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RESUMEN

La manzana y la uva son frutas muy consumidas por el hombre, especialmente en
nuestro medio ya que forma parte de la lonchera, especialmente de los nifios, por ello
se investigd la presencia de plaguicidas 6rgano fosforados por el método de la
AOAC Oficcial Method 2007.01 “Pesticide Residues in Foods by Acetonitrile
Extraction and Partioning with Magnesium Sulfate”. La extracciéon se hizo con
acetonitrilo en medio tamponado con dcido acético-acetato de sodio seguido de un
clean-up combinada con amina primaria secundaria y sulfato de magnesio, para
finalmente ser analizado por LC/MS-MS (cromatdgrafo liquido acoplada con
espectrofotometro de masas en tindem y GC-MS (cromatégrafo de gases acoplada a
espectrofotometro de masas).

Se tomaron 10 muestras de manzanas (05 de Calango y 05 de Santa Cruz de Flores)
y 10 muestras de uvas (05 muestras de Calango y 05 muestras de Santa Cruz de
Flores) de la provincia de Caiiete.

No se encontraron residuos de plaguicidas 6rgano fosforados. ElI 100 por ciento de
las uvas presentan residuos de otros plaguicidas tales como Ciprodenil y
Piroclostrobin y el 50 por ciento de las manzanas presentan los plaguicidas
Tebuconazol y Cipermetrina.

Los agricultores de los distritos de Calango y Santa Cruz de Flores no reciben
informacién sobre el peligro del uso de los plaguicidas y no utilizan los implementos

de proteccion personal adecuada.

Palabras clave:

LC/MS-MS, GC/MS, residuo, plaguicida, clean-up.



SUMMARY

Apples and grapes are fruits very consumed by people, especially in our country as
part of the lunchbox, particularly for children. For that reason, it was investigated the
presence of phosphorus pesticides bodies by the AOAC Official Method 2007.01 -
"Pesticide Residues in Foods by Acetonitrile Extraction and partitioning with
Magnesium Sulfate". The extraction was done with acetonitrile in buffered medium
with acetic acid - sodium acetate followed by a clean-up, combined with primary
secondary amine, and magnesium sulfate, to finally be analyzed by LC / MS-MS
(liquid chromatograph accepted with mass spectrometer in Tandem) and GC-MS
(gas chromatograph coupled to mass spectrometer). Ten (10) samples of apples, five
(5) samples of Calango and five (5) samples of Santa Cruz de Flores, from the
Cafiete province were taken. No organ-phosphorus pesticide residues were found.
The 100% of the grapes presents other pesticides residues such as and Pyraclostrobin
and Cyprodinil, and the 50% of apples presents pesticides such as tebuconazole and
cypermethrin.

Calango and Santa Cruz de Flores districts do not receive information about the
danger of the use of pesticides and do not use the proper personal protective

equipment.

Keywords:
LC/MSMS, GC-MS, Residue, Pesticide, Clean-Up.



CAPITULO I: INTRODUCCION

Una de las tareas mds importantes para la agricultura mundial es reducir el uso de
plaguicidas. Pert no permanece ajeno a este desafio y es por ello que trata de reducir
su uso o emplear los menos nocivos.

El uso de fitofirmacos en el cultivo de los alimentos pueden provocar
inconvenientes, tales como: las consecuencias toxicoldgicas, por la ingesta de los
cultivos destinado a consumo humano y problemas en la comercializacion del
producto, cuando los residuos superan las tolerancias exigidas para un determinado
mercado.

Para evitar que se presenten estos problemas, el productor debe disponer de la
informacién necesaria para utilizar, en sus cultivos, los plaguicidas en forma
racional. Existe una amplia bibliografia en el 4&mbito internacional sobre este tema y
a nivel local los Ministerios de Agricultura, de Salud y del Ambiente realizan
trabajos sobre curvas de degradacion de pesticidas en productos alimenticios.

Por ello los desafios para obtener alimentos inocuos son cada vez mayores, lo que
significa minimizar el uso de estos plaguicidas y con ello, la presencia de residuos en
los alimentos. Por eso, se deben desarrollar estrategias de manejo fitosanitario para
frutales de consumo interno y de exportacion tendientes a reducir el empleo de
plaguicidas, para obtener frutas de alta calidad de consumo y de exportaciéon que
permita competir de igual modo con otros paises productores y obtener el
reconocimiento de estos como alimentos inocuos, con estdndares internacionales que
certifiquen productos libres de residuos, tal como lo hacen paises como Nueva
Zelanda. '

Por lo tanto la contaminacion de alimentos es de gran importancia, un ejemplo se da
en la ingesta de manzana y uva, frutas de gran consumo en el Perd, especialmente

en las loncheras de los nifios, por ser econdmicas. En sus cultivos se utilizan una gran



variedad de plaguicidas. El incremento en el uso de estos ha tenido como
consecuencia que se encuentren residuos de estos compuestos en dichas frutas dando
lugar a la reduccién de su calidad. Los plaguicidas mds utilizados para estos cultivos
son los organofosforados y los organocarbdmicos, lo que motivé la realizacioén del

presente trabajo. 34

1.1. Situacion Problematica

Actualmente el uso de los plaguicidas es un problema de suma importancia en Salud
Publica; ya que su uso contribuye a mejorar las cosechas cuyo rendimiento es
particularmente importante para los pobladores pobres de las zonas rurales. Sin
embargo, el inadecuado uso de esas sustancias quimicas puede redundar en la
degradacién del suelo, en producir intoxicaciones agudas, afecciones crénicas, e
incluso en la muerte. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que,
cada afio, cerca de 50.000 nifios menores de 14 afios mueren debido a intoxicaciones
accidentales y no intencionales.

Los estudios realizados muestran que incluso dosis bajas de plaguicidas
organofosforados, afectan el desarrollo del sistema nervioso y el cerebro de nifios en
crecimiento.”®

Teniendo en cuenta los alarmantes descubrimientos de los riesgos ambientales del
uso de plaguicidas, en los afios 60 surgi6 el andlisis de residuos de plaguicidas en
alimentos. Desde ese momento a nivel mundial se han implementado programas de
vigilancia y monitoreo de niveles residuales de plaguicidas en alimentos.

En contraste con otros contaminantes, la entrada de los plaguicidas en el ambiente
ocurre bajo condiciones controladas siempre y cuando se sigan las buenas pricticas
agricolas. Este término se aplica al uso de plaguicidas bajo las condiciones aprobadas
a nivel nacional e internacional, las cuales garantizan el control efectivo y real de las
plagas, y a su vez los residuos que permanecen en el ambiente no producen efectos
colaterales.”™’

Sin embargo cuando no se siguen estas condiciones, se presentan efectos
perjudiciales para el ambiente y para las especies expuestas.

Para determinar los efectos de los plaguicidas sobre la preparacién normal de

muchos alimentos, un comité de la Academia Nacional de Ciencia de los Estados

Unidos (NAS) deleg6 a la EPA establecer la tolerancia para recién nacidos y nifios



pequenos (Moffat, 1999). Al respecto el EWG (Enviromental Work Group) encontrd
en sus estudios que: en las provisiones alimenticias de los Estados Unidos el 13% de
las manzanas, el 7% de las peras y el 5% de las uvas contienen plaguicidas, por lo
que expone al nifio promedio al comer estas frutas a niveles inseguros de plaguicidas
organofosforados. También se encontré6 que todos los dias, 9 de cada 10 nifios
americanos, entre seis meses y cinco afos, son expuestos a combinaciones de 13
insecticidas neurotéxicos diferentes en los alimentos que consumen.'*!!

El andlisis de mds de 80.000 muestras de alimentos examinados por el gobierno
federal (en sus departamentos FDA y FAQ), para la determinacién de residuos de
plaguicidas de 1991 hasta 1996, revelan que se encontraron 13 insecticidas
organofosforados. Los plaguicidas organofosforados que presentan mayores riesgos
son: metil paration, dimetoato, clorpirifos, metil pirimifos y metil azinfos; los cuales
representan mas del 90% del riesgo total de los plaguicidas organofosforados en la
dieta de infantes y niflos (EWG, 1993, 1998).

El NRC (National Residues Committee) en un estudio preliminar prob6 24
plaguicidas comunes en 17 tipos de frutas y verduras crudas. De 243 muestras, 97
(40%) contienen residuos por encima del limite de detecciéon. Después del
procesamiento normal este nimero se reduce a 47 (19%), mostrando una reduccién
significativa de los residuos (NCR 1992,1993; Lu et al., 2001). Muchos
procedimientos de procesado o coccién inician con la remocion de la superficie
externa del producto una disminucién de su presencia. Estas operaciones usualmente
resultan en la reduccién substancial de residuos (frecuentemente por un orden de
magnitud), especialmente cuando los plaguicidas fueron aplicados directamente en el
cultivo (pre o pos-cosecha); la mayoria de insecticidas y fungicidas solamente sufren
movimientos muy limitados o penetracion a través de la cuticula. Los residuos de
plaguicidas no sistémicos en las frutas citricas, bananas, melones, pifias, kiwis y
cultivos similares son eliminados casi completamente mediante el pelado. '*'*!41>-16
Sin embargo, algunos cultivos mayores como manzanas y tomates pueden ser
consumidos intactos, asi que no hay reduccion de los residuos.

El pelado y cortado obtenido como subproducto de las operaciones comerciales
puede contener residuos significativamente mds altos comparados con la mercancia
original intacta. Este factor debe ser tomado en cuenta en términos de posible

bioacumulaciéon de residuos lipofilicos en la cadena alimenticia, cuando estos



materiales son usados para la produccién de otros productos alimenticios, alimentos
para animales, o en el caso de céscara de citricos para obtener aceites esenciales.
Bajo ciertas condiciones (incluida la elaboraciéon de los alimentos) algunos
compuestos se pueden transformar en mutdgenos o carcinégenos. El ejemplo mds
conocido es la formacion de etilen tiourea (ETU) de etilen-bisditiocarbamatos
(EBDCs), los cuales son usados contra hongos patogénicos que atacan las cosechas.
Muchos productos de degradacién son relativamente persistentes y pueden ser
considerados contaminantes de los recursos ambientales.'”'®

Por ello es muy importante la determinacion de los plaguicidas, en este caso la de los

organofosforados, en uvas y manzanas porque estas frutas son de gran uso en las

loncheras de los nifios principalmente, pudiendo originar intoxicaciones cronicas.

1.2. Formulacion del Problema.

(La concentracion de residuos de plaguicidas organofosforados en uvas y manzanas

sobrepasa el limite residual maximo (LMR) establecido por la FAO y OMS?

1.3. Justificacion Teorica.

Entre los efectos de los plaguicidas organofosforados sobre la salud, se cuentan las
alteraciones neuroldgicas, reproductivas, endocrinas, inmunolédgicas y diversos tipos
de céncer como los tumores cerebrales, el cdncer de pulmén, el de ovario y el de
prostata. Un numeroso conjunto de plaguicidas se encuentra entre las sustancias
clasificadas como carcindgenas por la IARC, Internacional Agency for Research on
Cancer, agencia dependiente de la Organizacién Mundial de la Salud.

De acuerdo con los informes anuales de la EFSA (European Food Safety Authority)
correspondientes a los afios 2007 y 2008 los porcentajes de muestras de diferentes
frutas y hortalizas producidas en la Unién Europea contenian residuos detectables de
al menos un pesticida y estos son: Mandarinas 79,8%, Naranjas 69,2%, Fresas 66%,
Manzanas 60,9%, Peras 59,2%, Melocotones 47,1%, Lechuga 44,9%, Pepinos
30,8%, Avena 21,3%, Centeno 22,8%, Patatas 22,5%, Tomates 21,5%, Espinacas
21,5%, Repollo 19,1%, Arroz 16,3%, Zanahorias 15,5%, Judias 8,9%.



De acuerdo con el informe del USDA (United States Department of Agriculture)
correspondiente al afio 2009 los porcentajes de muestras de diferentes frutas y
hortalizas producidas en EEUU que contenian residuos detectables de al menos un
pesticida son los siguientes: Manzanas 97,7%, Uvas 97,2%, Fresas 95,7%, Cilantro
94%, Patatas 92,3%, Naranjas 91,8%, Espinacas 90,5%, Pepinos 84,9%, Peras
79,5%, Esparragos 9,9%, Maiz dulce (fresco) 0,1% 12,13,1920.21

Por ello es de gran importancia tedrica y social el conocer cientificamente la
existencia de residuos téxicos (plaguicidas organofosforados) en la uva y manzana
provenientes de los distritos de Calango y Las Flores del valle de Caiiete, porque
representan un problema de Salud Publica, ya que estas frutas son consumidas con
frecuencia por estar presente en la dieta del peruano de a pie y sobre todo por los
nifios que lo llevan en sus loncheras, siendo estos ultimos los mds ldbiles por no
tener completo sus sistemas de defensa. Por lo cual la presente investigacion tiene
como fin identificar los residuos téxicos (plaguicidas) de estas frutas del valle de
Cafiete, para asi dar a conocer a las autoridades de dicha provincia, y a los
agricultores que hacen uso de estos plaguicidas de los riesgos y perjuicios a la salud
que pueden generar por su mal uso. Asi mismo esta investigacion serd un gran aporte

e ” . 2. + 12,13,14,15,1
a la bibliografia de la realidad agronémica del Pery. '>'>!*15:1¢

1.4. Justificacion Practica.

Es de gran importancia realizar las determinaciones de residuos de plaguicidas
organofosforados por métodos altamente especificos y sensibles como lo es la
cromatografia de gases acoplada al espectrofotometro de masa, de acuerdo a la
metodologia de la AOAC, que es un técnica validada a nivel internacional ya que
estas sustancias se encuentran muchas veces en el orden de trazas. *>>>**

Ello nos dard a conocer la contaminacién de la uva y manzana con plaguicidas
organofosforados, sustancias altamente peligrosas. Asi mismo se evaluard, a través

de encuestas, si los agricultores estdn realizando un buen uso de estos plaguicidas y

la presencia de intoxicaciones por los sintomas que presentan.



1.5. Objetivos.

1.5.1. Objetivo General

Evaluar el uso de los plaguicidas 6érganofosforados por los agricultores de Calango y

Las Flores (Mala) y su presencia en manzanas y uvas.

1.5.2. Objetivos Especificos.

e Identificar y cuantificar la presencia de plaguicidas organofosforados en
manzanas provenientes de los valles de Calango y Las Flores.

e Identificar y cuantificar la presencia de plaguicidas organofosforados en uvas
provenientes de los valles de Calango y Las Flores.

e Determinar si los agricultores de los valles de Calango y Las Flores hacen uso
de los equipos de proteccion personal y reciben informacion sobre el peligro

por el uso de plaguicidas.



CAPITULO IIl: MARCO TEORICO

2.1. Marco Filosofico o Epistemoldgico de la Investigacion.

El hombre cada vez necesita mayor cantidad de alimentos, sin embarga las plagas
hacen que se pierdan un gran porcentaje. Por evolucion de estas se ha tenido la
necesidad y la obligacion de actualizar las formas de proteger la produccion agricola
y a los animales productivos y domésticos que son necesarios para su salud y
bienestar. Y es ahi donde los plaguicidas han ocupado un lugar muy importante.

Los plaguicidas son insumos quimicos peligrosos utilizados en la actividad agricola
del Pais, su impacto estd asociado a cuadros degenerativos en la salud de los
agricultores y consumidores y a efectos muy peligrosos en la salud de las madres
gestantes que estdn asociado a mutaciones y efectos teratogénicos. Los plaguicidas
lejos de resolver los problemas en el campo, mds bien han contribuido a generar
resistencia y al incremento de insectos plaga, asi como al deterioro del suelo,

. - ~ . z s 25,26,2
significando ademds dependencia tecnolégica. **%%’

Desde 1,990 la RAAA (Red de Accion en Agricultura Alternativa) ha promovido la
investigacion para el desarrollo de tecnologias agroecoldgicas, a nivel nacional,
orientando a la bisqueda de alternativas que permitan reducir el uso de plaguicidas y
promover una produccién limpia para una alimentacion sana, y de modo permanente

ha contribuido al desarrollo de capacidades en agricultores.

Las investigaciones realizadas en el pais, registran el nivel de uso y aplicaciéon de
plaguicidas, asi como las dificultades que tienen los agricultores para su manejo
comprobédndose casos de intoxicacion y muerte a consecuencia de su mal uso. Los
trabajos realizados demuestran que los plaguicidas han generado resistencia de los
organismos plaga, encontrdndose presentes en las cadenas tréficas, afectando a los

consumidores e incluso a los componentes de la fauna silvestre. >***®



Los resultados de las investigaciones y las innovaciones realizadas en el campo a
partir de su implementacién, nos permiten hacer propuestas con fundamento sobre
determinadas normas, como la Ley de Prohibicién de Plaguicidas, Restricciones en el
Uso de Plaguicidas de extremada y altamente peligrosos, la Ley de Manejo Integrado
de Plagas (MIP), la Ley de Agricultura Orgédnica, la Ley de Eliminaciéon de
Plaguicidas de la Docena Sucia, la Ley de Pos Registro de Plaguicidas y la Ley de

. . 4o 29,3031
Biotecnologia Moderna (transgénicos).

2.2. Antecedentes de Investigacion.

En el Pert la Mosca de la Fruta (Ceratitis capitata wied) y los cocidos o cochinillas,
se han convertido en plagas importantes que hace posible el abuso de plaguicidas
efectivos que tengan mayor efectividad para poder obtener una mayor produccion de
los cultivos de frutas.

Por eso se han realizado diferentes trabajos como:

- VALDIVIEZO, A., Que determiné residuos de plaguicidas organofosforados
en vegetales de consumo directo.”

- MURCIA, A; STASHENKO, E. En la investigaciéon “Determinacién de
plaguicidas organofosforados en vegetales producidos en Colombia”
observaron que el total de las muestras analizadas (35), contiene residuos de
mas de dos plaguicidas organofosforados (el 6 % de las muestras contiene
residuos de 2 plaguicidas, el 17 % de 3, el 20 % de 4, el 46% de 5 yel 11 %
de 6); ademads que el plaguicida profenofos excede el MRL (Limite Maximo
Residual) en mas del 50 % de los casos. Colombia-2008.46

- CAMPOS, C; PALACIOS, A. En la investigacion “Determinacion por
HPLC de residuos de insecticida organofosforados (methamidophos) en
tomates comercializados en Lima-Pert” concluyeron que las muestras de
tomates analizados presentan en un 100% residuos de Methamidophos, el 4%
de las muestras analizados tiene una concentracién de 1,0369 ppm que supera
el LMR de 1.00 ppm para tomates segin el Codex Alimentarius. El valor
promedio de residuos de Methamidophos en las muestras de tomates

analizados es 0.7122 ppm que superan la media del LMR (0,50 ppm). 2



- RAMIREZ, L. En la investigacion “Determinacion de pesticidas en vegetales
mediante cromatografia de gases espectrometria de masa/masa (GC-
MS/MS)” concluye que el uso de acetato de etilo permitié la extraccion de
pesticidas organofosforados (malatién y metamidofos), organoclorados (alfa-
endosulfan) y dicarboxiimidas (tetrahidro-ftalimida) de los vegetales
estudiados.™

- PEREZ, A: SEGURA, A: GARCIA, R Et. En la investigacion “Residuos de
plaguicidas organofosforados en cabezuela de brocoli (Brassica oleracea)
determinados por cromatografia de gases” concluyeron que la alta incidencia
de Brevicoryne brassicae, Trichoplusia ni, Copitarsia consueta, Artogeia
rapae, Trialeurodes sp y Bermisia tabaci, reportadas por los productores
como las principales plagas en el cultivo de brécoli en Mixquic, con una
frecuencia de 82.5, 80, 80, 70 y 37.7 % respectivamente, hace necesaria una
serie de aplicaciones de productos quimicos para su control, donde los
plaguicidas organofosforados constituyen tratamientos cldsicos™>

- AQUINO, M; CASTRO, C. En la investigacion “Analisis de residuo de
plaguicida organofosforado (Methamidophos) en muestras de papa de
mercados de Lima Metropolitana” determinaron la presencia de residuo de
plaguicida organofosforado methamidophos en todas las muestras analizadas
en una concentraciéon maxima de 2,7055 ppm; superando el Limite Maximo
Residual establecido por el Codex Alimentarius que es de 0,05 ppm de dicho
plaguicida en muestras de palpa.27

No habiéndose encontrado estudios de evaluacion de plaguicidas organofosforados
en manzanas y uvas en la zona de Calango y Santa Cruz de Flores, por lo que se

propone el presente trabajo.
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2.3. Bases Teoricas.

2.3.1. Plaguicidas.

Los plaguicidas son sustancias quimicas utilizadas para controlar, prevenir o destruir
las plagas que afectan a las plantaciones agricolas. La mayoria de estas sustancias
son fabricadas por el hombre, por eso son llamados plaguicidas sintéticos. La
produccién de estas sustancias surge a partir de la Segunda Guerra Mundial, donde
los paises industrializados inician la fabricacion de plaguicidas con caracter
comercial con el fin de aumentar la produccién agricola.

Uno de los primeros plaguicidas y mds comunes fue el DDT, para combatir las
plagas en la agricultura y los mosquitos transmisores de malaria. En la actualidad

existen grandes cantidades de marcas de plaguicidas en el mundo.

Para evitar la toxicidad de estos plaguicidas se creé el Limite Maximo Residual
(LMR) que se define como el limite legal permitido de residuos de plaguicidas
(expresado en mg/kg de producto) que puede permanecer en los alimentos y en el
forraje para animales. También se cred la Ingesta Diaria Admisible (IDA) que es la
cantidad maxima diaria de producto quimico que se puede ingerir durante la vida de
una persona sin que suponga un riesgo apreciable para su salud. A pesar que el
establecimiento de estos criterios comunes internacionales para determinar los
valores de los LMR tiene como objetivo facilitar y asegurar el comercio
internacional, a menudo se dan ligeras variaciones entre las referencias nacionales y
las recomendaciones internacionales. Respecto a esto, los paises miembros
propusieron armonizar con otros paises miembros, los LMRs de productos
fitosanitarios permitidos en alimentos de origen animal y vegetal, de forma que si un
LMR no se especifica en concreto se establecerda un valor general por defecto de 0.01
mg/kg. Con estos valores se pretende asegurar un valor de IDA lo suficientemente
restrictivo para evitar perjuicios en la salud de los consumidores, especialmente para
los bebes y nifios.>*-¥*3>-%

Actualmente, hay pruebas abrumadoras de importantes contaminaciones en

alimentos agricolas, en frutas, vegetales entre otros y medioambientales en aguas,
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sedimentos, mamiferos, peces, etc. Asi como graves efectos para la salud, tales como
afecciones del sistema nervioso, trastornos reproductivos y del desarrollo de céncer,
problemas genéticos, a causa del uso de plaguicidas, tanto en el dmbito agricola
como en otros campos de aplicaciéon. Gracias a los esfuerzos de investigadores
destinados al desarrollo de nuevos plaguicidas, se ha conseguido sustituir muchos de
los productos altamente téxicos, persistentes y bioacumulativos (en su mayoria
compuestos organofosforados prohibidos como el malation y paration vy
organoclorados en los paises desarrollados desde hace afios) y de compuestos
carbamicos como el aldicarb, metomilo, carbofurano, propoxur y carbaryl entre
otros, por plaguicidas que se degradan mds rdpidamente en el medio ambiente y
menos toxicos para los organismos a los que no estdn destinados. Pese a ello, en los
paises en vias de desarrollo, algunos de los productos fitosanitarios mds antiguos
contindan siendo los mds baratos de producir y, para algunos fines, contindan siendo
muy eficaces (p.e. los pesticidas organofosforados y carbdmicos de estudio en este
trabajo), por lo que no se han llegado a prohibir.”’3 738

La disyuntiva entre costo/eficacia e impacto ecoldgico, incluidos los efectos a larga
distancia debidos al transporte atmosférico y el acceso a las formulaciones con
materias activas mds modernas a bajo precio, constituye un problema de alcance en
nuestro pais y mundialmente. Es muy importante a la hora de evaluar los efectos
sobre el medio ambiente el considerar no s6lo los que se producen en el lugar de
aplicacion, sino también en los lugares alejados. En este sentido, algunos plaguicidas,
son prohibidos a altas concentraciones en productos agricolas, en los paises
desarrollados (malation, paration, metamidofos, aldicarb, metomilo, carbofurano,
propoxur, carbaryl, etc.) y que son usados indiscriminadamente especialmente en
nuestro pais. La mayor concientizacion social lograda a través del conocimiento de
los potenciales peligros asociados al combinar su uso masivo y toxicidad, junto con
la disponibilidad de cada vez mds datos sobre su presencia en muestras, tanto en
alimentos, muestras ambientales como bioldgicas, hace que el control de estas
sustancias empiece a cobrar la importancia que merece tanto para la comunidad
cientifica como para los gobiernos.®*!**

En este sentido, se han publicado durante los ultimos tiempos muchos articulos
cientificos relacionados con los plaguicidas, tanto relativos a su presencia en todo

tipo de muestras como a sus riesgos y efectos sobre el medioambiente y la salud.

Ademads, tanto en la pasada década como en ésta, los paises europeos han legislado
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mucho con objeto de establecer pardmetros restrictivos en cuanto a concentraciones
maximas permisibles ( p.e LMRs niveles maximos permisibles en frutas, vegetales,
agua .etc.), asi como guias sobre calidad de los andlisis (Directiva 2002/657/CE,
SANCO/10684/2009 a nivel europeo) y en nuestro pais la entidad especialista de
legislar es SENASA, pero a la falta de normatividad en frutos nativos se realiza el
presente trabajo. Por ende la determinacién de plaguicidas, asi como de otros tipos de
contaminantes organicos, en matrices de distinta naturaleza satisfaciendo las estrictas
restricciones establecidas en la legislacidon, son necesarios indicando métodos
analiticos altamente sensibles y especificos capaces de reportar de manera fiable
valores de concentraciones a niveles de ppm o sub-ppm. Con el fin de poder ser
utilizados en programas de control, estos métodos deben ser rapidos para poder

. . . . 125,29
analizar el mayor niimero de muestras consumiendo el menor tiempo posible.

2.3.2. Determinacion de Residuos de Plaguicidas en Muestras

de Frutas.

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de plaguicidas en frutas pueden
presentar un riesgo para la salud de los consumidores. A su vez, a nivel de comercio
internacional se deben tomar decisiones importantes en funcion de los resultados
obtenidos en estudios de andlisis de residuos de plaguicidas y metabolitos en
alimentos. La calidad y fiabilidad de los anélisis deben ser un punto muy importante
en el desarrollo del método asi como en la seleccion de la técnica analitica, ya que la
presencia de errores en los resultados presentados pueden generar muchos costes por
pérdidas de cosechas enteras o pérdidas econdmicas derivadas de litigios entre
empresas. Por todas estas razones, se deben disponer de métodos de anélisis
adecuados a las necesidades de la realidad del problema analitico en cada caso. El
uso de los nuevos avances instrumentales en quimica analitica se presenta como una
herramienta adecuada y muy util para afrontar la problemadtica del andlisis de
plaguicidas en muestras de alimentos. Desde el punto de vista analitico es muy
importante establecer unos criterios de eleccion del método analitico, asi como la
técnica analitica que mejor se ajuste a las necesidades del problema analitico que se
desea afrontar. Tradicionalmente, se ha utilizado tanto la cromatografia liquida

(Liquid Chromatography, LC) acoplada a detectores de ultravioleta (UV; Diode
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Array Detector, DAD) y fluorescencia (Fluorescence Detector, FD) para plaguicidas
de alta polaridad o inestabilidad térmica; y la cromatografia de gases (Gas
Chromatography, GC) acoplada a detectores de captura de electrones (Electron
Capture Detector, ECD), detectores especificos de fosforo o nitrégeno (Nitrogen
Phosphorous Detector, NPD) o espectrometro de masas (Mass Spectrometry, MS),
para el andlisis de plaguicidas mds apolares, con cierta estabilidad térmica y
volatilidad. De ellas, la técnica que se ha aplicado mas ampliamente ha sido GC-MS
debido a su buena sensibilidad y selectividad. Sin embargo, el desarrollo de nuevas
interfases capaces de acoplar la técnica separativa LC a la MS, ha permitido su
implantacion progresiva en el campo del andlisis de residuos de plaguicidas, llegando
a alcanzar el mismo status de aplicacion que la técnica GC-MS, especialmente
porque en las ultimas décadas la industria de los fitosanitarios se ha decantado mds
hacia el desarrollo de plaguicidas mds polares e inestables térmicamente (Soler et al.,
2008). La vision actual desarrollada de la metodologia de anélisis LC acoplado a MS
en tindem (MS/MS), asi como su aplicacion en el estudio de plaguicidas se expondra
con mayor profundidad mas adelante, dedicados a los instrumentos LC acoplados a

triple cuadrupolo (7Triple Quadrupole, QqQ).23’39’40’41’42

2.3.3. Peligros para la Salud de los Plaguicidas
Organofosforados

La mayoria de los plaguicidas organofosforados que se utilizan actualmente, no han
sido sometidos a pruebas de toxicidad adecuadas. Esto es especialmente cierto en
cuanto a la neurotoxicidad, que es el efecto mds grave que pueden tener estos
compuestos. Aun cuando los plaguicidas organofosforado han sido probados para ver
su neurotoxicidad, se ha encontrado que se dan diferencias notables, en cuanto a
toxicidad, entre las diferentes especies animales. Por lo tanto, la neurotoxicidad en
los humanos es dificil de predecir con los experimentos en animales. Actualmente
estos plaguicidas se usan sin el conocimiento adecuado sobre los efectos en la salud
humana.

Ademais, los compuestos organofosforados para uso agricola se encuentran en el aire,
en los sistemas de agua, los suelos y en los alimentos, por lo que sus efectos en la

., 2,72
salud de la poblacién en general se desconocen.””
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Envenenamiento agudo

Los plaguicidas organofosforados son responsables de causar una gran cantidad de
casos de envenenamientos agudos y algunas muertes cada afo entre los agricultores
principalmente. Los efectos en la salud como el envenenamiento son causados por
la inhibicién de una enzima llamada acetilcolinesterasa. Esta enzima tiene un papel
importante en la transmision de los impulsos nerviosos. Cuando la accién normal de
esta enzima se bloquea por estos compuestos, se vuelve imposible que se "apaguen"
los impulsos nerviosos. Esto resulta en una cantidad de caracteristicas de sintomas
adversos y en casos severos de fallas respiratorias o cardiacas que pueden llevar a la
muerte. El envenenamiento agudo puede tratarse con drogas y el paciente
generalmente se recupera en unos dias. Sin embargo, no existe evidencia de que el
envenenamiento agudo por plaguicidas organofosforado pueda tener efectos a largo

. . 43,44
plazo en el sistema nervioso.”**

Efectos crénicos en el sistema nervioso

Estudios recientes de hechos en individuos que estdn expuestos ocupacionalmente a
los plaguicidas organofosforados sugieren que tanto la exposicién aguda como la
larga pueden causar efectos cronicos tanto en el sistema nervioso periférico como en
el central. Actualmente, el nimero de personas afectadas por tal neurotoxicidad no se

L . 45
conoce, pero los estudios indican que el problema podria ser muy extenso.

Daiios al sistema nervioso periférico

Los casos graves de envenenamiento agudo pueden causar dafio a largo plazo al
sistema nervioso periférico conocido como neuropatia retardada inducida por
organofosfatos (organophosphate-induced delayed neuropathy -OPIDN). Los
sintomas incluyen dolor muscular y debilidad, comezén/ardor que comienza en las
manos y pies y eventualmente puede progresar hacia otros miembros. Debido a que
los sintomas comienzan en las extremidades, al dafio nervioso se le denomina como
"distal" (p. e.: degeneracion zonal distal). Si el dafio a los nervios es extenso, puede
ocurrir una pardlisis. El nimero de personas reportadas que sufren de OPIDN es
relativamente pequefio. Aun asi, estudios recientes sugieren que muchos individuos
que estdn expuestos ocupacionalmente a estos plaguicidas pueden sufrir dafio al
sistema nervioso periférico -tanto de incidentes de envenenamiento agudo o después

de exposiciones repetidas en pequeia cantidades. Por ejemplo:
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Intoxicacion aguda - Pruebas en las manos y pies de personas que han
experimentado previamente un solo caso de envenenamiento agudo por

. ‘- . . . 44,45
metamidofos, mostraron crénico deterioro sensorial y sintomas de OPIDN.

Exposicion crénica - Estudios recientes sugieren que la exposicién repetida a
cantidades pequeiias, sin episodios de envenenamiento agudo, puede causar OPIDN.
Tales exposiciones repetidas pueden causar dafio acumulativo a los nervios. Estudios
realizados en granjeros ingleses que utilizan OP para banar a las ovejas (con un
contenido de plaguicidas OP - diazinon, clorfenvinfos o propentafos) muestran que
los sintomas reportados por los granjeros son caracteristicos de dafio del nervio
periférico. Ademads, las pruebas hechas en dieciséis granjeros que estuvieron
involucrados en bafios de ovejas por cuatro afios o mds, revelaron que todos ellos
tenian dafios en el nervio periférico en la forma de distal axonopatia, caracteristica
del OPIDN. Los plaguicidas usados en Inglaterra para estas actividades, son los

mismos usados en los cultivos del Mediterraneo.

Daiios al sistema nervioso central

Tanto la intoxicacion aguda de OP como la exposicion crénica a los plaguicidas OP
pueden resultar en dafio al sistema nervioso central a largo plazo, que involucra
cambios en la funcién del cerebro. Los sintomas incluyen depresion, ansiedad,

somnolencia, mareo, fatiga, problemas para hablar y confusién mental.

Envenenamiento agudo - Existe evidencia concluyente de que este envenenamiento
puede causar, a largo plazo, efectos adversos en la funcion del cerebro. Este puede
deberse a la falta de suministro de oxigeno al cerebro, que durante un episodio de

envenenamiento afecta al corazon y sistema respiratorio.

Un estudio reciente, que realizé pruebas en personas a dos afios de haber sufrido un
solo episodio de envenenamiento agudo de OP, mostré que tenian una sutil -aunque

clinicamente significativa- disminucién en el funcionamiento neurosicolégico.

Exposicion cronica - Estudios recientes han demostrado que la exposicion

consecutiva a pequefias cantidades de plaguicidas OP puede causar efectos adversos
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en el cerebro a largo plazo. Més de una tercera parte de los granjeros ingleses sobre
los que se hicieron estudios, sufrian de efectos similares en el sistema nervioso
central provocados por la intoxicacién de OP incluyendo fatiga, perdida de la

concentracion y depresion.

Ademads, un estudio epidemioldgico de la Organizacién Mundial de la Salud sobre
los "trabajadores sanos" que estuvieron expuestos cronicamente a plaguicidas OP en
sus trabajos en varios paises europeos, revelaron que estas personas generalmente
obtuvieron menos puntos en las pruebas de comportamiento nervioso: bienestar y
estado de 4nimo (p. e. ansiedad, depresion, irritabilidad). Por lo tanto, los sintomas
de sentirse menos bien y tener problemas de estado de dnimo en los trabajadores,

. . .., . .. 46,47,48
estuvieron relacionados a la exposicion ocupacional de plaguicidas.

2.3.4. Los Plaguicidas y el Cancer.

Céancer. Estudios epidemioldgicos han reportado que la exposicion a estos
plaguicidas estd asociada con un riesgo de aumento en una cantidad de cédnceres
incluyendo, cdncer de estémago, de pulmones, de vejiga y linfoma.

El cancer es una enfermedad que se expresa en el crecimiento de un tumor maligno,
es decir, un crecimiento anormal, desordenado y potencialmente ilimitado de las
células de un tejido o un 6rgano. También se le conoce como neoplasia maligno y

puede llevar a la muerte del paciente.

El tiempo que tarda en desarrollarse un cincer depende del tipo de céncer y la edad
de la persona. En adultos toma de diez a quince afios o mds. En nifios toma mucho
menos. Algunas clases de cdncer comienzan a desarrollarse incluso antes de nacer,

cuando el nifio se encuentra dentro de la madre.

Hay tres mecanismos por medio de los cuales los plaguicidas contribuyen a la
generacion de cancer:
a) causando efectos genotoxicos, es decir cambios directos en el material genético o

ADN.
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b) siendo promotores del céncer, causando la fijacion y proliferacion de grupos de
células anormales. Este proceso puede incluir efectos hormonales que pudieran
estimular la sensibilidad en ciertas células a los carcinégenos, y

c) debilitando el sistema inmunoldgico en la vigilancia que el cuerpo realiza de
sustancias invasoras carcindgenas. No todos los plaguicidas provocan cdncer aunque
un sélo plaguicida puede desarrollar mds de un mecanismo que genera esta

enfermedad.

Las tres lineas mds importantes de evidencia que relacionan ciertos tipos de cincer
con la exposicion a los plaguicidas son los estudios de cultivo de células en
laboratorio, que demuestran los cambios en los cromosomas o estrogenos; los
estudios en animales de laboratorio y los estudios epidemioldgicos en poblaciones
humanas.

Es dificil probar en humanos una relacién causal directa entre un plaguicida
especifico y un tipo de céncer, ya que son diversas las sustancias cancerigenas a las
que estamos expuestos en nuestra vida, trabajo, ocupacion o lugar de residencia; sin
embargo, hay diversos estudios epidemiolégicos ocupacionales en agricultores,
trabajadores industriales, en residentes o consumidores, en los cuales se ha probado

cierta relacion entre diversos tipos de cincer y la exposicion a plaguicidas.

Tipos de cancer relacionados con plaguicidas:

Enfermedades  malignas Linfoma no-Hodgkin[2], cdncer en la médula &sea
de la sangre que provocan (mieloma multiple), leucemia mieloide, sindrome

canceres en la edad adulta 'mielodispléstico, sarcomas en tejido blando

Céancer de la piel y cancer del labio, tumores cerebrales,
Carcinomas y tumores

cancer del tracto respiratorio, cdncer gastrointestinal,
malignos en el sistema

cancer del tracto urinario, cancer en los testiculos, cancer
nervioso central

en la prostata, cancer de pecho, cancer en la tiroides

) Leucemia infantil, linfoma no-Hodgkin, tumores
Tumores malignos en . .
cerebrales y en el sistema nervioso, sarcomas, tumor de

Wilm

nifios
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Fuente: Adaptado del reporte de Gina Solomon et al. Pesticides and Human Health.
A resource Guide for Health Care Professionals, Physicians for Social
Responsibility, Californian for Pesticide Reform, San Francisco CA., 2000. Capitulo

4, "Pesticides and Cancer".

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) estd en proceso de
clasificar los plaguicidas segiin puedan o no causar cancer. La clasificacion se basa
en estudios con animales de laboratorio y hasta el momento ha evaluado 250

736454
plaguicidas. 364546

Doce plaguicidas de mayor uso en Estados Unidos estin clasificados por la EPA
como posibles o probables carcindgenos (atrazina, metolaclor, metam sodio,
dicloropropeno, cianazina, pendimetalin, trifluralina, acetoclor, clorotalonil,
mancozeb, fluometuron y paratién) con un uso anual de poco mas de 190 mil ton. La

mayoria de los cuales estdn autorizados también en muchos paises.

Estudios epidemiolégicos han encontrado relaciéon entre el incremento de la
exposicion a cuatro plaguicidas frecuentemente usados (atrazina, 2,4-D, glifosato y
diazinon) con un incremento en el riesgo de contraer cancer (no-Hodgkin linfoma, de
ovario, cancer de pecho, cancer cerebral y leucemia). Todos ellos herbicidas e

insecticidas autorizados en la mayoria de paises.

Los herbicidas que han recibido mds atencién pertenecen al grupo de las triazinas:
clanazina, simazina y atrazina, clasificadas como posibles carcinégenos en humanos;
estdn sujetas a investigaciones especiales para probar su posible rol en el desarrollo

de cénceres de ovario y pecho.

Como se puede apreciar en el cuadro en México estan autorizados 75 plaguicidas
conocidos 0 sospechosos de causar cdncer en humanos, que han sido identificados
por la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Céncer, por la EPA, o por la
Unién Europea. Cada uno de estos ingredientes activos tiene numerosos nombres
comerciales. Algunas sustancias enlistadas como ingredientes activos, como las sales
de sodio y el ortofenil fenol, se usan como “ingredientes inertes” en formulaciones de

plaguicidas.
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Enfermedad Saku - Desde 1965, se ha reportado que al rociar las dreas de cultivos

con plaguicidas OP en Japon causa efectos adversos en el 0jo, se le dio el término de
la enfermedad del Saku, en poblaciones que habitan cerca de estas dreas. Los
sintomas incluyen miopia y los nifios en particular se han visto afectados.

Defectos de Nacimiento - Los experimentos han mostrado que los compuestos OP

causan efectos toxicos en los fetos en desarrollo resultando en defectos de
nacimiento. La evidencia limitada sugiere que los defectos de nacimiento pueden

ocurrir en los humanos después de estar expuestos a los OP.

Inmunotoxicidad - Los experimentos en animales han mostrado que algunos
plaguicidas OP son téxicos para el sistema inmunoldgico y en particular, causan
reacciones alérgicas. Se reportd que la aplicacion aérea de malation en los Estados
Unidos, causa reacciones alérgicas en la gente. Los experimentos en ratones apoyan
este fendmeno mostrando que el malation es toxico para las células del sistema

. L, . . L. . . 74549
inmunolégico que causa reacciones alérgicas a niveles extremamente bajos.

Efectos sobre la poblacion en general

En el caso de inmunotoxicidad, la Enfermedad de Saku y neurotoxicidad, es posible
que la poblacion en general pueda verse afectada por el esparcimiento aéreo de los
plaguicidas OP. Los efectos similares de la poblacién en general pueden también

ocurrir al exponerse a los residuos de OP en los alimentos.

Sin embargo, en la region del Mediterrdneo es poco frecuente el monitoreo de
residuos de plaguicidas OP en la comida, pero estudios recientes han encontrado
contaminacion por dichas sustancias en frutas y verduras. Un estudio detectd niveles
de estos plaguicidas mads altos que aquellos permitidos por la ley italiana en 48% de
naranjas sicilianas que se estaban vendiendo en Bolofia, Italia.

Por lo tanto, ademaés de la salud de las personas expuestas ocupacionalmente, la salud
de la poblacién en general puede verse afectada por la exposicion de estos
plaguicidas. Actualmente, la extension de los efectos en la salud de la poblacién en
general por la exposicion a estos plaguicidas altamente téxicos, se desconoce y

. . 4344
deberia de ser de gran preocupacion.
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2.3.5. Provincia de Cafete
La provincia de Caiiete se divide en los siguientes Distritos: Asia, Calango, Cerro
Azul, Chilca, Coayllo, Imperial, Lunahuand, Mala, Nuevo Imperial, Pacardn,

Quilman4, San Antonio, San Luis, San Vicente de Caifiete, Santa Cruz de Flores,

\ 5

~

e }
Calango

R
i?lg‘ta Cruz de Flori?;\_?

San Antonio .,’ i o

W
N R
Quilmana Pacardn
Cerro Az Nuevo Imperial ’

San luis"-ﬁ"v. . l"ﬂahuy

San Vicente de Caiiete

2.3.5.1. Distrito de Santa Cruz de Flores

BANCO DE INFORMAGION DJSYRITAL

CHILCA
CALANGO
SANTA CRUZ DE FLORES
NUEVO SAN 2 LSe
SAN VICENTE DE ASPITIA
SAN ANTONIO
MALA

SANTA CRUZ DE RLORES,
l B

Historia Instituto Nacional de Estadistica e Inform itica (MAPA RERERENCIAL



http://www.viasatelital.com/mapas/canete_asia.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_calango.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_cerro_azul.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_cerro_azul.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_chilca.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_coayllo.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_imperial.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_lunahuana.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_mala.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_nuevo_imperial.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_pacaran.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_quilmana.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_san_luis.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_san_vicente_de_canete.htm
http://www.viasatelital.com/mapas/canete_santa_cruz_de_flores.htm
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Ubicada a una hora al sur de la ciudad capital de Lima, fue creado como distrito
mediante Ley No. 4611 del 27 de diciembre de 1922.

Es uno de los distritos cafietanos con mayores atractivos en sus paisajes, ambientes
campestres y fértiles tierras productora de una diversidad de frutas. Un buen ejemplo
es el caserio de San Vicente de Azpitia, llamado el "Balcén del cielo"”, pues desde alli
se tiene una buena vista del valle de Mala, se caracteriza por su excepcional

produccién vitivinicola.

Ubicacion Geografica

El distrito de Santa Cruz de Flores se encuentra en el Departamento de Lima,
Provincia de Cafiete, al Sur de la Capital altura del km. 82 de la Panamericana Sur,
sobre los 85 m.s.n.m.

Limites:

Por el Este: Distrito de Calango.

Por el Oeste: Distrito de San Antonio.

Por el Norte: Distrito de Chilca.

Por el Sur: Distrito de Mala.

Fecha y Numero de Ley de Creacién:
27 de Diciembre de 1922.
Ley N°4611.

Extension:

100.06 km?2.


http://es.wikipedia.org/wiki/27_de_diciembre
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
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2.3.5.2. Distrito de Calango.

= > {
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de las Flores GO 7
R Bl <
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PACIFICO
Cerr&gzul :
Sa}l.% :
Municipalidad de San Pe
Historia

Este distrito tiene una larga historia ancestral que data desde la época Pre-inca.
Testigo mudo de ello son los restos arqueoldgicos que hasta hoy podemos vislumbrar
Yuncaviri y La Vuelta. Posteriormente a la llegada de los espaiioles a esas tierras, se
crean las encomiendas, en donde los partidarios del conquistador Pizarro fueron los
mas favorecidos. Por ello, la encomienda de Calango fue destinado al espafiol Pedro
de Navarra. Con la llegada de la vida republicana, el pueblo de Calango pasé a
conformar el distrito de Chilca hasta el 04 de Noviembre de 1887, fecha en que por
ley dada por el entonces Presidente de la Reptiblica Don Andrés Avelino Ciceres,
eleva a la categoria de distrito al progresista pueblo de Calango. De acuerdo el
considerando de la misma ley, razones de distancia hacia Chilca, determinaron esa

creacion ocurrida en los afos siguientes de la culminacién de la Guerra del Pacifico.
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En la actualidad, un busto de Céceres erigido en la Plaza de Armas de Calango,
perenniza ese acontecimiento.

Calango fue creado como distrito el 4 de noviembre de 1887, siendo entonces

presidente del Peri Andrés Avelino Céceres, ya que antes pertenecia al distrito de

Chilca. Tiene una poblacién superior a los 2 200 habitantes.

Ubicacion Geografica

El pueblo de Calango se ubica partiendo de Mala por una carretera asfaltada de 24
km a orillas del rio Mala. En la Plaza de Armas destaca una iglesia amarilla, las casas
son casi todas de adobe y de un solo piso. Cuando se pasea por los campos, lo que

mds se distingue son las chacras rebosantes de todo tipo de frutas, en especial la

manzana. La patrona del pueblo es la Virgen de la Candelaria.

Limites:

Por el Este: Provincia de Yauyos.

Por el Oeste: Distrito de Mala y Sta. Cruz de Flores.
Por el Norte: Distrito de Chilca.

Por el Sur: Distrito de Coayllo.

Fecha y Niimero de Ley de Creacion:
Ley, S/N, 04 Noviembre de 1887.

Extension:

530.84 km?2.

Poblacion.

Tiene una poblacién superior a los 2 377 habitantes.

2.3.5.3. Manzana Delicia

La manzana delicia es principalmente cultivada en Calango (distrito que se ubica
partiendo de Mala por una carretera afirmada de 24 km a orillas del rio Mala) y el
distrito de Santa Cruz de Las Flores. La provincia de Mala estd vinculada a las

actividades agrarias, dedicados a grandes cultivos fruticolas entre las que destaca el


http://es.wikipedia.org/wiki/4_de_noviembre
http://es.wikipedia.org/wiki/1887
http://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%BA
http://es.wikipedia.org/wiki/Andr%C3%A9s_Avelino_C%C3%A1ceres
http://es.wikipedia.org/wiki/Mala
http://es.wikipedia.org/wiki/Chacras
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
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cultivo de diversas variedades de manzana, donde destaca el cultivo de la manzana
Delicia, siendo uno de los principales productores de esta fruta,

Zonas de cultivo

La manzana delicia es principalmente cultivada en Calango (distrito que se ubica
partiendo de Mala por una carretera afirmada de 24 km a orillas del rio Mala) .Esta
provincia estd vinculada actividades agrarias, dedicados a grandes cultivos fruticolas
entre las que destaca el cultivo de diversas variedades de manzana, habiéndose

convertido en el principal productor de esta fruta.

Caracteristicas Generales

Denominacién del bien : manzana delicia / manzana red delicius

Denominacién técnica : manzana delicia / manzana red delicius

Unidad de medida : kilogramo (Kg.)

Descripciéon General .  La manzana es el fruto del manzano (Malus domestica),

arbol de la familia de las Rosaceas, comestible.

Caracteristicas Técnicas

La manzana es el fruto del manzano (Malus domestica), arbol de la familia de las
Roséceas, contiene una fibra soluble, que ayuda al cuerpo a eliminar el colesterol y a
protegerse contra los efectos de la polucion ambiental, Las manzanas son ricas en
pectina (buen aliada contra el colesterol y la diabetes), aminoécidos, &cidos,
azucares, fibras; son la especie frutal, a excepcion de los citricos, que se puede
mantener durante mds tiempo, conservando buena parte de su valor nutritivo.
Manzana Red Delicious, tiene piel o cédscara color rojo brillante, pulpa blanquecina,
es algo arenosa y con un sabor algo 4cido, de esta variedad procede la variedad

Royal Red Delicious.

Caracteristicas organolépticas

Forma: Este fruto tiene formatronco-cénica, con cinco 16bulos o protuberancias bien
marcadas, a veces de forma algo irregular por deficiencias en la polinizacién Su piel
es casi siempre brillante y lisa.

Color: Por lo general tiene piel (cdscara) color rojo brillante, y a veces tiene rayas y

pulpa blanquecina amarillenta.
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Tamafio y peso: El tamafio medio es del60 a240 gramos,70 a85 milimetros de
calibre y una altura de 85-90 milimetros.

Sabor: Dulce, con casi nada de acido, muy aromético y su pulpa suele ser blanda.

Composicion Nutricional

La manzana delicia tiene la siguiente composicion nutricional:

Composicion nutricional de100 gramos Manzana delicia
Agua g 84
Calorias Kcal. 59
Carbohidratos g. 15
Proteinas g. 0,19
Fibras g. 2.7
Potasio mg. 115
Lipidos g. 0,4
Calcio mg. 7
Fésforo mg. 7
Magnesio mg 5
Azufre mg. 5
Hierro mg. 0,18
Vitamina B3 (Niacina) mg. 0,17
Vitamina E mg. 0,4
Vitamina A U.IL 53
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2.3.5.4. Uva Quebranta

Esta uva cuando proviene de los valles del sur peruano se caracteriza por tener un
color oscuro y uniforme, mientras que cuando es plantada en Ica y Cafete, en un
mismo racimo puede ser variopinta. Los piscos hechos con esta cepa pueden

presentar aromas a manzana, platano, melocotén, pasas negras, heno y lima.

La uva quebranta es una variedad que resulta de la mutacién genética de la uva negra
traida por los espafioles a Perd, inducida por la adaptacién de la planta (Vitis vinifera)

a las condiciones ambientales de suelo pedregoso y del clima desértico propio de la


http://es.wikipedia.org/wiki/Variedad
http://es.wikipedia.org/wiki/Uva
http://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%BA
http://es.wikipedia.org/wiki/Vitis_vinifera
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provincia de Pisco, que se extiende a los valles de los departamentos de Lima, Ica,

Arequipa, Moquegua y algunos valles del Departamento de Tacna donde existen

condiciones similares.

La uva quebranta es una variedad no aromadtica, de un gusto muy peculiar, que da el
sabor inconfundible al aguardiente de uva Pisco. La uva quebranta es de baya casi
redonda, hollejo duro y grueso. Generalmente es grande, aunque su tamafio y
coloraciéon dependen de diversos factores relacionados con su cultivo. Su pulpa es
carnosa y dulce, pero un poco dspera al paladar. Puede considerarse como una
variedad peruana por excelencia debido a que no guarda similitud con aquellas
conocidas en otras partes del mundo.

Su rusticidad, producto de su aclimatacion al suelo de los valles vitivinicolas de la
costa sur del Peru, le ha permitido ser resistente al insecto de la filoxera. Se ha
podido comprobar la presencia de nédulos y atn del insecto propiamente dicho en las
raices de la uva quebranta, pero sin que ello afecte en absoluto la produccién de uva.

Esta caracteristica hace que las cepas de uva quebranta sirvan como porta injertos.

Clasificacién cientifica

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Vitales
Familia: Vitaceae
Género: Vitis

Especie: V. vinifera
Subespecie: V. v. vinifera
Nombre binomial

Vitis vinifera subsp. vinifera



http://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Pisco
http://es.wikipedia.org/wiki/Lima
http://es.wikipedia.org/wiki/Ica
http://es.wikipedia.org/wiki/Arequipa
http://es.wikipedia.org/wiki/Moquegua
http://es.wikipedia.org/wiki/Tacna
http://es.wikipedia.org/wiki/Aguardiente
http://es.wikipedia.org/wiki/Pisco_del_Per%C3%BA
http://es.wikipedia.org/wiki/Filoxera
http://es.wikipedia.org/wiki/Cepa
http://es.wikipedia.org/wiki/Injerto
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/270238
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/998652
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/800444
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/383397
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/84900
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/269599
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/348742
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/543098
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/474178
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/77033
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/522533
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/579685
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/446576
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/1415174
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CAPITULO III: METODOLOGIA

3.1.

TIPO DE INVESTIGACION

Es de tipo descriptivo, prospectivo y longitudinal.

3.2.

DISENO DE INVESTIGACION.

Es una investigacion de disefio experimental.

3.3.

AMBITO DE ESTUDIO.

El trabajo consta de dos partes:

3.3.1.

3.3.2.

El andlisis quimico toxicologico de identificaciéon y cuantificaciéon de
plaguicidas 6rgano fosforados en manzanas y uvas procedentes del valle de
Calango y Las Flores de la Provincia de Cafiete y

El trabajo de campo en la que a través de encuestas a los agricultores se

evaluard el dafio que estd causando el uso de estos plaguicidas.

3.4. MUESTREO.

3.4.1. Muestras de manzanas y uvas: se tomaron 20 muestras: 10 muestras de
manzanas delicias y 10 muestras de uva quebranta, de las cuales cinco eran
de Calango y cinco de Las Flores.

3.4.2. Encuestas: se tomaron 20 encuestas a los agricultores, 10 en Calango y 10 en
Las Flores.

3.5. METODO DE QuUEChERs

Fundamento

Es un método de ensayo que describe los pasos para la determinacion de

multiresiduos de plaguicidas en frutos y vegetales teniendo como referencia el

AOAC Official Method 2007.01. "Pesticide Residues in Foods by Acetonitrile

Extraction and Partioning with Magnesium Sulfate", conocida cominmente como

método QUEChERSs cuyo procedimiento consiste en la extraccion de los plaguicidas

con acetonitrilo en medio tamponado con dcido acético-acetato de sodio seguido de
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una etapa de limpieza o clean-up combinada con amina primaria secundaria y sulfato
de magnesio. Para el caso de matrices con alto contenido de pigmento o grasa se
adiciona C18 o carbdn grafitizado para finalmente ser analizados por LC/MS-MS
(Cromatdgrafo liquido acoplada con espectrémetro de masas en tandem y GC-MS
(Cromatégrafo de gases acoplada a espectrometro de masas).

El método se desarrolla a partir del método AOAC Official Method 2007.01,
utilizando otros estdndares internos de control de calidad. El método ha sido

verificado en los informes de verificacion IVE-004-11 e IVE-004-13.

3.5.1. Objetivo

El presente método permite describir las actividades para determinar multiresiduos
de plaguicidas en frutos y vegetales mediante Cromatografia liquida acoplada con
espectrometria de masas en tandem y Cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.

3.5.2. Campo de Aplicacion

El método se aplica para la determinacion de multiresiduos de plaguicidas en frutos y
vegetales por Cromatografia liquida acoplada con espectrometria de masas en
tandem y Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Ver anexo

N°1 y 2, listado de plaguicidas.

Definiciones / Abreviaturas

e Plaguicidas: También llamados agroquimicos, son sustancias quimicas
destinadas a matar, repeler, atraer, regular o interrumpir el crecimiento de
seres vivos considerados plagas.

e QuEChERs: Terminologia en inglés (quick, easy, cheap, effective, rugged
and safe) que significa rapido, facil, econdmico, efectivo, robusto y seguro.

e LC/MS- MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem.

e UPLC : Cromatografia liquida de Ultra performance.

e GC- MS: Cromatdgrafo de gases acoplada a espectrometria de masas.

e ESI: Fuente de Ionizacion electro spray.


http://es.wikipedia.org/wiki/Plaga
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e MeCN: Acetonitrilo.

e  MgSO4: Sulfato de magnesio anhidro.
e NaAc : Acetato de sodio.

e HOAC : dcido acético glacial

e GCB: Carbo6n grafitizado.

3.5.3. Técnica Operatoria

3.5.3.1. Principio

El método consiste en 4 procesos principales: proceso de preparacion de la muestra,
proceso de extracciéon que es realizada por particiéon liquido-liquido, proceso de
limpieza realizado por extraccion en fase dispersiva (Dispersive-SPE) y proceso de
medicidn en los equipos cromatograficos acondicionados y calibrados.

El procedimiento consiste en tomar una porciéon de la muestra vegetal (frutos o
verduras) molida y homogenizada, al cual se le adiciona acetonitrilo con &cido
acético al 1% y una mezcla de sulfato de magnesio y acetato de sodio; el extracto
obtenido es sometido a una limpieza o clean up en fase dispersiva (Dispersive-SPE)
con sulfato de magnesio, amina primaria secundaria (PSA) y carbon grafitizado
(CGB). Los residuos extraidos de plaguicidas (benzimidazoles, carbamatos,
compuestos organoclorados, organofosforados, piretroides y triazinas) son
determinados por cromatografia liquida con espectrometria de masa en tandem
usando  electrospray positivo (+) y por Cromatografia Gaseosa acoplada a

espectrometro de masas (GC-MS). 323342

3.5.3.2. Materiales y equipos.

Materiales:
e Tubos de polipropileno descartables de 15 y 50 ml con tapa rosca.
e Tabla de picar.
e Envases de vidrio para la conservacion de la muestra.
e Cuchillos de acero inoxidables, espatulas.

e Pipeta automatica con volumen variable de 10-100 uLL
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Pipeta automética con volumen variable de 100-1000 uLL

Pipeta automdtica con volumen variable de 1000-5000 uLL

Puntas para pipetas automdticas de 1000-5000 uL, de 10-100 uL y de 100-
1000 uL.

Pipetas Pasteur.

Gradillas para tubos.

Viales de 2,0 ml para autosampler HPLC y GC

Frascos de vidrio o Viales con tapa rosca de 10 y 20 mL.

Jeringas descartables de 1 y 5 mL.

Filtros de jeringa PTFE 13 mm, 0.45 mm.

Equipos:

Robot Coupe Blixer 3

Balanza analitica Digital (marca A & D, modelo GR 200)

Vortex Mixer (Marca: Barnstead Thermolyn, modelo: Maxi Mix II 8294c50).
Centrifuga (Marca : Thermoelectron, modelo : Multi RF)

Columna LC: C18 — 250 x 4,6 mm id, 5 pm.

Cromatégrafo Liquido de Alta performance (HPLC): con bomba cuaternaria,
auto sampler con control de temperatura, horno de columna y degasificador.
(Marca : Waters, Modelo : Alliance 2695 XE.

Cromatégrafo Liquido de Ultra performance (UPLC). Marca Waters ,
Modelo: Acquity.

Espectrometro de masas en tandem con sonda ESI en modo de operacién
positivo y negativo. Marca: Micromass, Modelo :Quatro Premier XE y Xevo
0S8

Software del LC-MSMS :Masslynx 4.1

Cromatografo de gases acoplada a espectrometro de masas Marca
SHIMADZU Modelo: GCMS QP-2010.

Columna capilar para GC: Rxt-5Ms 30m x 0,25um x 0,25 mm
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3.5.3.3. Reactivos

Sustancias quimicas

Agua grado HPLC

Acido férmico 98% p.a

Acetonitrilo - grado HPLC.

Acetonitrilo - grado GC.

Acetato de etilo grado GC.

Acido acético (HOAC) - Glacial

1% HOAc en MeCN — preparar la solucion con 10 mL glacial HOAC en 1 L
MeCN.

Acido férmico 6,7 mM en agua; afadir a una fiola de 250 mL unos 100mL
de agua y luego agregar 64,3 uL de 4cido férmico, mezclar y luego completar
a volumen con el mismo solvente.

Cloruro de sodio grado reactivo.

Sulfato de magnesio anhidro — pureza >98%: previo secado a 500° C minimo
por 5 horas para remover los ftalatos y agua residual.

Amina primaria-secundaria (PSA)

Carbon negro grafitizado (GCB)- para muestras con carotenoides y
pigmentos.

C-18 para muestras con contenido de grasas mayor al 1%

Acetato de amonio. p.a

Fase movil

HPLC:
a)

b)

UPLC:
a)

b)

Fase mévil A: Solucién Acido féormico 5 mM en Agua, afadir 192 uL
de acido férmico a una fiola de 1L conteniendo unos 150 mL de
agua, mezclar y completar a volumen.

Fase mévil B: Solucion Acido férmico 5 mM en Metanol, afadir 192
uL de acido férmico a una fiola de 1 L conteniendo unos 150 mL de
metanol, mezclar y completar a volumen con el mismo solvente.

Fase movil A: Agua con acetato de amonio 10 mM y 4cido acético 0.05%.

Fase mdvil B: Metanol con acetato de amonio 10 mM y 4cido acético 0.05%.
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Para preparar estas fases moviles se requiere lo siguiente:
Preparar 100 mL de una solucién stock de Acetato de amonio 1M y 4cido acético 5%
(SOLUCION STOCK):

* Disolver 7.7 g de acetato de amonio en 95 mL de agua

* Anadir 5 mL de 4cido acético glacial.

* Para preparar 500 mL de las fases mdviles:

* Fase mdvil A: afiadir 5 mL de la solucién stock a 495 mL de agua.

* Fase movil B: afiadir 5 mL de la solucién stock a 495 mL de metanol

GC:
Gas Helio UHP 5.0

Estandares:
e Estidndares quimicos de plaguicidas de alta pureza.
e Mezclas de estdndares en solucion de concentraciones entre 100 a 2000 mg/L
e Estdndar surrogado bromofos metilo a 2000 mg/L.

e Estindar interno Trifenilfosfato 200 mg/L

3.5.3.4. Preparacion de los estandares de la curva matriz de los
plaguicidas analizados por LC/MS-MS y GC-MS

e Solucion stock primaria, aprox. 2000 ng/uL.
Pesar 20 mg de los estandar quimicos de plaguicidas en una fiola de 10 mL (balén
aforado), disolver en acetonitrilo con 0.1% de acido acético. Disolver con ayuda del
bafio ultrasénico si es necesario y enrasar.

Almacenar a temperatura (-10° a -30°C) y en lugar oscuro. Estable un afio

e Solucion Mix de fortificacion (QC Spike 1), 40 ng/uL, 80 ng/uL, y
160 ng/uL.
Transferir una alicuota de 1000 puL para 40 ng/uL., 2000 pL para 80 ng/ul. 0 4000 uLL
para 160 ng/uLL de las Soluciones stock primario de plaguicidas a una fiola de 50 mL,
diluir y enrasar:
Para el analisis por LCMS/MS con acetonitrilo en dcido acético 0,1%;

Para el andlisis por GCMS con acetonitrilo grado GC.
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Nota: para fiolas preparadas de menor volumen calcular el volumen adecuado.
Para el andlisis por LCMSMS se han considerado cuatro grupos de mezclas:
Mix 1: plaguicidas organofosforados y carbamatos

Mix 2: plaguicidas tipo azoles y ureas

Mix 3: otros plaguicidas tipo triazinas, strobilurinas, etc.

Mix 4: comunes (iprodiona, etoprofos y triazofos)

e Solucién Mix de fortificacion (QC Spike 2), 5 ng/uL, 10 ng/uL. o 20
ng/ul.
Transferir una alicuota de 1250 uL de cada Mix de Solucién de fortificacion (QC
Spike 1) a una misma fiola de 10 mL, diluir y enrasar:
Para el andlisis por LCMS/MS con acetonitrilo en dcido acético 0,1%;
Para el analisis por GCMS con acetonitrilo grado GC.

Preparacion del estdndar interno

e Solucion stock de Trifenilfosfato, 200 ng/uL..
Pesar 20 mg de los estdndar quimicos de plaguicidas en una fiola de 100 mL (balén
aforado), disolver en acetonitrilo con 1% HOAC. Disolver con ayuda del baiio
ultrasénico si es necesario y enrasar con acetonitrilo en dcido acético 1%.

e Solucién de trabajo de trifenilfosfato, 2 ng/ulL.
Transferir una alicuota de 1000 pL de la solucion stock 200 ng/uLl a una fiola de
100ml, diluir y enrasar con dcido acético al 1 % en acetonitrilo.
Preparacién de estdndar surrogado (afadido antes de la extraccion)

e Solucion stock de bromofos metilo y prometrina, 2000 ng/uL.
Pesar 20 mg de los estdndar bromofos metilo y prometrina en forma independiente
una fiola de 10 mL (balén aforado), disolver en acetonitrilo con 0.1% HOAC.
Disolver con ayuda del bafo ultrasonico si es necesario y enrasar con acetonitrilo en

acido acético 0.1%.

e Solucion de trabajo de bromofos metilo y prometrina 40 ng/uL.
Transferir una alicuota de 500 pL de ambas solucion stock 2000 ng/ulL a una misma

fiola de 25ml, diluir y enrasar con acetonitrilo.



Preparacion de los estandares para la curva de calibracion por GC-MS.

Se preparan de acuerdo a la siguiente tabla:

Curva de calibracién de plaguicidas

Solucién
QC spike | Solucién Concentracién
Volumen
40, 80 vy |HAc
Nivel final,
160 ng/uL.. | 0,1%, ng/ul
mL
Volumen mL
en (uL)
5 500 1 10 2/4/8
4 250 1 10 1/2/4
3 125 1 10 05/1/2
2 50 1 10 0,2/04/0,8
1 25 1 10 0,1/0,2/0,4
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Preparacion de los estandares para la curva de calibraciéon por HPLC-LCMS-

MS

Se preparan de acuerdo a la siguiente tabla:

Curva de calibracién de plaguicidas

Solucion Solucion

QC spikel* (40 y | HAc
Nivel

80 ng/uL) 0,1%,

Volumen en (uL) | ml

final,

ml

Volumen

Concentracion

ng/ul
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5 1250 1 10 5/10

4 500 1 10 2/4

3 250 1 10 1/2

2 50 1 10 0,2/ 0.4

1 25 1 10 0,1/0.2
*Mix 1, 2,3y 4.

3.5.3.5. Analisis de la Muestra.

Preparacion de la muestra previa al analisis

Las muestras de manzanas y uvas se trozan en pequefias porciones*, luego se
conservan a temperatura entre —10°C y -25°C, hasta el momento de su molienda y
pesada para el analisis.

* Se siguen los lineamientos del Codex “CAC/GL 41-1993 PARTE DEL
PRODUCTO A LA QUE SE APLICAN LOS LIMITES MAXIMOS DEL CODEX
PARA RESIDUOS Y QUE SE ANALIZA”. Para la parte de las muestras que se

considera en el analisis.

Procedimiento de extraccion de residuos de plaguicidas en la muestra
Analizar un control o controles negativos para curva matriz y controles positivos o

fortificados con cada set de muestras y duplicados cada 5 muestras.

a) Se pesa 15 g £ 0,1 g de muestra en tubos de centrifuga de polipropileno de 50
mL. (por duplicado para la muestra a investigar), una muestra control negativo
o blanco de matriz, 0/ o 02 blancos fortificados a los niveles mas bajos como

se indica en la tabla del punto b.

Notal. Para muestras con contenido menor de 30% de agua, se pesa 2.5 o 5.0
g de muestra y se adiciona 10 mL de agua, homogenizar manualmente o por

vortex.

b) Para las muestras fortificadas o de control positivo se toma en consideracion

los LMR establecidos por CODEX o por la Comunidad Europea, para el cual



c)

d)

e)
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se usa una alicuota de la mezcla de estandares del nivel 5 para GC-MS y
HPLC-MS-MS, se homogeniza usando vortex y dejar en reposo por 15
minutos.

Normalmente se preparan fortificaciones en muestras blancos entre 5 a 200

ug/kg de cada plaguicida.

Nota 2: Se elige la concentracion segtin el LMR.

A todas las muestras se adiciona un estdndar surrogado Bromofos metilo a una
concentracion de 100 ug/kg (GCMS) y un estdndar de prometrina a una

concentracion de /00 a 200 ug/kg (GC-MS y LCMSMS).

Se adiciona 15 mL de solucién de Acetonitrilo con 1% de acido acético,
homogenizar con ayuda de vortex o manualmente por 1 minuto y luego
adicionar la mezcla de sales (1,5 g acetato de sodio anhidro + 6 g sulfato de
magnesio anhidro). Agitar con ayuda de vortex o manualmente por 1 minuto
para romper los grumos asegurando que se vuelva una mezcla homogénea,
ocurre una reaccion exotérmica por lo que se recomienda refrigerar por

espacio de 60 segundos.

Se agita vigorosamente por 1 minuto adicional y luego se centrifuga minimo

3000 rpm por 3 minutos.

Limpieza o Clean up de los extractos

a)

b)

Para la curva de estandar: Se transfiere 10 mL de extracto, Para las muestras
en investigacién, muestras blanco, blanco de reactivos: Se transfiere 3 mL
para el analisis por LC-MS-MS y por GC-MS a un vial conteniendo 150 mg
de MgSO4 y 50 mg de PSA por cada mL de extracto.

Adicionar 7,5 mg de GCB por mL de extracto para muestras que contengan
carotenoides y clorofila.

Adicionar 50 mg de sorbente C18 por mL de extracto para muestras que

contienen > de 1% de grasa.
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O adicionar ambos para aquellos que tengan alto contenido de pigmentos y
grasas. Ver anexo 3 matrices analizadas en rutina.

Se mezcla vigorosamente con ayuda de vortex o manualmente por espacio de
30 a 60 segundos, luego se centrifuga entre 2000 y 3000 rpm por 3 minutos

de tal modo que se evite ruptura de los frascos de vidrio.

Preparacion de los extractos para analisis por HPLC-MS-MS

a)

b)

Se transfiere 500 ul. del extracto limpio a otro vial o tubo eppendorf y se
adiciona 50uL de Solucién de trabajo de estdndar interno de trifenilfosfato (2
ng/ul).

Se mezcla y se adiciona 25 uL. de acetonitrilo para el caso de blanco, muestras
y controles positivos.

Para los viales que servirdn para la curva de calibracién adicionar 25 ul de
cada uno de los 5 estdndares preparados en el punto 5.5.8, para obtener
concentraciones de 5 hasta 250 ng/g. de cada plaguicida en la matriz.

Se mezcla y se adiciona 500 uL de 4cido férmico 6,7 mM a todos los viales.
Se filtrar a través de un filtro de jeringa PTFE 0,45 um dentro de viales del

autosampler de HPLC y hacer las lecturas respectivas en el LC/MS-MS.

Curva de calibracién de plaguicidas

Concentracion

Nivel Equivalente
HPLC-MS-MS(ng/g)
250/500

100/200

50/100

10/20

1 5/10

N W B~ WD
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Preparacion de los extractos para analisis por GC-MS

a) Se transfiere 1000 uL del extracto limpio a un vial del autosampler.

b) A todos los viales se adiciona 100 uL de Solucién de trabajo de estdndar
interno de trifenilfosfato (2 ng/uL) y 50 uL de acetonitrilo para los blancos y
muestras y mezclar.

c) Para los viales que servirdn para la curva de calibracién adicionar 50 uL de
cada uno de los 5 niveles de estdndares preparados en el punto 5.5.6, para
obtener concentraciones en el rango de 5 a 20 ng/g hasta 100 a 400 ng/g. de
cada plaguicida en la matriz.

d) Las concentraciones de los niveles de calibracion son:

Curva de calibracion de plaguicidas

Nivel Concentraciéon (ug/lL. o ng/g
equivalente)

5 100 /200 /400

4 507100 /200

3 25/50/100

2 10/20/40

1 5710720

Finalmente transferir minimo 500 uL de solucién a viales para su lectura por el

equipo cromatdgrafo de gases con espectrometro de masas.

3.5.3.6. Optimizacion del método

Aptitud del sistema

Verificar la aptitud del sistema al inicio de la secuencia de corridas o después de un
cambio considerable (cambio de columna o una reparaciéon) empleando un estandar
de concentracion intermedia de la curva de calibracion inyectado por triplicado.
Evaluar el %RSD de las respuestas de un analito (como minimo) correspondientes a
un mismo vial, el cual no debe ser mayor del 10% y el %RSD de los tiempos de

retencion no exceda de 2.5%



Condiciones Instrumentales:

Para el Sistema Cromatografico HPLC
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Columna cromatogréafica

Fase reversa C18, 150 mm x 2,1 mm, 3,5 um

Fase Movil

Fase Movil A: Fase Movil B

30 : 70
Condicion de flujo : Gradiente(*)
Flujo: 0.2 mL/min
Volumen de inyeccién 10 uLL
Temperatura 40°C

Fase mévil A: Acido Férmico 5 mM en agua

Fase movil B: Acido Férmico 5 mM en metanol

Equilibrar el sistema LC por lo menos 30 min con Fase movil A: Fase mévil B (30

%:70%).

Condiciones del gradiente de elucién*
Tiempo A B Flujo Curva
(min) (mL/min)
0 30.0 70.0 0.20 1
2.5 30.0 70.0 0.20 1
12.00 0.0 100.0 0.30 6
15.00 0.0 100.0 0.30 6
20.00 30.0 70.0 0.20 1

Para el Sistema Cromatografico UPLC

Columna cromatografica

Fase reversa C18, 100 mm x 2,1 mm, 1,7 um

Fase Movil

Fase Movil A: Fase Movil B

80 : 20
Condicién de flujo : Gradiente(*)
Flujo: 0.4 mL/min
Volumen de inyeccion 2ul
Temperatura 40°C
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Fase movil A: Agua con acetato de amonio 10 mM y 4cido acético 0.05%
Fase mévil B: Metanol con acetato de amonio 10 mM y dcido acético 0.05%

Equilibrar el sistema LC por lo menos 5 min con Fase mévil A: Fase mévil B (80

%:20%).

Condiciones del gradiente de eluciéon*

Tiempo A B Flujo Curva
(min) (mL/min)

0 80.0 20.0 0.40 6

0.5 80.0 20.0 0.40 6

4.0 10.0 90.0 0.40 6

6.0 10.0 90.0 0.40 6

6.1 80.0 20.0 0.40 6

8.0 80.0 20.0 0.40 6

Sistema espectrométrico (MS/MS)

Fuente de Ionizacién Electrospray (ESI)
Modo de Ionizacién Positivo [M+H ]*
Temperatura de la fuente (°C) 120 (HPLC) -150 (UPLC)
Temperatura de solvatacién (°C) 350

Flujo de gas de cono ((L/Hr): 50

Flujo del gas de solvatacion (L/Hr) 800

Resolucion LM1 125-13
Resoluciéon HM1 12.5-13
Multiplicador (V) 650

Flujo de bomba de jeringa (mL/min) 10

Presiéon de Gas en la Celda Pirani (mbar) | 3.93e-3
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Sistema Cromatografico GC-MS:

Columna Capilar Rtx® - SMS 0,25mm ID x 0,25 um pelicula x 30
m longitud o equivalente

Temperatura del Inyector: Gradiente desde 80 a 250 °C

volumen de inyeccién 2ulL

Detector: Espectrometro de masas

Temperatura del Horno: Gradiente desde 75 a 300 °C *

Gas carrier: Helio UHP 5.0

Modo de inyeccion: PTV-Spliless

Modelo del instrumento GCMS-QP2010

Gradiente de Temperatura*

Caudal Temperatura | Tiempo de permanencia a la
(mL/min) final (°C) temperatura final (min)

- 75 2

10 230 1

10 280 10

*-condiciones pueden variar de acuerdo a columna.

Optimizacion del MS-MS

Plaguicidas analizados por GC-Ms, modo de ionizacion EI (ionizacion electronica) y
modo de adquisicién SIM (monitoreo de iones simple) (ver Anexo N°2)

Plaguicidas analizados por LC-MS/MS, modo de ionizaciéon ESI positivo y modo de
adquisicion MRM (Monitoreo Reaccion Multiple) : (ver Anexo N°4)

3.5.3.7. Calculo y Expresion de Resultados

El procesamiento de datos de las muestras, blancos, y estdndares se realiza con el
software MassLynx 4.1 con la aplicacion QuanLynx 4.1 para el LC MS-MS y Con el
software GC-MS Solution en el cromatégrafo de Gases GCMS-QP2010-
SHIMADZU.

Las concentraciones obtenidas de las muestras, fortificados y blancos son resultado

del ploteo de los ratios en la curva de regresion.
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Los pesos de muestras concentraciones de estdndares y resultados se registran en los
formatos REG-UCCIRT/Res-10 y REG-UCCIRT/Lab-61 de acuerdo al
procedimiento de ensayo PRO-UCCIRT/Lab-02.

Los plaguicidas que son mezclas de isémeros se reportardn como promedio de los
valores obtenidos en cada isémero.

Cuando exista interferencia de matriz y se decida cuantificar s6lo con algunos de los
isdmeros se podra reportar el resultado si el especialista lo justifica y coloca las
observaciones respectivas en las hojas de trabajo.

La confirmacién de los resultados se realizard a las muestras que presenten
resultados mayores al limite maximo de residuos (LMR) y teniendo en cuenta las
directrices del Codex se procede a evaluar la segunda transicion MRM de

confirmacion para el anélisis por LC/MS-MS.

Recuperacion: En las muestras fortificadas el porcentaje de recuperacion se calcula

mediante la siguiente férmula:

% Recuperacion = Conc. 4 x 100

Conc ¢

Donde:

Conc. ¢ =Concentracion experimental del plaguicida en la muestra fortificada, ng/g

Conc ; = Concentracién conocida adicionada del plaguicida, ng/g

Se reportara todos los plaguicidas cuya recuperacion de muestras fortificadas se
encuentren entre 50 a 130 % de recuperacion.

A criterio del analista se reportara solamente como screening los plaguicidas cuya
recuperacion se encuentra fuera de los limites aceptables siempre y cuando se
evidencie linealidad en la curva matriz, y no se obtenga presencia en la muestra.

No se reportard los plaguicidas que presenten interferencia en la curva matriz y no se
evidencie linealidad y ademds no se obtenga recuperacion en la muestra fortificada.
Para plaguicidas que son determinados por ambas técnicas se reportara el resultado
de la concentracion del plaguicida obtenido en la muestra por la técnica en la cual se

obtenga una recuperacion aceptable entre 70- 120 % de la muestra fortificada.
23,32,33,42,
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Antecedentes

AOAC Official Method 2007.01 Pesticide Residues in Foods by Acetonitrile
Extraction and partitioning with Magnesium Sulfate liquid Chromatography/
Tandem Mass Spectrometry.

“Lehotay S. (2007), JJAOAC int.90, 490-520”, Determination of Pesticide
Residues in Foods by Acetonitrile Extraction and Partitioning with

Magnesium Sulfate: Collaborative Study.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

CUADRO N°1
Resultado General de la Determinaciéon de Plaguicidas Organofosforados en

Manzanas y Uvas del distrito de Calango y Las Flores.

PLAGUICIDA OTROS LC-

N° | MUESTRA FOSFORADO | PLAGUICIDAS mg/Kg Msms | GOMS
1 Manzana C.1 Negativo Tebuconazol 0.010 Si | -
Cipermetrina 0078 | - Si
2 Manzana C.2 Negativo
3 Manzana C.3 Negativo
4 Manzana C .4 Negativo
5 Manzana C.5 Negativo Tebuconazol 0.011 Si | -
6 Manzana LF.1 Negativo
7 Manzana LF.2 Negativo Cipermetrina 0110 | -==--ee- Si
8 Manzana LF.3 Negativo Tebuconazol 0.020 Si | -
9 Manzana LF.4 Negativo Cipermetrina 0015 | - Si
10 Manzana LF.5 Negativo
11 UvaC.1 Negativo Buprofezin 0.007 Si | -
Ciprodenil 0.561 Si
Piraclostrobin 0.255 Si [ -
12 UvaC.2 Negativo Ciprodinil 0.283 Si | -
Paraclostrobin 0.094 Si [ -
13 UvaC.J3 Negativo Buprofezin 0.036 Si | e
Ciprodinil 0.441 Si
Piraclostrobin 0.131 Si | -
14 UvaC4 Negativo Ciprodinil 0.508 N N
Piraclostrobin 0.204 Si
15 UvaC.5 Negativo Ciprodinl 0.333 Si | -
Piraclostrobin 0.162 Si | -
16 UvaLF.1 Negativo Ciprodinil 0.440 Si
Piroclostrobin 0.210 Si | -
17 UvaLF.2 Negativo Buprofezin 0.080 N N
Ciprodenil 0.460 Si
Piroclostrobin 0.190 Si | -
18 UvaLF.3 Negativo Ciprodenil 0.300 N Y
Piroclostrobin 0.200 Si
19 Uva LF.4 Negativo Ciprodenil 0.340 Si
Piroclostrobin 0.180 Si
20 UvaLF.5 Negativo Ciprodenil 0.210 Si | -

Piroclostrobin 0.110 Si | -




CUADRO N° 2
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Presencia de plaguicidas en muestras de manzanas y uvas de los distritos de Calango

y Santa Cruz de Flores.

N° DE CASOS: 20 ANO: 2015

PRESENCIA N° DE MUESTRAS PORCENTAIJE
Positivo 15 75

Negativo 05 25

TOTAL 20 100

16

14

12

10

Positivo

Negativo

Figura 1: Presencia de plaguicidas en muestras de manzanas y uvas de los distritos

de Calango y Santa Cruz de Flores
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CUADRO N° 3
Presencia de plaguicidas fosforados en muestras de manzanas y uvas de los distritos

de Calango y Santa Cruz de Flores.

PRESENCIA N° DE MUESTRAS PORCENTAIJE
Organos Fosforados 00 00
Otros plaguicidas 15 75
Negativo 05 25
TOTAL 20 100
16
14
12
10
8
6
4
2
0 p
Organos Fosforados Otros plaguicidas Negativo

Figura 2: Presencia de plaguicidas fosforados en muestras de manzanas y uvas de

los distritos de Calango y Santa Cruz de Flores.
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CUADRO N° 4

Presencia de plaguicidas en muestras de manzana y uvas de los distritos de Calango

y Santa Cruz de Flores.

DISTRITO POSITIVO NEGATIVO PORCENTAIJE
Calango 05 05 50

Santa Cruz de Flores | 10 00 50

TOTAL 15 05 100

12

10

Calango Santa Cruz de Flores

HPOSITIVO mNEGATIVO

Figura 3: Presencia de plaguicidas en muestras de manzana y uvas de los distritos de

Calango y Santa Cruz de Flores.
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CUADRO N° 5

Plaguicidas 6rganos fosforados en muestras de manzanas del distrito de Calango.

PRESENCIA
L ACTETDAG N° DE CASOS PORCENTAIJE
Organo fosforados 00 00
Otros plaguicidas 02 40
Negativos 03 60
TOTAL 05 100
3.5
3
25
2
15
1
0.5
0 .
Organo fosforados Otros plaguicidas Negativos

Figura 4: Plaguicidas 6rganos fosforados en muestras de manzanas del distrito de

Calango.
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CUADRO N° 6
Presencia de plaguicidas 6rgano fosforados en muestras de manzanas del distrito de

Santa Cruz de Flores.

PRESENCIA
NG N° DE CASOS PORCENTAIJE
Organo fosforados 00 00
Otros plaguicidas 03 60
Negativos 02 40
TOTAL 05 100
3.5
3
2.5
2
15
1
0.5
0 .
Organo fosforados Otros plaguicidas Negativos

Figura 5: Presencia de plaguicidas 6rgano fosforados en muestras de manzanas del

distrito de Santa Cruz de Flores.
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CUADRO N° 7
Presencia de plaguicidas 6rganos fosforados en muestras de uvas del distrito de
Calango.
PLAGUICIDAS N° DE CASOS PORCENTAIJE
Organo fosforados 00 00
Otros plaguicidas 05 100
Negativos 00 00
TOTAL 05 100

6

5

4

3

2

1

0

Organo fosforados Otros plaguicidas Negativos

Figura 6: Presencia de plaguicidas 6rganos fosforados en muestras de uvas del

distrito de Calango.
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Presencia de plaguicidas 6rganos fosforados en muestras de uvas del distrito de Santa

Cruz de las Flores.

PLAGUICIDAS N° DE CASOS PORCENTAIJE
Organo fosforados 00 00
Otros plaguicidas 05 100
Negativos 00 00
TOTAL 05 100

6

5

4

3

2

1

0

Organo fosforados Otros plaguicidas Negativos

Figura 7: Presencia de plaguicidas 6rganos fosforados en muestras de uvas del

distrito de Santa Cruz de las Flores.
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Presencia de plaguicidas no 6rganos fosforados en muestras de uva y manzana de los

distritos de Calango y de Santa Cruz de las Flores.

PLAGUICIDAS NO
N° DE CASOS PORCENTAIJE
FOSFORADO
Tebuconazol 03 10.34
Cipermetrina 03 10.34
Buprofezin 03 10.34
Ciprodenil 10 34.49
Piraclostrobin 10 34.49
TOTAL 29 100
12
10
8
6
4

N

0 I

Tebuconazol

Cipermetrina Buprofezin

Ciprodenil

Paraclostrobin

Figura 8: Presencia de plaguicidas no 6rganos fosforados en muestras de uva y

manzana de los distritos de Calango y de Santa Cruz de las Flores.
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CUADRO N° 10
Presencia de plaguicidas no 6rganos fosforados en muestras de manzana de los

distritos de Calango y de Santa Cruz de las Flores.

PLAGUICIDAS NO
N° DE CASOS PORCENTAIJE
FOSFORADO
Tebuconazol 03 50
Cipermetrina 03 50
TOTAL 06 100
3.5

2.5

N

1.5

[

0.5

Tebuconazol Cipermetrina

Figura 9: Presencia de plaguicidas no érganos fosforados en muestras de manzana

de los distritos de Calango y de Santa Cruz de las Flores.
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CUADRO N° 11
Presencia de plaguicidas no 6rganos fosforados en muestras de uvas de los distritos

de Calango y de Santa Cruz de las Flores.

PLAGUICIDAS NO
N° DE CASOS PORCENTAIJE
FOSFORADO
Buprofezin 03 13.04
Ciprodenil 10 43.48
Piraclostrobin 10 43.48
TOTAL 23 100
12
10
8
6
4
2
0
Buprofezin Ciprodenil Piraclostrobin

Figura 10: Presencia de plaguicidas no 6rganos fosforados en muestras de uvas de

los distritos de Calango y de Santa Cruz de las Flores.
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CUADRO N° 12

Grupos etdreos encuestados del distrito de Calango y Santa Cruz de Flores.

GRUPO ETAREO N° DE CASOS PORCENTAIJE
41-45 03 15
46 — 50 03 15
51-55 06 30
56— 60 06 30
61 - 65 02 10
TOTAL 20 100

7

6

5

4

3

2

1

0

41-45 46 -50 51-55 56-60 61-65

Figura 11: Grupos etdreos encuestados del distrito de Calango y Santa Cruz de

Flores.
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Eleccion de plaguicidas a usar en cultivo de manzana y uvas de los agricultores de

Calango y Santa Cruz de Flores.

TIPO N° DE CASOS PORCENTAIJE
Por asesoria técnica. 02 10
Por recomendacion de un | 01 05
amigo.
Por su propio criterio. 15 75
Por recomendacién del | 02 10
vendedor.
TOTAL 20 100
16
14
12
10
8
6
4
2
, 1 — N

Por asesoria técnica. Por recomendacion Por su propio criterio. Por recomendacion
de un amigo.

del vendedor.

Figura 12: Eleccién de plaguicidas a usar en cultivo de manzana y papa de los

agricultores de Calango y Santa Cruz de Flores.
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CUADRO N° 14
En qué momento de cultivo hacen uso de plaguicidas los agricultores de manzana y

uvas del distrito de Calango y Santa Cruz de Flores.

USO N° DE CASOS PORCENTAIJE
Desde el inicio. 20 100
Al inicio. 00 00
Al final. 00 00
A medio del cultivo 00 00
TOTAL 20 100
25
20
15
10
5
0
Desde el inicio. Al inicio. Al final. A medio del cultivo

Figura 13: En qué momento de cultivo hacen uso de plaguicidas los agricultores de

manzana y uvas del distrito de Calango y Santa Cruz de Flores.




CUADRO N° 15
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Recepcién de informacion técnica adecuada de los agricultores de Calango y Santa

Cruz de Flores para el buen manejo de los plaguicidas.

RECIBE ASESORIA N° DE CASOS PORCENTAIJE
SI 03 15
NO 06 30
IREGULARMENTE 11 55
TOTAL 20 100
12
10
8
6
4
2
0
Sl NO IREGULARMENTE

Figura 14: Recepcién de informacion técnica adecuada de los agricultores de

Calango y Santa Cruz de Flores para el buen manejo de los plaguicidas.
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CUADRO N° 16
Que equipo de proteccién usan los agricultores de manzanas y uvas del distrito de

Calango y Santa Cruz de Flores.

EQUIPO N° DE CASOS PORCENTAIJE
Guantes 20 100
Mascarillas 10 50

Lentes 05 25

Sombrero 20 100

Ropa de proteccion 02 10

Pafiuelos 10 50

25
20

15

10
| I I
0 ]

Guantes Mascarillas Lentes Sombrero Ropa de Pafiuelos
proteccion

Figura 15: Que equipo de proteccién usan los agricultores de manzanas y uvas del

distrito de Calango y Santa Cruz de Flores.
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CUADRO N° 17
Grado de conocimiento de los plaguicidas prohibidos de los agricultores de

manzanas y uvas del distrito de Calango y Santa Cruz de Flores.

CONOCIMIENTO N° DE CASOS PORCENTAIJE
SI 20 100

NO 00 00

TOTAL 20 100

25

20

15

10

S| NO

Figura 16: Grado de conocimiento de los plaguicidas prohibidos de los agricultores

de manzanas y uvas del distrito de Calango y Santa Cruz de Flores.
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CUADRO N° 18
Lugares donde almacenan los plaguicidas los agricultores de manzana y uvas del

distrito de Calango y Santa Cruz de Flores.

LUGARES N° DE CASOS PORCENTAIJE
Cocina 00 00

Patios 01 05

Almacén 02 10

Chacra 17 85

TOTAL 20 100

18
16
14
12

10

2
: - =

Cocina Patios Almacen Chacra

Figura 17: Lugares donde almacenan los plaguicidas los agricultores de manzana y

uvas del distrito de Calango y Santa Cruz de Flores.
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CUADRO N°19
Limite mdximo permisible (LMP) segtn plaguicida por fruto, dados por la FAO y
el CODEX

Plaguicida FRUTA LMP
(mg/Kg)
Manzana | 0.5
Tebuconazol
Uva 2
Manzana |4
Buprofezin
Uva 2.5
Manzana | 0,5
Piroclostrobin
Uva 2
Cipermetrina Uva 0.2

Manzana | 0.7
Ciprodinil Uva 3
Manzana | 0.05
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CAPITULO V: DISCUSION

En el presente trabajo se investigd la presencia de plaguicidas 6rgano fosforados en
manzanas y uvas de los valles del distrito de Calango y Santa Cruz de Flores, por ser
éstas frutas de gran consumo por el hombre, especialmente los nifios que lo llevan en
la lonchera.

Para su determinacién se empleé el método de QUECHERS que es un método
validado por la AOAC 2014, por ser muy sensible y altamente especifico para
determinar residuos de plaguicidas en alimentos cuyo procedimiento consiste en la
eleccion de los plaguicidas con acetonitrilo en medio de acido acético y acetato de
sodio, seguido de un clean — up con una amina primaria secundaria y sulfato de
magnesio, para finalmente ser analizados por cromatdgrafo liquido acoplado con un
espectrometro de masa en tindem (LC/MS_MS) y cromatdgrafo de gases acoplado a
un espectrometro de masas (GC-MS). Con éste método se puede determinar
multiresiduos de plaguicidas no solo en manzanas y uvas sino también en otras
frutas y vegetales.

Este método sirve para detectar no solamente plaguicidas organofosforados sino
también los organocarbamicos, organoclorados, benzimidazoles, piretroides,
triazinas, etc.

En lo referente a la presencia de plaguicidas organofosforados en manzanas y uvas
procedentes de Calango y Santa Cruz de Flores, no se encontraron dichos plaguicidas
segun el Cuadro N°1, lo que nos indica que los agricultores de esas zonas estdn
haciendo un buen uso de este tipo de insecticidas, a diferencia del trabajo de Aquino
que encontro plaguicidas fosforados en papas.

Segun el cuadro N°3, el 75% de las muestras de manzanas y uvas presentan
positividad a otros plaguicidas del grupo de los fungicidas no fosforados.

Las muestras de manzanas presentan un 50% de positividad a otros plaguicidas no
fosforados, como son la Cipermetrina y el Tebuconazol, segin el Cuadro N°10.

En las muestras de uvas se encontr6 que el 100 % presentaban plaguicidas no

fosforados, como son el Buprofezin, el Ciprodenil y el Piraclostrobin.
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El 100 % de las Cipermetrinas encontradas no superan el LMR dados por la FAO y
el CODEX (0.7mg/Kg).

En el caso del Tebuconazol el 100 % de las muestras no superan el LMR dados por
la FAO y el CODEX (0.5 mg/Kg). Lo que nos indica baja contaminacién con estos
plaguicidas.

En lo respecta a la uva, el 100 % estd contaminada con plaguicidas no fosforados,
siendo éstos el Buprofenil, el Ciprodenil y el Piraclostrobin.

El Buprofezin no supera el LMR dado por la FAO y el CODEX para la uva (2.5
mg/Kg).

El Ceprodenil presente en las uvas tampoco supera el limite maximo residual (LMR)
dados por la FAO y el CODEX (3mg/Kg).

En el caso del Proclostrobin también el 100 % no supera el LMR dados por la FAO y
el CODEX para la uva (2mg/Kg).

Esto nos indica que las manzanas y uvas provenientes del Distrito de Calango y
Santa Cruz de Flores de la provincia de Cafiete, no estdn contaminadas con
plaguicidas en concentraciones que nos puedan ocasionar una intoxicacion.

En lo referente al trabajo de campo (encuesta) realizado a los agricultores de dicha
zona podemos indicar segin el Cuadro N°12 que los grupos etireos de mayor
porcentaje presente es el de 51 — 55 y el de 56 — 60 afios (30% cada uno).

En lo referente a como elijen los plaguicidas para su uso, el 75 % indica que es de
acuerdo a su criterio, por lo que es necesario realizar charlas informativas del estado
y las entidades particulares para prevenir futuras intoxicaciones.

Los agricultores indican segin el Cuadro N°15 que reciben informacion técnica
sobre el buen uso de los plaguicidas en un 55 % en forma irregular y un 30 % no
reciben informacion.

Sobre el uso de equipo de proteccién indican que un 100 % usan guantes y
sombreros, un 50 % mascarillas y pafiuelos, y solamente un 25 % usan lentes, lo que
nos indica que es necesario realizar charlas informativas sobre el buen uso de los

plaguicidas, para prevenir que se presenten intoxicaciones.
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CONCLUSIONES

- Las manzanas y uvas provenientes de los distritos de Calango y Santa Cruz
de Flores no contienen plaguicidas organofosforados.

- Las manzanas y uvas provenientes de Calango y Santa Cruz de Flores
presentan plaguicidas que no pertenecen al grupo de los organofosforados.

- Los agricultores de los distritos de Calango y Santa Cruz de Flores reciben
informacién sobre el peligro del uso de los plaguicidas en forma irregular y

no utilizan los implementos de proteccion personal adecuada.
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RECOMENDACIONES

1. Se debe recomendar a las autoridades de los Ministerios de Salud y de
Agricultura realizar charlas sobre el buen uso de los plaguicidas y como
eliminar los envases.

2. Realizar la identificacién y cuantificaciéon de plaguicidas en otras frutas y
vegetales de amplio consumo humano.

3. Recomendar la aplicacién del método de QuEChERS para determinar los
residuos de plaguicidas en frutas y otros vegetales por su alta sensibilidad y
especificidad para identificar y cuantificar mas de 400 plaguicidas.

4. Realizar la investigacion de plaguicidas en otros departamentos para comparar el
buen uso de estos y su bioeliminacién ambiental.

5. Se deben realizar charlas a los agricultores para que utilicen las ropas de

proteccion personal para evitar intoxicaciones por el uso de plaguicidas.
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ANEXOS
Anexo N°1
Tabla 1 Plaguicidas analizados por HPLC-MS-MS
1 Acefato 39 | Imidacloprid
2 Acetamiprid 40 | Isoprothiolano
3 Asulam 41 | Isoxaflutol
4 Atrazina 42 | Linuron
5 Bupirimato 43 | Metalaxil
6 Buprofezina 44 | Metamidofos
7 Carbaril 45 | Methoxifenozide
8 Carbofurano 46 | Metil azinfos
9 Carboxin 47 | Metil Kresoxim
10 | Ciproconazol 48 | Metil oxidemeton
11 | Clofentezina 49 | Metil Pirimiphos
12 | Clorpirifos 50 | Metil Tiofanato
13 | Cymoxanilo 51 | Metil Tolclophos
14 | Diazinon 52 | Metiocarb
15 | Diclorvos 53 | Metomilo
16 | Dicrotofos 54 | Miclobutanilo
17 | Dietofencarb 55 | Ometoato
18 | Difenoconazol 56 | Oxadixilo
19 | Diflubenzuron 57 | Oxamilo
20 | Dimetoato 58 | Oxicarboxina
21 | Dimetomorfo 59 | Penconazol
22 | Diniconazol 60 | Pirimetanil
23 | Diuron 61 | Pirimicarb
24 | Etiofencarb 62 | Procloraz
25 | Etofenprox 63 | Profenofos
26 | Famoxadona 64 | Propiconazol
27 | Fenamifos 65 | Rotenona
28 | Fenarimol 66 | Tebuconazol
29 | Fenazaquina 67 | Tebufenozide
30 | Fenexamida 68 | Tetraconazol
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31 | Fenoxicarb 69 | Tiacloprid

32 | Fenpyroximato 70 | Tiodicarb

33 | Fention 71 | Triademefon

34 | Fentoato 72 | Triadimenol

35 | Flusilazol 73 | Trifloxystrobina
36 | Forclorbenzuron 74 | Triflumizol

37 | Fosfamidon 75 | Tiodicarb

38 | Hexitazox 76 | Triadimefon

Tabla 2 Plaguicidas analizados por UPLC-MS-MS

1 Acetamiprid 42 Iprodiona
2 Aldicarb 43 Isoprotiolano
3 Ametrina 44 Kresoxim metil
4 Atrazina 45 Linuron
5 Azoxistrobin 46 Lufenuron
6 Benalaxil 47 Metalaxil
7 Bupirimato 48 Metamidofos
8 Buprofezin 49 Metiocarb
9 Cadusafos 50 Metomilo
10 Carbaril 51 Metoxifenozide
11 Carbendazim 52 Miclobutanilo
12 Ciproconazol 53 Novaluron
13 Ciprodinil 54 Ometoato
14 Clofentezina 55 Oxadixilo
15 Clorpirifos 56 Oxamil
16 Diazinon 57 Oxicarboxina
Oxidemeton

17 Diclorvos

58 metil
18 Dicrotofos 59 Penconazol
19 Difenoconazol 60 Piraclostrobin
20 Diflubenzuron 61 Piridaben

74



21 Dimetoato 62 Pirimicarb

22 Dimetomorfo 63 Pirimetanil

23 Diniconazol 64 Pirimifos metil
24 Diuron 65 Piriproxifen
25 Etoprofos 66 Procloraz

26 Fenamifos 67 Profenofos

27 Fenarimol 68 Prometrina

28 Fenazaquina 69 Propiconazol
29 Fenexamida 70 Rotenona

30 Fenbuconazol 71 Tebuconazol
31 Fention 72 Teflubenzuron
32 Fenoxicarb 73 Tetraconazol
33 Fenpiroximato 74 Tiabendazol
34 Fentoato 75 Tiacloprid

35 Fosfamidon 76 Tiofanato metil
36 Flufenoxuron 77 Tolcofos metil
37 Flusilazol 78 Triadimefon
38 Hexitiazox 79 Triazofos

39 Imazalil 80 Triadimenol
40 Imidacloprid 81 Trifloxistrobin
41 Indoxacarb 82 Triflumuron
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Anexo N°2

Plaguicidas analizados por GC-MS y sus iones m/z

76

Tiempo

de m/z m/z m/z

retencid | cuantificacién | confirmaci |confirmaci

n ok on on
Compuesto (min)*
0,0,0 Tietilortiofosfato 7.431 198 121 143
Diclorvos 8.72 185 109 145
Hexaclorociclopentadieno 9.98 237 239 235
Carbofurano 3-hidroxi 11.621 |180 147 137
Etridiazol 11.541 |211 183 140
Cloroneb 12.242 193 191 206
2-fenilfenol 1246 |170 169 141
Tionazin 13.396 |143 192 108
Propacloro 13.461 |120 106 107
Etoprofos 13.778 | 158 139 200
Trifuralina 14.082 | 306 264 248
Dicrotofos 14.18 237 193 127
Sulfotep 14.178 |322 202 266
Forate 14.448 260 121 131
HCH-alfa 14.584 219 183 217
Hexaclorobenceno 14.681 |284 282 286
Dimetoato 14.84 125 87 143
Carbofuran 14.944 |164 149 122
Simazina 14.998 |201 186 206
Atrazina 15.085 |215 202 200
HCH-beta 15.144 (219 183 219
Propazina 15.149 [229 172 229
Clomazona 15.163 |204 125 127
Qunitoceno 15.213 |249 295 239




(pentacloronitrobenceno)
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Lindano (HCH-gamma) 15.311 |183 217 219
Diazinon 15.482 304 137 179
Clorotalonilo 15.682 |266 264 268
Disulfoton 15.725 |274 125 274
Teflutrin 15.748 | 177 197 178
HCH-delta 15.892 |219 183 217
Fosfamidon 16.3 264 127 138
Diclofention 16.361 |279 223 162
Metribucina 16.493 |198 144 103
Vinclozolina 16.568 |285 124 178
Paration metil 16.62 |263 109 125
Alacloro 16.644 | 160 188 146
Heptacloro 16.834 |274 100 272
Prometrina 16.834 |226 184 105
Ametrina 16.784 212 227 170
Pirimifos metil 17.032 290 276 305
Terbutrin 17.103 |226 241 185
Fenitotrion 17.122 260 109 277
Malation 17.273 |173 125 127
Metolacloro 17.411 |162 238 146
Clorpirifos 17.439 |314 197 316
Cianazina (bladex) 17.428 |212 225 198
Fention 17.519 |278 125 169
Clortal dimetil (DCPA) 17.554 |301 303 232
Aldrin 17.575 |263 265 261
Paration 17.587 |291 139 245
Bromofos metil 1791 |331 239 333
Fipronil 18.225 |367 368 369
Tolilfluanida 18.35 |238 137 181
Heptacloroepoxido 18.406 |353 355 351
Fentoato 18.455 |274 125 246
Procimidona 18.6 283 125 246




78

Folpet 18.72 260 149 264
Metidation 18.849 | 145 93 125
Clordano cis 18.954 |373 375 3717
Clordano trans 19.266 |373 375 377
Endosulfan alfa 19.27 239 237 241
Profenofos 19.595 |337 208 339
4,4”-DDE 19.726 |318 316 248
Bupirimato 19.824 (273 166 316
Cresoxim metilo 19.844 206 116 313
Dieldrin 19.877 |263 2717 279
Clorfenapyr 20.049 |247 328 406
Endrin 20.363 [261 263 265
Clorobencilato 20.445 139 251 253
Endosulfan beta 20.591 (195 241 207
4,4-DDD 20.661 (235 165 237
Endrin aldehido 20912 (345 248 250
Triazofos 20.955 |161 162 172
Famfur 21.119 (217 125 218
Benalaxil 21.158 |266 148 204
Propiconazol 1 21.311 [259 173 261
Endosulfan sulfato 21.416 |387 274 420
Propiconazol 11 21.414 259 173 261
4,4-DDT 21.465 |235 237 236
Propargita (omite) 21.78 350 173 350
TPP 21.834 326 325 215
Piperonil butoxido 21.879 |176 177 149
Iprodiona 22309 [314 316 187
Carbosulfan 2245 | 160 118 163
Endrin cetona 22433 |317 315 319
Bifentrin 22.423 |181 166 165
Bromopropilato 22.524 (341 183 339
Metoxicloro 22.616 |227 228 212
Fenpropatrina 22.637 |181 265 349




Azinfos metil 23.208 |160 132 105
Piriproxifen 23.346 |136 115 96

Amitraz 23.503 (293 132 121
Lambda-Cihalotrina 23.51 181 197 208
Azinfos ethyl 23.936 |160 132 105
Benfuracarb 23.75 190 163 102
Fenoxaprop-P-etil 24.166 |288 361 290
Permetrina Cis 24.464 |183 163 165
Permetrina trans 24.648 | 183 163 165
Cifutin I 25.206 |206 165 163
Cifutin II 25.328 |206 165 163
Cifutin III 25.443 |163 165 206
Cifutin IV 25.551 |163 165 206
Cipermetrina I 25.676 |181 163 165
Cipermetrina II 25.848 | 181 163 165
Cipermetrina III 2596 |181 163 165
Cipermetrina IV 26.057 |[181 163 165
Fenvalerato | 27.305 |181 167 125
Tau-fluvalinato I 27.533 250 252 181
Tau-fluvalinato II 27.687 |250 252 181
Fenvalerato 11 27.73 125 167 181
Deltametrina I 28.497 |181 253 251
Deltametrina II 28.988 [181 253 251
Azoxistrobina 294 344 388 345

*El tiempo de retencion, varia con el uso de la columna y con diferentes columnas.

** el m/z de cuantificacién puede variar si existe o no interferencia en la muestra.
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Anexo N°3

Listado de Matrices implementadas

Matriz MgS0O4 PSA C-18 Carbon
150 mg/ml | 50 mg/ml | 50 mg/ml | 7.5 mg/ml

Citricos (Mandarina, naranja, | X X X X

limén)

Mango X X X X

Palto X X X X

Esparrago X ) S X

Banano X X X X

Paprika(especies) X X X X

Uva X X X X

Tomate X X -—-- X

Cebolla X X -—-- -—--

Aceituna X X X X

Café (cacao) X X X X

Cereales X X X ———-

(quinua,arroz,pallar,soya,frijol)

Nuez (frutos secos) X X X -—-
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Anexo N°4

Plaguicidas analizados por HPLC-MS-MS, modo de ionizacién ESI positivo y modo
de adquisicion MRM(Monitoreo Reacccién Multiple)

Energia
Cono de

Transicion de
Pesticidas Voltaje Funcién

MS/MS Colision

V)
(ev)

Metamidofos 141,8 >93,9 |20 20 1
Acefato 184,1 > 142915 20 1
Carbendazim 192 > 160 30 20 1
Asulam 231,1>156 |20 10 1
Oxamilo 237,1>72,1 |10 15 1
Himexazol 100,1 > 54,2 |30 10 1
Metil oxidemeton |247,1 >169,1 |20 10 1
Tiabendazol 202 > 175 30 25 1
Dicrotofos 238,2>112,1|25 10 1
Pimetrozina 218.2>105.1|28 18 1
Aldicarb 1

229.2>109.1 |25 20
sulféxido
Tiacloprid 253.2>126.0 |25 20 1
Metomil 163.2 >106.1 |20 10 1
Ometoato 214.2 >155.1 |25 15 1
Pirimicarb 239.3>182.2|25 15 1
Imidacloprid 256 >209,1 |25 20 2
Dimetoato 2299>1249|15 18 2
Acetamiprid 223> 126 25 25 2
Imazalil 297 > 1589 |19 28 2
Oxicarboxina 268,1>175 |25 15 2
Cymoxanilo 199,1 > 128,115 10 2
Aldicarb 213 >89 25 15 2
Carbofurano 222 > 165 20 15 3




Diclorvos 220,9 > 108,8 | 28 25 3
Metil Tiofanato |343,1 >151,1|25 20 3
Fosfamidon 300,1 > 174,130 15 3
Carboxin 236,1 > 143 |25 15 3
Carbaril 202 >1449 |20 15 3
Tiodicarb 355> 88 20 20 3
Atrazina 216> 174 30 20 3
Metalaxil 280,2>192,2 |25 20 3
Diuron 232,9>172 25 20 3
Metidation 303 >145,1 |30 25 3
Metil azinfos 340> 132,1 |30 20 3
Dimetomorfo 388,1 > 301,130 20 3
Procimidona 285,1 >257,2120 10 3
Isoxaflutol 360 >251.1 |25 25 3
Fenamifos 304.1 >217.2 30 20 3
268.2 > 3
Dietofencarb 6.3 20 10
Tebufenozide 353.2>133.1|15 20 3
Fentoato 321.1>163.2 |15 10 3
Pirimetanil 200.3 >107.2 130 25 3
Tetraconazol 372.1 <159.1 |30 30 3
Fenoxicarb 302.3>116.1 |20 10 3
Tidiazuron 219,1 >100 |30 10 4
Forclorfenuron 246,1 > 126,9 |30 10 4
Metil 4
Bensulfuron 409 > 254,1 |30 10
Ciclosulfamuron [420,1 > 265,130 10 4
413,1 > 4
Pyrazosulfuron 2321 35 15
Diflubenzuron 309 >289,1 |25 10 4
Fipronil 278,1 > 124,925 25 5
Linuron 249>159,9 |30 20 5
Metiocarb 226,1 > 121 |20 25 5
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Isoprothiolano 291,1 > 189 |20 20 5
Methoxifenozide |369,2 >313,2(20 10 5
Bupirimato 317,1 > 166,1 | 30 25 5
Triadimefon 294,1 >197.1 |30 15 5
Myclobutanil 289,1>70,1 |35 25 5
Triadimenol 296,1 >70,1 |20 10 5
Ciproconazol 292,1>70,1 |25 20 5
Fenarimol 331>268,2 1[40 20 5
Fenexamida 302,1 >97,1 |38 28 5
Rotenona 395,2>213,3|15 25 5
Flusilazol 316,1 > 165,135 25 5
Metil Kresoxim |314,1 >267,1 |15 10 5
Procloraz 376 >308,1 |30 12 5
Tebuconazol 308,1 >70,1 |35 20 5
Penconazol 284,1 >159 |30 35 5
Fention 279,1 >169,1 |30 25 5
Trifenilfosfato 327>77 25 20 5
Propiconazol 342,1>159 |30 25 5
Famoxadona 392 >331,2 |20 10 5
Metil Tolclophos [301,1 > 175,1 |25 25 5
Metil Pirimiphos |306,1 > 164,1 | 30 25 5
Diniconazol 326 > 70,1 30 20 5
Clofentezina 303 > 138 20 15 5
Difenoconazol 406 > 251 35 25 5
Triflumizol 346 >278,1 |15 10 5
Teflubenzuron 378.9>196 |25 25 6
Fenpyroximato  |422,1 > 366,1 |25 18 7
Profenofos 375 > 305 30 20 7
Buprofezina 306,1 >201,2 |20 12 7
Hexithiazox 353,1 > 168,125 25 7
Chlorpirifos 351,8 >199,8 |20 20 7
Fenpropathrin 350,3 > 125,125 25 7
Pyridaben 365,1 >309,1 |25 15 7
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Fenazaquina 307,2>161,2 130 15
Etofenprox 394,3 > 177,220 15
Trifloxystrobin ~ |409.2 > 186.2 |20 25
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Anexo N°5

ENCUESTA

INSTRUCCIONES: La encuesta es anénima, marcar con un aspa
(x) o completar la respuesta correcta en los espacios en blanco.

TeEdads i 2.Sexo0: M() F()
3. Estado Civil: S( ) C() 4.Grado de Instruccién: P. Com( )
V() D() CON () Pinc( ) ANA() SE() SUP() TEC ()

5.Composicién Familiar N°.... 6. Ocupacién:

uvas :

Manzanas sy s o

8. (Cual es la dosis de plaguicida que emplea?

11.,C6mo elige que plaguicida usar?

Por asesoria técnica

Por recomendacién de un amigo o vecino
Por su propio criterio

Por recomendacién del vendedor

12.Recibe informacidn técnica adecuada para el manejo y uso
de los plaguicidas:
Si() No () Irregularmente ()

13.Si la respuesta a la pregunta 12 es si, dicha informacién
proviene de:
a. Ministerio de Agricultura ()
b. Proveedor de plaguicidas ()
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14.Durante la fumigacién Ud. Fuma o come: Si() No ()

15.Marque el equipo que usa para protegerse:
Guantes () Mascarilla () Anteojos( )
Sombrero () Ropa de proteccion ()

16.Tiene conocimiento sobre los plaguicidas prohibidos y los
permitidos por Ley: Si () No ()

17.El uso de plaguicidas en sus productos lo hace en forma
rotatoria. Si () No () :

18.Ha sufrido alguna vez algun proceso de intoxicacién por
plaguicidas: Si () No ()

19.Tipo de intoxicacion Voluntaria ( ) Laboral () Provocada ()

20. Atencién recibida: Médico () Enfermera ()
Paramédico () Otro ()

21.Ha presentado alguna vez los siguientes signos o sintomas:
Nauseas, diarreas, vomitos () Célicos, calambres () -
Dolor de cabeza () Dolor muscular ()
Visién borrosa () Salivacidn ()
Bradicardia () Olvidos ()

22. Hay presencia de Malformacién congénita en hijos
Si () No ()

23.Sus cultivos han padecido algin fenémeno de plagas:
Si@) No ()

24.Ud. emplea el plaguicida bajo la presentacién de:
S. Polvos () S. Gréanulos () Liquidos () Otros ()

25. ;C6émo elimina los envases?

Queman () Entierran () Cortan (&)

26. ¢En qué lugares almacena los envases?
Cocina () Patio () Almacén ()



