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RESUMEN

El Ecuador constituye uno de los paises con una flora muy biodiversa donde el 90% de
las plantas medicinales consumidas se obtienen en el campo. Sin embargo, estas tienen un
sistema de cosecha que emplean pesticidas sintéticos cuyo uso desmedido o contaminacion
cruzada provoca una acumulacion de residuos que afectan directamente su calidad. El
presente proyecto propone un protocolo para la identificacion cualitativa del pesticida
bifentrina en las especies medicinales Origanum vulgare, Ocimum basilicum y Thymus

vulgaris mediante técnicas cromatograficas.

El estudio se inicia con la seleccion, colecta y extraccién selectiva del compuesto bifentrina
en cada una de las especies mencionadas para su posterior tamiz cualitativo. Con la técnica
de cromatografia de capa fina (TLC), a través del revelado con nitrato de plata, se observé
una mancha negra en las cromatoplacas de tomillo y albahaca y una leve mancha grisacea
en la cromatoplaca de la albahaca; y, con la técnica de CG-MS/MS realizado por un
laboratorio externo acreditado por ISO/IEC Standard 17025:2017 y la Accreditation Criteria
for Testing Laboratories, se reportd ausencia de bifentrina en las especies Origanum vulgare
y Thymus vulgaris con una concentracion menor a 0.01 mg/kg, inferior al limite de
cuantificacibn y presencia de bifentrina en la especie Ocimum basilicum con una

concentracién de 0.02 mg/kg superior a este limite de cuantificacion.

Como se puede corroborar, la estrategia de identificacion de bifentrina mediante el
protocolo de extraccion y deteccion por técnicas cromatogréficas proporciona una opcion
sencilla para una referencia cualitativa de presencia de pesticida en las plantas medicinales

del estudio propuesto.

Palabras Clave: Protocolo, Identificacion, Pesticida, Cromatografia de Capa Fina



ABSTRACT

Ecuador is one of the countries with a very biodiverse flora where 90% of the medicinal
plants consumed are obtained in the field. However, these have a harvesting system that uses
synthetic pesticides whose excessive use or cross-contamination causes an accumulation of
residues that directly affects their quality. This project proposes a protocol for the qualitative
identification of the pesticide bifenthrin in the medicinal species Origanum vulgare, Ocimum

basilicum and Thymus vulgaris using chromatographic techniques.

The study begins with the selection, collection, and selective extraction of the bifenthrin
compound in the species mentioned above for its subsequent qualitative screening. With the
thin layer chromatography (TLC) technique, through development with silver nitrate, a black
spot was observed in the chromatoplates of the samples Origanum vulgare and Thymus
vulgaris and a grayish spot in the basil sample. Through the GC-MS/MS technique carried out
by an external laboratory accredited by ISO/IEC Standard 17025:2017 and the Accreditation
Criteria for Testing Laboratories, the absence of bifenthrin was reported in the species
Origanum vulgare and Thymus vulgaris with a concentration lower than 0.01 mg/kg and lower
than the limit of quantification and presence of bifenthrin in the species Ocimum basilicum with

a concentration of 0.02 mg/kg higher than its limit of quantification.

As can be confirmed, the bifenthrin identification strategy using the developed protocol for
extraction and detection by chromatographic techniques provides a simple option for a
gualitative reference of the presence of pesticides in the medicinal plants of the proposed

study.

Keywords: Protocol, Identification, Pesticide, Thin Layer Chromatography
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1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Desde los afios 70, con el crecimiento acelerado en la produccion y uso de
pesticidas quimicos en la agricultura, sus efectos téxicos han generado un impacto
negativo en el ambiente, seguridad alimentaria y salud humana. Es el caso de los
productos quimicos catalogados como contaminantes organicos persistentes (COP),
los cuales no se degradan facilmente y se transportan a largas distancias a través del

aire y el agua (Chandra et al., 2021).

El control de pesticidas en alimentos se basa en las tolerancias alimentarias o los
limites maximos de residuos (LMR), establecidos por la Unién Europea (UE), el Codex
Alimentarius (CA) y otras organizaciones reguladoras como la Agencia de Proteccién
Ambiental (EPA, EE. UU) (Perestrelo et al., 2019). Cabe recalcar que un limite maximo
de residuos es definido como el nivel més alto de residuales de pesticidas legalmente
permitido en cierto alimento (Chandra et al., 2021). Sin embargo, estos limites de
seguridad pueden subestimar un riesgo real para la salud de los consumidores en
caso de no ser detectado apropiadamente. La acumulacién y el exceso de residuos
de pesticidas que supera minimamente el maximo permitido puede generar efectos

toxicos y alergénicos en la salud de los consumidores (Coyago & Lozano et al., 2020).

En este sentido, la determinacién de residuos de plaguicidas es muy importante
para monitorear y analizar con precision los niveles residuales en una compleja matriz
como el de las hierbas y/o plantas medicinales, las cuales seran el enfoque principal
de andlisis en este proyecto y constan de compuestos fendlicos, pigmentos, azlcares,
flavonoides y lipidos; componentes que, por su naturaleza, pueden influir en las
propiedades fisicas y quimicas del plaguicida y exhibir caracteristicas cromatogréaficas

similares a estos provocando graves efectos de matriz (Tripathy et al., 2017).

Otros factores que indirectamente contribuyen a la presencia de residuales de
plaguicidas es el modo de aplicacién, la cantidad, sus propiedades fisicoquimicas y
bioguimicas, su grado de solubilidad en agua y la etapa de desarrollo de la planta. Los

contaminantes organicos persistentes (COP) como los organoclorados, se



caracterizan por su baja solubilidad y resistencia a la degradacion ambiental. Ademas,
se volatilizan del suelo seco, se liberan a la atmésfera y regresan al agua o al suelo
como precipitacion himeda o seca para finalmente ser absorbidos por las plantas a

través de las raices y la superficie de las hojas (Sharma et al., 2019).

La mayoria de los métodos convencionales de determinacion de residuos
pesticidas no detallan un procedimiento con reactivos y solventes accesibles que
permita aislar el plaguicida acorde a una matriz dada. Adicionalmente, hay una gran
variedad de plaguicidas disponibles, y es muy dificil detectarlos todos con un solo
método analitico debido a las diferencias en las propiedades fisicoquimicas (Hassaan
et al., 2020).

Una opcion rapida para la determinacion de estos residuales es el uso del método
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe por sus siglas en
inglés); sin embargo, la posibilidad en adquirirlo a nivel nacional es complejo ya que
no hay proveedores nacionales que proporcionen el kit comercial. Es por ello que en
este proyecto se propone como alternativa para aislar los diferentes pesticidas, un
protocolo de extraccién y deteccidon cualitativa por métodos cromatograficos que
requiera del uso de reactivos accesibles para cualquier laboratorio y que proporcione

resultados inmediatos.

1.2 Justificacion del problema

Ecuador constituye uno de los paises mas biodiversos del planeta, y se estima que
mas del 90% de las plantas medicinales consumidas se extraen directamente del
campo y hace uso de sistemas de procesamiento, recoleccién y transporte
rudimentarios que no se adhieren a buenas practicas agricolas. Segun el Banco
Central del Ecuador durante el afio 2011, las exportaciones de productos herbaceos
y plantas medicinales alcanzaron un valor total de 13.8 millones de USD mientras que
para el afio 2016 estas exportaciones ascendieron a 71,3 millones de USD, y, para el
afio 2021 se proyecta un crecimiento del mercado de ventas al 8,5%. Siendo Estados
Unidos, el principal destino de exportacion con una participacion del 62.29%, seguido
de Italia con 9.13% de participacion, Alemania 9.00%, Argentina 8.22% y Francia con
una participacién del 3.32% (Ulloa, 2016).
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Por otro lado, el impacto a la agricultura convencional por el uso de pesticidas
sintéticos en la produccion de alimentos a gran escala ha ocasionado un avance
significativo en el proceso agricola (Pérez, Leyva & Gomez et al., 2018). Sin embargo,
el efecto ambiental y la acumulacién de los residuos en la cadena alimentaria son
inevitables ya que muchas de las sustancias que se utilizan en tierras agricolas y en
la produccion de cultivos consta de compuestos de pesticidas organoclorados
persistentes que perduran en los ecosistemas durante un periodo prolongado de
tiempo y tienen un nivel de toxicidad considerable. (Ravindran, Megha, & Sreedev et
al., 2016).

Los plaguicidas organoclorados se caracterizan por poseer componentes
contaminantes que generan un efecto residual a largo plazo en el medio ambiente
(Loro & Clasen, 2021). Debido a su presencia en una gran variedad de especies de
plantas y su uso en diversos sectores como en el agricola, el presente estudio se
enfocara exclusivamente a profundizar la determinacién de residuos plaguicidas
organoclorados en las plantas Origanum vulgare, Ocimum basilicum y Thymus

vulgaris.

Estas especies se emplean para la elaboracion de extractos, aceites esenciales y
como materia prima de productos cosméticos, farmacéuticos, nutraceuticos, entre
otros (Huanca & Mamani, 2020). Ademas, tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
de una amplia gama de microorganismos patdgenos (Garcia, Pabon & Rodriguez.,
2019).También se ha demostrado que sus componentes principales tienen efectos
inmunomoduladores en mamiferos y constituye una fuente de antioxidantes que
contrarrestan la accién de los radicales libres, lo cual se asocia a la prevencion y

tratamiento de diversas patologias (Gastaldi et al., 2016).

Otro problema asociado a la presencia de residuos de plaguicidas en plantas es la
inhibicion de las propiedades bioactivas, ya que la acumulacion de los diferentes
compuestos organicos volatiles genera una elevada concentracion que puede superar
el maximo permitido representando un riesgo para la salud del consumidor. (Chandra
et al.,, 2021). Por ende, es fundamental monitorear los niveles de residuales de
pesticidas en una matriz compleja a través del uso de técnicas cromatograficas para

la determinacion de residuos de plaguicidas.
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Para aprovechar las propiedades bioactivas de dichas plantas, en este proyecto se
propone un protocolo que brinde una alternativa de uso de solventes accesibles dada
una matriz heterogénea planta-multi-residual de plaguicidas. Ademas, se encaminara
a una estrategia que permita llevar a cabo un analisis de residuales de pesticidas
partiendo desde la modificacién y optimizacién de la preparacion de las muestras en
conjunto con la introduccién de técnicas de deteccion en las plantas medicinales que
carecen de estudios analiticos a razén de que las metodologias tradicionales no
describen las condiciones reales de experimentacion como la variabilidad en las

muestras de diferentes condiciones geograficas (Heshmati et al., 2021).

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

e Desarrollar un protocolo para la extraccion e identificacion de residuales
pesticidas organoclorados presentes en las especies Origanum vulgare, Ocimum
basilicum y Thymus vulgaris a través de las técnicas cromatograficas y

espectrofotométrico.
1.3.2 Objetivos Especificos

e Realizar un pretratamiento de muestras a través de la técnica de extraccion
liguido — liquido para la reduccion de interferencias en los extractos de las

especies Origanum vulgare, Ocimum basilicum y Thymus vulgaris.

¢ Analizar por método de cromatografia de capa fina la presencia de bifentrina
adaptado a una matriz de plantas medicinales para la identificacion cualitativa

del pesticida que contiene grupos haloalquilos.
e Identificar la presencia de bifentrina mediante la comparacion de las

cromatoplacas, espectros cromatograficos y colorimétricos de los extractos de

las plantas medicinales.
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1.4 Marco tedrico
1.4.1 Pesticidas

1.4.1.1 Antecedentes

El uso de plaguicidas en la agricultura es un requerimiento necesario para mejorar
la cantidad de alimentos producidos debido al rapido crecimiento de la poblacién y para
la prevencion de enfermedades. Actualmente, diversas organizaciones como la EPA 'y
la FDA han establecido regulaciones que asignan un limite méaximo permitido de
residual de pesticida (Chen et al.,, 2021). La clasificacion de pesticidas puede
enmarcarse acorde a su naturaleza, su toxicidad y estructura quimica. En el presente
estudio se perfila la clasificacion acorde a su naturaleza sintética y su estructura quimica
donde estan los pesticidas organofosforados, organoclorados y los sintéticos piretroides
(Hassaan et al., 2020).

1.4.1.2 Pesticidas Organoclorados

Los plaguicidas organoclorados se caracterizan por poseer componentes
contaminantes organicos tenaces y persistentes durante largos periodos de tiempo
teniendo un efecto residual a largo plazo en el medio ambiente (Loro & Clasen, 2021).
A raiz de ello y de la adherencia a diferentes superficies, denotan un factor de
bioacumulacién perjudicial en la cadena alimentaria. Su estructura quimica
correspondiente a la de los hidrocarburos clorados le brinda una alta estabilidad fisica
y quimica, insolubilidad en agua y alta solubilidad en disolventes organicos. Estas
cualidades le proporcionan resistencia en el ambiente y una baja biodegradabilidad.
Como ejemplos de estos pesticidas podemos nombrar al DDT, endosulfan y bifentrina
(Moreno, Logrofio & Zambrano et al., 2020). En la figura 1-1 se presentan algunas
estructuras caracteristicas de este grupo de pesticidas.

cl Clci

Cl Cl

DDT Bifentrina

Figura 1-1: Estructura quimica de los pesticidas organoclorados
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1.4.1.3 Pesticidas Organofosforados
Los plaguicidas organofosforados con compuestos con estructura quimica
derivada del acido fosférico. Sus propiedades fisicoquimicas varian en funcion de su
estructura, sin embargo, las que predominan son su solubilidad en agua, estabilidad
térmica, presién de vapor, entre otras. Ademas, estos plaguicidas se descomponen
con mayor facilidad, por lo que son menos persistentes en el ambiente y poseen una
alta toxicidad generando una alteracion al sistema nervioso de los insectos y plagas

de las diferentes cosechas agricolas (Jaramillo et al., 2016).

1.4.1.4 Sintéticos Piretroides

Los piretroides sintéticos son ésteres carboxilicos que se caracterizan por tener
una mayor hidrofobicidad, baja solubilidad en agua y alta capacidad de adsorciéon
(Eljarrat, 2020). Aunque son anélogos de las piretrinas, su produccién ha implicado
amplias modificaciones quimicas que las hacen altamente téxicas y menos
degradables en el medio ambiente. Los piretroides sintéticos son uno de los
plaguicidas mas utilizados en la agricultura, la ciencia veterinaria, el paisajismo
urbano, los hogares y los jardines, lo que ha aumentado su presencia en el medio
ambiente (Zhan et al., 2020).

HaC CH,
CHy CH
0
RN —CH,
o

o)

Figura 1-2: Estructura quimica de los sintéticos piretroides [Hassaan, 2020]

Los piretroides se agrupan en dos clases, Tipo | y Tipo Il, segun las propiedades
toxicoldgicas y fisicas. Los piretroides de tipo | son derivados de la piretrina que no
tienen un grupo ciano y los piretroides de tipo Il tienen un grupo ciano y causan
cloreoatetosis y salivacion (Hassaan, 2020). Una vez liberados los tratamientos, su
principal mecanismo de accion sobre los organismos implica la interferencia en el
sistema nervioso central, generando una interrupcion en la transmisién de los

impulsos nerviosos entre las células. Actualmente, los piretroides se aplican mediante

14



tratamientos de bafio utilizando dosis de producto comercial de 0,3 mL m~3 (dosis de

principio activo de 15 ug L™1) para cipermetrina (Betamax®) (Eljarrat, 2020).

1.4.1.5 Bifentrina

La bifentrina es compuesto organoclorado de estructura piretroide que posee una
amplia actividad como insecticida y acaricida, elimina las plagas por contacto o
ingestion afectando al sistema nervioso de los insectos. Posee un peso molecular de
422.9 g/mol, una presion de vapor de 1.8 mm Hg a 25°C, una solubilidad baja en el
agua de 5.1 x10° mg/L. Su punto de fusion esta entre 65 a 70°C y se evaporiza en un
rango de temperatura de 215 a 225°C. (Rivera, 2021). La bifentrina al pertenecer a los
piretroides sintéticos (piretroides Tipo | o piretrinas sintéticas que no contienen el
grupo Ciano) comparte las siguientes caracteristicas: posee baja presion de vapor y
alto peso molecular, es no i6nico y extremadamente hidrofébico en condiciones
neutras (Sandoval et al., 2018).

En la tabla 1-1 se presentan datos por la Organizacion Mundial de la Salud donde

detallan caracteristicas adicionales del pesticida.

Tabla 1-1. Requerimientos técnicos de fabricacion de estandar bifentrina [World Health
Organization, 2012]

Porcentajes de pureza para una
§ . 95,79 al 98,54%
muestra estandar del pesticida.

Longitud de deteccién UV 245 - 254 nm

En este sentido, la bifentrina fue clasificado como un insecticida con toxicidad Clase
Il por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Wu et al., 2020). Es
por ello que ha ido en aumento la conciencia sobre los residuos de plaguicidas en las
matrices de cultivos a través del control de su nivel residual (Ramasubramanian, &
Paramasivam et al., 2020). El Codex Alimentarius establece la concentracion maxima

de bifentrina acorde al tipo de producto agricola que se presenta en la tabla 1-2:
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Tabla 1-2: Nivel Maximo Residual de Bifentrina en diferentes productos agricolas [FAO, 2016]

Producto agricola Limite Maximo Residual
Frutos citricos 0,05 mg/kg
Forraje seco de maiz 15 mg/kg
Germen de trigo 1,00 mg/kg
Arvejas, vainas y semillas 0.90 ma/kg
carnosas
Heno de arvejas 0,70 mg/kg
Raices y Tubérculos 0,05 mg/kg
Maiz 0,05 mg/kg
Tomate 0,30 mg/kg
Trigo 0,50 mg/kg
Cacao 0,10 mg/kg
Albahaca 0,10 mg/kg
Tomillo 0,05 mg/kg

Los estrictos niveles de residuos de concentraciones de pesticidas establecidos
por la Regulaciéon de la Unién Europea No. 396/2005 en hierbas como Origanum
vulgare en la mayoria de los casos son iguales a 0,01 mg/kg. Sin embargo, no hay
suficientes datos e investigaciones sobre residuos de plaguicidas en varias especies
de hierbas debido a la complejidad de la matriz de tales productos (Drabova et al.,
2019).

1.4.2 Estado del arte de métodos de extraccién y deteccion de pesticidas

Los métodos analiticos para analizar residuos de plaguicidas en frutas y hortalizas
consisten generalmente en la extraccién del analito de la matriz de la muestra, la
purificacion para la eliminacion de interferencias presentes, la preconcentracion de los
analitos y, finalmente, el analisis instrumental. Cada procedimiento analitico se elige de
acuerdo con la estructura quimica del plaguicida y la naturaleza de la matriz (Huérfano
& Guerrero, 2018).
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1.4.2.1 Métodos Extractivos

1.4.2.1.1 Extraccion Liquido — Liquido

La técnica de extraccion liquido liquido es una operacion de transferencia de
materia que se fundamenta en la distribucion del soluto entre la fase acuosa y
organica que cuando se encuentran en contacto permite la separacién de
compuestos de tal manera que se aproveche la diferencia de solubilidad. Los
factores que permitan una extraccion eficiente dependen de la afinidad del
solvente con el soluto a extraer, ademas de la relacion de volumenes entre las
dos fases, la cantidad de extracciones por agotamiento y de la solubilizacién del
soluto en la fase organica. Cuando ambas fases entran en contacto y el soluto se
ha repartido, la fase donde se encuentra el solvente y soluto se lo considera
extracto, mientras que la fase donde se ha extraido el soluto, teniendo una

concentracion menor, se la considera como refinado (Pekel, et al,.2020).

1.4.2.1.2 Extraccion Fase Sélida

La técnica de extraccion en fase soélida consiste en la retencion del analito de
interés presente en la muestra a través de un cartucho o soporte sélido, que
contiene un relleno adsorbente donde extrae selectivamente el componente
deseado, desechando todo compuesto que puede generar interferencia en el
analisis (Campoverde & lturralde et al., 2020). En esta extraccion se prepara el
cartucho de tal manera que tenga interaccion con el analito, luego se aplican
lavados con los que se elimina las impurezas y finalmente se eluye el analito de
interés de la columna adsorbente. Este paso siempre se lo considera como
pretratamiento a la caracterizacion debido a que ayuda a concentrar los

compuestos de interés en las muestras de estudio (Mufiiz et al., 2019).

1.4.2.1.3 QUEChERS o Extraccion Fase solida dispersiva
La metodologia comercial denominada QUEChERS es una técnica que

involucra dos etapas fundamentales: la etapa de aislamiento o extraccién simple

del analito empleando un solvente y la etapa de limpieza de la muestra usando la
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extraccibn en fase sdlida por dispersion con sales donde eliminan las
interferencias y captan el plaguicida. Las sales que se emplean en esta técnica
son el sulfato de magnesio que elimina el exceso de agua; el cloruro de sodio,
gue favorece la extraccion con el solvente organico, la amina primaria o
secundaria denominada APS que elimina los acidos grasos y organicos y el
adsorbente C18 que separa las interferencias no polares (Betancourt, Ossa &
Taborda, 2021). La técnica tiene como objetivo preparar la muestra acorde a las

condiciones de identificacion del pesticida.

1.4.2.1.4 Técnicas de microextraccion

Las técnicas de microextraccion se basan en un analisis cuantitativo a menor
escala, donde se genera una extraccion del analito empleando pequefias
porciones de fase extractante en contacto con la muestra. Esta técnica a
diferencia de las metodologias de extraccion comunes, no consiguen un
aislamiento integro de los analitos de interés ocasionando una dependencia en el
uso de métodos de caracterizacion y deteccion automatizados con una

instrumentacion analitica particular (Ronco, Gagliardi & Castells et al., 2020).

1.4.2.2 Métodos de deteccidn

1.4.2.2.1 Espectrofotometria ultravioleta visible (UV-Vis)

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que mide la
absorbancia o transmitancia de la luz mediante un espectrofotémetro, que dirige
una fuente de luz hacia la muestra, y un detector en el lado opuesto que registra
la luz transmitida. La mayoria de los espectrofotometros tienen un rango de
longitud de onda de 200 a 1100 nm. A nivel molecular, la espectroscopia UV-
visible se basa en transiciones electrénicas de moléculas organicas que absorben
luz excitando electrones desde un orbital de menor energia (orbital molecular
ocupado de mayor energia, “HOMO” por sus siglas en inglés) a un orbital
desocupado de mayor energia (orbital molecular desocupado de menor energia,

“‘LUMO?” por sus siglas en inglés) (Rocha et al., 2018).
Este proceso puede ser descrito por la Ley de Beer-Lambert que relaciona la

intensidad de la luz incidente (Io) en el frente de una celda de longitud, L, (en

centimetros) con la intensidad de la luz (I) que emerge de la celda. Es decir,
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expresa la relacion entre absorbancia de luz monocromatica (de longitud de onda
fija) y concentracion de un cromoéforo en solucién y se expresa formalmente en

siguiente ecuacion:

logig(Io/ I) = —1og1o(% T /100%) = ecL = A

Tal formula se cumple para soluciones diluidas a causa de fenbmenos de
dispersién de la luz, agregacién de moléculas, cambios del medio, etc (Amin et
al., 2015).

1.4.2.3 Cromatograficos

1.4.2.3.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(CG/MS por sus siglas en inglés)

La unién de las técnicas, CG (“Cromatografia de gases”) acoplada a una
espectrometria de masas permite la separacién e identificacion de mezclas
complejas. Estas mezclas complejas estan constituidas de moléculas con
temperaturas de ebulliciéon, pesos moleculares o polaridades bajas o medianas,
gue se adaptan al modo de trabajo de la cromatografia de gases como la
espectrometria de masas ya que trabajan en fase gaseosa. La mezcla de
compuestos que se inyecta en el cromatografo de gases se separa en la columna
obteniéndose una elucién de los componentes individuales aislados los cuales

pasan a través del espectro de masas (Mamani & Gemio, 2016).

Existen dos estrategias fundamentales en CG-EM para la identificacion
respectiva de tales compuestos: (1) Uso de sustancias-estandar o patrones
certificados, (2) La combinacién de aproximaciones a través de (a) indices de
retencion (RI) en conjunto con (b) espectros de masas experimentales y (c)
comparacion con las bases de datos de indices de retencion y espectros de

masas estandar (Mamani & Gemio, 2016).
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1.4.2.3.2 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de masas
(LC/MS - LG-MS/MS)

La cromatografia liquida (HPLC-MS) se utiliza para la identificacién y analisis
de compuestos no volatiles o térmicamente labiles que no pueden analizarse
mediante cromatografia de gases y “combina el poder de separacion de los
materiales de gran peso molecular de la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) con su capacidad de deteccion selectiva y confirmacién de la

identidad molecular del espectrometro de masas” (Vargas & Kouznetsov, 2019).

En la cromatografia liquida, la fase movil es, como su nombre indica, un
liquido; la fase estacionaria es un polvo fino, este puede ser alimina o silice
cubierta con octadecilsilano (ODS). Las columnas de fase normal son polares y
tienen una fase movil no polar, retienen los compuestos polares por mas tiempo
que los compuestos no polares. Las columnas de fase inversa son no polares y
tienen una fase mavil polar, generalmente hecha de agua y solventes solubles en

agua como metanol y acetonitrilo (Vila, 2021).

1.4.2.3.3 Cromatografia de capa fina (CCF)

El propdsito principal de la cromatografia de capa fina es separar componentes
de mezclas. Las separaciones quimicas por CCF resultan de la interaccion de las
moléculas con las fases estacionaria y movil. La fase movil representa el medio de
transporte para que los componentes de las muestras se separen a medida que
migran a través de la fase estacionaria por fuerzas capilares. A medida que el
sistema solvente se mueve hacia arriba a través de la placa, los componentes se
ven afectados por dos fuerzas opuestas, la fuerza impulsora de la fase mévil y la
accion resistiva o retardadora del adsorbente. Estos adsorbentes, generalmente,
interactian con las sustancias mediante la interaccion dipolo-dipolo o enlaces de

hidrogeno (Vallejo, Barrios & Anaya, 2021).

La migracion de los componentes en un cromatograma puede ser caracterizado
por un parametro basico llamado valor Rt o factor de retenciéon que es calculada
como la relacion entre la distancia recorrida por el soluto (componente) y la distancia

recorrida por el frente de la fase movil (Silver, 2020).
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Figura 1-3: Principio de uso de la cromatografia de capa fina

1.4.3 Especies de plantas medicinales del estudio

1.4.3.1 Origanum vulgare
La planta medicinal, orégano, Origanum vulgare es una importante hierba
mediterranea rica en polifenoles, timol y carvacrol con actividades antioxidantes y
antimicrobianas  contra  microorganismos  patégenos como  Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, entre otros. Estas propiedades son muy relevantes para la industria
alimenticia porque favorecen la inocuidad y estabilidad de los alimentos (Pujada,

Vega, Velasquez & Palacios et al., 2019).

Figura 1-4: Aspecto fisiolégico de Origanum vulgare [Kamran et al., 2019]

1.4.3.2 Ocimum basilicum L
La albahaca (Ocimum basilicum L.) es una planta originaria de Asia Meridional,
gue pertenece a la familia de las Lamiaceae, tiene amplios y variados usos debido a
sus propiedades digestivas, carminativas, espasmoliticas, antisépticas (contra
bacterias y parasitos), insecticidas y sedantes. Posee un alto contenido de aceites
esenciales, en especial de eugenol de amplio uso en perfumeria y en formulacion de

atrayentes de insectos y absorbentes de radiacibn UV, analgésicos y biocidas.
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También se emplean para la fabricacion de estabilizantes y antioxidantes para

plasticos y hules (Daza, Ladino & Urrutia., 2018).

HTSy g
by - g W\ i 2

Figura 1-5: Aspecto fisiolégico de Ocimum basilicum L [Akah et al., 2018]

1.4.3.3 Thymus Vulgaris L

El tomillo (Thymus Vulgaris L), es una especie perteneciente a la familia Lamiaceae,
empleada como condimento y planta medicinal. Al ser de este grupo, posee un olor
muy caracteristico, con tallos lefiosos, hojas pequefias y lanceoladas. Uno de los
componentes principales es el timol (Sartoratto et al., 2004), responsable de la
actividad antimicrobiana que actla contra ciertos microorganismos de interés como la
Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, entre otros. Ademas, contiene un alto grado
de aceite esencial el cual se encuentra, en gran cantidad, en sus hojas (Rubio et al.,
2020).

Figura 1-6: Aspecto fisiolégico de Thymus Vulgaris L. [Chambi et al., 2017]
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

Se realiz6 el siguiente esquema para poder dar un contexto general del contenido de

este capitulo mostrandose en la figura 2-1:

ﬁ Metodologia ﬁ

Pre : -
. . Experimentacion
experimentacion
Inyestgacion — Preparacipn —— Extraccion —— Caracterizacion
previa. de la muestra
| Bu'sque’a(?a Trituracion de SeleCE6hde Identificacion
bibliografica —>| las plantas —p - Cualitati
_ rEdETalEs los solventes > ualitativa
— - con TLC
Eleccion de’ la — ‘ Preparacién y Identificacion
= metocjologtlal " T;amlzado de filtraccion del N : pfort i
experimental a muestra espectrofotometria
L p extracto P
4 uv
— 57 [ ™ =
Se celony Almacenamiento el
__.| recoleccién > e | liguido - Analisis externo
de las plantas e la muestra liquido ’ con CG-MS
— medicinales — -

Figura 2-1: Diagrama de Etapas de la Metodologia
2.1 Pre-experimentacion
2.1.1 Investigacion preliminar

Se realiz6 la busqueda en varias fuentes bibliograficas sobre los métodos para
extraer, detectar y aislar pesticidas presentes en las plantas Origanum vulgare,
Ocimum basilicum, y Thymus vulgaris. Inicialmente, la revision bibliografica se
encamind hacia una metodologia establecida comercialmente denominada
QUEChERS, sin embargo, al existir la limitante en la obtencion de los kits de extraccion
dentro del pais y su precio relativamente inaccesible, se decidié por investigar una

alternativa que permita el aislamiento y determinacion de los pesticidas empleando
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reactivos mas asequibles y que, en conjunto, tengan la misma efectividad que
QUEChERS posibilitando una lectura nitida y sin interferencias en el cromatégrafo de
gases. Sin embargo, por efectos de restricciones de pandemia no se continué con
esta opcion por lo que se decidid6 por desarrollar un plan donde se utiliza la
cromatografia de capa fina y espectrofotometria como técnica para la caracterizacion

de los extractos.

2.1.2 Eleccién de la metodologia

A raiz de una investigacion exhaustiva en varias fuentes bibliograficas, se
seleccion6 un protocolo donde se incluian tres etapas para la determinacién de
residuos de bifentrina como la preparacion de la muestra, la extraccion y la
caracterizacion del pesticida (Samsidar, Siddiquee, & Shaarani et al., 2018). Cabe
recalcar que se utilizé una metodologia generalizada para una matriz sélida aplicable
a las matrices de este estudio. Esta metodologia se eligi6 una alternativa al
QUEChERS para poder aislar diferentes pesticidas, adicionalmente, se realizé una
extraccion liquida — liquido por duplicado o también denominada réplica biologica para
obtener una identificacién cualitativa con los extractos a través de la cromatografia de

capa fina.

2.1.3 Seleccioén y recoleccién de las plantas medicinales

La eleccion de las plantas fue dada por la tutora del proyecto considerando las
estructuras presentes y que en la literatura reportan actividad antimicrobiana contra
los patégenos de cultivos de importancia econdmica para el Ecuador. Entre las que
se puede mencionar: Origanum vulgare, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris. Para la
obtencion de las plantas se priorizé aquellas cultivadas in situ en la Costa y la Sierra.
Origanum vulgare y Ocimum basilicum se recolectaron en el canton Patate de la
provincia del Tungurahua. En cambio, Thymus vulgaris, se recolect6 en la parroquia

Pasa del cantébn Ambato.
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Figura 2-3: Ubicacién de la especie Thymus vulgaris

2.1.4 Preparacion de la muestra

2.1.4.1 Secado
El objetivo de esta etapa es la eliminacién de agua contenida en las plantas
medicinales quedando la muestra apta para ser molida y licuada sin rastros de
humedad. Para ello, se colocaron las plantas en un area que no reciba lluvia ni sol
para evitar su rapida degradacién sobre papel periédico durante un periodo de tiempo

de 2 semanas a temperatura ambiente.
A través del procedimiento indicado por Teles et al., 2021 existia la opcion de

utilizar un secador de bandejas tipo horno a 37°C para el secado de las plantas en

estudio durante 48 horas, sin embargo, al existir la limitante de equipos de secado en
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el laboratorio, se opt6 por la opcibn mas sencilla, la de secado natural bajo las
condiciones mencionadas con el respectivo seguimiento para que las plantas no se
vean afectadas o degradadas por las condiciones ambientales de la ciudad de

Guayaquil.

2.1.4.2 Trituracién de la muestra

Se procedi6 a desprender las hojas de las plantas medicinales Origanum vulgare,
Ocimum basilicum y Thymus vulgaris para luego ser trituradas con equipos mecanicos
y almacenadas en fundas zipped evitando su deterioro. Finalmente se utiliz6 un tamiz

con el fin de reducir el tamafio de las particulas hasta 0.5 milimetros.

2.2 Experimentacion

2.2.1 Extraccioén

2.2.1.1 Seleccion de Solventes
La fase de extraccion preciso del uso de solventes como el cloruro de metileno y
acetona en el tratamiento preliminar de las muestras y la formacién de la interfase
para obtener del extracto. La acetona al ser miscible y polar con el agua formé una
sola fase en la preparacién de la muestra. Mientras que el cloruro de metileno al ser
no polar generd la separacion de fases, donde la fase organica contenia el extracto
de interés (Abdallah & Malhat et al., 2019).

2.2.1.2 Preparacioén preliminar del extracto
Antes de proceder con la extraccion, se realizé una limpieza de 5 g de la muestra
con 35 mL de acetona, homogeneizacion durante una hora en un agitador mecanico
(Llivisaca et al., 2018), filtracién por gravedad y lavado con el mismo solvente
(Guzméan-Maldonado et al., 2020). Este procedimiento fue realizado por duplicado en

cada una de las especies con los diferentes pesos indicados en la Tabla 2-1:

Tabla 2-1:Cantidad de muestra empleados en la extraccién

Albahaca Ocimum Tomillo Orégano

basilicum Thymus vulgaris Origanum vulgare
Muestra 1 5.0007 g 5.0010¢ 5.0079 g
Muestra 2 5.0010¢ 5.0011¢ 5.0028 g
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2.2.1.3 Extraccion liquido - liquido

En la etapa de extraccion liquido - liquido se emplearon las muestras del paso
anterior que fueron almacenadas en un embudo de decantacion afadiendo una
solucion al 4% p/v de sulfato de sodio en 45 mL de agua para evitar emulsiones. Se
realizé la extraccion de la fase organica con 15 mL de cloruro de metileno, donde el
extracto se recolectd por decantaciéon y luego se filtr6 con 3 g de sulfato de sodio para
retener restos de agua que hayan quedado en la solucién. Se repitié el procedimiento
con 10 mL de cloruro de metileno para poder aprovechar la mayor cantidad de fase
orgénica presente. Cabe recalcar que la densidad del cloruro de metileno es 1.33
g/mL, por lo que la fase de interés se encontr6 en la parte inferior de la interfase
(Shiroma, et al., 2019). En la Tabla 2-2 se adjuntan los volumenes de muestra de cada
planta medicinal y los de solventes utilizados para la formacion de la fase organica en

la extraccién Liquido — Liquido.

Tabla 2-2: Cantidades en mililitros de los diferentes reactivos para la extraccion L-L

Volumen de Volumen de Volumen
Muestras muestra Na.SO. de CH:Cl:
(mL) (mL) (mL)
Albahaca Réplica 1 10 30 25
Ocimum basilicum Réplica 2 20 35 35
Tomillo Réplica 1 10 30 25
Thymus vulgaris | papjica 2 15 35 30
Réplica 1 15 35 30
Orégano

Origanum vulgare | Réplica 2 20 35 35

2.2.2 Caracterizacion

2.2.2.1 Identificacion cualitativa con cromatografia de capa fina
Luego de la preparacién de los extractos, se realiz6 la identificacién cualitativa del
pesticida a través de cromatografia de capa fina (Sherma & Rabel, 2018). Los

reactivos que se utilizaron fueron:

e 250 mL de solucién de Nitrato de Plata al 1% p/v.

27




¢ Placa de Alumina revestida con un espesor de 200 um y dimensiones de 8 x 9
cm.

e Eluyente: Acetato de Etilo

Para el pretratamiento de las placas de alimina, se roci6é una solucién de AgNOs
al 1% p/v. Tal solucidn fue preparada a part ir de 2.5 g de AgNOs s6lido en 250 mL de
agua. Las placas se secaron al ambiente y finalmente se almacenaron para su uso. A
partir de los criterios de la polaridad, bajo punto de ebullicién, baja viscosidad para un
mejor desplazamiento sobre la superficie de alimina, se selecciono el acetato de etilo

como solvente (Liu et al., 2017).

Se vertié una cierta cantidad del eluyente en un vaso de precipitacion. Después,
se coloco 30 uL de cada extracto a 1 cm del fondo de la placa con una distancia entre
puntos de 1 cm alineandose en fila. Se introdujo la placa en el vaso con el eluyente tal
como se refleja en la figura 2-4. Una vez que el eluyente haya recorrido una distancia
mayor a las tres cuartas partes de la placa, se procedié a marcar el frente del eluyente
permitiendo visualizar con mayor claridad el recorrido que tuvo cada extracto a lo largo

de la placa y comparar este recorrido con el estandar.

] . ——— Placa de alimina
Lineas de aplicacion de

muestras ﬁ\

\_\\

.\C::::/\

Disolvente

Figura 2-4: Sistema de Cromatografia de capa fina.

Finalmente se retird la placa del vaso de precipitacién, se dejo secar al aire y se
ubicé la misma en una lampara con radiacion UV para visualizar las manchas de la
muestra. Las placas que contenian manchas de color negro denotaron la presencia

cualitativa de un pesticida sintético piretroide.
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2.2.2.2 Identificacion por espectrofotometria UV

La caracterizacion espectrofotométrica se realizé con los extractos de las especies
Origanum vulgare, Ocimum basilicum y Thymus vulgaris. Se utilizé el
espectrofotdmetro Spectronic Genesys 5 tomando en cuenta una configuracion de
lectura entre nivel de absorbancia y la longitud de onda de 200 a 700 nm. El
procedimiento empled etanol como muestra blanco donde no se efectuaron diluciones
con los extractos ya que se opt6 por realizar un barrido para la identificacion cualitativa
del pesticida y comparar estos resultados con los de la metodologia de cromatografia
de capa fina. Luego de la calibracion del equipo, se ubicé en el espectrofotometro la

muestra blanco y posteriormente cada extracto para la lectura respectiva.

2.2.2.3 Andélisis externo con CG-MS

Con el fin de tener un analisis confirmatorio en la deteccién de pesticida en las
plantas de estudio, se decidid contratar los servicios de un laboratorio externo, AGQ
Labs debido a la inaccesibilidad de infraestructura y equipos del laboratorio CIBE a
raiz de las restricciones de la pandemia. Este laboratorio externo empled la
metodologia de extraccion en fase sélida dispersiva 0 QUEChERS para el aislamiento
del pesticida bifentrina y la técnica de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas tandem (GC-MS/MS) para su caracterizacion. Los
resultados de concentracion en mg/kg de bifentrina en las tres plantas medicinales:
Origanum vulgare, Ocimum basilicum y Thymus vulgaris permitié una comparacion y
confirmacion de resultados con los métodos de deteccion cualitativos, es decir, la
cromatografia de capa fina y espectrofotometria. Los resultados tardaron en ser

entregados, 10 dias habiles
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

Los resultados obtenidos de los andlisis cualitativos realizados a los extractos de las

diferentes especies evaluadas se detallan a continuacion.
3.1 Andlisis en la etapa preliminar

De acuerdo con la Tabla 2-2. donde se especifica la cantidad de muestra y
solventes utilizados previo a la extraccion, se observé una variacion de volimenes de
NazS0a4 en solucion y el CHz2Clz en la Réplica 2 a diferencia de la Réplica 1 donde se
observd una r4pida volatilizacion de la acetona. Esta diferencia de voliumenes
ocasioné que en la Réplica 2 de orégano, albahaca y tomillo se requiera de un
volumen adicional de Na2SOa en solucién y CH2Clz para su homogenizacion. Por tanto,
esto implicé un mayor tiempo necesario para la formacion de la interfase luego de la

homogenizacién, de 10 a 20 minutos.

Adicional a ello, la presencia de emulsiones se redujo mediante la agitacion de la

solucion previo a la adicion del solvente de extraccion.
3.2 Resultados de la caracterizacion

La cromatoplaca de los extractos selectivos realizados en cada una de las
muestras y su correspondiente estandar se puede observar en la figura 3-1, la cual
fue comparada con un espectro del estandar realizado por espectrofotometria de 200
a 700 nm.
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Figura 3-1: Cromatoplaca y Espectrograma UV-Vis: Albahaca, Tomillo, Orégano y el estandar de bifentrina

Ca: Cromatoplaca de Albahaca; Ct: Cromatoplaca de Tomillo; Co: Cromatoplaca de Orégano Cs: Cromatoplaca del Estandar
Ea: Espectrograma de Albahaca; Et: Espectrograma del Tomillo; Eo: Espectrograma del Orégano; Es: Espectrograma del
Estandar
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3.2.1 Anaélisis de resultados de la identificacion de la bifentrina mediante

Cromatografia de Capa Fina

De acuerdo con la figura 3-1 y los cdédigos Ca, Cty Co se pudo observar a través de
la luz UV, manchas negras en las cromatoplacas de las muestras de Thymus vulgaris
y Origanum vulgare; mientras que en Ocimum basilicum se pudo observar una ligera
mancha grisacea. Segun la literatura, compuestos que contienen cloro (que forman
parte de algunos de los pesticidas sintéticos piretroides) se detectan cualitativamente a
través de manchas de color negro como las encontradas en las cromatoplacas del

tomillo y orégano (Hassan et al., 2020).

Este mismo autor refiere en su articulo que el grupo de halogenuro de alquilo es uno
de los sustituyentes encontrados en la estructura quimica de varios sintéticos
piretroides que se adsorben en la alimina, la cual tiene la capacidad de retener con
gran fuerza estos compuestos en sus centros activos polares por lo que, a raiz de estas

interacciones, se forman las manchas observadas en las cromatoplacas.

Cabe sefialar que los compuestos halogenados se pueden visualizar en luz
ultravioleta debido a la formacién de haluros de plata, un ejemplo de lo mencionado son
los compuestos sintéticos piretroides como la permetrina que contiene atomos de cloro
y la deltametrina 4tomos de bromuro. Cuando estos se irradian en luz UV en
compuestos formados como el cloruro de plata y el bromuro de plata se oscurecen y
finalmente se vuelven negros, esto concuerda con las manchas negras detectadas en
las cromatoplacas de tomillo y orégano las cuales son un indicador de presencia de un
pesticida sintético piretroide. Sin embargo, en el caso de la formacion del fluoruro de
plata, las manchas se oscurecen y permanecen de color amarillo parduzco que
concuerda con la leve mancha observada en la cromatoplaca de la albahaca la cual es
un indicador de presencia de Bifentrina la cual contiene atomos de Fltor y Cloro como

sustituyentes de haluros de alquilo (Sciutto et al., 2017).

En el estandar de la bifentrina no se observé mancha alguna, esto pudo deberse a
que la solucién del estandar estaba muy diluida y como regla general segun estudios
previos aproximadamente 10 mg de un compuesto en 1 ml de solvente permite una

mejor visualizacién en cuanto a tamafio y coloracion de la mancha (Sciutto et al., 2017).
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3.2.2 Anaélisis de resultados de identificaciéon de la bifentrina mediante

Espectrofotometria UV-Vis

Se profundizé este analisis para confirmar la presencia del pesticida mediante los
espectrogramas de la figura 3-1 que fueron obtenidos a partir del estudio: “Elaboracion
de bioproductos de aplicacibn en la agricultura, salud, alimentos e industria”
desarrollado en paralelo en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
(CIBE). En el espectrograma de la albahaca se pudo observar un pico (nivel de
absorbancia) que recayé en una longitud de onda cercana al de bifentrina, 254 nm. Sin
embargo, se puede observar también la presencia de otros picos adyacentes al del
caracteristico de la bifentrina lo que evidencia interferencias en el extracto que abarcan
un amplio espectro de aceites esenciales, flavonoides, fenoles, lipidos, pigmentos
naturales y azlcares (Rutkowska et al., 2018). Este comportamiento se replicd en los
espectros de tomillo y orégano, con leves picos en el rango UV de 200 — 300 nm en el

barrido de longitud de onda hasta los 700 nm y que no son representativos de bifentrina.

En relacion con el recorrido de la muestra del tomillo, el nivel de absorbancia en su
espectrograma UV no confirmé la presencia del pesticida en su longitud de onda
caracteristico. Por otra parte, en la muestra del orégano, su espectrograma mostré un
nivel de absorbancia mayor que las otras dos muestras, sin embargo, este tampoco fue
representativo para confirmar cualitativamente la presencia de bifentrina (Kumar Jayaraj
et al., 2016).

En tal caso, esto implica la necesidad de un andlisis con mayor sensibilidad que
Unicamente lo puede proveer una cromatografia de gases acoplado a la espectrometria
de masas tandem (GC-MS/MS).

Cuanto mas individuales sean las piezas de informacion de la sustancia de interés,
es decir, grupos sustituyentes especificos, usando un sistema de solventes apropiados
mas se indica su presencia. Sin embargo, toda esta evidencia no es una confirmacion
de identidad. Esto significa que, a diferencia de un método espectrométrico, el método

de deteccién de cromatografia no puede emplearse para una identificacién inequivoca
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de compuestos, solo pueden proporcionar indicaciones mas o menos definidas para la

caracterizacion de las sustancias por separado.

3.2.3 Analisis resultados de identificacion de bifentrina mediante GC -

MS/MS desarrollados en el laboratorio externo

En los resultados del laboratorio externo para la identificacién de la bifentrina en las
matrices de plantas medicinales por la metodologia GC-MS/MS se detecté la presencia
leve de bifentrina en la albahaca en una concentracién de 0.02 mg/kg, superior al limite
de cuantificacion establecido por la AS Accreditation Criteria for Testing Laboratories y
la norma ISO/IEC 17025:2017, sin embargo, se encuentra por debajo del limite maximo
residual permitido por las entidades de control. En cambio, las muestras de tomillo y
orégano denotaron la ausencia del pesticida con una concentracion menor al 0.01
mg/kg. La técnica empleada por el laboratorio para la identificacién fue la cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masa tandem donde se obtuvo una

confirmacion de la presencia del pesticida.

A raiz de esta caracterizacidn, se realiz6 una comparacion entre las 3 estrategias de

deteccién empleadas y que se muestran en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Cuadro comparativo entre las 3 metodologias de identificacion de bifentrina

Cromatografia TLC

Espectrofotometria

Analisis externo

Ocimum basilicum | Ausencia Ausencia Presencia: 0,020 mg/kg
Thymus Vulgaris Ausencia Ausencia Ausencia: <0,010 mg/kg
Origanum vulgare | Ausencia Ausencia Ausencia: <0,010 mg/kg
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e Al término de este proyecto se establecié un protocolo experimental de
extraccion para la identificacion cualitativa de bifentrina empleando técnicas
referidas para pesticidas organoclorados con las especies Origanum vulgare,

Ocimum basilicum y Thymus vulgaris

e Se observaron manchas negras caracteristicas de presencia de sintéticos
piretroides en las cromatoplacas (TLC) de orégano, tomillo y albahaca en

diferentes recorridos.

e Lapresenciade las manchas corresponderian a otros compuestos que contienen
grupos de haluros alquilo y reaccionan con el nitrato de plata y luz ultravioleta

formando haluros de plata dando el color caracteristico.

e Las técnicas empleadas en equipos de espectrofotometria y GC-MS/MS a las
muestras en estudio, determinaron la presencia de bifentrina en albahaca en
limites inferiores a lo permitido por los entes regulatorios, y ausencia en el

orégano y tomillo.

e Las muestras del tomillo y orégano cumplen con el rango establecido por la
Accreditation Criteria for Testing Laboratories e ISO/IEC Standard 17025:2017
para la bifentrina (0.010 mg/kg).

e Las muestras estdn aptas para ser empleadas como materia prima para el

desarrollo de bioproductos en distintas aplicaciones como el control de

patégenos en campo.
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e Por lo antes expuesto, la técnica cromatogréafica TLC se podria establecer como

un método rapido de deteccion en comparacion con la técnica de GC-MS/MS.

4.2 Recomendaciones

Se sugiere continuar con el procedimiento de extraccién solido — liquido para

eliminar las interferencias procedentes de la extraccion liquido liquido.

Se recomienda rotoevaporar como procedimiento posterior a la extraccion liquido
— liquido para eliminar el exceso de solvente que pudiese interferir en la

caracterizacion de los pesticidas.
Se sugiere que la placa cromatografica se seque por completo luego de la adicion

de la solucién de Nitrato de plata para evitar inconvenientes por interferencias en el

recorrido de los extractos con el eluyente.
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APENDICES

APENDICE A. DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA IMPLEMENTADO
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APENDICE B. FOTOS EXPERMENTACION

Figura B.7 Inicio del proceso de Filtracion de las muestras
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Figura B.8 Inicio del proceso de Extraccion Liquido - Liquido

Figura B.9 Extraccion Liquido - Liquido por agotamiento

Figura B.10 Extraccion Figura B.11 Extraccion Figura B.12 Extraccion
Liquido - Liquido de Liquido - Liquido del Liquido - Liquido del
Albahaca. tomillo orégano
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APENDICE C. INFORME DE RESULTADOS DE LABORATORIO EXTERNO

—
o8
Ne de Referencia AL-22/009108 Qualyterra Cliente BORRERO ARIAS NOHELYA
CRISTINA

Andlisis GC-US-0103 (Bifenthrin) AGQUSA
Tipo Muestra: ALBAHACA 17/01/2022 Contrato: 22172920-a
Fecha Inicio 25/01/2022 27/01/2022 Cliente 32(%): —
Descripcién(®) ALBAHACA
Fecha/Hora 17/01/2022 Muestreado por Cliente ()
Muestreo

Hemos detectado los siguientes resultados iguales o superiores al LC.Resumen de cumplimiento de LMR se obtiene por los datos suministrados

porbcglobal.bryantchristie.com (Servicio suministrado B&C)

Pardmetrc Resultad Ur us UE ox cA cN
Bifentrina 0,020 meg/kg 0,050 0,020 N/L 0,100 0,050
LMR's en rojo: Los resultados (sin aplicar incertidumbre) superan el LMR establecido por legislacion. N/L (No Legislado): LMR especifico no establecido
para esta materia activa. Los LMR cambian frecuentemente y por tanto la informacién puede estar obsoleta. Aunque esta informacion se actualiza
peribdicamente, indicamos que la informacién aqui contenida sélo pretende ser una referencia inical y que no hay garantia de que la informacién

sobre LMRs no este exenta de errores

Los Resultados emitidos en este informe, no han sido corregidos con factores de recuperacién. Siguiendo el protocolo recogido en nuestro manual de
calidad, AGQ guardard bajo condiciones controladas la muestra durante un periodo determinado después de la finalizacon del andlisis. Una vez
transcurrido  este  periodo, la muestra serd eliminada. Si desea informacién adicional o cualquier aclaracién, no dude en ponerse en contacto con
nosotros.

RESULTADOS ANALITICOS

PNT: PE-674_Q_AL_CG Técnica: Cromatog CG/MS-MS Unidades: mg/kg Incert: + 40 %

Pardmetro Lc Pardmetro Resultado Lc Paran Resultado Lc

Bifentrina 0,020 0,010

Nota: LC.: Limite de Cuantificacién. SP: solo parental. Los Resultados de este informe solo afectan a la muestra tal como es recibida en el laboratorio.

ACCREDITED
Ne de Referencia AL-22/009107 Registrada en Qualyterra Cliente (*) BORRERO ARIAS NOHELYA
CRISTINA

Andlisis: GC-US-0103 (Bifenthrin) Centro Analisis: AGQ USA

Tipo Muestra: TOMILLO Fecha Recepcion: 17/01/2022 Contrato: 22172920-a

Fecha Inicio: 25/01/2022 Fecha Fin 27/01/2022 Cliente 32(7); -

Descripcion(*) TOMILLO

Fecha/Hora 17/01/2022 Muestreado por. Cliente (%)

Muestreo:

No se han iguales o al LC en la Muestra Analizada.

RESULTADOS ANALITICOS

PNT: PE-674_Q_AL_CG Técnica: Cromatog CG/MS-MS Unidades: mg/kg Incert: + 40 %
Pardmetro Resultado Lc Pardmetro Resultado Lc Pardmetro Resultado Lc
Bifentrina <0,010 0,010
Nota: LC.. Limite de Cuantificacién. SP: sélo parental. Los Resultados de este informe solo afectan a la muestra tal como es recibida en el laboratorio.
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INFORME DE ENSAYO

ﬁAGQLabs

N¢ de Referencia:

AL-22/009100

Registrada en

Qualyterra

liente () BORRERO ARIAS NOHELYA

CRISTINA
Andlisis. GC-US-0103 (Bifenthrin) Centro Analisis: AGQ USA
Tipo Muestra: OREGANO Fecha Recepcion 17/01/2022 Contrato 22172920-a
Fecha Inicio; 25/01/2022 Fecha Fin 27/01/2022 Cliente 32(): -
Descripcion(®) OREGANO
Fecha/Hora 17/01/2022 Muestreado por Cliente (*)
Muestreo:
No se han iguales o sup al LC en la Muestra Analizada.
Los Resultados emitidos en este informe, no han sido corregidos con factores de recuperacion. Siguiendo el protocolo recogido en nuestro manual de
calidad, AGQ guardarda bajo condiciones controladas la muestra durante un periodo determinado después de la finalizacion del andlisis. Una vez
transcurrido  este periodo, la muestra serd eliminada. Si desea informacion adicional o cualquier aclaracion, no dude en ponerse en contacto con
nosotros.

RESULTADOS ANALITICOS

PNT: PE-674_Q_AL_CG Técnica: Cromatog CG/MS-MS Unidades: mg/kg Incert: £40 %
Pardmetro Resultado LC Pardmetro Resultado LC Parametro Resultado LC
Bifentrina <0,010 0,010
Nota: LC: Lmite de Cuantificacién. SP: sélo parental. Los Resultados de este informe solo afectan a la muestra tal como es recibida en el laboratorio.
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