carbofurano 0.9905 3.003+0.077
Atrazina : 0.9900 3.502+0.064
Ciproconazol 0.9903 5.052+0.027
Azoxistrobim : 0.9906 5.318+0.016
Malation 0.9957 5.661+0.012
Triazofos 0.9910 : 5.67920.013
Metolacloro '0.9913 5.746+0.013
Difeconazole ‘ 0.9929 6.0171£0.011
Clorpirifos 0.9908 7.465+0.010
| Buprofezin - 0.9952 7.683+0.013

Fuente: Elaboracion prépia.

(Kovalczuk et al., 2007), en un analisis de tiodicarp, tiophanate-metil,
tolyfluanid, triamidefon, triamidenol, triflumuron y ftriforine obtuvo un (R?) de
0.949+0.0064; (Lehotay, 2007) realizando la determinacién de residuos de 20

pesticidas en alimentos obtuvo un -(Rz) 0.99; (Moreno et al., 2008), analizando
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residuos de mas de 140 pesticidas en .ali-men.tos por cromatografia a ‘gas obtuvo
- un (Rz) méyores a 0;9920 y 0.9924; (Koesﬁkwiwat et al., 2010), usé el método
QueChERS para realizar el andlisis de 150 pesticidas en frutas y vegetales obtuvo
valores de R? 20..995 y R2 20.990. Se apre_cia que los resultados obtenidos en el
analisis realizado en la matriz quinua, la cual es totalmente diferente a Iwas otras
matrices analizadas, se encuentra dentro de los estandares aceptables en
comparacion con otras investigaciones. Podria deberse a los cuidado tomados en
cuenta al momento de realizar la preparacién de los padrones analiticos, tratando
de evitar en todo momento los errores sistematicos a los cuales estan expuesto
estos tipos de éstudios, ya que los anélisis' fueron conducidos en un laboratorio
que esta acreditado con la norma ISO 17025; por otro lado la alta sensibilidad
debido al altisimo nivel de complejidad del espectrometro de masas permitio la
obtencién de estos valores. A continuacion son presentados los graficos de los R?

de cada uno de los compuestos analizados



-65-

onmtmham £ Levels, € Levels Used, 18 Points, “I F'amts Usad, Eﬂ Qs
;:1{)4 =221 8516 x - 'imﬁ%‘}e

g ﬂ“ﬁ:ﬂggﬂgm@g - % 2
g 151 ;
o-

1

05

O e

8 %0 160
Concentration {ngfmi}
Grafico 1. Curva de calibracién del compuesto Azoxistrobin.

Difeconzzole - 6 Lavels, § Levsls Ushﬁ 18 F‘omta M F'mnts Used, 0 Q&.
B w1g 2y =T0B47 "+ 357 T '

2 R"2= 0.39297174
E &
gﬁ
[ £
A A
o.M N NN W R » E
w2 3 4 s e 70 80 80 100

- Caonceniretion {ngiml)
Grafico 2. Curva de calibracion del compuesto Difeconazole

Me’tam:dﬂfas & Levels, § Levels Usad, 18 Points, 1-’1 Pmms Uzad, & ﬂ{ls

x‘}ﬂu y =67 1753 xi - 2655033 . j e | g )
= R"Z = 089075208 } S E
=t ,

¥ 20 3 4 50 & 7 B X 100
Concentration {nghmi)
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Grafico 6. Curva de calibracion del compuesto Acefate.
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Grafico 7. Curva de calibracion del compuesto Metolacloro.
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Grafico 9. Curva de calibracion del compuesto Atrazina
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Grafico 10. Curva de calibracién del compuesto Carbofurano.

Triazofos - B Leesls, & Levels Used, 18 Points, 14 Pqints Used 0QCs

W g 4dye=634.7606 % - 57112382
- | B™2=095105140

/’t/

]
2 5
oz
.
£ 1z
5
1
e

= 2

fa |

B4

50

&G

0

&a 80

Loncentration {ng/ml}

100
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g %104
i
2

7 15
(o

1

0.5

o

2--R°2= 055524150

Buprofezin - § Levels, § Levels Used, 18 Points, 18 Foints Used, 80QCs
y =230.5045 “ x - 18058052

el

30 45

[
[}

. 52

&0

sl

.8 S0

10

Concentration {nofiml}
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Grafico 13. Curva de calibracidon para el compuesto Ciproconazol.
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Grafico 15. Curva de calibracién para el compuesto Tiametoxan
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Grafico 17. Curva de calibracion para el compuesto Clorpirifos.

4.2.3. Determinacion de los valores de limite de deteccién (LD) y limite de
cuantificacion (LC).

Realizada la preparacion de los padrones analiticos e inyectadds en el LC
MS-MS, en las concentraciones de 10,20,40,60,80,100 ng.mL™" fue realizado el
estudio de linealidad mostrado en el item (4.2.2), para la realizacion de los
céalculos de LD y LC fueron considerados parametros de la ecuacion de la curva

de calibraciéon, para lo cual fue considerado la inclinacion de la recta,
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conjuntamente con la desviacion estandar del ruido generado por el LC MS-MS
realizandose 7 inyecciones de blancos con matriz. Resultados que son presentado

en la tabla X

Tabla X célculo del limite de deteccion {(LD) y limite de cuantificacion (LC).

N° Compuesto | Inclina.curva | SDRuido | LD (ngmL™") | LC{(ng mL™")
1 Metamidofos 61.1759 0.9 0.049 0.147
2 Acefate 89.5721 0.9 0.030 0.090
3 Monocrotofos 109.7606 0.9 0.027 0.082
4 Tiametoxam 81.4095 0.9 0.036 0.111
5 Imidaclopride 27.3353 0.9 0.109 0.329
6 Monuron 49,9903 - 0.9 0.059 0.180
|7 Metribuzin 8.7256 0.9 0.340 1.031
8 Carbofurano 155.8908 0.9 0.019 . 0.058
a Atrazina- 96.2333 0.9 0.031 0.094
10 - | Ciproconazol 46.3653 0.9 .0.064 0.194
11 Azoxistrobim 221.5516 0.9 0.013 - 0.041
12 Malation 26.5768 0.9 0.112 0.339
13 Triazofos 634.7606 0.9 0.005 0.014
14 Metolacloro 301.6562 0.9 0.010 0.030
15 Difeconazole 7.0647 0.9 - 0.420 : 1.274
16 Clorpirifos 22.0695 0.9 0.135 0.408
17 Buprofezin 230.9045 0.9 0.013 . 0.039

Fuente: Elaboracién propia.

Jian et al., (2009), validando el método QUEChERS para 77 pesticidas
usando cromatografia a gas, reporta limites de cuantificacibn entre 0.004 y 0.05
mg.Lrespectivamente para los pesticidas analizados, logrando bajos niveles de
cuantificacién. En oftra investigacion realizada en la ‘Republica Czech por
Kovalczuk et al., (2007), manifiestan la novedad de este sistema rapido, para la
determinacion de- maltiples residuos de pesticidas usando UPLC MS-MS, lograron
limites de cuantificacién menores a 10 yg Kg~' para un total de 64 pesticidas.

Resultados similares fueron encontrados por Moreno et al., (2008). Koesukwiwat
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et al., (2010); Le‘ho’tay et al., (2010) reportan limites de deteccion que pueden ser
cuantificados hasta una concentracién 10 ng.g™”, manifestando también que dichos
valores dependen de la matriz y el método en estudio.

Otro aspecto que sin duda algung pﬁede interferir el logro de estos limites
de deteccién, es el tipo de equipamiento utilizado en cada unos de éstos trabajos,
podemos ver que, dé los primeros métodos cromatograficos desarrollados, fue la
crbmat_ograﬁa liquida, Langas (2009), sin embargo la cromatografia a gas fuvo un
desarrollo mayor en los ultimos afos con el uso de espectrometros de masas que
pérmitian obtener mejores informaciones con un nivel alto de sensibilidad en los
analisis desarrollados, luego del descubrimiento de la posibilidad del acoplamiento
de la cromatografia liquida a un espectrometro de masas, fue realizado gracias al
desarrollo de la fuente de ionizacion a presié'n atmosférica, lograndose asf un
grande avance en el desarrollo de apératos cada vez mas sensibles y de alta
resolucién. Podemos apreciar que el método cubre las expectativas analiticas en
" comparacion con resultados obtenidos por otroé investigadores y cubre las
expectativas de sensibilidad para el tipo de equipamiento utilizado en la

investigacion.

4.2.4. Precision

- Este pérémetro fﬁe analizado, réalizando fortificaciones con padrones
analiticos en concentraciones conocidas 10, 50 y 100 ﬁg.mL'ﬂ posteriormente -
luego de esperar media horé después de haber aplicado el padrén a la ma’;riz, se
dio inicio al proceso de extraccion obteniéndose los siguientes datos presentados

en el Tabla Xl
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TABLA XI. PORCENTAJE DE RECUPERACION

Compuesto 1 % ReCL:peracién 1

: 10 ng mL” 50 ng mL’ 100 ng mL’
Metamidofos 96.89 51.49 | 40.67
Acefate 100.63 52.10 : 41.09
Tiametoxam 154.89 117.01 102.61
Imidaciopride 163.47 126.74 110.52
Monuron : 182.61 136.30 119.15
Metribuzin 154.65 156.23 141.10
Carbofurano 108.36 37.57 25.25
Atrazina 87.78 18.37 10.48
Ciproconazol 166.68 119.17 ' 112.00
Azoxistrobim - 153.83 109.51 98.84
Malation . 139.11 112.15 115.22
Triazofos 169.20 114.59 . 100.09
Metolacloro 161.96 107.77 . 9577
Difeconazole 157.99 134.56 125.32
Clorpirifos i 127.72 81.03 88.87
Buprofezin 135.98 90.50 . 80.15

Fuente: Elaboracién propia.

Existe un porcentaje de recuperacion 151.44+12.797 % con una desviacion
estandar de 0.1 para la concentracion ‘de 10ng.mL™"; 112.127+15.987 %,
desviacion estandar de 0.2 para la concentracion de 50ng.mL'1, y 102.305+14.726
% con una desviacién estandar de 0.2 respectivamente para la concentracion de
1OOng.mL'1,' estos calculos fueron .realizados sin tomar en consideracion las
recuperéciones obtenidas en los compuestos metamidofos, carbofurano y atrazina
ya que en la mayoria de ellos el procentaje de recuperacion fue muy bajo. Lo que
podria indicar que posiblemente fueron retenidos, o parcialmente degradados

durante la realizacién del método.

Dentro de los criterios establecidos por la Unién Europea para la validacion

de meétodos analiticos empleados para analisis de residuos de agrotoxicos en



-74-

- alimentos, el porcentaje de recuperacion aceptable para los métodos multiresiduos
debe ser entre 70 y 120% y el coeficiente de variacion no debe exceder de 20%

(European Commision, 2007)

Los valores de recuperacion fueron calculados utilizando las curvas dé
calibracion analiticas para cada uno de los compuestos. En la tabla Xl son
presentados las medias de los resultados de las rebuperaciones obtenidas (n=3)
en rhuestras de quinua orgénica en los niveles de 10, 50 y 100 ng.mL™ extraidos

por el método QUEChERS y analizados por LC MS/MS modo MRM



4.3. Determinacion de agrotoxicos en muestras de quinua.

TABLA XIl. RESULTADOS DE CONTENIDO DE LOS AGROTOXICOS (HERBICIDAS Y DE ACCION MULTIPLE) EN

MUESTRAS DE QUINUA EXPRESADOS EN uG KG

CONTENIDO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EN MUESTRAS DE QUINUA EXPRESADOS EN g kg-1

Muest HERVICIDAS ACCION MULTIPLE (insecticida,acaricida, nematicida)

veste Monuron Metribuzin Atrazina Metolacloro Carbofurano Malation Triazofos Buprofezin Metamidofos
03-20-006 10.979+1.437 8.746+1.166 6.232+2.839 8.819+0.834
03-20-293 8,90610,406 5,838+1,732 8,755+1,168
03-08-980 8,994+0,319 6,557+3,030 9,005+0,655 7,80410,163
03-20-106 4,756+1,026 9,018+0,193 ) 6,161+1,652 9,469+1,900 7,857+1,512
03-08-228 7,455+1,108 9,54010,470 8,869+0,715 13,336+2,437 9,19540,563 7,92340,0135 6,98310,041
03-20-886 7,388+1,742 7,388+1,742 9,27640,641 6,316+2,152 8,795+0,967 7,365+2,193 7,451+1,920
03-20-020 9,105+0,060 6,032+1,632 9,028+0,002 6,72512,440
03-20-223 7,61410,350 9,036+0,192 6,61912,795 8,789+0,933 7,93040,08 6,725+2,440
03-20-320 9,108+0,470 6,257+1,99 8,96810,273 7,87910,13 6,873+1,145
03-20-885 9,21740,315 5,940%1,344 . 9,018+0,010 8,042+0,654
03-20-267 9,198+0,426 6,40611,799 8,466+2,398
03-08-776 9,150+0,521 5,60510,103 8,008+0,536
03-03-991 * 7,285+0,956 9,387+0,740 6,93310,905 7,879+0,018
03-20-211 7,331+2,131 6,81612,324 9,347+0,425 7,439+1,755 7,38042,314
03-20-879 6,92710,872 7,91510,02

9,267+0,559




02-20-216 9,158+0,254 9,107+1,965 8,89940,615 7411+1,874

03-20-948 6,678+2,928 9,369+0,380 9,155+0,463 6,969+2,001

03-20-168 7,4610,202 9,273+0,387 10,140£1,311 9,016+0,110 7,403+1,92

03-20-106 5,877+1,549 8,635+2,876 6,310+2,636 8,697+1,445 7,45611,816

03-20-796 5,885+0,707 9,36210,224 8,070+1,237 9,325+1,117 7,896+0,084

03-20-980 9,387+1,574 6,406+1,864

AIRAMPO 6,814+1,540 7,906+0,,256

03-20-036 6,587+1,108 8,205+1,06 6,257+1,99

03-08-661 8,036+0,192 5,940+1,344 7,87940,018 5,255+2,44

7,285+0,956 -

Fuente. Elaboracion propia.

i




TABLA XIIl. RESULTADOS DE CONTENIDO DE LOS AGROTOXICOS (FUNGICIDAS Y DE INSECTICIDAS) EN

MUESTRAS DE QUINUA EXPRESADOS EN uG KG™

CONTENIDO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EN MUESTRAS DE QUINUA EXPRESADOS EN ug kg-1

Muestra FUNGICIDAS INSECTICIDAS

Ciproconazol Azoxistrobim Difeconazole Deltametrina Clorpirifos Tiametoxam Imidaclopride Acefate
03-20-006 8.861+0.881 ‘ 6.192+0.856 ' 4 7.463+0.020
03-20-293. 60086+1,714 7,264+0,811 7,90041,436 6,884+1,236
03-08-980 6,487+0,167 )
03-20-106 ) 6,476+1,164 6,853+1,108 7,026+1,563
03-08-228 7,869+0,669 8,65110,295 ' 5,487+1,989 7,705+1,027
03-20-886 8,927+0,246 7,642+0,343 6,574+1,55 8,729+0,766 9,144+1,783
03-20-020 6,528+2,756 9,154+0,341 6,848+1,107 7,476+2,303
03-20-223 8,977+0,427 6,969+0,425 9,35240,163 8,851+2,053
03-20-320 9,001+1,196 7,381+1,35 10,009+1,505
03-20-885 8,776x0,463 6,916+0,621 8,235+0,447 8,882+1,510
03-20-267 8,711+0,0189 6,840+0,809 9,700+0,667
03-08-776 8,849+0,419 7,202+1,023
03-03-991 11,020+2,298 6,68110,642 7,460£1,197 7,169+1,289 7,843+1,600
03-20-211 8,216%1,471 6,6564+0,28 7,10840,075 7,72610,822
03-20-879 7,845+0,851 7,612+1,330 7,545+0,058
02-20-216 " 7,611+1,454 6,93140,882 7,690+0,227 7,309+1,102
03-20-948 7,745+1,677 6,988+0,976
03-20-168 7,421+2,016 7,088+0,292 7,402+0,657
03-20-106 7,595+1,589 7,050+0,395 7,309+0,721
03-20-796 7,713+1,944 7,406+0,370




03-20-980 8,687+0,895 6,969+1,234 7,578+1,58 6,884+1,874
AIRAMPO ’ . ' 5,641+0,567 8,352+1,780 9,144+0,983
03-20-036 7,857+1,457 . ' 6,654+0,28 7,931+0,982 6,843+1,587
03-08-661 . . 6,711+0,019 7,611+1,454 ) i 5,458+1,303

Fuente: Elaboracion propia.

Fueron analizadas 25 muestras de quinua, de los cuales 24 muestras fueron utilizadas para ser cuantificadas y

calificadas, una muestra de Bolivia proveniente de un sistema de producciéon organico fue utilizado para evaluar el

método analitico.
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Todas las muestras ahalizadas contienen residuos de pesticidas
monitoreados en este experiménto, a nivel de ug kg”, en ninguna de las 24
muestras analizadas fue encontrado residuos de atrazina y deltametrina, ya en el
caso de la atrazina, que es un herbicida pre emergente; en la actualidad no se
cuenta con estudios que confirmen que exposiciones a este compuesto puedan
originar cancer en seres humanos, pero no obstante segun un estudios publicado
por la (Universidad de Cornell, 1999), manifiesta que existen grandes evidencias
que este compuesto genera un tipo de cancer en seres humanos. Pero su
impacto en el medio ambiente esta siendo estudiado ampliémente, es asi que en
un estudio realizado por (Oka., et al 2008), demostré que concentraciones bajas
de atrazina (0.1 a 100 ppb) ocasionan trastornos sexuales en ranas, por otro lado
‘podemos ver que el uso de este compuesto es tofalmente prohibido en Ia'UniQn

Europea desde del afio 2004. (REGLAMENTO (UE) N o 196/2010).

Todas las muestras analizadas contenian residuos de por lo menos 5
agrotéxicos, los resultados més relevantes quedaron por cuenta del Acefato, que
presentd residuos entre‘ 5,605 y 10,140 ug kg™, Azosthrobin con valores entre
6,711 y 11,020 pg kg™, Malation entre 5,605 y 10,140 g kg™, Metolacloro con
valores entre 7,403 y 8,042 ug kg™ y Triazofos que contenia residuos entre 8,466
y 9,325 pg kg™. No existe registro de ningun agrotoxico en la legislacion peruana y
ni en el Codex Alimentarius para esta matriz, lo que impide establecer una
corrélacién de estos resultados

Llama la atencidon esta amplia gama de residuos encontrados en este

cultivo, ya que segun la mayoria de los investigadores en quinua citados en este
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trabajo, manifiestan que la gran parte de las areas de este cultivo, son conducidas
bajo un -sistema de produccidn organico, lo que estd siendo totalmente
demostrado que no es asi debido a los resultados obtenidos, por otro lado |la gran
facilidad para la adquisicidon de estoé productos en las tiendas agropecuarias, y
muchas veces en las ferias campesinas que son realizadas los fines de semana,
conducen a los productores a comprar cualquier tipo de producto con la finalidad
de dar una solucién a problemas fitosanitarios que se presenta en el campo, sin
tener una orientacién técnica paa este problema. )

Tratdndose de la quinua ser un producto con un gran potencial de
exportacion, este método de analisis se muestra altamente propicic para la
identificacidn e cuantificaciéon de los agrotoxicos mohito_reados. Anadlisis que

pueden ser realizados con una pequefia cantidad de muestra y de forma rapida y

altamente confiable.
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CONCLUS_IONES
PRIMERO.- Los andlisis realizados revelan ventajas, como: rapidéz, simplicidad,
confiabilidad, robustez, bajo consumo de solventes organicos, utilizacién de poco
material de vidrio, y pudo observérse buenos resultados para los agrotéxicos
extraidos.
SEGUNDO.- El método fue eficiente para el anadlisis de los agrotoxicos:
.Metamidofos, Acepate, Monocrotofos, Tiametoxan, Imadoclopride, Atfrazina
‘,Azoxystrobin, Buprofezina, Carbofurano, Ciproconazol, Malation, Deltametrina,
Diféconazole, Metribuzin, Monuron, , Triazofos CIOrpirifos, Metolacloro.
TERCERO.- Bajo las condiciones analiticas los compuestos: metamidophos,
carbofurano y atrazina mostraron bajasrk tasas de recuperacién por el método
analitico, pudiendo haber quedado retenidos durante el proceso de extraccion.
_ CUARTO.; Esta matriz no mostro suficiente diferencia estadistica significativa que
evidencie la interferencia de la matriz durante La caracterizacion y cuantificacion
de los agrotoxicos monitoreados por el método analitico, lo que demuestra su total
aplicabilidad en esta matriz.
QUINTO.- Este estudio demuestra que el método de extraccion para preparacion
de muestras QUEChERS, con extraccion en fase solida dispersiva, tiene potencial

para su aplicacion en analisis de rutina de multiresiduos de quinua
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RECOMENDACIONES

PRIMERO.- Realizar estudios de movilidad de los agrotéxicos Acephate,
Azosxystribin, Malation dentro de la planta de quinua con el uso de molécuia
marcada con C14; con la finalidad de poder conocer su distribucion real

después de una aplicacién de este producto.

SEGUNDO.- Establecer conjuntamente con el Servicio Nacional de Sanidad
Agraria SENASA Per, una lista de prodUctos que pueden ser aplicados a este

cultivo con fines de exportacion.

TERCERO.- Continuar con las investigaciones de residuos de pesticidas en

esta matriz, con la finalidad de establecer los LMRs.
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ANEXOS



CONTENIDO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EN MUESTRAS DE QUINUA EXPRESADOS EN pg kg-1

Muestra

HERVICIDAS

ACCION MULTIPLE (insecticida,acaricida, nematicida)

Monuron Metribuzin Atrazina

Metolacloro

Carbofurano

Malation

Triazofos

Buprofezin

Metamidofos




CONTENIDO.DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EN MUESTRAS DE QUINUA EXPRESADOS EN ug kg-1

Muestra

FUNGICIDAS

INSECTICIDAS

Ciproconazol

Azoxistrobim

Difeconazole

Deltametrina

Clorpirifos

Tiametoxam

Imidaclopride

Acefate
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Foto 2. Muestras de quinua listas para analisis
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Foto 4. Cromatografo liquido acoplado a un tandén masa/masa (LC MS- MS)
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Foto 6. Pesando muestras de quinua para inicio de analisis
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Foto 8. Tubos de teflén de 50 miL conteniendo las muestras de quinua



Foto 9. Homogenizador (blender)
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Foto10. Primer clean p dela muetra
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Foto 12. Etapa final (filtrado de la muestra).



