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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar los niveles de residuos de carbamatos presentes en muestras
de tomate rifibn (Lycopersicum esculentum), comercializados en
mercados de Guayaquil, mediante Cromatografia liquida y espectrometria
de masas tAndem LC-MS/MS con el fin de determinar su concentracién en

el expendio del producto y la valoracién del efecto sobre la salud humana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Desarrollar un método de analisis rapido, preciso y exacto por LC-MS/MS
para residuos de carbamatos en matriz de tomate rifion.
» Validar el método de analisis de acuerdo a las directrices de la norma

europea Comisién Decision 2002/657/EC para residuos de plaguicidas.

» Cuantificar el contenido de residuos de carbamatos en tomates rifion
muestreados en 6 mercados y 4 supermercados de Guayaquil.

» Conocer si existen Buenas Practicas Agricolas (BPA) en la produccion de
tomates riidn a partir de la relacion entre los datos obtenidos en los
ensayos de residuos de carbamatos y los Limites Maximos Residuales
(LMR) propuestos por la Union Europea y del Codex Alimentarius.

» Conocer el riesgo toxicolégico a partir de la relacion entre los datos
obtenidos en los ensayos de residuos de carbamatos y la Ingesta Diaria
Admisible (IDA) propuesta por el Codex Alimentarius y la Unién europea

para los compuestos en estudio.
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INTRODUCCION

Si bien existe una cultura del Estado Ecuatoriano en aseguramiento de la
calidad de los alimentos, esta solo se limita al control de productos alimenticios
elaborados, donde los ensayos de inocuidad estan orientados a encontrar
contaminacion a nivel microbiologico. Sin embargo hoy en dia debido al uso
necesario de ciertos plaguicidas, antibiéticos y factores de crecimiento para la
produccion agricola, ganadera, aviar y de pesca; se hace indispensable el
control de estas sustancias y sus residuos en todos los alimentos con el fin de
asegurar que no existan niveles que podrian poner en riesgo la salud de la

poblacién ecuatoriana.

Existe en el pais tanto en empresa privada como publica equipos
instrumentales con tecnologia de uUltima generacion disefiadas exclusivamente
para la determinacion y cuantificacion de estos quimicos de uso controlado,
pero gran parte de laboratorios dedicados a la realizaciébn de estos ensayos
cuentan con metodologias sin validar y las pocas que son validadas son de uso

exclusivo para productos alimenticios de exportacion.

El presente trabajo plantea el desarrollo y validacion de una técnica rapida,
sencilla y con la utilizacién de equipos de alta tecnologia para la determinacion
de residuos de carbamatos en un alimento vegetal ampliamente consumido por

los ecuatorianos, como es el caso del tomate rifidn.

El tomate rifidn presenta una serie de bondades nutricionales, su alto contenido
de antioxidantes, principalmente el licopeno se lo ha relacionado como una
proteccion natural a la formacion de ciertos canceres por la disminucion de
radicales libres en el cuerpo y a su contenido nada despreciable de carotenos,
tocoferoles y vitamina C relacionados con el buen desempefio del organismo

humano.

Los datos obtenidos mostrarian de una manera mas objetiva qué carbamatos
son utilizados en el cultivo del tomate, los niveles presentes, el aporte a la dieta
ecuatoriana, y si estos niveles representarian un posible riesgo a la salud de

los guayaquileios.
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Metodologia

En la presente tesis se analizaran 14 Carbamatos utilizados comunmente como
plaguicidas para los cultivos de hortalizas, entre los cuales tenemos: Aldicarb,
Carbaryl, Carbendazim, Carbofuran, EPTCarbamato, Fenoxycarb, Indoxacarb,
Methiocarb, Methomyl, Oxamyl, Pirimicarb, Propyzamide, Propamocarb y

Propoxur.

Como se menciond parrafos arriba la matriz ensayada sera el tomate rifiidn,

Lycopersicum esculentum.

Los pesos y cantidades de reactivos necesarios para la optimizacion del
analisis, asi como los criterios instrumentales se afinaran en el respectivo
desarrollo del método de andlisis. Una vez afinado el método se procedera a
validarlo bajo pardmetros de calidad establecidos en la norma europea
Comision de Decision 2002/657/EC [1] para demostrar que el método

propuesto cumple su fin analitico.

Las muestras seran recolectadas en diez centros de expendio masivos de
Guayaquil. Se tomara una muestra para laboratorio en cada punto de expendio
segun la Directiva 2002/63/EC para muestreo y andlisis de plaguicidas en
alimentos de consumo humano [2] y se hara un monitoreo cada semana por

tres ocasiones mas.

El método de extraccién para carbamatos en la matriz seleccionada sera por
Quechers (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, y Safe) que utiliza como
extractante al acetonitrilo acidificado al 1% con &cido acético y para la limpieza
se utilizara sales anhidras con un sorbente dC18 y amina primaria secundaria
para retener agua, material grasoso y sustancias polares respectivamente [3].
Para la cuantificacion se utilizara un Cromatografo de Liquidos con fuente de
ionizacion ESI positivo acoplado a un Espectrometro de Masas Tandem

permitiéndonos detectar niveles trazas de los analitos estudiados.

Una vez concluidos los ensayos de validacion y obtenido los respectivos datos,
estos seran analizados mediante técnicas estadisticas para demostrar que el
método empleado cumple su fin analitico. En cuanto a los resultados de los
ensayos realizados a las muestras recolectadas en los puntos de expendio se
les procedera a comprobar si existen valores que sobrepasan los LMR
permitidos y si su aporte a la IDA (ingesta diaria admisible) se lo podria
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considerar como un impacto negativo a la salud de los consumidores
guayaquilefos.

Este método de determinacion servira de base para la realizacion de analisis
en futuras matrices alimenticias, como: choclo, maiz, pimiento, cebolla,
lechuga, papa, pepinos, brécoli y demas productos que formen parte principal
de la canasta basica de los ecuatorianos.

La transferencia de la informacién del método desarrollado y utilizado en el
presente estudio se dara a través de la ESPOL y podra ser implementada en
cualquier laboratorio que cuente con los equipos necesarios para Su

realizacion, tanto en centros de investigacibn como en laboratorios privados.
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Determinacion de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates MILADE
rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

CAPITULO |

1. INFORMACION GENERAL

1.1. Tomate rindn

1.1.1. Antecedentes

El tomate rifidn es una de las hortalizas de mayor consumo a nivel
mundial, de acuerdo a datos mostrados por la FAO en el 2011 se lleg6 a una
produccion total en el mundo de 159.0 millones de toneladas métricas TM,
siendo China el pais con mayor produccion de tomate, alcanzando una

produccién de 48.5 millones de TM para el mismo afio [4].

En el Ecuador la produccion no ha ido creciendo en el transcurso de los afos.
Cada afio son menos hectareas cultivadas, sin embargo mantiene una
importante produccién que segun datos mostrados por el MAGAP para el afio
2010, hubo una produccién cercana a las 53 mil TM en fruta fresca [5], ver
Tabla I. En el grafico 1 se puede observar la tendencia en la produccion del

tomate rindn en el Ecuador del afio 2000 al 2010.

Otro dato estadistico presentado por la FAO es el consumo per capita de
tomate fresco en Ecuador, que al afo 2009 fue establecido en 3.9

kg/afio/persona y 11 g/dia/persona [6].

FCNM -1 ESPOL



Determinacion de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates MILADE
rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

Tabla I|. Datos de produccion de tomate rifiébn sembrado y cosechado a nivel nacional por afios

Afo Superficie sembrada Superficie cosechada Produccion en fruta fresca Rendimiento
(Ha.) (Ha.) (Tm.)° (Tm./Ha.)
2000 3333 2989 61425 20.55
2001 3530 3251 63149 19.43
2002 3035 2909 58646 20.16
2003 2769 2600 45056 17.33
2004 3392 3242 84886 26.18
2005 3443 3310 72160 21.80
2006 3431 3092 61987 20.05
2007 2971 2652 70094 26.43
2008 2609 2568 50552 19.69
2009 2317 2259 46537 20.60
2010 2033 2037 53518 26.27

 El Total Nacional no necesariamente serd igual a la sumatoria de los datos provinciales, ya que en la mayoria de los
casos se presentan cifras parciales, o estan ocultas debido a razones de confiabilidad y confidencialidad estadistica.

Fuente: MAGAP- SIGAGRO
Elaboracién: Esquema del autor

Las principales zonas con mayor cultivo de tomate rifidn en el Ecuador se
encuentran ubicadas en las zonas de Pimampiro, Patate, Pelileo, Catamayo,

Guayas y Portoviejo.

Grafico 1. Produccién (Tm.) por afio de tomate rifion en el Ecuador
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1.1.2. Propiedades del tomate rifidn

El tomate rifion es la principal hortaliza que forma parte en la dieta
a nivel mundial. Muchos estudios han establecido una relacion entre la ingesta
dietética de los tomates, y un riesgo reducido de cancer y enfermedades
cardiovasculares [7]. Gran parte de sus excelentes beneficios se debe a un

pigmento conocido como licopeno, el cual posee gran actividad antioxidante.

Se ha demostrado que el licopeno no sdlo tiene fuerte actividad antioxidante,
sino que también induce la comunicacion de célula a célula; modula las
hormonas, el sistema inmunoldgico, y otras vias metabdlicas [8]. Estudios
demostraron que un consumo diario de 15 mg de licopeno reduce la proteina C
reactiva reportada como un principal marcador en procesos inflamatorios y un

vaticinador de enfermedades cardiovasculares [9].

Ademas del licopeno existen otros carotenoides presentes en el tomate, tales
como la violaxantina, neoxanthin, luteina, zeaxantina, a-criptoxantina, b-
criptoxantina, a-caroteno, b-caroteno, g-caroteno, z-caroteno, neurosporeno,
fitoeno, fitoflueno, cyclolycopene y b-caroteno 5,6-ep6xido [10, 11, 12 y 13].
Entre éstos, el caroteno, b-caroteno y b-cryptoxanthin tienen actividad pro-
vitamina A, puesto que son convertidos a retinol por los mamiferos [12].

Los frutos de Lycopersicum esculentum deben su color rojo intenso a la
presencia de estos pigmentos carotenoides que se sintetizan de forma masiva

durante la maduracion de la fruta.

Otros componentes nutricionales considerados valiosos y que se encuentran
presentes en los tomates son varios minerales, el acido ascérbico o conocido
comunmente como la vitamina C [14], tocoferoles y compuestos fendlicos tales
como el acido clorogénico, acido cafeico y la rutina [15]. Estos nutrientes
pueden variar en gran medida dependiendo de las condiciones de cultivo. De
hecho, se ha establecido que los tomates cultivados en sustratos organicos
contienen significativamente mas Ca y Vitamina C, y menos Fe que las
cultivadas en medios hidropdnicos. Por el contrario, el contenido de Ky P no
difirieron en frutas cultivadas tanto en sustratos organicos como en

hidroponicos [16].
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En la tabla I, Il y IV se presenta una la composicion proximal del tomate
variedad Daniela, asi como sus macro y micronutrientes y carotenoides

analizados [17].

Tabla Il. Composicién proximal y Vitamina C en 100 g tomate fresco [17]

Humedad Proteina Carbohidratos Grasa Cenizas Vitamina C
(9) cruda (g) disponibles (g) (9) (9) (mg)

Tomate variedad

. 96.0+1.0r 08+0.02 1.26+0.32 0.28+0.06 0.75+0.14 62+12
Daniela

*Cada resultado es expresado como el promedio + DS de el andlisis de cinco diferentes tomates

Los compuestos fendlicos exhiben una amplia gama de propiedades
fisioloégicas, tales como antialergénico, antiaterogénico, antiinflamatorios,
antimicrobianos, antioxidante, antitromboético, efectos cardioprotectores, vy
vasodilatador [18]. Mientras que el &cido ascérbico y tocoferol se reconocen
como vitaminas antioxidantes y compuestos termolabiles. Los compuestos
fendlicos y el licopeno son mas resistentes a procesos térmicos, siendo los

principales antioxidantes en los productos transformados.

Tabla lll. Andlisis de macroelementos y microelemtentos en tomate fresco [17]

Macroelementos mg.100g " peso fresco Microelementos ug.100g ™ peso fresco
Na K Ca Mg P S Mn Fe Cu Zn Se
Tomate
variedad 73£03 290+12 13.1+15 141%09 99%36 167+0.6 135£12  2092+23 45+8 1730£62 1.03:0.1
Daniela

*Cada resultado es expresado como el promedio + DS de el andlisis de cinco diferentes tomates

Las interacciones sinérgicas entre estos diversos fitonutrientes en los tomates
son responsables de su beneficioso efecto sobre la salud. En este sentido, al
tomate rifion se le ha sido conferido el estado de un "alimento funcional” o

“nutracéutico” [19].

Tabla IV. Contenido de Carotenoides ug.lOOg'1 peso seco [17]

Alltrans  Bcaroteno 9CisBcaroteno Licopeno Isémerode Neurospeno Total
Luteina Licopenos caroteniodes
Tomate
variedad 72 204 312 129+11 - 102+11 261+28
Daniela

*Cada resultado es expresado como el promedio + DS de el andlisis de cinco diferentes tomates
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1.2. Carbamatos

1.2.1. Aspectos generales

Los plaguicidas son de vital importancia ya que se utilizan
ampliamente para el control de plagas en la agricultura, la jardineria, hogares y

tratamiento de suelos [20, 21].

Los carbamatos son uno grupo principal de plaguicidas organicos sintéticos,
desde su introduccién en el mercado de agroquimicos a partir de 1950 [22] y

utilizandose cada afio a gran escala en todo el mundo [23].

Los carbamatos son ésteres del &cido carbamico con sustitucion tanto en el
grupo amino como carboxilato (R’-NH-CO-OR) [24]. Las propiedades quimicas
dependeran del grupo quimico que sea sustituido tanto en el extremo amino,
como en el carboxilato, tal como lo muestra la figura 1. Los sustituyentes
comunes en extremo amino son el metilo y etilo, mientras que en el extremo del
carboxilato son sustituidos comunmente por compuestos alcohol arilos,

alifaticos y aromaticos.

[ﬁ
-
R—nH o—R? “
rmetil aril alcohol
dimetil alifatico
aromatico

Figura 1. Estructura basica del acido carbamico y lugares de
sustitucion para formar carbamatos. Esquema del autor.

El mecanismo de envenenamiento por carbamatos en insectos comprende la
inactivacién reversible del sitio activo de la acetilcolinesterasa, enzima esencial
que tiene un papel importante en el sistema nervioso de los seres humanos, y
otras especies de animales [25], por este motivo los carbamatos son a menudo

llamados anticolinesterasicos.

La acumulacion de acetilcolina produce signos de envenenamiento agudo, los

cuales son resultados principalmente de efectos muscarinicos de la acetilcolina
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en los organos efectores autonomos (miosis, lagrimeo, voémitos, diarrea,
salivacion, miccion frecuente, disnea, bradicardia e hipotension) y efectos
nicotinicos en la unién neuromuscular (espasmos musculares seguidos de
debilidad y pardlisis) [26].

Otras alteraciones que provocan a distintos niveles son: disminucién de la
actividad tiroidea, del metabolismo hepético, y de la sintesis de fosfolipidos en
el cerebro, aumento de la actividad NAD-hidroxilasa, alteracion de los niveles

de serotonina plasmatica e hiperglicemia [27].

Existe un limitado nimero de carbamatos que no inhiben la acetilcolinesterasa,
sino que tienen un efecto inhibidor en la division celular [22], estos carbamatos

son utilizados como herbicidas.

1.2.2. Carbamatos en estudio

En el presente trabajo se analizaran un total de 14 carbamatos, 11
metilcarbamatos y tres compuestos derivados de carbamatos (EPTC,
carbendazim y propyzamide). Este grupo de pesticidas son usados
comunmente para fines de control agricola frente a plagas. Los nombres,
estructuras y pesos moleculares de los carbamatos en estudio se encuentran

detallados en la tabla V.

1.2.3. Propiedades fisicoquimicas

Los carbamatos son solubles en solventes organicos vy
ligeramente solubles en agua como el aldicarb, methomyl, oxamyl, pirimicarb,
propamocarb y propoxur. Sus puntos de fusion van de 53.6 °C en el fenoxycarb
hasta los 156 °C en la propyzamide [28].

La mayoria son compuestos pocos volatiles, a excepcion del EPTC que si es
volatil. Gran parte de los carbamatos no persisten mucho tiempo en el suelo, a
excepcion de la carbendazim y el pirimicarb que son moderadamente
persistentes en el suelo. La estabilidad en el medio ambiente se ve afectada
severamente por fotodegradacion y oxidacion por exposicion al aire, estos
aspectos de descomposicion han sido discutidos por Kuhr and Dorough [29]. La

carbendazim, el methomyl y el propamocarb son estables a la fotdlisis acuosa a
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un pH establecido de 7. En tanto que el fenoxycarb, pirmicarb, methomyl,

propamocarb y propyzamide son estables a la hidrolisis acuosa a pH 7 y 20 °C.

Tabla V. Nombre, estructura, Peso molecular y formula empirica de los 14 carbamatos en estudio.

Carbamato Estructura Peso Molecular Férmula Empirica
(o]
METHOMYL JKY 162.21 CsH1o0N,0,S
S\CHB
hig
PROPAMOCARB N e 188.27 CoH20N,0,
o]
EPTCarbamato HSCASAI\(/\/CHE 189.32 CoH;sNOS
CHg
0]
ALDICARB ot e 190.26 C/H1N,0,S
N H
\>—N
CARBENDAZIM @:N . 191.19 CoHgN30,
N
CARBARYL P 201.22 C1,HiNO
. 121111 2
HaC Nj"‘c
PROPOXUR Cro 209.24 Ci11H1sNO;
CARBOFURAN Y 221.25 C1,H1sNO;
oj\N’CH1
METHIOCARB Q 225.31 C1:H15NO,S
OXAMYL oo O 219.26 CoH1sN305S
HyC” 3
o
H,C /L\\_N ‘cl\x
PIRIMICARB e ot 238.29 C11H1sN4O,
PROPYZAMIDE {? 256.13 C1,H1;CLNO
X A -°~‘.«”~N«E~Q/\
FENOXYCARB AT 301.34 Ci7H1oNO,
s L
INDOXACARB ~Y1N 527.83 C,H17CIF3N;0;
RO
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En la Tabla VI se detallan los valores de las propiedades fisicas mas
relevantes, asi como su comportamiento frente a condiciones ambientales de

degradacion.

Tabla VI. Propiedades fisicas y de degradacion medioambiental de los Carbamatos en estudio.

Carbamatos Solubilidad enaguaa  Punto de Punto de Presion de vapor Degradacion del suelo  Fotdlisis Hidrdlisis acuosa  Referencia
20°C(mglL™)° fusién °C  ebullicion °C @25 °C (mPa)® DT50(Tipico)  acuosa DT50°  DT50 (dias)® a 20
(dias) apH7 °CypH7
ALDICARB 4930 99 Se descompone 387 10 8 189 [30]
antes de ebullir
CARBARYL 91 138 210 0.0416 16 10 12 [31]
CARBENDAZIM 8 305 Se descompone 0.09 40 Estable 350 [32]
antes de ebullir
CARBOFURAN 322 153.1 254 0.08 28 71 37 [33]
EPT CARBAMATO 370 No aplica 127 4500 6 - 300 [34]
FENOXYCARB 7.9 53.6 100,4 867x10™ 1.55 16,1 Estable 135]
INDOXACARB 0.2 881 - 25x10°% 19.5 3 22 [36]
METHOMYL 55000 79.6 Se descompone 0.72 7 Estable Estable [37]
antes de ebullir
METHIOCARB 27 1185 311 0.015 14 11 24 [38]
OXAMYL 148100 99.3 - 0.051 7 74 8 [39]
PIRIMICARB 3100 91.6 - 0.43 86 6 Estable [40]
PROPAMOCARB 1005000 64.2 - 0.87 39.3 Estable Estable [41]
PROPOXUR 1800 90 - 1.3 79 0.01 180 [42]
PROPYZAMIDE 9 156 Se descompone 0.0267 47 41 Estable [43]
antes de ebullir

# < 50: Bajo; 50 - 500: Moderado; > 500: Alto

® <1 = No volatil; 1 - 10000 = Estado intermedio; > 10000 = Volétil

© <30 = No persistente; 30 - 100 = Moderadamente persistente; 100 - 365 = Persistente; > 365 = Muy persistente
I<1= Répida; 1 - 14 = Moderadamente rapida; 14 - 30 = Baja; >30 = Estable

© <30 = No persistente; 30 - 100 = Moderadamente persistente; 100 - 365 = Persistente; > 365 = Muy persistente

1.2.4. Propiedades toxicologicas

Los carbamatos se pueden clasificar de acuerdo al tipo de
pesticidas que son, entre los cuales tenemos: insecticidas, acaricidas,
nematicidas, fungicidas y herbicidas. La carbendazim y el propamocarb son
fungicidas; el EPTC y propyzamide son herbicidas, mientras que el resto son

insecticidas, acaricidas y nematicidas.

De acuerdo a su dosis letal 50 (DL50) se pueden clasificar a los carbamatos en
tres grupos: los que tienen una alta toxicidad, como el aldicarb, oxamyl,
carbofuran, methiocarb, methomyl y propoxur; los que tienen una moderada
toxicidad como el carbaryl, EPTC, indoxacarb, pirimicarb; y los que tienen una

baja toxicidad como la carbendazim, fenoxycarb, propamocarb y propyzamide.

El carbaryl, fenoxicarb y propyzamide presentan una limitada evidencia de

riesgo cancerigeno [31, 36, 43].
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La carbendazim puede causar alteraciones genéticas hereditarias de acuerdo

a la Clasificacion de riesgo de la Comunidad europea [32].

Una informacion detallada de los niveles de LD50 y clasificaciones de toxicidad
de acuerdo a US EPA y WHO son presentados en la Tabla VII.

Tabla VII. DL50 y clasificacion toxicoldgica de los Carbamatos en estudio

DL50oral ratas WHO USEPA

Carbamatos da o Tipo de Pesticida . . Aspectos generales de la salud humana  Referencia
(mg.kg ™) Clasificacion Clasificacion
ALDICARB 0.93 la Insecticida, nematicida, acaricida i Altamente toxico [30]
CARBARYL 614 ] Insecticida - Altamente toxico, puede ser fatal si se [31]
inhala, ingiere o absorbe a través de la piel
CARBENDAZIM > 10000 U Fungicida n Evidencia induccidn sobre enzimas [32]
hepdticas
CARBOFURAN 7 Ib Insecticida, Nematicida, Acaricida N Puede causar la degeneracion testicular, [33]
Puede ser fatal si se ingiere, inhala o
absorbe por la piel
EPT CARBAMATO 916 Il Herbicida n No existe informacion disponible [34]
FENOXYCARB > 10000 U Insecticida n Posible téxico en higado, tiroides y rifion [35]
INDOXACARB 268 Insecticida mn No existe informacion disponible [36]
METHOMYL 30 b Insecticida, acaricida NN No existe informacion disponible [37]
METHIOCARB 19 b Insecticida, molusquicida, ] L . ; [38]
No existe informacion disponible
repelente de aves
OXAMYL 2.5 b Insecticida, Nematicida, Acaricida L Peligroso si es ingerido [39]
PIRIMICARB 142 ) Insecticida 1 [40]

Altamente téxico, puede ser fatal si se
inhala, ingiere o absorbe a través de la piel

PROPAMOCARB >1330 U Fungicida v Sensibilizador de piel [41]
PROPOXUR 50 1 Insecticida, acaricida 1 Téxico [42]
PROPYZAMIDE > 2500 U Herbicida v No existe informacion disponible [43]

> 2000 = Baja; 100-2000 = Moderado; < 100 = Alta.

® Clase la; Extremadamente peligroso; Clase Ib: Altamente peligroso; Clase Il: moderadamente peligroso; Clase Ill: Ligeramente peligroso; U:mprobable que presenten un riesgo grave
c toxico; II: Moder téxico; Ill: Ligeramente toxico; IV: No toxico

* | (oral, ojos), Il (inhalacién), Il (dérmico)

1.2.5. Legislacion Internacional

La aplicacién y uso de plaguicidas en la agricultura no esta exenta
de riesgos para la salud humana, estudios demuestran que la principal via de
exposicién de pesticidas a humanos es por medio de los alimentos, de 10% a

10° més que el inducido por inhalacién o por el agua de consumo [44].

Toda legislacion relacionada con el uso de plaguicidas se centra en la
Seguridad Alimentaria y en el establecimiento y control de los llamados limites
maximos residuales LMR. Se conoce como LMR el limite legal superior de
concentracion de un residuo de plaguicida en alimentos o piensos, expresado
en mg.kg?, establecido de conformidad con reglamentos internacionales
Regulacion (EC) No 396/2005 [45] o Codex Alimentarius [46], estos LMR estan
basado en las buenas practicas agricolas BPA y la menor exposicién del

consumidor necesaria para proteger a todos los consumidores vulnerables.
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Tabla VIII. Limites maximos residuales (LMR) para el tomate rifion

Carbamatos LMR EU (mg.kg™) LMR CODEX (mg.kg™)
ALDICARB 0.02 =4
CARBARYL 0.5 5
CARBENDAZIM 0.3 0.5
CARBOFURAN 0.02 -
EPT CARBAMATO 0.01 -
FENOXYCARB 0.05 -
INDOXACARB 0.05 0.5
METHOMYL 0.02 1
METHIOCARB 0.2 -
OXAMYL 0.2 2
PROPAMOCARB 10 2
PROPOXUR 0.05 -
PIRIMICARB 1
PROPYZAMIDE 0.02 -

@ No se han establecido LMR para estos carbamatos en tomates
Fuente [45, 46/

Existen LMR para cada tipo de alimento, sea primario o procesado, de origen
vegetal o animal, en la tabla VIII se muestra los LMR de los carbamatos
analizados en el presente estudio establecidos para el tomate rifidn, tanto por
la Comunidad Europea como por el Codex Alimentarius. En el Ecuador no
existe una legislacién nacional vigente sobre limites maximos de residuos de
pesticidas en alimentos de origen vegetal ni animal, acoplandose

exclusivamente a normativas sefialadas en otros paises.

Otro limite a considerar y que tiene relacién con la parte toxicolégica es la IDA
Ingesta Diaria Admisible, que segun la directiva (EC) No 396/2005 es la
estimacion de la cantidad de sustancia presente en los alimentos, expresada
en funcién del peso corporal, que puede ingerirse diariamente a lo largo de
toda la vida sin provocar un riesgo apreciable para ningin consumidor, segun
todos los hechos conocidos en el momento de la evaluacion y teniendo en
cuenta los grupos vulnerables de poblacién (por ejemplo, los nifios y los no
nacidos) [47].

En la Tabla IX se muestra los niveles de IDA para cada carbamato en estudio

establecidos tanto por la comunidad europeay la FDA.
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Tabla IX. Ingesta diaria admisible para Carbamatos en estudio [45, 46]

FDA WHO Comunidad Europea
Carbamatos IDA® (mg.kg ™ peso corporal) IDA (mg.kg ™ peso corporal)

ALDICARB 0.003 0.003
CARBARYL 0-0.008 0.0075
CARBENDAZIM 0.03 0.02
CARBOFURAN 0-0.001 0.001

EPT CARBAMATO - -
FENOXYCARB 0.053
INDOXACARB 0-0.01 0.006
METHOMYL 0.02 0.0025
METHIOCARB 0-0.02 0.013
OXAMYL 0.009 0.001
PROPAMOCARB 0-04 0.29
PROPOXUR 0.02
PIRIMICARB 0-0.02 0.035
PROPYZAMIDE 0.02

% Ingesta diaria admisible
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1.3. Técnicas analiticas de deteccion de carbamatos

1.3.1. Cromatografia

Las técnicas empleadas para la deteccion de carbamatos en su
mayoria son por Cromatografia Liquida (HPLC) con espectrometria de masas
[48, 49, 50]; pero también se han desarrollado técnicas con detectores mas
sencillos como el de Fluorescencia [51], 0 enzimaticas con buena correlacion

de resultados al compararlas con técnicas de espectrometrias de masas [52].

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada define cromatografia como
sigue (IUPAC, 1993) [53]:

‘La cromatografia es un método fisico de separaciéon en el cual los
componentes a ser separados se distribuyen entre dos fases, una de las
cuales es estacionaria (la fase estacionaria), mientras que la otra (la fase
movil) se mueve en una definida direccion. Una fase médvil se describe
como "un fluido que se filtraatravés o a lo largo del lecho estacionario en
una direccion definida". Puede ser un liquido, un gas o un fluido
supercritico, mientras que la fase estacionaria puede ser un sélido, un gel

o un liquido.’

Si la fase movil es un gas, la modalidad cromatografica se denomina gaseosa
GC. La cromatografia gaseosa se emplea para separar mezclas que contienen
compuestos organicos volatiles, pero suelen presentar grandes dificultades si
las sustancias a utilizar no son volatiles, si descomponen a altas temperaturas
0 poseen alto peso molecular. Se ha estimado que s6lo un 20% de las
sustancias organicas conocidas pueden separarse por GC sin tratamiento
previo [54]. El gas utilizado como fase mévil en GC es simplemente un carrier

del soluto y practicamente no influye en la separacion.

Cuando la fase mévil empleada es liquida hablamos de cromatografia liquida.
En LC la fase movil es un parametro fundamental que gobierna la separacioén,
ya que, con una sola columna es posible separar sustancias polares, ionicas,
ionizables y no polares simplemente modificando la composicion de la fase
movil [55].
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Un sistema LC se puede considerar que consiste de cuatro componentes

principales, como se detalla a continuacion:

* un dispositivo para la introduccion de la muestra o inyector

una fase movil

una fase estacionaria
* un detector

El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion sin

interrumpir el caudal del solvente a través del sistema [55].

Como mencionamos anteriormente la fase movil juega un rol fundamental en la
separacion por LC, para elegir un buen solvente se necesita considerar que
posea las siguientes caracteristicas: alto poder solubilizante en las muestras,
baja reactividad, compatibilidad con el detector utilizado, adecuado punto de
ebullicién, baja viscosidad, seguro y con un alto grado de pureza.

ESQUEMA BASICO HPLC

O| Fase Movil I
A

‘l Desgasiﬁcadorl
y

" Bomba I
\

4] Inyector
\

‘l Columna |
\F

‘l Detector
Y

.l Desechos I

J d L
provzato 2 manuily SHIMADZU LC-10ADvp

Figura 2. Esquema basico de un Cromatografo de Liquidos. Fuente: Shimadzu

En LC existe dos tipos de fase estacionaria comunmente usada: la fase
estacionaria normal (polar) y fase estacionaria reversa (no polar). La fase

estacionaria mas utilizada hoy en dia es la fase reversa y utiliza de relleno el
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octadesil silano o C18, para este tipo de columnas los solventes utilizados son
organicos polares, como el metanol, acetonitrilo y agua.
El detector es la parte del equipo cromatogréfico que permite ubicar en tiempo
y espacio la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la
columna cromatografica, sin el detector no se podria cuantificar ningun
compuesto. Los detectores deben reunir ciertas caracteristicas, entre ellas:

e Tener un amplio rango dinamico de respuesta

e Poseer una respuesta lineal

No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar

Responder a todos los solutos

Tener sensibilidad apropiada

No afectarse por cambios de temperatura

e Poseer una buena relacion sefal/ruido

Estas propiedades han sido explicadas mas ampliamente por Scott R, [56].

1.3.2. UPLC

Actualmente se trabaja con sistemas cromatograficos altamente
eficientes, con reduccion de los tiempos de analisis, menor gasto de solventes
y mejorando considerablemente la resolucion de los picos cromatograficos. A
este sistema se le denomina UPLC (Cromatografia liquida de ultra
performance). Estos equipos poseen un sistema de bombas binarias capaces
de alcanzar presiones muy altas de hasta 15000 psi, cinco veces mas que un
equipo HPLC normal, y a flujos relativamente bajos del orden de 0.2 a 0.5
mL.min, razén por la cual existe un menor gasto de tiempo y un menor
consumo de la cantidad de solventes.

Para este tipo de sistemas se hace necesario la utilizacion de columnas
especiales, empaquetadas con un relleno que contenga particulas de diametro
de 1.7 um y de longitud de la columna no mayor a los 100 mm, siendo
columnas especificas para el uso en sistemas UPLC, no permitiendo su uso en

sistemas convencionales.
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1.3.3. Espectrometria de Masas

La combinacibn de una técnica de separacion con un
Espectrometro de masas provee un poderoso método instrumental para el
analisis cientifico. La espectrometria de masas MS es una técnica instrumental
universal y especifica, altamente sensible que permite la identificacion

inequivoca de una sustancia a través de su espectro de masas [57].

El principio de la espectrometria de masas es la produccion de iones a partir
de compuestos neutros y la observacion de la subsiguiente descomposicién de
esos iones. Estos iones descompuestos (fragmentos que también poseen
carga) se mueven rapidamente y son “clasificados” de acuerdo a su relacion
m/z (masa / n° de cargas del ion). ElI espectrémetro de masas no solo clasifica
los fragmentos, sino que ademas mide la cantidad de ellos que se forman [58].

Un espectrometro de masas siempre contiene un sistema de introducciéon del
compuesto o una mezcla de compuestos; una cdmara que ioniza dichos
compuestos; uno o mas analizadores de masas para separar los iones
producidos; un sistema de deteccién o contador de iones y un procesador de
datos [59]. Ver Figura 3.

Bomba de vacio

iones de masas de iones

-
|
|
|
Fuente de Analizador Detector
| — [———1
|
|
L

Procesador
de la sefial

Espectro de masas

Figura 3. Componentes basicos de un espectrometro de masas

Fuente: Waters

FCNM -15 ESPOL



Determinacidn de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates

MILADE

rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

Tabla X. Tipos, caracteristicas y limitaciones de las configuraciones mas utilizadas en
espectrometria de masas [58].

TIPO CARACTERISTICAS LIMITACIONES
* Universal (ioniza gran variedad de * En algunos casos, excesiva fragmentacion
lonizacién moléculas). _ _ _ de moléculas.
por impacto I.'E/Iu}f reprodutcltile (permite creacion de . Molc_eculas termolabiles se degradan al
L. ibrerias espectrales). vaporizarse.
o | electrénico P o ) P . .
(C) (EI) * Moléculas se ionizan por bombardeo de un | * Solo espectros de masas de iones positivos.
o haz de electrones con carga de 70eV « Poco selectivo.
Z (generalmente).
s - Es mas suave y mas controlable. (Menor » Poco reproducible. Las abundancias
S descomposicion de moléculas). relativas de los iones presentan mayor
= o ) ) o oo A
o « Obtencién de iones quasimoleculares. variabilidad. Dificulta creacion librerias
& | lonizacién | Permiten determinar peso molecular. espectrales.
quimica (Cl) | « Moléculas se ionizan por colisién con un * Ionizacion en estado gaseoso: Moléculas
gas reactivo. (Metano, amoniaco). termolabiles se degradan.
* En funcion gas seleccionado, la ionizacion
puede ser universal o selectiva.
« Permite obtener iones multicargados « Es una ionizacién muy suave. Genera
(posibilidad anélisis péptidos y proteinas) pocos fragmentos (poca informacién
| *Funciona bien con 4cidos y bases estructural).
lonizacion | preformados en disolucion y con compuestos | » Suelen formarse aductos con los tampones
por a los que se les pueda inducir carga (analitos | utilizados en la fase mévil de LC.
electrospray | polares o con heteroatomos). + La sensibilidad es muy dependiente del
o (ESI) * No utiliza temperaturas elevadas (permite flujo de fase mévil del LC y del pH de esta.
6' analisis moléculas labiles).
'E * Se pueden obtener espectro de masas de
w iones positivos y negativos.
% « Es una ionizacion quimica mediante « Es una ionizacién muy suave. Genera
o reacciones ion-molécula a presion pocos fragmentos (poca informacion
S N atmosférica. estructural).
-4 lonizacién . . ) . o,
uimica a * Permite analisis de moléculas con bajo peso | < lonizacidn se produce en fase gaseosa:
qP . molecular no volétiles. algunas moléculas l&biles pueden
resion - .
Atmosférica | St sensibilidad no depende el pH ni del descomponerse por la temperatura.
(APCI) flujo de fase movil.
» Mas sensible que ESI.
* Permite obtener EM de iones positivos y
negativos.

Como se puede observar en la Tabla X, existen 4 principales tipos de
espectrometros segun su fuente de ionizacion. En cromatografia de gases la
mas utilizada es la ionizacion por impacto de electrones EIl, donde las
moléculas ionizadas son bombardeadas con electrones a una energia de 70 eV
provocando su completa fragmentacion. En Cromatografia liquida el sistema de
ionizacion mas utilizado es por electrospray ESI, este modo de ionizacion es
indicado para moléculas polares; mientras que la ionizacion APCI es indicada
para moléculas no polares.

En la presente tesis el equipo utilizado para la deteccion de los carbamatos fue

un Cromatografo de liquidos acoplado con un espectrometro de masas tandem,
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conocido también como triple cuadrupolo, y con fuente de ionizacién por

electrospray ESI, la cual pasaremos a describir en detalle a continuacion.

AFl Gas . Collision Gas
1189 L/hr 0 L/Hr
ES+ Analyser Trip Pirani
S ?.SBE—[IlS mBar 3.lflu':- 03 mBar Detector (FMT)
500 °C 50 L/hr ey " ey -
Capillary
Frob= 3.05 kv T
Sonda Bhespher
ES o Cone Extrocior Entrance Exit - o
2V 2v 143V ;
APcI oA
JoRm R =T =
| I
Sourcs Hexapole Quadrupsls  Scanvfave Collision Cell Guadguémle
SRE (M51) Collision Energy 2 ev (M52)
-1 - -5 -
10"t mbar 103 to 104 mbar Tl? Bma[}
Bomba Turbo bomba urbo bomba
I_Dtato rl a 2010 Waters Corporation | COMPANY CONFIDENTIAL

Figura 4. Esquema de un LC-MS/MS con ionizacion ESI
Fuente: Figura tomada del programa MassLynx

Como se muestra en la Figura 4 un LC-MS/MS estd compuesto por una
camara de ionizacion a presion atmosférica, una interface con vacio moderado
que dirige los iones al analizador, una regién de alto vacio que contiene al
primer cuadrupolo MS1 o también denominado Q1, la celda de colisién
(también denominado tercer cuadrupolo), el segundo cuadrupolo MS2 0 Q2 y el
detector que es el encargado de amplificar, transformar y medir la sefial de los

iones analizados.

En la ionizacion por electrospray (ESI), un liquido, en el cual el analito de
interés ha sido disuelto, pasa por una aguja hueca sometido a un campo
eléctrico de 5 a 10 kV.cm™ a presién atmosférica. La corriente del liquido es
dispersada formando gotitas altamente cargadas, denominada doplets, estas
gotas son luego desolvatadas a medida que pasan a través de la region a
presion atmosférica de la fuente hacia un electrodo contador. La desolvatacion
es promovida por una corriente de un gas altamente puro y seco, por lo general

el gas utilizado es el nitrégeno, que se encuentra circulando continuamente en
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la region de pulverizacion. Los analitos i6nicos son obtenidos a partir de estos
doplets que luego pasan hacia la region de alto vacio del espectrémetro de

masas dirigiendose donde se encuentran los analizadores o cuadrupolos [60],

ver Figura 5.
Capilar D Presién Atmosférica
|:| Vacio moderado
l:l Alto vacio
—> > Escape

Muestra

X .-.I: Cono de muestra
: N2 Gas de cono

Valvula de
aislamiento

{

N2

Hexapolo Cuadrupolo
Gas nebulizante y d

.%}:'j P 91 b J
U] )
desolvatacion N2
ﬂ-
@ Especies ionicas

Especies no ionicas Bomba Rotatoria Turbo bomba

©2010 Waters Corporation | COMPANY CONFIDENTIAL 6

Figura 5. Esquema de la fuente de ionizacion ESI
Fuente: Waters

El analizador de masas tAndem de triple cuadrupolo consiste en tres series de
cuadrupolos en posiciones seguidas con respecto a los mismos, tal como se
logra apreciar en la Figura 4. Los dos primeros cuadrupolos, el cuadrupolo 1
(Q1) y el cuadrupolo 2 (Q2) funcionan como dos analizadores, el tercer
cuadrupolo que en realidad es una celda de colisibn y que se encuentra
situado entre los cuadrupolos Q1 y Q2 cumple una funcibn mas bien de
fragmentacion de la molécula precursora o ion padre que ha sido seleccionado

previamente del Q1.

Un cuadrupolo es un conjunto de cuatro varillas paralelas equidistantes del
centro y que a través de la aplicacion de una combinacion de voltajes alternos
(RF) y continuos (DC) los iones pueden ser “filtrados” del eje central y su masa
puede ser debidamente medida para obtener el espectro correspondiente, ver

Figura 6.
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NAWAWA
NRVALVAY,

Figura 6. Esquema de un cuadrupolo con combinacién de voltajes alternos y

continuos. Fuente: Waters

Dependiendo del voltaje aplicado, los iones de masas muy pequefias 0 muy
grandes no pasaran a través del cuadrupolo. Estos iones eventualmente
chocaran contra una de las varillas y seran automaticamente destruidos, de

acuerdo a lo observado en la Figura 7.

(m5)

Conjunto de
iones

(Mg, mp, m3) \

Lente

En este caso hipotético, el cuadrupolo permite que
el ion m5 tenga una trayectoria estable mientras que my
y mg tienen trayectorias inestables. En este caso, el
cuadrupolo actua como un filtro para m,.

Cuadrupolo

Figura 7. Trayectoria de iones a través del cuadrupolo
Fuente: Waters

La celda de colision es un cuadrupolo especial en el que se aplica una energia,
llamada energia de colision (CE), que permite fragmentar los iones obtenidos
en la fuente de ionizacion y que han sido seleccionado del Q1. Esta energia

puede tomar diferentes valores, lo que permite obtener diversos espectros de
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masas en los que apareceran los iones hijos caracteristicos a la molécula

seleccionada y con diferentes relaciones de intensidad entre ellos.

Los iones hijos m/z seleccionados que han atravesado los analizadores llegan
a un Dinodo de conversion cuya funcion es cambiar la sefial del ion a fotones
de energia, estos fotones viajan en paquetes de energia hacia el
fotomultiplicador donde al chocar con el fotocatodo producen un electrén. Este
electron es atraido hacia el primer dinodo, gracias a una diferencia de
potenciales, y al chocar con el primer dinodo, varios electrones son eyectados,
aumentando de esta manera la sefial. Cada dinodo esta posicionado a mayor
voltaje lo que origina que los electrones se dirijan al siguiente dinodo creando
un nimero mayor de electrones. Al chocar con el &nodo, se genera una sefial

gue es grabada como intensidad de corriente., ver Figura 8.

Electrones Anodo  Corriente
FOtdn = .--ccmmeeme PAANI N m e e e « _ . _eléctrica

I 7
I

1
I
I
1
1
1
!

Fotocatodo " Dinodos””

Figura 8. Esquema de un fotomultiplicador. Fuente: Waters

1.3.4. Adquisicion de los datos

Los principales tipos de adquisicion de datos que se pueden
realizar en un espectrometro de masas de triple cuadrupolo son: MS Scan,
Selected-ion recording SIR, Daugther ion scan y Multiple reaction monitoring
MRM.

En el MS Scan o escaneo de masas se obtiene la informacion de los espectros
de un conjunto o familia de compuestos. Es un barrido de masas hecho a la
muestra inyectada, en la Figura 9 se observa un escaneo a la familia de los

ibuprofenos.
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MIX4_INF2 1 (1.019) Scan ES-
100 205.1 5.96e6
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Figura 9. Espectro de masas de la familia del Ibuprofeno
Fuente: Programa MassLynx, Waters.

El método SIR se usa s6lo para monitorear un analito con un m/z especifico, en
espectrometros de masas con cuadrupolos simple este modo de adquisicidon es

usada como método de cuantificacion, ver Figura 10.

10 na/mL Thiamethoxam and Metabolite

. Thia_1G07_007 Sb (2,1.00 ); Sm (Mn, 2x3) SIR of 2 Channels ES+
Tiametoxamo o5 - A S ' 01 8
f\ 1.07e4
MW = 291\ |I I'
\ | I‘. SIR de (M+H)
[ m/z = 292
o ||
\7_. S ﬂ,-‘JI ‘I'\_\_.,\
'\—\_,-\____,,_,___’1\ ~ -_k___’__/’—f‘\
Thia_1G07_007 Sh (2,1.00 ); Sm (Mn, 2x3) ‘ " SIR of 2 Channels ES+
100, i 2498
. i 1.61e4
Metabollto-————-_\ i
— | SIR de (M+H
MW = 249 . %l i g _(250)
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I
II‘ I‘I
o T e
750 800 850 9.00 950 Tog8me

Figura 10. Modo SIR cromatograma de tiametoxamo y su metabolito.
Fuente: Programa MassLynx, Waters.

El daugther ion scan se utiliza para generar los espectros tipicos de MS/MS
gue pueden producir informacion estructural de un ion precursor o padre. El ion
padre es fragmentado en la celda de colision y los fragmentos (hijos) son
monitoreados en Q2. Es un método cualitativo en espectrometria de masas

tAndem.
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Figura 11. Daugther Scan. Espectros a tres diferentes energias de colision: 17 eV se
observa la masa del ion precursor 230 m/z; 30 y 38 eV disminuye la masa del ion
precursor e incrementan la de los iones hijos 160, 180 y 201 m/z. Fuente: Waters,
Disefio esquema del autor.
El MRM o monitoreo por reaccion mdultiple se usa para monitorear un analito
especifico. Es la forma tipica de cuantificacién en sistemas de cuadrupolo en
funcion tandem. El ion padre (seleccionado en Q1) es fragmentado en la celda
de colision a una determinada energia de colision y sélo el o los fragmentos

mas intensos son monitoreados en Q2 [61].

Este modo de adquisicion brinda una alta selectividad y especificidad a los
sistemas de espectrometria de masas tandem pues de manera inequivoca
permite diferenciar compuestos de masas moleculares similares pero con iones
productos diferentes de acuerdo a sus caracteristicas de fragmentacion, tal y
cual como se observa entre el ketoprofeno y fenbufeno, con un m/z de 255
para ambos, que en modo SIR no se logran diferenciar en el cromatograma,
pero al aplicar el modo MRM, cada uno presenta iones hijos caracteristicos,

permitiendo con esto su completa diferenciacion, ver figura 12.
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Figura 12. Modo MRM, diferencias entre SIR y MRM.
Fuente: Waters, esquema del autor.
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1.4. Validacion de métodos analiticos

La validacion de los meétodos analiticos utilizados en las
actividades de control desempefia un papel determinante pues de ellos
depende la comprobacion confiable y reproducible de los indices de calidad de
los resultados, lo cual contribuye notablemente al aseguramiento de la calidad,

seguridad y eficiencia de los mismos.

En el presente estudio se realizé una validacion interna, lo que significa que fue
realizada por un solo laboratorio, utilizando el mismo método para proceder con
los analisis, separados por largos intervalos de tiempo justificados, de idénticos
o diferentes materiales de ensayo en condiciones distintas, como diferentes
analistas [1].

Para el presente estudio los parametros de desempefio a considerar en la
validacion seran: especificidad, linealidad de la curva de calibrado, Limite de
cuantificacion LOQ, Limite de deteccibn LOD, recuperacion, precision en
términos de repetibilidad y reproducibilidad intermedia, de acuerdo a lo indicado
en la normativa EC/657/2002 de la comunidad europea para residuos de

plaguicidas.

1.4.1. Especificidad

Es la capacidad de un método de distinguir entre el analito que se
esta midiendo y otras sustancias que pudiesen estar presentes en la matriz en
estudio. Esta caracteristica es ante todo una funcion de la técnica de medicion
descrita, pero puede variar en funcion del tipo de compuesto o de la matriz (EC
657/2002). No existe una expresion Unica para la especificidad. Es mas bien
algo que debe demostrarse. La forma en que este se realiza depende del
objetivo y el tipo de analisis método [62]. Se dice que un método es especifico

cuando es 100% selectivo [63].

La ausencia de resultados falsos positivos para todas las muestras blancos en
los respectivos ensayos seran considerado aceptables para demostrar

selectividad.
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1.4.2. Linealidad de la curva de calibrado

La linealidad es la capacidad del método de obtener resultados
proporcionales a la concentracion del analito. En cuanto al rango de calibracion
de un método analitico se considera que es el intervalo entre la concentracién
superior e inferior del analito en la muestra en la cual debe existir precision,
exactitud y linealidad. Este intervalo de calibracion debe ser elegido con el fin
de cubrir la mayor parte de las concentraciones esperadas en muestras reales
[64].

La EC 657/2002 recomienda en cuanto a curvas de calibrado: emplear al
menos cinco niveles (incluyendo el cero) en la construcciébn de la curva;
describir la formula matematica de la curva, la bondad del ajuste de los datos a
la curva; y describir los margenes de aceptabilidad de los parametros de la

curva.

1.4.3. Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion es definido como la concentracion mas
baja del analito en la cual se puede obtener aceptables niveles de recuperacion

y precision.

1.4.4. Limite de Deteccidon

El limite de deteccion se define como la concentracion mas baja
de analito en la muestra en la que la relacion sefal-ruido (S / N) tiene que ser
de al menos 3:1. Una manera estadistica de encontrar el LOD es a través de la
ecuacioén lineal donde se toma el valor de lectura del blanco y se le suma tres

veces su desviacion estandar.

LOD = 9blanco + 3Spianco (1)

1.4.5. Precision

Precision es el grado de concordancia entre resultados de
ensayos independientes obtenidos en condiciones estipuladas. De aqui se

desprenden dos términos: Repetibilidad que es el grado de concordancia entre
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resultados de ensayos bajo condiciones similares en un intervalo de tiempo
corto, y Reproducibilidad como el grado de concordancia entre resultados
independientes bajo diferentes condiciones, tales como: analistas, equipos,
reactivos, y principalmente diferentes laboratorios. Cuando la reproducibilidad
no incluye dos laboratorios diferentes, se denomina reproducibilidad intermedia.

La normativa EC 657/2002 recomienda el siguiente proceso para el célculo de
repetibilidad:

e Prepare un conjunto de muestras de matrices idénticas, enriquecidas
con el analito para dar concentraciones equivalentes a 1, 1.5y 2 veces
el limite de funcionamiento minimo exigido o 0.5, 1 y 1.5 veces el limite
permitido.

e En cada nivel debe procederse al analisis con un minimo de 6 muestras
idénticas.

e Analice las muestras.

e Calcule la concentracion detectada en cada muestra.

e Determine la concentracion media, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion (%) de las muestras enriquecidas.

e Repita estos pasos al menos otras dos veces.

e Calcule las concentraciones medias generales y los CV de las muestras

enriquecidas.

Para el calculo de reproducibilidad intermedia repetir estos pasos al menos
otras dos veces con operadores diferentes y distintas condiciones ambientales
(por ejemplo, diferentes lotes de reactivos, disolventes, temperaturas

ambientales, instrumentos, etc.).

1.4.6. Veracidad

Es el grado de concordancia existente entre el valor medio
obtenido de una gran serie de resultados y un valor de referencia aceptado,
este valor de referencia aceptado puede ser un material de referencia
certificado MRC. Cuando no se dispone de MRC, debe determinarse la

veracidad en términos de recuperacion mediante experimentos con matriz en
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blanco enriquecido a niveles establecidos (EC 657/2002), por ejemplo mediante

el procedimiento siguiente:

e seleccione 18 alicuotas de un material en blanco y enriquezca cada 6 de
ellas con 1, 1.5 y 2 veces el limite de funcionamiento minimo exigido o

0.5, 1y 1.5 veces el limite permitido,
e analice las muestras y calcule la concentracion en cada muestra,

e calcule la recuperacion media y el CV de los 6 resultados a cada nivel.

1.4.7. Incertidumbre en la medicion

La incertidumbre se define como “un parametro, asociado al
resultado de una medida, que caracteriza el intervalo de valores que puede ser
razonablemente atribuidos al mensurando”. En esta definiciéon el mensurando

indica: “la propiedad sujeta a medida” (BIPM) [65].

Cuando es presentado un resultado de medicién, sea una calibracion, ensayo o
una simple medicién, es importante que se exprese alguna indicacion
cuantitativa de la calidad del resultado de tal forma que aquellos que lo utilizan
puedan evaluar su confiabilidad. Este intervalo de confianza es lo que
conocemos como incertidumbre de la medicion, siendo generalmente

expresada con aproximadamente un 95% de confianza [66].

Existen dos métodos para cuantificar la incertidumbre: el método de evaluacién
Tipo A que esta basado en un andlisis estadistico de una serie de mediciones;
y el Método de evaluacion tipo B que comprende todas las demas maneras de

estimar la incertidumbre [67].

Incertidumbre tipo A.

Se puede considerar como fuente de incertidumbre tipo A, a las
incertidumbres obtenidas por calculos estadisticos, tales como: incertidumbre
por desviacion estandar relativa de la reproducibilidad intermedia (ecuacion 2),
la incertidumbre arrojada por la curva de calibrado (ecuacién 3), segun las

ecuaciones:

DSwRr

UReprod = Tz (2)
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Donde DSyr es la desviacion estandar por reproducibilidad intermedia en el
nivel de concentracion dado y x es la media de los valores obtenidos para

dicha concentracion.

Sxo
Uee = 3 (3)

_5)2
gxozﬂ\/i_kl_,_% (4)

b m  n bZY (x;—%)?

Y (yi—9)?
Syje = "0y (5)

Donde;

Sxo €s el error asociado a la concentracion por la curva de calibrado
Syi es la desviacion estandar residual, ver ecuacion 5,

b es la pendiente de la curva de calibrado,

m es el nimero de lectura para cada medicion,

n es el nimero de puntos de calibracion,

Yo €s el valor experimental de y a partir del cual se determind X,

Incertidumbre tipo B.

Como fuente de incertidumbre de tipo B de una magnitud de entrada se usa
informacion externa u obtenida por experiencia. Las fuentes de informacion

pueden ser:

- Certificados de calibracion.

- Manuales del instrumento de medicion, especificaciones del instrumento.
- Normas o literatura.

- Valores de mediciones anteriores.

- Conocimiento sobre las caracteristicas o el comportamiento del sistema de

medicion [68].
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CAPITULO Il

2. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en su parte analitica en el area de
Instrumental de la Empresa World Survey Services del Ecuador con los
equipos e instrumentos sefialados en el capitulo de Equipos. El trabajo de
campo fue realizado en los mercados y supermercados seleccionados para la

toma de muestra de los tomates riidn.

2.1. Reactivos

Los estandares certificados de Aldicarb 98.8% (2-Metil-2-
(metiltio)propionaldehido-O-metilcarbamoiloxima), Carbaryl 99.5% (1-naftil
metilcarbamato), Carbendazim 99.5% (Metil benzimidazol-2-ilcarbamato),
Carbofuran 99.5% (2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilcarbamato),
EPTCarbamato 99.0% (S-etil dipropiltiocarbamato), Fenoxycarb 98.8% (Etil 2-
(4-fenoxi)Etilcarbamato), Indoxacarb 99.5% (metil (S)-N-[7-cloro-2,3,4a,5-
tetrahidro-4a-(metoxicarbonil)indeno[1,2-e][1,3,4]oxadiacin-2-ilcarbonil]-4’-
(trifluorometoxi) carbanilato), Methiocarb 99.5% (4-metiltio-3,5-xilil
metilcarbamato), Methomyl 99.5% (S-metil (EZ)-N-
(metilcarbamoiloxi)tioacetimidato), Oxamyl 99.5% ((EZ)-N,N-dimetil-2-
metilcarbamoiloxiimino-2-(metiltio)acetamida), Pirimicarb 99.5% (2-

dimetilamino-5,6-dimetilpirimidin-4-il dimetilcarbamato), Propyzamide 98.3%
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(3,5-Dicloro-N-(1,1-dimetilpropinil)benzamida), Propamocarb (Clorhidrato de
Propil 3-(dimetilamino) propil carbamato), Propoxur 99.5% (2-isopropoxifenil
metilcarbamato) fueron suministrado por Chem Services, Inc (West Chester,

Pensylvania, USA).

El Acetonitrilo grado HPLC y el metanol grado HPLC fueron suministrados por
MERCK (Darmstadt, Alemania), el agua fue obtenido de una unidad de
purificacion DirectQ5 de Millipore (Bedford, Massachusetts, USA), el
dimetilsulfoxido y el &cido acético, fueron suministrados por MERCK
(Darmstadt, Alemania), el acido formico fue suministrado por Panreac Quimica

S.A. (Barcelona, Espafia).

Los tubos de extracciéon Quechers AOAC (6g MgSO4 anhidro, 1.5g acetato de
amonio anhidro) fueron suministrado por Thermo Fisher (Runcorn, Reino
Unido), los tubos de limpieza Disque AOAC/C18 (150 mg MgSQ4, 50 mg PSA,

50mg Cj3) fueron suministrados por Waters (USA).

2.2. Equipos

La deteccion fue llevada a cabo en un Espectrometro de masas
XEVO TQ MS con fuente de ionizacion por Electro Spray en modo ESI+
(WATERS, Reino Unido). Los analitos en estudio fueron separados en un
cromatoégrafo de liquidos UPLC Acquity BSM (WATERS, Reino Unido).

Para el desarrollo de los ensayos se utilizaron los siguientes equipos: una
Balanza analitica Mettler Toledo modelo XS 105 DU (Greifensee, Suiza), un
Multivortex Heidolph modelo Multi Reax (Schwabach, Alemania), un vortex ZX
Classic Micro Velp Scientific (Usmate MB, Italia), una microcentrifuga modelo
Mini Spin 5452 Eppendorf AG (Hamburg, Alemania), una centrifuga modelo
MP4R IEC, dos micropipetas Rainin Pipet Line con volumen variable de 100 a
1000 uL y de 10 a 100 uL de Mettler Toledo (Greifensee, Suiza).
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Figura 13. Mddulo de separacién Acquity BSM acoplado a un espectrémetro
de masas XEVO TQ-MS con ionizacién por electrospray ESI

2.3. Metodologia

2.3.1. Establecimiento de condiciones cromatograficas

El cromatografo de liquidos Acquity BSM fue ajustado inicialmente

de acuerdo al procedimiento establecido por Leandro 2007 [71].

Las condiciones cromatogréaficas a tomar en consideracion en el desarrollo del
método son: la fase movil, que de acuerdo a la literatura se puede considerar
una combinacion de agua-metanol como medio de separacion de los
carbamatos; el flujo de la fase mavil; establecer un gradiente de la fase movil,
cambios de la proporciéon de la fase movil con respecto al tiempo; una columna
cromatografica disefiada exclusivamente para el trabajo en equipos UPLC con
guimica C18; una adecuada temperatura de la columna que permita una mejor
resolucién y menor tiempo de andlisis; la temperatura del automuestreador que
permita conservar los extractos colocados en los viales; y el volumen de

inyeccion del extracto dentro de la columna.
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2.3.2. Establecimiento de condiciones espectrométricas

Una parte de los parametros experimentales utilizados en la
fuente de ionizacion del espectrometro de masas XEVO TQ MS son
establecidos por defecto en la calibracion inicial del instrumento realizada por

un técnico especializado en calibracién, de los cuales cabe mencionar lo

siguiente:
LM 1 Resolution 2.7
HM 1 Resolution 15.0
lon Energy 1 0.5
LM 2 Resolution 2.8
HM 2 Resolution 14.7
lon Energy 2 0.7
Ganancia 1.00
Fotomultiplicador 517.22

Los demas parametros y que son los mas relevantes dentro del desarrollo
espectrométrico son: la polaridad, el voltaje del capilar, los voltajes del cono
(exclusivo de cada analito), el voltaje del extractor, temperatura de
desolvatacion, flujo de los gases de desolvatacion, del cono y de colisién. Estos
seran ajustados dentro del desarrollo del método.

El valor m/z de los iones precursores seran tomados inicialmente a partir de su

masa molecular protonada [MH]".

La deteccion mediante Espectrometria de masas tandem (MS/MS) sera
mediante la seleccion de los iones productos de acuerdo a monitoreo por
reaccion multiple MRM, la informacién de los MRM de cada carbamato seran
seleccionados de la biblioteca QUAMPEDIA del Software Masslynx V4.1
SCNB810 Waters inc, y estos datos seran confirmados mediante un seteo de
masas realizado automaticamente por el equipo XEVO TQMS mediante el
programa IntelliStar del software Masslynx.
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2.3.3. Preparacion de las soluciones estandar

e Solucién Stock de Carbamatos: (1000 mg.L™)

Pesar de manera independiente: 10 £ 0.1 mg de cada uno de los estandares de
Carbamatos en un balén volumétrico de 10 mL, (considerando la pureza del
estandar al momento de realizar los calculos para el pesaje). Disolver en
metanol HPLC, sonicar si es necesario y llevar al aforo con metanol HPLC.

Transferir a frasco de color ambar y almacenar en un congelador.
e Solucién Mix de trabajo: 10 ug.mL™y 1 ug.mL™

Pipetear 100 pL de la solucién stock estandar de cada Carbamato en matraz
volumétrico de 10 mL y llevar a volumen con metanol HPLC. Transferir a frasco
de color ambar y almacenar en un congelador. Pipetear 5 mL de la solucion mix
10 pg.mL™* de Carbamatos en un matraz volumétrico de 50 mL, mezclar y llevar
a volumen con metanol HPLC. Transferir a un frasco de color ambar y

almacenar en un congelador.

2.3.4. Preparacion de las muestras

Actualmente para la extraccion de pesticidas se esta utilizando
ampliamente la metodologia Quechers. Este método es robusto, de facil
empleo y abarata costos en los andlisis por la poca utilizacion de solventes. La
robustez del método para una cantidad amplia de matrices y diversos tipos de

analitos han sido discutido ampliamente por Lehotay, 2010 [72].

El procedimiento para la extraccion de carbamatos en tomates rifion es el
siguiente:

Pesar 10.0 + 0.005 g de muestra previamente homogeneizada en un tubo
plastico de 50 mL, con tapa rosca. Fortificar las muestras tomadas como
blancos mediante adicion de soluciones patron de trabajo de carbamatos segun
lo indicado en la Tabla Xl para la preparacion de la Curva de calibracion por

adicion de estandar externo.
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Tabla XI. Preparacion de la curva de calibrado

Cunva Calibracién Mezc_:l,a Carbamatos_1 Mezc_lrfl Carbamatoi
1 Solucion 10.0 pg.mL ™| Solucién 1.0 pg.mL

Mo kg Volumen (pL) Volumen (uL)
Blanco - -

Fortificado 1: 2.5 25

Fortificado 2: 5.0 50

Fortificado 3: 10.0 100

Fortificado 4: 20.0 20

Fortificado 5: 40.0 40

Fortificado 6: 80.0 80

Adicionar 15 mL de una solucién de Acetonitrilo HPLC acidificado con Ac.
Acético al 1%. Vortear el tubo por un minuto para lograr la reaccién completa

entre la muestra y la solucién de fortificacion.

Trasvasar el contenido del Tubo de extraccion QUECHERS al tubo que
contiene la muestra, agitar vigorosamente por un minuto Yy posteriormente

centrifugar por 10 minutos a 3500 r.p.m.

Transferir 1 mL del extracto de acetonitrilo y adicionarlo en el tubo 2 de
limpieza Quechers que contiene 50 mg de Amina Primaria Secundaria PSA y
150 mg de sulfato de magnesio. Vortear por 1 minuto y posteriormente

centrifugar a 12000 r.p.m en una microcentrifuga por dos minutos.

Transferir 200 uL del extracto final a un vial previamente rotulado y diluir con
800 pL de Fase Mavil A.

Colocar los respectivos viales en el automuestreador de acuerdo a una

secuencia establecida de inyeccion.

2.3.5. Adquisicion y procesamiento de datos

El modo de adquisicion de los iones precursores e iones
productos sera por Monitoreo de Reaccion Multiple, MRM. Estos datos seran
procesados por el paquete TargetLynx del Software Masslynx V4.1 SCN810
Waters inc, previa la introduccion de la informacién correspondiente obtenida

dentro del desarrollo del método para cada analito estudiado.
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CAPITULO 1lI

3. DISENO EXPERIMENTAL

3.1. Seleccidon del area de estudio

La ciudad de Guayaquil cuenta con una poblacién de mas de 2.5
millones de habitantes, para lograr un abastecimiento de alimentos para toda
esta poblacién el municipio cuenta con una red de 38 mercados establecidos
estratégicamente en la ciudad, sumado a estos existen 30 grandes cadenas
privadas de supermercados en Guayaquil, dando un total de 68 centro de
abastos importantes en toda la ciudad. Del total de centro de abastos se han
seleccionado 6 mercados y 4 supermercados distribuidos en todas las latitudes
de la ciudad, tal como se muestra en la figura 14. La lista de los mercados

seleccionados y su direccion exacta se detalla a continuacion:

e Mercado 1, Gnral. Robles y la “H”, Via de Ingreso Ave. Domingo Comin,
Barrio Cuba.

e Mercado 2, Gbmez Renddén y Chimborazo, Parroquia Olmedo.

e Mercado 3, Cuencay Nicolas Segovia.

e Mercado 4, km 16 de la via a Daule, a la altura de la ciudadela
Montebello.

e Mercado 5, Calle 5ta y Callejon 6to, Via de ingreso Km. 6 ¥z de la Via
Daule — Guayaquil.

e Mercado 6, Cdla. Sauces IX, Ave. Dr. Parra Velasco, entre mz 518 y

550 frente a Sauces Ill.
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Supermercado 1, Av. Francisco de Orellana S/N Y Guillermo pareja
Rolando

Supermercado 2, Cdla. Naval Norte, Av. De las Américas S/N y
Francisco Duefas.

Supermercado 3, Av. Del Bombero s/n Km 6 %2y Av. Leopoldo Carrera.

Supermercado 4, Av. Kennedy Oeste s/n y Av. San Jorge.

v
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Figura 14. Puntos de muestreo. Fuente: Google maps. Guayaquil, Ecuador.
Elaboracion: esquema del autor. Los puntos 1, 3, 4, 8, 9 y 10 son mercados. Y
los puntos 2, 5, 6 y 7 son supermercados.

FCNM - 36 ESPOL



Determinacion de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates MILADE
rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

3.2. Muestreo

Se realizara un monitoreo de los niveles presentes de carbamatos
en los diez centro de abastos seleccionados durante un mes, tomando una
muestra en cada centro de abasto cada semana por cuatro ocasiones
diferentes.

Cada muestra tomada en cada punto de muestreo se tornara en una muestra
de laboratorio [2] a la cual se le hara un ensayo por duplicado en el mismo dia
del muestreo. Obteniendo resultados semanales de los niveles de carbamatos
en los diez centros de abastos seleccionados. Se contara al final del mes con
un total de 40 resultados.

La cantidad de muestra a tomar en cada centro de abasto sera de acuerdo a lo
que describe la Normativa 2002/63/CE [2] de la Comunidad europea para
productos alimentarios primarios de origen vegetal, la cual especifica lo
siguiente: para productos frescos de tamafio medio, generalmente unidades de
25 — 250 g, la cantidad a tomar seré de 1 kg o al menos 10 unidades.

La muestra de laboratorio (10 unidades) se homogeneizara completamente y
se colocaran en envases limpios y herméticos para evitar su contaminacion,
dafio o pérdida. Se rotularan de acuerdo a la procedencia. Se tomara una
porcion analitica y la contramuestra se congelara a -20 °C como respaldo ante
cualquier eventualidad durante el desarrollo de los analisis.

3.3. Programay objetivos de validacion

Para la comprobacién de la idoneidad del método propuesto, y
demostrar que cumple con la necesidad analitica establecida: determinar
residuos de carbamatos a niveles del rango de ug.kg™ o partes por billén en
muestras de tomate rifion, se realiz0 un programa de validacion con los
objetivos de validacion segun directrices de la Unién Europea EC 657/2002 [1],
tomando a consideracion los criterios relativos a dicha norma establecidos en la
SANCO 12495/2011 [69] y directrices sobre niveles de incertidumbre del Codex
Alimentarius CAC/GL 59-2006 [70] detallados en la tabla Xl y XIli

respectivamente.
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Tabla XIl. Programa de Validacion de Residuos de Carbamatos en muestras de tomate rifién

Muestras de Validacion

Curva de Analista 1* Analista 2** Selectividad  Total de
calibrado*** Repetibilidad y Recuperacion Reproducibilidad intermedia y Recuperacion muestras
S5ug.kg?  10ug.kg? 15ug.kg?  Sug.kg? 10ug.kg™ 15ug.kg™
. 3 6 niveles +
Primer dia 6 6 6 - - - 20 blancos 45
blanco
i 6 niveles +
Segundo dia - - - 6 6 6 - 25
blanco
, 6niveles +
Tercer dia 6 6 6 - - - - 25
blanco

* Analista 1: Michael Rendén Moran
**Analista 2: Lisseth Guerrero Minga
* Rango de trabajo: 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 ug/kg

Tabla XIIl. Objetivos de validacidn

Pardametro Criterio Directiva Comentario

LoQ 5ug.Kg™ EC 657/2002 Valor menor a 10 ug.kg ™
(valor por defecto en limites
mdximos permitidos cuando
no existe un LMR establecido)

Linealidad r >0.98 SANCO 12495/2011 Curva de calibrado
ponderada a 1/x
Recuperacion 70-120% SANCO 12495/2011 Niveles: 5, 10y 15 ug.kg
Repetibilidad <20%RSD ,, SANCO 12495/2011 pNjyeles: 5, 10y 15 ug.kg ™
Reproducibilidad intralaboratorio < 209% RSD .5 SANCO 12495/2011 pjjyeles: 5, 10 y 15ug.kg ™
Selectividad La ausencia de resultados falsos
positivos para todas las muestras
Incertidumbre <50% CODEX CAC/GL 59- Valor por defecto para
2006 andlisis de compuesto trazas
3.4. Andlisis estadistico de datos de validacion

Para el ajuste de las curvas de calibrado se procedera a realizarla
mediante regresion ponderada 1/x, con la finalidad de que los puntos mas altos
no den un mayor peso en el calculo de la regresion. En los analisis
correspondientes a la curva de calibrado se obtendrd una ecuacién lineal que
establezca la relacion entre las variables de entrada (concentracion) y salida
(sefal). Por cada carbamato se obtendra un intercepto y una pendiente
promedio como resultado de un andalisis de regresion ponderado para las tres
curvas de calibrado realizadas durante la validacion. Se determinara el
coeficiente de correlacién cuadratico (r?) minimo obtenido entre las tres curvas,
y los respectivos intervalos de confianza del promedio de curvas y los

intervalos de prediccion para el grupo de curvas realizado en toda la validacion.
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Mediante la ecuacion de la curva de calibrado se obtendréa los limites de
detecciéon LOD correspondientes a cada analito estudiado, de acuerdo a la

ecuacion 1.

Los porcentajes de recuperacion para cada nivel fortificado se obtendran

mediante la siguiente ecuacion:

Contenido medido

(6)

% Recuperacion = 100 x — ——
Nivel enriquecido

Los datos de precision por repetibilidad (intra grupos) y reproducibilidad
intermedia (entre grupos) por nivel fortificado, seran tomados a partir de un
andlisis de varianza de un factor.

Los andlisis de regresion ponderados seran realizados mediante la aplicacion
del software Statgraphics centurion XVL.1, el software Minitab 15 y los analisis
de recuperaciéon y analisis de variancia de un solo factor mediante el uso de

férmulas y hojas de datos del programa Excel 2010.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Método desarrollado

4.1.1. Condiciones cromatograficas
Para establecer las condiciones cromatograficas se tomé de
guia las condiciones experimentales establecidas por Leandro 2007 [71].
Los ajustes en los parametros fueron los siguientes: el aumento de la
temperatura de 40°C a 45°C, este incremento en la temperatura se utilizé
para disminuir el tiempo de retencion Tr de los carbamatos en la corrida

cromatografica y mejorar su resolucion.

60 - —%A
—%B

% Solvente
wu
o

T T T T T ]
0 0.25 7.75 8.50 8.60 10.00
Tiempo de corrida (min)

Gréfico 2. Gradiente cromatografico
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La corrida fue establecida en modo gradiente. La proporcion de cada una de
las fases moviles frente a los tiempos de corrida, son presentados en la Tabla
XIV y en el grafico 2. En la fase mévil A como en la B se le agreg6 0.1 % de
acido férmico con la finalidad de promover la protonacion de las moléculas de

carbamatos, cargdndolas positivamente, facilitando con esto su ionizacion.

La temperatura del automuestreador quedo establecida en 10 °C para permitir

la conservacion del extracto durante el tiempo total de un set de andlisis.

El tipo de columna utilizada fue fase reversa con ocatadecilsylano, conocida
también como C18. Se utiliz6 la columna con una longitud de 10 mm para
tener mayor superficie de separacion y mejorar la resolucién de los analitos
eluidos, esta columna puede soportar una cantidad mayor de volumen
inyectado y un mayor nimero de analitos a separar. Para proteger su vida util
se utilizé una pre-columna con la misma composicion quimica, pero con una

longitud menor a la columna (5 mm).

En resumen las condiciones cromatograficas quedaron establecidas de la

siguiente manera:

e Fases moviles:
A. 98:2 agua/methanol 0.1 % &cido férmico

B. Metanol 0.1 % acido férmico

e Columna: UPLC BEH C18 1.7um, 2.1x100mm
e Precolumna: UPLC BEH C18 1.7um, 2.1x5mm

e Flujo: 0,45 mL.min*

e Tiempo de corrida: 10 minutos

e Volumen de inyeccién: 10 pL

e Temperatura de la columna: 45°C

e Temperatura del muestreador: 10°C
e Tiempo de corrida 10 min.

e Modo de corrida: Gradiente, ver Tabla XIV.
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Tabla XIV. Gradiente cromatografico desarrollado para la determinacién

de carbamatos

Tiempo (min) Flujo mL/min %A %B Curva
0 0.450 95 5
0.25 0.450 95 5 6
7.75 0.450 0 100 6
8.50 0.450 0 100 6
8.60 0.450 95 5 6
10.00 0.450 95 5 6

El tiempo maximo de corrida quedoé establecido en 10 minutos, este valor esta

muy por debajo con respecto a los métodos desarrollados por HPLC donde

existen corridas que duran mas de 35 minutos [49], esto demuestra un claro

ejemplo de la gran ventaja que existe entre un UPLC y un HPLC en cuanto al

ahorro de tiempo de andlisis.

En la tabla XV se puede observar los tiempos de retencion para cada

carbamato de acuerdo a la gradiente que se fij6 en el método desarrollado. El

primer carbamato en eluir es el propamocarb al minuto 1.82 y el ultimo el

Indoxacarb al minuto 6.94.

Tabla XV. Tiempo de retencién (min.) de los Carbamatos en estudio

Compuesto Tiempo de retencion Ventana T,
Tg (min) (+min)
Propamocarb 1.82 0.13
Oxamyl 2.23 0.09
Carbendazim 2.26 0.12
Methomyl 2.38 0.09
Pirimicarb 3.54 0.11
Aldicarb 3.99 0.10
Propoxur 4.55 0.09
Carbofuran 4.60 0.11
Carbaryl 4.80 0.09
Methiocarb 5.79 0.13
Propyzamide 5.94 0.10
Fenoxycarb 6.44 0.11
EPTCarbamato 6.45 0.10
Indoxacarb 6.94 0.09
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Otra fortaleza a resaltar de estos equipos UPLC es el ahorro en el consumo
de solventes, por ejemplo el flujo del método quedd establecido en 0.45
mL.min, con un gasto calculado de 4.5 mL de solvente por cada corrida,
frente a los 35 mL que un sistema convencional de HPLC gastaria, pues los
flujos en HPLC estan por general en 1 mL.min™ o0 mayor a estos niveles [49].

En la figura 15 se observa un cromatograma superpuesto de los catorce
carbamatos en estudio y el orden de elucion de cada uno. La carbendazim y
el pirimicarb presentan mayor sefial analitica, mientras el indoxacarb es que el

presenta la menor sefial analitica.

Cabe mencionar que en la figura 15 se observa picos coeluidos (picos que
tienen el mismo o muy cercano tiempo de retencidn), sin embargo esto no
representa inconveniente alguno ya que cada carbamato tiene una masa
diferente 'y son analizados independientemente de acuerdo a esa
caracteristica como lo demuestra la figura 16 donde se puede observar un
cromatograma independiente por cada uno de los catorce carbamatos que se

analizaron.

F680.0 ugikg
[Carbamatos 010 Frutas 011 Sm (Mn, 2x2) 18. MRM of 2 Channels ES+
o TIC (INDOXACARB)
1004 1 .48e6

3

f
|

u‘ | . 2 (\\
1

‘ \;/

\ A

|
Vo f
Vo {1\ 12

f | | 1\
| LY | N J \ L \

5 / S AR L LI = —_— = Time

126 150 175 200 225 250 275 300 325 350 575 400 425 450 475 500 625 550 575 600 625 650 675 700 7.25 750 7.75

IR
N\ I
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Figura 15. Cromatograma superpuesto de los 14 carbamatos monitoreados. 1.
Propamocarb, 2 Oxamyl, 3 Carbendazim, 4. Methomyl, 5 Pirimicarb, 6. Aldicarb, 7.
Propoxur, 8. Carbofuran, 9. Carbaryl, 10. Methiocarb, 11. Propyzamide, 12.
Fenoxycarb, 13. EPTC, 14. Indoxacarb.
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Otra ventaja importante del UPLC es el mejoramiento de la resolucion de los

picos cromatograficos, como se puede apreciar en la figura 15y en la 16 los

picos presentan una excelente simetria y una estructura gaussiana bien

definida.

El volumen de inyeccién fue de 10 uL, con esto se asegura un mayor aporte

de masa de cada analito en la columna y mayor posibilidad de encontrar los

analitos en cada corrida.
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Figura 16. Cromatograma individual de cada carbamato. Con el
existe problema con la coelucion entre analitos de distintas masas.
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4.1.2. Condiciones espectrométricas para la determinaciéon de

carbamatos

La ionizacion por Electrospray, ESI, tiene una notable ventaja
con respecto a una de las ionizaciones ampliamente usada en espectrometria
de masas como la ionizacidén por impacto de electrones El. La ventaja radica
en que la ESI al ionizar la o las moléculas, provoca poca fragmentacion del

ion molecular que las ionizaciones obtenidas por ElI.

Este proceso logra un aumento de la sensibilidad del equipo y la posibilidad
de llegar a niveles mucho mas bajos que una fuente de ionizacion por impacto

de electrones.

La polaridad de la ionizacion ESI quedo6 establecida en modo positivo, esto

debido al caracter basico de las moléculas de los carbamatos.

El voltaje 6ptimo del capilar se fij6 en 0.5 kV, para favorecer la formacion del
ion molecular. La temperatura de la fuente quedé fijada en 150 °C, la
temperatura de desolvatacién en 500 °C y el flujo de gas de desolvataciéon en
800 L.Hr. En la figura 17 se observa el proyecto MS TUNE “Carbamatos.ipr”
creado para la determinacion de carbamatos donde se fijaron todos los

pardmetros de la fuente de ionizacion.

52 Waters Xevo T MS Detector - C:\MassLynx\CARBAMATOS,PRO}ACQUDB}Carbamatos.ipr HE Waters Xevo TQ M Detector - C:iMassLynx\CARBAMATOS.PRO\ACQUDB! Carbamatos.ipr
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NEHS| @Bz > 1 mm| NEHS @i E/Bz > 1 0jmm|
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o —_— Souce Tenp 150 150
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Figura 17. Parametros de la fuente de ionizacion sefialados en el programa
MS tune. Fuente Masslynx Waters.

FCNM IV -45 ESPOL



Determinacidn de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates

rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

MILADE

En la tabla XVI se muestran los valores ajustados y O6ptimos para la

determinacion de los carbamatos.

Tabla XVI. Condiciones espetrométricas para determinar carbamatos por

ESI LC-MS/MS

Parametro MS/MS
Polaridad ESI Positivo
Voltaje del capilar (kV) 05
Voltaje del cono (V) Ver Tabla XVII
Voltaje del Extractor (V) 3.00
Temperatura de la fuente (°C) 150
Temperatura de desolvatacion (°C) 500
Flujo del gas del cono (L/Hr) Off
Flujo del gas de desolvatacion (L/Hr) 800
Flujo del gas de colision (ml.min 1) 0.15
LM 1 Resolution 2.7
HM 1 Resolution 15.0
lon Energy 1 0.5
LM 2 Resolution 2.8
HM 2 Resolution 14.7
lon Energy 2 0.7
Ganancia 1.00
Fotomultiplicador 517.22

En la tabla XVII se detallan los voltajes de cono y energia de colision para
cada carbamato estudiado.

FCNM

Tabla XVII. Pardmetros de MRM para anélisis de carbamatos por MS/MS tomados de

la base de datos QUAMPEDIA

Compuesto Modo de lon precursor lon fragmento Voltaje del Energiade
ionizacién Q1 (m/z) Q3 (m/z) cono (V) colisién

Methomyl ES+ 163.08 88.06 10 8
106 10 10

112.03 10 4

Propamocarb ES+ 189.18 102.11 22 18
144.1 22 12

EPTCarbamato ES+ 190.21 86.05 20 14
128.11 20 10

162.13 20 12

Carbendazim ES+ 192.21 132.12 24 28
160.1 24 18

Carbaryl ES+ 202.11 127.07 16 26
145.06 16 12

Propoxur ES+ 210.14 92.98 12 24
111.05 12 14

168.08 12 8

Aldicarb ES+ 2131 89.1 19 16
116.1 19 11

Carbofuran ES+ 222.14 123.08 20 22
165.12 20 12

Methiocarb ES+ 226.11 121.12 16 18
169.1 16 10

Oxamyl ES+ 237 72 12 10
90 12 10

Pirimicarb ES+ 239.18 72.02 28 20
182.2 28 16

Propyzamide ES+ 256.12 172.99 20 22
190.05 20 14

Fenoxycarb ES+ 302.16 87.97 20 20
256.15 20 16

Indoxacarb ES+ 528.17 150.01 28 20
203.09 28 40
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Como explicamos anteriormente la ionizacion ESI mantiene por lo general
como ion precursor al ion molecular. En la tabla XVIII se detallan los pesos
moleculares de cada carbamato y su respectivo ion precursor, se puede
observar que la mayoria presenta ionizacién por protonacion [MH]"y que el
aldicarb y methomyl sufrieron el acoplamiento de un aducto con la
consecuente formacion de un ion precursor por encima de su peso molecular.
La propyzamide sufrio una pérdida del electrén formando un ion [M]* con lo

cual mantiene intacto su peso molecular.

Tabla XVIIl. Peso molecular e ion precursor [MH]*

Peso molecular ESI [MH]*
g. mol™ m/z
Methomyl 162.21 163.08
Propamocarb 188.27 189.18
EPTCarbamato 189.32 190.21
Carbendazim 191.19 192.21
Carbaryl 201.22 202.11
Propoxur 209.24 210.14
Aldicarb 190.26 213.10*
Carbofuran 221.25 222.14
Methiocarb 225.31 226.11
Oxamyl 219.26 237.0*
Pirimicarb 238.29 239.18
Propyzamide 256.13 256.12**
Fenoxycarb 301.34 302.16
Indoxacarb 527.83 528.17

*Formacién aducto
**Laionizacién no fue por protonacion sino por pérdida de electron

Los iones precursores que han sido seleccionados son sometidos a una
energia de colision especifica en la celda de colisién, para producir los iones
hijos. En el presente estudio se seleccionaron los iones hijos con mayor
abundancia, tomando como el ion de cuantificacion al de mayor abundancia
relativa y a o los iones hijos con menor abundancia relativa como los iones de

cualificacion.

En la figura 18 se puede observar el cromatograma MRM del methomyl al
cual se le monitoreo tres iones hijos (122.03, 106.00 y 88.06), la transicion

que presenta mayor abundancia relativa es la 163.08>88.06 con un valor de
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1.01x10°, muy por encima de las transiciones 163.08>106 y 163.08>122.03
con abundancias relativas de 9.98x10* y 4.00x10* respectivamente.

En la tabla XIX se puede observar las transiciones de cada carbamato asi
como su ion de cuantificacién y cualificacion seleccionados de acuerdo a su

abundancia relativa.
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Figura 18. MRM de tres canales para el Methomyl

En la figura 19 se observa el cromatograma del EPTC y del Pirimicarb a una
concentracion de fortificacién en matriz de tomate a 2.5 ug.kg™, se determiné
la sefial ruido (S/N) de ambas dando valores S/N por encima de 3. El EPTC
tiene, a la concentracion de 2.5 ug.kg™?, una S/N de 10, permitiendo poder
establecer un limite de cuantificacion a ese nivel; para el pirimicarb la S/N a la
misma concentracién de 2.5 ug.kg™ fue de 384, permitiendo poder bajar los
limites de cuantificacion a valores muy por debajo de los establecidos en el

presente estudio.
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Tabla XIX. Transiciones de cuantificacién y cualificacién de los
Carbamatos en estudio

Compuesto  Dwell (s) Transicion de Transicion de
cuantificacion  cualificacién (m/z)
(m/z)

Propamocarb 0.250 189.18>102.11 189.18 > 144.10
Oxamyl 0.075 237.00> 72.00 237.00>90.00
Carbendazim 0.050 192.21>160.10 192.21>132.12
Methomyl 0.040 163.08 >88.06 163.08 > 106.00
Pirimicarb 0.100 239.18>72.02 239.18>182.20
Aldicarb 0.100 213.10>89.10 213.10>116.10
Propoxur 0.030 210.14>111.05 210.14 > 168.08
Carbofuran 0.020 222.14>123.08 222.14 > 165.12
Carbaryl! 0.100 202.11 >145.06 202.11>127.07
Methiocarb 0.025 226.11>169.10 226.11>121.12
Propyzamide 0.050 256.12 >190.05 256.12>172.99
Fenoxycarb 0.012 302.16 > 87.97 302.16 > 256.15
EPTCarbamat 0.040 190.21>128.11 190.21 > 86.05
Indoxacarb 0.090 528.17 > 203.09 528.17 > 150.01

En la tabla XX se puede observar la S/N de los catorce carbamatos a un spike

de 2.5 ug.kg®. Como se puede apreciar todos los carbamatos presentan

valores de S/N muy por encima de 3 (considerado como un nivel minimo para

establecer el LOD), de esta manera se podra en un futuro bajar los limites de

cuantificacion de todos los carbamatos ante una posible consideracion de

autoridades legales de poner mas estrictos los LMR ya establecidos a la

presente fecha.

Tabla XX. Sefial ruido S/N de los Carbamatos a 2.5 ug.kg'1

Compuesto Senal ruido en matriz tomate
2.5ug.kg™
Propamocarb 225.96
Oxamyl 194.41
Carbendazim 167.97
Methomyl 92.52
Pirimicarb 384.14
Aldicarb 29.04
Propoxur 107.79
Carbofuran 117.49
Carbaryl 378.62
Methiocarb 51.32
Propyzamide 58.14
Fenoxycarb 29.72
EPTCarbamato 10.71
Indoxacarb 16.45
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Figura 19. S/N del EPTCarbamato y del Propamocarb

Otro punto importante a considerar en los espectrometros de masas es la
resoluciéon de masas. La resolucion es la habilidad de un espectrometro de
masas para distinguir entre iones de diferente relacion m/z. EI XEVO TQ MS
presenta una muy buena resolucion capaz de distinguir iones con un m/z

200.0 y 200.4 como ejemplo.

Una vez ajustados todos los pardmetros espectrométricos se procede a crear
un método de procesamiento en el programa Targetlynx. Los parametros
necesarios para la creacién del método son los siguientes: tiempo de
retencion del analito; una ventana para el tiempo de retencién, por lo general
entre un 5 a 10% del tiempo de retencion es considerado como 6ptimo;
seleccionar el ion de cuantificacion de acuerdo a su abundancia relativa; uno
0 mas iones de cualificacion; el tipo de ajuste de curva, para nuestro estudio

se selecciond un ajuste lineal y con ponderacion 1/x y un valor D-well.

En la tabla XXI se observa el resumen de los datos de los parametros
cromatograficos y espectrométricos para la elaboracion del método de

procesamiento en el programa Targetlynx.
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Determinacion de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates MILADE
rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

4.2. Validacion del Método

4.2.1. Selectividad

Para el presente estudio se seleccionaron matrices de tomates
rifidn organicos como blanco matriz, a los cuales primeramente se les realizo
un ensayo para comprobar que realmente estén libres de carbamatos, los
ensayos dieron resultados negativos para todos los 14 carbamatos, tal como

se muestra en la figura 20, cromatograma (a).

A,

N YN/ YO R . S /\’\
W Nt ‘,’/ Y /\A Wy pee DA «‘*»mem;e&/}!-ﬁm\zv'/,\wlﬁu\k')w’o."'”.»y‘ g hhe e "wwfﬁfc.-/\i‘w"‘*"!@ 4 ff\(\ Aol

Figura 20. Efecto matriz. En el grafico (a) se observa un overlay del blanco
matriz. En el gréafico (b) se presenta un overlay del blanco matriz fortificado con
los 14 carbamatos a un nivel de 5 ug.kg™.

En la Figura 21 observamos las transiciones de cada uno de los 14
carbamatos en una muestra fortificada a nivel de 5 ug.kg™®, excepto el
fenoxicarb donde se fortifico a 10 ug.kg™, y las transiciones del blanco matriz
del tomate rifidn organico.

La muestra blanco no presenta sefial del ion precursor o ion producto en el
tiempo de retencion establecido para cada carbamato, la linea base es baja y
estable en la ventana de lectura. En el Anexo A se detallan las figuras de

cada carbamato en su modo MRM con los cromatogramas en su transicion de
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cuantificacion y su transicion de cualificacion para las muestras blancos y

muestras fortificadas respectivamente.
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Figura 21. Selectividad. En los cromatogramas de la izquierda estan las muestras blanco

y en la derecha cada uno de los carbamatos monitoreados

4.2.2. Curva de calibracion

Se observo linealidad en el rango de trabajo establecido para
todos los 14 carbamatos. El coeficiente de correlacion cuadratico minimo
entre todas las curvas de calibrado de todos los carbamatos estudiados fue

de 0.9910. Los calculos de linealidad fueron calculados con el programa
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Targetlynx del Software Masslynx V4.1 SCN810 Waters inc. Para validar los
resultados obtenidos por el Targetlynx se procedio a calcularlos nuevamente
pero con un software diferente, en este caso con el Statgraphics centuridon

XVI.I. Obteniendo valores similares y validando los célculos de Targetlynx.

Se realizé una regresion ponderada 1/x para el ajuste de la curva de
calibrado, logrando con esto pesos similares a cada punto de la curva de
calibrado. La tabla XXI muestra el coeficiente de correlacion y coeficiente de
determinacién minimo para cada carbamato; el promedio de la pendiente e
intercepto de cada carbamato de acuerdo a los resultados generales de la
validacion y el error tipo promedio de las tres curvas de calibracion ensayadas

durante la validacion.

Las figuras del anexo B muestran la curva de calibrado de cada una de los
catorce carbamatos estudiados y en los informes de validacion del anexo C
muestras los intervalos de confianza para la pendiente y el intercepto para

cada uno de los 14 carbamatos.

Tabla XXII. Parametros de curva de calibracion

Datos de calibracion

Pendiente Intercepto R R? Sy/x
Methomyl 1026.90 400.19 0.9986 0.9971 535.04
Propamocarb 6516.70 2118.67 0.9991 0.9983 1127.17
EPTCarbamato 681.49 220.23 0.9989 0.9979 615.5
Carbendazim 14685.07 8985.54 0.9992 0.9984 2277.3
Carbaryl 3476.45 1510.90 0.9991 0.9981 2979.44
Propoxur 2793.57 863.73 0.9994 0.9988 1282.97
Aldicarb 912.47 403.37 0.9991 0.9982 725.05
Carbofuran 3634.21 1378.10 0.9973 0.9946 3331.98
Methiocarb 2860.25 1142.33 0.9992 0.9984 2813.84
Oxamyl 1330.92 559.57 0.9989 0.9979 293.05
Pirimicarb 7368.34 2702.63 0.9987 0.9974 1783.03
Propyzamide 832.46 198.35 0.9993 0.9986 881.02
Fenoxycarb 1045.48 398.86 0.9973 0.9946 1449.03
Indoxacarb 48.35 21.05 0.9955 0.9910 66.2

R: Coeficiente de correlacion
R 2 : Coeficiente de determinacion
Sy/x: Error estandar residual

FCNM IV -54 ESPOL



Determinacion de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates MILADE
rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

En las figuras 22 al 35 se presentan la relacion de los residuos
estandarizados para cada nivel de concentracion de la curva de calibrado, se
puede apreciar que existe homoscesticidad en los carbamatos carbendazim,
oxamyl, pirimicarb, propamocarb y propoxur. Mientras que en los carbamatos
aldicarb, carbaryl, carbofuran, EPTC, fenoxicarb, indoxacarb, methiocarb,
methomyl y propizamide el error aumenta de acuerdo al aumento de su
concentracion. Y de acuerdo a las figuras del ajuste promedio de las curvas
de calibrado se observa que la carbendazim, oxamyl, pirimicarb, propamocarb
y propoxur presentan mayor estabilidad durante el proceso de validacion. El
factor analista influye de manera importante en la construccion de la curva de
calibrado, una de tres curvas presenta una pendiente un poco alejada de las
otras dos, durante la validacion se utilizé6 un segundo analista para medir la
reproducibilidad intermedia. Los intervalos de confianza y prediccién son mas
amplios para los carbamatos aldicarb, carbaryl, carbofuran, EPTC,
fenoxicarb, indoxacarb, methiocarb, methomyl y propizamide debido a su alta

variacion al cambio de analista durante la validacion.

Residuos vs. Conc Grafica de linea ajustada
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Figura 22. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de
confianza y prediccion para el Aldicarb.
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Figura 23. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de
confianza y prediccion para el Carbaryl.
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Residuos vs. Conc Grafica de linea ajustada
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Figura 24. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de
confianza y prediccion para el Carbendazim.
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Figura 25. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de

confianza y prediccion para el Carbofuran.

Residuos vs. Conc
EPTCARBAMATO
29
L]
o 1 ° °
e .
.g °e o ]
T o Yy ]
©
8
g L] L]
L]
N
% L]
&
24 .
L]
0 1 20 30 4 5 6 70 8 9
Conc ug.kg-1

Grafica de linea ajustada
EPTCARBAMATO

70000

Regresion
— — ICde95%
PI de 95%

60000
50000
40000 4

30000

Area

20000

0 10 2 30 40 5 60 70 8 9
Conc ug.kg-1

Figura 26. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de

confianza y prediccion para el EPTC.

Figura 27. Residuos estandarizados para cada

confianza y prediccion para el Fenoxicarb.
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Residuos vs. Conc Grafica de linea ajustada
INDOXACARB INDOXACARB
i . so00 = o
PI de 95%
3 1 . ® 4000
‘E ' ° ° ' 3000
- o
% WO E 2000
g -1 L3
ﬁ 1000
g, . ,
L]
2l -1000
0 0 20 30 40 50 6 70 8 90 10 20 30 40 50 60 70 8 90
Conc ug.kg-1 Conc ug.kg-1

Figura 28. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de

confianza y prediccion para el Indoxacarb.
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Figura 29.
confianza y prediccion para el Methiocarb.
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Figura 30. Residuos estandarizados para cada punto de

confianza y prediccion para el Methomyl.
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Residuos vs. Conc Grafica de linea ajustada
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Figura 32. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de

confianza y prediccion para el Pirimicarb.
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Figura 33. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de

confianza y prediccion para el Propamocarb.
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Figura 34.
confianza y prediccion para el Propyzamide.
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Figura 35. Residuos estandarizados para cada punto de la curva de calibrado e intervalos de

confianza y prediccion para el Propoxur.
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4.2.3. Limite de deteccidn

El limite de deteccibn se obtuvo mediante la ecuacion lineal
sumando el valor del intercepto promedio de las curvas realizadas, mas tres
veces la desviacion estandar residual. En la Tabla XXIII se puede observar el
valor calculado de cada carbamato, los cuales se encuentran por debajo del
LOQ establecido de 5 ug.kg™.

Tabla XXIIl. Limite de Deteccion LOD

Carbamato LOD (ug.kg™)
Methomyl 1.56
Propamocarb 0.52
EPTCarbamato 2.71
Carbendazim 0.47
Carbaryl 2.57
Propoxur 1.38
Aldicarb 2.38
Carbofuran 2.75
Methiocarb 2.95
Oxamyl 0.66
Pirimicarb 0.73
Propyzamide 3.17
Fenoxycarb 4.16
Indoxacarb 4.11

4.2.4. Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacién fue establecido al nivel de 5 ug.kg™, este
valor estd por debajo de Limites Maximos Residuales de todos los 14
carbamatos del presente estudio. La precision y la recuperacion fueron
acordes a los objetivos de validacion. Los resultados en la recuperacion se
encuentran en un rango de 96.9 a 104.9 %. Mientras que los resultados de
precision todos estan por debajo del 20 % RSD. En la Tabla XXIV se muestra
los valores de recuperacion y precision a nivel de 5 ug.kg™ de los tres dias de

validacion.
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Tabla XXIV. Precision y recuperacién al nivel del LOQ.

5ug.Kg .
%
. % RSD , * % RSD g **
Recuperacion

(n=18) (n=18) (n=18)
Methomyl 102.5 2.98 3.23
Propamocarb 102.5 2.06 3.10
EPTCarbamato 96.9 4.90 4.91
Carbendazim 102.2 2.23 2.99
Carbaryl 100.9 1.99 2.68
Propoxur 103.7 3.67 4.58
Aldicarb 104.9 3.38 4.19
Carbofuran 102.9 3.84 5.73
Methiocarb 101.2 3.56 3.56
Oxamyl 102.7 3.44 4.10
Pirimicarb 102.2 2.40 2.53
Propyzamide 101.4 341 4.40
Fenoxycarb 101.8 6.27 6.27
Indoxacarb 104.7 15.1 17.71

* Desviacion estdandar relativa por repetibilidad

** Desviacion estdndar relativa por reproducibilidad intermedia

4.2.5. Precision

La precision describe la cercania de las medidas individuales de
un analito. Cuando el procedimiento se repite bajo condiciones constantes se
denomina repetibilidad, o en condiciones diferentes como distintos analistas,
distintos lotes de reactivos, lapsos largos de tiempo, diferentes laboratorios,
se denomina reproducibilidad. Como el ensayo de reproducibilidad no se la
realiz6 con otro laboratorio, pero si cambiando de analista y de tiempo de
analisis (dias) se tom6 como la reproducibilidad la reproducibilidad

intralaboratorio o intermedia.

La Tabla XXV muestra los valores obtenidos de precision de acuerdo a cada
nivel estudiado. Los datos muestran que el método es estable y preciso, con
una desviacion estandar relativa o también denominado coeficiente de
variacion muy por debajo de lo permitido por las normas europeas, de hasta

20% RSD. Inclusive el método presenta robustez al realizarlo en diferentes
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dias y con diferentes analistas, pues los resultados de reproducibilidad

intermedia no estan muy alejados de los valores obtenidos por repetibilidad.

Tabla XXV. Precisidon en términos de RSD, y RSDy obtenidos en la validacion.

5ug.Kg™ 10ug.kg™ 15ug.kg™
% RSD,* % RSDR** % RSD , % RSD g % RSD , % RSD g
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
Methomyl 2.98 3.23 3.32 3.32 4.48 4.59
Propamocarb 2.06 3.10 1.63 4.35 3.05 4.70
EPTCarbamato 4.90 4.91 3.87 5.61 4.19 4.19
Carbendazim 2.23 2.99 2.15 3.21 12.18 12.97
Carbaryl 1.99 2.68 2.28 3.51 2.79 3.29
Propoxur 3.67 4.58 1.48 2.53 2.67 2.67
Aldicarb 3.38 4.19 2.10 5.58 3.13 4.52
Carbofuran 3.84 5.73 2.24 5.92 4.38 4.38
Methiocarb 3.56 3.56 2.68 2.75 2.58 2.76
Oxamyl 3.44 4.10 2.33 3.05 3.22 4.91
Pirimicarb 2.40 2.53 1.76 2.96 2.81 3.83
Propyzamide 3.41 4.40 3.56 3.56 2.78 2.78
Fenoxycarb 6.27 6.27 6.05 9.98 6.35 6.35
Indoxacarb 15.1 17.71 9.03 14.23 6.70 9.46

* Desviacion estdndar relativa por repetibilidad
** Desviacion estandar relativa por reproducibilidad intermedia

Precision nivel 5 ug.kg-1

20,00 -
R
=1 L
8 15,00 -
£ H Repetibilidad
g
2 10,00 - B
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o .
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£ 500 i ~
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o
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ISFSIITTFE LSS
) &(-‘ (_?‘* D Q\O ¢ §
K

Gréfico 3. Precision en términos de repetibilidad y reproducibilidad intermedia
al nivel de fortificacién de 5 ug.kg™
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Grafico 4. Precision en términos de repetibilidad y reproducibilidad intermedia
al nivel de fortificacién de 10 ug.kg™

Precision nivel 15 ug.kg-1

20,00 -

15,00
B Repetibilidad

10,00
B Reproducibilidad

intermedia

5,00

Coeficiente de variacién %

0,00

Grafico 5. Precision en términos de repetibilidad y reproducibilidad intermedia
al nivel de fortificacién de 15 ug.kg™

En los gréficos 3, 4 y 5 se puede observar las cercanias de los valores de
repetibilidad con la reproducibilidad intermedia, demostrando que el cambio
de analista y lotes de reactivos no representa cambios sustanciales en la
precision del método.
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4.2.6 Recuperacion

La veracidad fue analizada en términos de recuperacion, ya que
no se conté con un Material de Referencia Certificado, MRC. La recuperacion
es el porcentaje de la concentracion real de una sustancia recuperada durante
el procedimiento analitico. En la Tabla XXVI se observa la recuperacion media
por cada nivel validado, obteniendo resultados que se enmarcan en el rango
de trabajo establecido para un buen porcentaje de recuperacion, los valores
obtenidos de recuperacién van de 96.9 a 104.9 % para el nivel de 5 ug.kg™;
de 104.4 a 111.0 % para el nivel de 10 ug.kg™ y de 103.5 a 113.4 % para el
nivel de 15 ug.kg™.

En este punto se debe mencionar las ventajas que presenta la metodologia
QUECHERS en la extraccion de los carbamatos en la matriz del tomate rifion,
ya que de acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a la recuperacién y la
repetibilidad muestran que la metodologia QUECHERS es robusta y con un

alto grado de confiabilidad.

Los informes de validacion para cada carbamato se detallan en el Anexo C,
con los resultados de los parametros fijados y rangos de incertidumbre

hallados.

Tabla XXVI. Porcentajes de recuperacion obtenidos en la validacion.

5ug.Kg™ 10ug.kg™ 15ug.kg™
% Recuperacion % Recuperacion % Recuperacion

(n=18) (n=18) (n=18)
Methomyl 102.5 108.5 110.7
Propamocarb 102.5 106.8 108.68
EPTCarbamato 96.9 104.4 105.6
Carbendazim 102.2 108.2 113.1
Carbaryl 100.9 105.3 108.1
Propoxur 103.7 109.5 1124
Aldicarb 104.9 111.0 1134
Carbofuran 102.9 109.9 109.0
Methiocarb 101.2 105.5 108.8
Oxamyl 102.7 108.4 112.2
Pirimicarb 102.2 107.2 109.0
Propyzamide 101.4 105.2 107.5
Fenoxycarb 101.8 104.4 103.5
Indoxacarb 104.7 106.7 108.5

FCNM IV - 63 ESPOL



Determinacion de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates MILADE
rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

Porcentajes de recuperacion por niveles (n=18)

120,00

115,00

110,00

105,00

100,00
2 9500
W5 ug/kg
W10 ug/kg
[ 15 ug/kg

90,00
85,00
80,00

75,00

70,00
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Grafico 6. Porcentajes de recuperacion por niveles de fortificacion

En el grafico 6 se observa que los porcentajes de recuperacion para los tres
niveles validados de todos los carbamatos estan por encima al 100%,

exceptuando al primer nivel del EPTC gue se encuentra por debajo del 100%.

4.2.7. Incertidumbre en la medida

Las fuentes de incertidumbre que se consideraron en el

siguiente método se enumeran a continuacion:

e Incertidumbre por pesada en la balanza: £ 0.16 mg

e Incertidumbre por la pureza del estandar: + 0,5 % para todos los
estandares.

¢ Incertidumbre por reproducibilidad, ver tabla XXVII

e Incertidumbre de la curva de calibrado, ver tabla XXVII
e Incertidumbre de la pipeta automatica: + 0.48 uL

e Incertidumbre del dispensador: £ 0.018 mL

De las arriba mencionadas las que presentan mayor contribucion a la

incertidumbre total del método son la incertidumbre por reproducibilidad y la

FCNM IV - 64 ESPOL



Determinacion de residuos de Carbamatos mediante LC-ESI-MS/MS en tomates MILADE
rifidn (Lycopersicum esculentum) expendidos en mercados de Guayaquil

incertidumbre por la curva de calibrado. En el grafico 7 se puede observar la

contribucion de cada fuente de incertidumbre por cada nivel ensayado.

En la tabla XXVII se observa los valores de la contribucion de las
incertidumbres tipo A y B por nivel, los Unicos datos que varian en cada nivel
son las incertidumbre por reproducibilidad y por curva de calibrado las cuales

disminuyen a medida que aumenta la concentracion.

Contribucion de Incertidumbre
0,08
0,07
0,06
mu(i)Balanza
0,05
m u(i)Curva Calibrado
0,04 u(i)Estandar
0,03 W u(i)sr
M u(i)Total Volumen
0,02
0,01
0
5ug/kg 10 ug/kg 15 ug/kg

Grafico 7. Contribuciones a la Incertidumbre total del método.

Tabla XXVII. Fuentes de incertidumbre y su contribucion a la incertidumbre total del método

U curva calibrado u Reproducibilidad
1 1 1 U Balanza U purezastd U Dispensador U Pipeta 1 1 1
S5mgkg” 10mgkg™ 15mgkg S5mgkg” 10mgkg™ 15mg.kg
Methomyl 0.19 0.18 0.17 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.17 0.36 0.76
Propamocarh 0.28 0.26 0.25 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.16 0.46 0.77
EPTCarbamato 0.58 0.55 0.52 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48 uL 0.24 0.59 0.66
Carbendazim 0.25 0.24 0.23 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.15 0.35 2.20
Carbaryl 0.16 0.15 0.15 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0,13 037 0.53
Propoxur 0.18 0.18 0.17 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.24 0.28 0.45
Aldicarb 0.39 0.37 0.35 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48ul 0.22 0.62 0.77
Carbofuran 0.51 0.48 0.46 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.29 0.65 0.72
Methiocarb 0.17 0.16 0.15 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.18 0.29 0.45
Oxamyl 0.20 0.19 0.18 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 021 0.33 0.83
Pirimicarb 0.38 0.36 0.34 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.13 0.32 0.63
Propyzamide 0.21 0.20 0.19 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.22 0.38 0.45
Fenoxycarb 0.54 0.51 0.49 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48uL 0.32 1.04 0.9
Indoxacarb 0.97 0.91 0.87 +0.16 mg +0.5% +0.018 ml +0.48 ul 0.93 1.52 1.54
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4.3. Resultados de los tomates muestreados

Durante todo el estudio se realizaron 4 diferentes tomas de
muestras a cada punto de referencia con un lapso de una semana entre cada

toma, en total se obtuvieron 40 muestras durante el lapso del muestreo.

El primer muestreo fue realizado la noche del 3 de Noviembre del 2012 a los
supermercados y la mafiana del 4 de Noviembre del 2012 a los mercados;
todas las muestras fueron procesadas y analizadas el dia 4 de Noviembre del
2012. Los siguientes muestreos fueron realizados bajo el mismo esquema en
los dias 10y 11; 17 y 18; 24y 25 de noviembre del 2012.

De los 14 carbamatos monitoreados 7 dieron resultados por debajo del limite
de deteccion, estos son: EPTCarbamato, Propoxur, Aldicarb, Carbofuran,
Methiocarb, Propyzamide y Fenoxycarb. El Pirimicarb, Oxamyl y Carbaryl
mostraron presencia pero a un nivel menor al limite de cuantificacion
establecido. De los Carbamatos que dieron resultados por encima del LOQ en
las muestras de tomate estan el Methomyl, Propamocarb, Carbendazim e
Indoxacarb. Los resultados de los Carbamatos que dieron positivo son

mostrados en la Tabla XXIX.

El carbamato con mayor recurrencia en las muestras analizadas fue la
carbendazim con un 50 % de resultados positivos, seguido del propamocarb y
carbaryl con un 20 % de muestras con resultados positivos y en tercer lugar al
indoxacarb y pirimicarb con un 17.5 % de muestras con resultados positivos,

estos datos son presentados en la tabla XXIX.

Tabla XXIX. Porcentaje de muestras detectadas en el estudio

No. de muestras analizadas

Muestra Carbamato Analizadas Detectadas % Positivo

Tomate Propamocarb 40 8 20.0
Oxamyl 40 2 5.0
Carbendazim 40 20 50.0
Methomyl 40 6 15.0
Pirimicarb 40 7 17.5
Aldicarb 40 0 0.0
Propoxur 40 0 0.0
Carbofuran 40 0 0.0
Carbary! 40 8 20.0
Methiocarb 40 0 0.0
Propyzamide 40 0 0.0
Fenoxycarb 40 0 0.0
EPTCarbamato 40 0 0.0
Indoxacarb 40 7 17.5
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En cuanto al carbamato con valor mas alto detectado en tomate fresco
tenemos en primer lugar al propamocarb con 159 ug.kg™, el methomyl con

107 ug.kg™ y en tercer lugar a la carbendazim con 90 ug.kg™.

Todos los mercados y supermercados presentaron presencia de carbamatos,
pero cabe resaltar que de todos ellos el mercado 1 presentdé sélo una
presencia de carbamato, la carbendazim. Y la que presenté mayor cantidad
de carbamatos fue el supermercado 4 con 6 Carbamatos detectados de los

cuales 4 estan por debajo del LOQ.

Otro dato relevante es la comparacion de las concentraciones entre los
valores medios de los mercados y supermercados, tal y como lo muestra el
grafico 8 y la Tabla XXX los supermercados presentan valores de

carbamatos més altos que los mercados municipales.

Tabla XXX. Promedios de valores de carbamatos en
Mercados y Supermecados de Guayaquil

Mercados Supermercados

Propamocarb 7.08 13.01
Oxamyl <L0Q <L0Q
Carbendazim 10.85 19.49
Methomyl <LOQ 13.87
Pirimicarb <L0Q <L0Q
Carbaryl! <LOQ <L0Q
Indoxacarb* 1.05 2.4

* Muestras que dieron valores cuantificables pero que la media entre el total de
losvalores hayados estdn por debajo del limite de cuantificacion establecido.

Comparacion de niveles de carbamatos Mercados vs Supermercados

m Mercados

M Supermercados

Gréfico 8. Comparacién de los niveles de carbamatos detectados en
Mercados y Supermercados de Guayaquil.
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4.4, Limites maximos residuales de Carbamatos en

tomate rinén

De los valores hallados solo el methomyl superd por dos
ocasiones, 107 y 87 ug.kg™, el LMR establecido por la EC para muestras de
tomates (20 ug.kg™), ver Tabla XXXI. Esta muestra que no cumple las Buenas
Practicas Agricolas BPA segun normas europeas fue detectada en el
supermercado 4.

Tabla XXXI. Carbamatos que se encuentran por encima de los
LMR establecidos

No. de muestras violativas

Muestra Carbamato CODEX EC

Tomate Propamocarb 0 0
Oxamyl 0 0
Carbendazim 0 0
Methomy! 0 2
Pirimicarb 0 0
Aldicarb 0 0
Propoxur 0 0
Carbofuran 0 0
Carbaryl 0 0
Methiocarb 0 0
Propyzamide 0 0
Fenoxycarb 0 0
EPTCarbamato 0 0
Indoxacarb 0 0

En datos generales existe un buen manejo de la aplicacion del grupo de
pesticidas carbamatos. El tiempo de carencia, que se define como el tiempo
entre la Ultima aplicacion de los pesticidas y la respectiva cosecha, se lleva
adecuadamente por la baja presencia de residualidad de los carbamatos que
fueron estudiados. Si bien se nota una mayor cantidad de presencia y
concentracion en supermercados que en mercados estos se podrian explicar
cdmo una mejor conservacion que tiene el producto postcosecha, con
ambientes refrigerados y sin exposicion directa al sol, situacion que no ocurre

con los productos que se expenden en los mercados.
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4.5. Ingesta Diaria Admisible IDA

Los niveles detectados de carbamatos en tomate rifidn no representan
riesgo alguno a la salud ya que no aportan ni el 1% a la IDA establecidos por
el Codex y por la EC. En la Tabla XXXII se muestran los calculos realizados
en base al consumo per cépita de tomate fresco [6] en el ecuador
g/dia/persona y relacionado con los IDA establecidos por el Codex como por
la EC.

Tabla XXXII. Ingesta diaria de Carbamatos en la dieta ecuatoriana por consumo de tomate rifidn.

IDA (mg.kg ™ peso corporal) IDA (mg.persona™)° Mercados Supermercados
Carbamatos FDA WHO EC FDA / WHO EC mg.kg™ ® mg.11g”" © %Ingesta  mg.kg? mg.11g” % Ingesta
ALDICARB 0.003 0.003 0.15 0.15
CARBARYL 0.008 0.0075 0.4 0.375
CARBENDAZIM 0.03 0.02 15 1 0.011 0.0001 0.0121 0.019 0.0002 0.0209
CARBOFURAN 0.001 0.001 0.05 0.05
EPT CARBAMATO - -
FENOXYCARB 0.053 0 2.65
INDOXACARB 0.01 0.006 0.5 03
METHOMYL 0.02 0.0025 1 0.125 0.014 0.0002 0.1232
METHIOCARB 0.02 0.013 1 0.65
OXAMYL 0.009 0.001 0.45 0.05
PROPAMOCARB 0.4 0.29 20 14.5 0.007 0.0001 0.0005 0.013 0.0001 0.0010
PROPOXUR 0.02 0 1
PIRIMICARB 0.02 0.035 1 1.75
PROPYZAMIDE 0.02 0 1

? Basado en un peso promedio de 50 kg
® Concentracion media hallada en muestras de tomate rifién.
¢ Consumo diario en gramos de tomate rifién por persona al afio 2009, fuente FAOSTAT.
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5. CONCLUSIONES

1.

FCNM

En el presente trabajo con fin de master se desarroll6 una técnica
rapida, sencilla y con un alto nivel de precisidn y recuperacion para la
determinacion de 14 carbamatos en matriz de tomate rifién. Se logro
disminuir el tiempo de extraccion con la utilizacion de la técnica
QUECHERS, disminuir el tiempo de corrida y el consumo de solventes
con la utilizacion de un equipo UPLC.

La técnica propuesta se logré validar en base a los requisitos exigentes
de la Unién Europea. Todos los objetivos de la validacién se cumplieron
de acuerdo a la directriz SANCO para especificidad, precision, exactitud,
linealidad y al Codex Alimentarius para el porcentaje de incertidumbre.
Se demostré linealidad en un rango de 2.5 a 80 ug.kg™?, se estableci6
un LOQ de 5 ug.kg™?, cuyo valor esta4 por debajo de los LMR de los
catorce carbamatos en matriz de tomates.

En el andlisis de las muestras reales tomadas de los puntos de muestreo
se logré comprobar la presencia de 7 residuos de carbamatos, entre los
cuales se encuentran: Propamocarb, Oxamyl, Carbendazim, Methomyl,
Pirimicarb, Carbaryl e Indoxacarb. Los niveles de carbamatos varian de
acuerdo al lugar donde son expendidos, se logré observar que los
niveles de residuos de carbamatos vendidos en supermercados son mas
altos que los que se expenden en los diferentes mercados municipales.
Una de las razones principales se debe a que en los supermercados se
encuentran en mejores condiciones ambientales que los que son
vendidos en mercados, clima controlado y sin ninguna exposicién solar,
este ambiente ayuda a conservar la hortaliza pero también ayuda a
impedir la degradacion normal de los carbamatos permitiendo que su
nivel de concentracion no disminuya con el paso del tiempo.

Aunqgue existio presencia de residuos de carbamatos en las muestras de
tomates analizadas ninguno supero los LMR establecidos en el Codex
Alimentarius. En cuanto a los LMR de la Unién Europea existieron dos
muestras que superaron el limite con respecto al compuesto methomyl.
En términos generales existe un buen cumplimiento de buenas practicas

de agricultura para el cultivo del tomate rifidn.
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5. No existe un riesgo latente de intoxicacion cronica de carbamatos por
consumo diario de tomate, ya que los valores de ingesta obtenidos no
representaron ni el 1 % de la IDA para cada carbamato analizados en

este estudio.
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Anexo A

Selectividad. Comparacion de las transiciones de cuantificacion y cualificacion

para cada carbamato y su blanco matriz.
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Figura A-1. Cromatograma blanco matriz y muestra fortificada con methomyl a 5 ug.kg™.
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Figura A-2. Cromatograma blanco matriz y muestra fortificada con propamocarb a 5 ug.kg™.
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Figura A-3. Cromatograma blanco matriz y muestra fortificada con EPTC a 5 ug.kg™.
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Figura A-4. Cromatograma blanco matriz y muestra fortificada con carbendazim a 5 ug.kg™.
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Figura A-5. Cromatograma blanco matriz y muestra fortificada con carbaryl a 5 ug.kg'l.
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Figura A-6. Cromatograma blanco matriz y muestra fortificada con propoxur a 5 ug.kg™.

FCNM

ESPOL



| Frutas 005

=10l
atriz
Carbamalos 011 Frutas 005
100 1m 231> |
Time Height  Area Area%
403 27083 218270 1000
LIS
A A e e e e e e, o A, oV Y A e s
o T T T T T T T T T T T T T T o T T T T T T
340 380 380 400 420 440 480 340 360 3e0 400 420 440 460
Carbamatos 011 Frutas 005 a 5+ |[caraatos 011 Frutas 007 7. MRM of 2 Chani
) 2131589
100 100 b 7 Bded
Time Hegt  Ama Ana%
402 74795 499368 10000
s LIS
el WAL rftn =

= m x|
=101 x| F2 5.0 uglkg
Blanco Matriz

Carbamatos 011 Frutas 007 & MRM o 2 Channels ES+
Carbam jtas O 222 14 > 168,12 [CARBOFURAN)
art 011 Frutas 005 100 463 URAN)
100 Time Height  Area Arati
463 76765 2307854 10000
2
- T —— T 4 a5 VY
420 440 480 4 80 600 620 540 amair 1 o 5 v o s w
Carbamatos 011 Frutas 007
Carbamatos 011 Frutas 008 B MRM of 2 Channels ES+ .
o 22214 > 128,08 (CARBOFURAN) || 100. 3615
5 00ed Time  Height  Area Areath.
463 33040 202197 10000
» 2
[ A o e PN | AN
o Tirme aa Tirme
420 a0 450 4 60 500 5.20 540 420 440 460 4B0 600 620 640

Figura A-8. Cromatograma blanco matriz y muestra fortificada con carbofuran a 5 ug.kg™.
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Apéndice B

Curvas de calibrado tomadas del primer dia de validacion.
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APENDICE C

Informe de validacién Methomyl

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacioén de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Methomyl|

ug.kg?

Tomate Rifién

UPLC Acquity con Espectometro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontr6 evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Methomyl en matriz de tomate rifién

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 1026.90
Intercepto, a 400.19
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 1.56 ug.kg? ug.kg?
De cuantificacion: 5.00 ug.kg™ 0.51 ug.kg™?
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™ Sr %CVr SR %CVR % Recuperacion ug.kg™
5.00 0.153 2.98 0.166 3.23 102.5 + 0.51
10.00 0.361 3.32 0.361 3.32 108.5 + 0.76
15.00 0.744 4.48 0.763 4,59 110.7 + 141
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg’1 a 80.00 ug.kg'l
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 887.58 a 1207.69
Ordenada al origen: - 775.81 a 1304.06
Coeficiente de correlacion,
min 0.9986
Coeficiente de
determinacién, min 0.9975
Sy 535.04
Fecha: 2012-12-22
Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:
FCNM ESPOL



Informe de validacién Propamocarb

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Propamocarb

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontr6 evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Propamocarb en matriz de tomate rifién

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 6516.70
Intercepto, a 2118.67
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 0.52 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 0.63 ug.kg™
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.106 2.06 0.159 3.10 102.5 + 0.63
10.00 0.175 1.63 0.464 4.35 106.8 + 1.01
15.00 0.497 3.05 0.766 4.70 108.7 + 1.47
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 6176.37 a 6974.74
Ordenada al origen: - 1460.44 a 8235.74
Coeficiente de correlacion,

min 0.9991

Coeficiente de

determinacion, min 0.9983

Sy 1127.17

Fecha: 2012-12-22

Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:

FCNM ESPOL




Informe de Validaciéon EPTC

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

EPTCarbamato

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontré evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para EPTCarbamato en matriz de tomate

rifion
FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL
Pendiente, b 681.49
Intercepto, a 220.23
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 2.71 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 1.24 ug.kg™
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.237 4.90 0.238 491 96.9 + 1.24
10.00 0.404 3.87 0.586 5.61 104.4 + 1.53
15.00 0.663 4.19 0.663 4.19 105.6 + 1.49
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 499.23 a 809.86
Ordenada al origen: - 399.70 a 774.84
Coeficiente de correlacion,
min 0.9989
Coeficiente de
determinacion, min 0.9979
Sy 615.5
Fecha: 2012-12-22
Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:
FCNM ESPOL



Informe de Validacién Carbendazim

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Carbendazim

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontré evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Carbendazim en matriz de tomate rifién

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 14685.07
Intercepto, a 8985.54
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 0.47 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 0.58 ug.kg™
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.114 2.23 0.153 2.99 102.2 + 0.58
10.00 0.233 2.15 0.347 3.21 108.2 + 0.81
15.00 2.07 12.18 2.20 12.97 113.1 + 3.91
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: 13906.72 a 15703.65
Ordenada al origen: - 798.83 a 20240.47
Coeficiente de correlacion,
min 0.9992
Coeficiente de
determinacion, min 0.9984
Sy 2277.3
Fecha: 2012-12-22
Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:
FCNM ESPOL



Informe de Validacion Carbaryl

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Carbaryl

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontro evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Carbaryl en matriz de tomate rifion

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 3476.45
Intercepto, a 1510.90
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 2.57 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 0.42 ug.kg?

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.100 1.99 0.135 2.68 100.9 + 0.42
10.00 0.240 2.28 0.370 3.51 105.3 + 0.77
15.00 0.452 2.79 0.534 3.29 108.1 + 1.02
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 2649.47 a 4244.97
Ordenada al origen: - 2009.28 a 5589.90
Coeficiente de correlacion,

min 0.9991

Coeficiente de

determinacion, min 0.9981

Sy 2979.44

Fecha: 2012-12-22

Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:

FCNM ESPOL




Informe de Validacion Propoxur

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Propoxur

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontro evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Propoxur en matriz de tomate rifion

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 2793.57
Intercepto, a 863.73
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 1.38 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg™ 0.59 ug.kg?

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.190 3.67 0.238 4.58 103.7 + 0.59
10.00 0.163 1.48 0.277 2.53 109.5 + 0.62
15.00 0.450 2.67 0.450 2.67 112.4 + 0.85
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 2417.08 a 3166.44
Ordenada al origen: - 1399.23 a 3560.67
Coeficiente de correlacion,

min 0.9994

Coeficiente de

determinacion, min 0.9988

Sy 1282.97

Fecha: 2012-12-22

Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:

FCNM ESPOL




Informe de Validacién Aldicarb

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Aldicarb

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontré evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Aldicarb en matriz de tomate rifién

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 912.47
Intercepto, a 403.37
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 2.38 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 0.86 ug.kg™

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.177 3.38 0.220 4.19 104.9 + 0.86
10.00 0.233 2.10 0.620 5.58 111.0 + 1.32
15.00 0.533 3.13 0.769 452 113.4 + 1.46
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 770.41 a 1141.30
Ordenada al origen: - 350.16 a 1262.77
Coeficiente de correlacion,

min 0.9991

Coeficiente de

determinacion, min 0.9982

Sy 725.05

Fecha: 2012-12-22

Responsable:

MICHAEL RENDON MORAN

Anexos:

FCNM

ESPOL



Informe de Validacién Carbofuran

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Carbofuran

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontré evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Carbofuran en matriz de tomate rifién

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 3634.21
Intercepto, a 1378.10
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 2.75 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 1.21 ug.kg™

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.198 3.84 0.295 5.73 102.9 + 1.21
10.00 0.246 2.24 0.651 5.92 109.9 + 1.49
15.00 0.716 4.38 0.716 4.38 109.0 + 1.48
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 2590.39 a 4405.81
Ordenada al origen: - 3114.89 a 6195.81
Coeficiente de correlacion,

min 0.9973

Coeficiente de

determinacion, min 0.9946

Sy 3331.98

Fecha: 2012-12-22

Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:

FCNM ESPOL




Informe de Validaciéon Methiocarb

RESUMEN DE VALIDACION

Método: Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS
Analito: Methiocarb

Unidades: ug.kg™?

Matriz: Tomate Rifi6n

Equipo: UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontro evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Methiocarb en matriz de tomate rifién

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 2860.25
Intercepto, a 1142.33
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 2.95 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 0.49 ug.kg™

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.180 3.56 0.180 3.56 101.2 + 0.49
10.00 0.283 2.68 0.290 2.75 105.5 + 0.64
15.00 0.421 2.58 0.450 2.76 108.8 + 0.87
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 2075.16 a 3448.08
Ordenada al origen: - 4785.29 a 7129.99
Coeficiente de correlacion,

min 0.9992

Coeficiente de

determinacion, min 0.9984

Sy 2813.84

Fecha: 2012-12-22

Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:

FCNM ESPOL




Informe de Validacion Oxamyl

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Oxamyl

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontro evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Oxamyl en matriz de tomate rifion

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 1330.92
Intercepto, a 559.57
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 0.66 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg™ 0.58 ug.kg?

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.177 3.44 0.211 4.10 102.7 + 0.58
10.00 0.253 2.33 0.330 3.05 108.4 + 0.72
15.00 0.541 3.22 0.826 491 112.2 + 1.50
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 1260.86 a 1436.23
Ordenada al origen: - 325.81 a 1880.90
Coeficiente de correlacion,

min 0.9989

Coeficiente de

determinacion, min 0.9979

Sy 293.05

Fecha: 2012-12-22

Responsable:

MICHAEL RENDON MORAN

Anexos:

FCNM

ESPOL




Informe de Validacién Pirimicarb

RESUMEN DE VALIDACION

Método: Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS
Analito: Pirimicarb

Unidades: ug.kg™?

Matriz: Tomate Rifi6n

Equipo: UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontro evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Pirimicarb en matriz de tomate rifion

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 7368.34
Intercepto, a 2702.63
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 0.73 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg™ 0.77 ug.kg™

PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE

Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.123 2.40 0.129 2.53 102.2 + 0.77
10.00 0.188 1.76 0.317 2.96 107.2 + 0.91
15.00 0.460 2.81 0.626 3.83 109.0 + 1.28
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 6820.81 a 8119.65
Ordenada al origen: - 3258.50 a 10413.88
Coeficiente de correlacion,

min 0.9987

Coeficiente de

determinacion, min 0.9974

Sy 1783.03

Fecha: 2012-12-22

Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:

FCNM ESPOL




Informe de Validacion Propizamide

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Propizamide

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontro6 evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Propizamide en matriz de tomate rifion

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 832.46
Intercepto, a 198.35
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 3.17 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 0.62 ug.kg?
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.173 341 0.223 4.40 101.4 + 0.62
10.00 0.375 3.56 0.375 3.56 105.2 + 0.82
15.00 0.448 2.78 0.448 2.78 107.5 + 0.89
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 590.49 a 1017.49
Ordenada al origen: - 846.45 a 1162.31
Coeficiente de correlacion,

min 0.9993

Coeficiente de

determinacion, min 0.9986

Sy 881.02

Fecha: 2012-12-22

Responsable:

MICHAEL RENDON MORAN

Anexos:

FCNM

ESPOL




Informe de Validacion Fenoxycarb

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Fenoxycarb

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontr6 evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Fenoxycarb en matriz de tomate rifién

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 1045.48
Intercepto, a 398.86
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 4.16 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 0.51 ug.kg?
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.319 6.27 0.319 6.27 101.8 + 1.26
10.00 0.631 6.05 1.04 9.98 104.4 + 2.20
15.00 0.986 6.35 0.986 6.35 103.5 + 2.06
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Pendiente: 636.70 a 1329.86
Ordenada al origen: - 731.47 a 2421.74
Coeficiente de correlacion,

min 0.9973

Coeficiente de

determinacion, min 0.9946

Sy 1449.03

Fecha: 2012-12-22

Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:

FCNM ESPOL




Informe de Validacién Indoxacarb

RESUMEN DE VALIDACION

Método:
Analito:
Unidades:
Matriz:
Equipo:

Determinacion de Residuos de Carbamatos en Vegetales mediante UPLCMSMS

Indoxacarb

ug.kg™?

Tomate Rifion

UPLC Acquity con Espectémetro de masas XEVO TQMS fuente ESI

SELECTIVIDAD/ESPECIFICIDAD

No se encontré evidencia bibliografica ni experimental de interferencia para Indoxacarb en matriz de tomate rifion

FUNCION DE RESPUESTA INSTRUMENTAL

Pendiente, b 48.35
Intercepto, a 21.05
LIMITES
Incertidumbre
Limites Valor Unidades Valor Unidades
De deteccion: 4.11 ug.kg™ ug.kg*
De cuantificacion: 5.00 ug.kg? 2.71 ug.kg™
PRECISION, EXACTITUD, INCERTIDUMBRE
Repetibilidad Reproducibilidad Exactitud U (k=2)
Niveles (ug.kg™) Sr %CVr SR %CVR  |%Recuperacion ug.kg?
5.00 0.790 15.10 0.927 17.71 104.7 + 2.71
10.00 0.964 9.03 1.52 14.23 106.7 + 3.30
15.00 1.09 6.70 1.54 9.64 108.5 + 3.12
Intervalo de trabajo validado: 5.00 ug.kg'1 a 80.00 ug.kg‘l
CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Pendiente: - 3.26 a 113.34
Ordenada al origen: - 84.73 a 108.71
Coeficiente de correlacion,
min 0.9955
Coeficiente de
determinacion, min 0.9910
Sy 66.2
Fecha: 2012-12-22
Responsable: MICHAEL RENDON MORAN
Anexos:
FCNM ESPOL



