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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles residuales de pesticidas organoclorados que pueda estar

presente en camarones (Litopenaeus vannamei) de produccién acuicola.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Optimizar el método de extraccion para la determinacion de los pesticidas

organoclorados de interés, por medio de fase soélida dispersiva QUECHERS.

= Establecer las condiciones de operacion técnica de cromatografia de gases
GC-ECD vy verificar que el método de analisis desarrollado sea confiable a
través de pruebas de control de calidad (pruebas de linealidad, duplicados,

exactitud y pruebas interlaboratorio).

= Cuantificar la presencia de los compuestos OC de estudio en los

camarones de acuacultura de zona de Puerto Bolivar y Huaquillas.

» Evaluar los resultados y comparar con las normativas nacionales e
internacionales.

FCNM Xl ESPOL



INTRODUCCION

La Seguridad Alimentaria se ha convertido en una de las principales
preocupaciones a nivel nacional e internacional, siendo la inocuidad de los

alimentos un pilar fundamental.

Segun el Codex Alimentarius un alimento es considerado inocuo cuando
esté presente la garantia de que no causara dafio al consumidor cuando el

mismo sea preparado o ingerido, de acuerdo al uso que se destine.

Los alimentos pueden contaminarse en cualquier eslabon de la cadena
alimentaria que va desde la produccién hasta el consumo, ya sea porque
puede contener organismos 0 sustancias peligrosas, que formen parte del
mismo o hayan sido introducidas, a estos se los denominan agentes quimicos
de riesgo, entre las sustancias quimicas que plantean mas riesgo para la salud
tenemos las toxina naturales y los contaminantes organicos persistentes como

las dioxinas, PCBs, y los pesticidas organoclorados.

Los pesticidas organoclorados (OC) son compuestos quimicos muy
persistentes en el medio ambiente acumuldndose en el agua y en los
sedimentos, esto se debe a su estructura molecular, presentando una
solubilidad baja en el agua y alta en lipidos, lo cual permite que estas
moléculas atraviesen la estructura fosfolipidica de las membranas biologicas y

asi acumularse en los depdsitos de grasa de los organismos vivos [1].

Algunos OC son considerados altamente peligrosos por su alto grado de
toxicidad y su persistencia, estos pertenecen al grupo de contaminantes

organicos persistentes (COPs) junto con los PCBs y Dioxinas [2].

El camardn de acuicultura no esta excepto de esta posible contaminacion, ya

que este podria estar expuesto a una gran diversidad de elementos que

FCNM X ESPOL



afectan la inocuidad y la calidad comercial del producto, entre estos se
encuentran el agua y suelos (sedimentos) que podrian ser contaminados con
pesticidas organoclorados, metales pesados (mercurio, cadmio, entre otros), o
con patégenos derivados de descargas de zonas agricolas, urbanas o
industriales que hacen que los cultivos de camardn reproducidos en este tipo
de medio sean altamente susceptibles de producir camarén con agentes
peligrosos como lo organoclorados,[6] que no de controlarse, representaria
una serie de amenaza a la salud de las personas que los consume en el
mercado nacional e internacional debido a que estos pueden persistir en el

ambiente durante muchos afios después de haber sido utilizados.

El uso de pesticidas organoclorados COPs estan prohibido en el Ecuador
desde el afio 1985 segun acuerdo ministerial 242, el uso de estos pesticidas
antes de su prohibiciobn trajo como consecuencia, la contaminacion de
alimentos de la canasta familiar (lechuga, cebolla de rama, limén, agua potable)
contaminacion en leche materna, y contaminacién de algunas matrices
ambientales. Después de su prohibicion se encontré presencia de residuos de
pesticidas organoclorados COPs en cantidades poco representativas en

diferentes matrices ambientales de zonas del Ecuador [3].

En el pais existe pocos estudios sobre la determinacion de residuos de
pesticidas organoclorados en camaron (Litopenaeus vannamei) de acuicultura,
sin embargo hay algunos estudio realizados en paises como México, Colombia
entre otros, donde se han determinado presencia en concentraciones bajas que
no sobre pasan los limites permitidos que puedan representar un riesgo para la

salud humana [15].

En Ecuador se han realizados estudios en otras matrices diferentes a la
pesquera, asi en el los afios 80, se han realizado varios estudios de
residualidad de plaguicidas clorados COPs en matrices ambientales de aguas,
suelos y sedimentos, asi como en leche materna y ciertos alimentos de la
canasta basica (Fernandez y Lopez, 1985; Santacruz, 1985) [5]. Asi también en

el aflo 2000 a través del proyecto Taura, Fundacyt 2000, se realizd una

FCNM Xiv ESPOL



evaluaciéon sobre la reduccion de la concentraciéon de varios contaminantes,

entre ellos algunos plaguicidas COPs [5] [15].

La presente investigacion con el proposito de evaluar los niveles
residuales de pesticidas organoclorados que puedan estar presentes en el
camardn de acuacultura, realiza la identificacion y cuantificacion de los
pesticidas organoclorados, Beta-HCH, aldrin, 4,4 DDE, Dieldrin, Endrin, B-
endosulfan, 4,4 DDT, Heptacloro, y Metoxicloro, en camarones de produccion
acuicola de las zonas de Puerto Bolivar y Huaquillas de la provincia del Oro, la
misma que servira de linea base para la investigacion sobre la contaminacion
de residuos de pesticidas y la elaboracion de un procedimiento que sirve para

determinacion de los mismos.

Para el analisis de residuos de pesticidas organoclorados se utilizé la
metodologia multiresiduo, para la cual se mostré que el método es confiable a
través de la realizacién de pruebas de control de calidad como pruebas de
linealidad de la curva, duplicados, exactitud y pruebas interlaboratorio con

organismos exteriores como Fapas, lo cual garantiza la fiabilidad de los datos.

El método de extraccion QUECHERS fue usado para la determinacién de
pesticidas, el cual consiste en una extraccion basada en el reparto de los
analitos entre una fase acuosa y un disolvente, seguido de un paso de
purificacion de la fase organica mediante un proceso de dispersion, utilizando
como solvente organico acetonitrilo acidificado al 1% con &cido acético.

La identificacion y cuantificacion de los pesticidas fue a través de
cromatografia de gases (GC) usando como detector captura de electrones
(ECD).

De las muestras evaluadas el 82% fueron no detectables y el 18% se

detectaron areas pequefias, las cuales dieron concentraciones de residuos por

debajo de 10 ppb. Para las normativas nacionales e internacionales
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Debido a la persistencia en el ambiente que presentan estos compuestos
en la dispersion de los mismos en la atmoésfera y por considerarse
bioacumulables en los productos pesqueros y acuicolas, cada vez es mas
importante para los consumidores, productores y autoridades responsables del
control de calidad de estos productos realizar el seguimiento de la presencia de
residuos de pesticidas organoclorados en los diferentes ecosistemas sujetos a

la influencia del hombre [1].
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Evaluacion de los Niveles Residuales de Pesticidas Organoclorados Manejo Integral de
en Camarones (Litopenaeus vannamei) de Produccién Acuicola Laboratorios de desarrollo

CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades del camardn

Los camarones son animales invertebrados pertenecientes al grupo de
los crustaceos, crecen por medio de mudas sucesivas a lo largo de su ciclo de

vida, y presentan metamorfosis durante su primera fase de vida.

El camardn de acuacultura se crian en grandes estanques, que suelen ser de
por lo menos un metro de profundidad este puede situarse sobre una laguna
de inundacion natural, sobre un &area de cultivo de arroz en parcelas inundadas
u otras tierras agricolas apropiadas, en planicies salinas costeras o0 en sitios

excavados luego de talar artificialmente un manglar.

Existen algunas especies de camarones marinos utilizadas para el propdsito
de cultivo en algunos paises, entre las principales especies capturadas en
Ecuador se encuentra la especie Litopenaeus vannamei la cual es considerada
de mayor importancia comercial, debido a su adaptacion en el cultivo. Presenta
un tamafio medio es de 25 cm de longitud total, se distribuye desde
Esmeraldas hasta Puerto Bolivar [2].

FCNM CAPITULO I - pdg. 1 ESPOL



Evaluacion de los Niveles Residuales de Pesticidas Organoclorados Manejo Integral de
en Camarones (Litopenaeus vannamei) de Produccién Acuicola Laboratorios de desarrollo

1.1.1. Identificacién taxondmica del camardn
(Litopenaeus vannamei)

Nombre comdn Espafiol: Camaron Patiblanco o Camaron Blanco
Inglés:  White Shrimp

. Penaeidae

Familia

Malacostraca
Clase

Litopenaeus
Genero P

. Vannamei

Especie

Figura 1.1 Camarén Blanco Penaeus Vannamei
Fuente: Catalogo Crustdceos de Mayor Importancia Comercial en el Ecuador. Instituto Nacional
de pesca [4].

1.1.2 Valor nutricional del camarén

Desde el punto de vista nutricional, el camarén es un alimento alto en
proteinas, bajo en grasa saturadas y calorias, es también una fuente rica de
vitamina B12, selenio, acidos grasos altamente insaturados tipo omega-2 y

astaxantina que es un potente antioxidante natural [5].

A pesar de contener estos parametros nutricionales con lo que se podria
considerar al camarén como un alimento saludable para la salud existe
resistencia a su consumo debido a su alto contenido de colesterol,
considerandolo como un alimento que se debe evitar ingerir en caso de
enfermedades cardiovasculares, olvidandose de los beneficios asociados los
cuales engloban el efecto combinado de todos los nutrientes presentes,

incluyendo las proteinas, minerales y carotenoides.

El valor nutricional puede variar de acuerdo a la alimentacién, ubicacién
geografica, especies y edad, en analisis realizados [6] para la determinacién

nutrientes en el musculo de camardn Penaeus se encontrd que las tres cuartas
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partes de la porcion comestibles es decir el 75% esta constituido por agua y el

80% de la porcion restante (materia seca) es proteina, Tabla 1.1.

Tabla 1. 1 Principales Nutrientes en el Camarén por 100 g de porcidon comestible.

NUTRIENTES CANTIDAD UNIDADES

PROTEINA 19.4 Gramos

LIPIDOS 1.15 Gramos

AGUA 76.2 Gramos
ENERGIA 89.0 Kcal
COLESTEROL 172 Mg
Ac. DOCOSAHEXAENOICO(DHA) 75,5 Mg
Ac. EICOSAPENTAENOICO(EPA) 112.0 Mg
FOSFORO 202.4 Mg
POTASIO 259.6 Mg
SODIO 176.1 Mg
SELENIO 44.0 Mg

Fuente: Revista Aquacultura edicién # 106. 2015 [5]

1.2 Acuacultura

La acuicultura es la técnica de cultivo de organismos acuaticos los cuales
incluyen las especies de peces, crustaceos (camarones), moluscos, anfibios y
reptiles, invertebrados acuaticos y algas marinas y de agua dulce, se calcula
gue se crian mas de 600 especies acuaticas en todo el mundo en diversos

sistemas e instalaciones de cultivo [7].

Esta actividad se mantiene como uno de los sectores de produccién de
alimentos de mas rapido crecimiento en las ultimas tres décadas, tendiendo a
ta nivelarse a la produccion de la pesca de captura en lo que se refiere a la

alimentacion de la poblacién en el mundo, siendo asi que se cree que en los
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préoximos diez afios la acuicultura junto con la pesca de captura superara a la

de carne de vacuno, porcino y aves de corral [8].

La produccion acuicola ha progresado con la ayuda de la innovacion
tecnologica para satisfacer las necesidades cambiantes de una poblacién cada
vez mayor [2] [8]. La tecnologia utilizada puede variar desde la mas sencilla
como es la de los estanques familiares en los paises tropicales, y otros de mas
alta tecnologia como los sistemas cerrados de produccion intensiva para
exportacion [7].

El cultivo de camaron es una de las producciones que mas se han
incrementado en la década de los 80 y 90, entre 1999 y 2004 la produccioén del
camarén cultivado se duplicd, pasando de aproximadamente 1 millbn de
toneladas a unos 2 millones de toneladas segun estimaciones Shrimp News
International, 2004 [8].

En Ecuador el cultivo de camardn es la principal actividad camaronera y esta
domina por el camaron Blanco Litopenaeus vannamei y se inicio en 1968
desarrollandose principalmente a lo largo de la linea costera, en salitrales,
manglares y tierras altas, siendo Santa Rosa de la Provincia del Oro la principal

zona camaronera [9].

En la década 70 se expandi6 en las provincias de Guayas y el Oro en donde la
disponibilidad de salitrales y la abundancia de postlarvas en la zona, hicieron

de esta actividad un negocio rentable [10].

A mediado de los afios 90 la produccion siguié avanzando con la creacién de
nuevas empacadoras, laboratorios de larvas y fabricas de alimentos
balanceados y también industrias productoras de insumos para la actividad

acuicola.

En mayo de 1999 el cultivo de camaron fue afectado en su produccion debido a
gue este fue atacado por la enfermedad del virus de la Mancha Blanca lo cual
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produjo un grave impacto en la economia del pais reduciendo las plazas de

trabajo.

En el 2000 la produccién se redujo un 20% debido a que el sector no se
recuperaba del virus de la mancha blanca y solo unas 1200 fincas decidieron
continuar con la actividad productiva. Después de haber superado algunas
adversidades para el afio 2014 el sector cuenta con alrededor de 2000 fincas lo

cual hubo un aumento en la produccion y en las exportaciones [10].

1.2.1 Exportaciones de camaron

Actualmente el crecimiento sostenido de la acuacultura del camarén ha
permitido que sea el segundo producto de exportacion no petrolera segun
estadisticas del Banco central de Ecuador, y la cAmara nacional de acuacultura
reporta una tasa de incremento en las exportaciones entre el 15-25 % durante
el afio 2014 [11]

Entre los mercados de exportacion mas importantes del camaron
ecuatoriano se encuentran el mercado Europeo y Estados Unidos por tradicion,
aunque en los ultimos afios el mercado Asiatico ha tenido un incremento
considerable, el afio 2014 fue el segundo destino de exportacion del camaron
ecuatoriano, lugar que comparte con EEUU, [11] segun la camara nacional de
acuacultura existe la probabilidad que para el 2016 el mercado asiatico se

convierta en el principal destino de las exportaciones nacionales de Camaroén.
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EXportaciones ecuatorianas de camaren

Acumuladas entre enero y noviembre - desde 1996 hasta 2015
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Fuente: Estadisticas Cia. Ltda.

FIGURA 1.2. Exportaciones de camardn del afio 1996-2015
Fuente: Revista de la Cdmara de Acuacultura [14]

1.3. Pesticidas

Los pesticidas o plaguicidas son aquellas sustancias empleadas para
combatir las distintas plagas [11] presentes en los cultivos y en la produccién
agricola. Estas sustancias pueden ser naturales o sintéticas, presentan
diversas caracteristicas y estructuras quimicas las cuales determinan
diferencias en su modo de accion, absorcion, biotransformacion y eliminacion

de los mismos [9].

Asi tenemos aquellas que segun su toxicidad aguda pueden ser
extremadamente, altamente, moderadamente y ligeramente peligrosos, segun
su vida media pueden ser permanentes, persistentes, moderadamente
persistentes y no persistentes, segun su estructura quimica se clasifica en
compuestos Organoclorados, Organofosforados, Carbamatos y los piretroides.
[13].

Los pesticidas se pueden clasificar de diferentes maneras a continuacion se

detallan las mas relevantes:
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1.3.1 Pesticidas Segun su funcion

Se clasifican segun el tipo de organismo sobre el que actian el pesticida para
efectuar su accion, los utilizados con mas frecuencia en la agricultura son los
fungicidas, insecticidas y los herbicidas. A continuacion en tabla 1.2 se detalla

los mas significativos.

Tabla 1. 2 Clasificacion de los Pesticidas seguin el Agente sobre el que actian

PESTICIDAS ORGANISMOS SOBRE LOS QUE
ACTUAN
Insecticidas Insectos y otros Artrépodos
Fungicidas Hongos
Herbicidas Maleza
Acaricidas Acaros
Nematicidas Nematodos — gusanos microscopicos
Bactericidas Microorganismo de tipo bacteriano
Rodenticidas Roedores (ratones )

1.3.2. Segun su estructura quimica

Se pueden clasificar de acuerdo a la compaosicion quimica del principio activo,
cada grupo quimico puede actuar de manera especifica con respecto a la
plaga. A continuacion se detalla los insecticidas ya que estos son los més

numerosos e importantes, ver tabla 1.2.
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Tabla 1.3 Clasificacion de los pesticidas segtin al grupo al que pertenecen

Grupos quimicos Caracteristicas
(insecticidas)

Insecticidas naturales Proceden de sustancias quimicas
naturales(nicotina, rotenona, piretrinas)

Aceites minerales Obtenidos de aceites derivados del
petrdleo

Compuestos de origen Derivados del cobre y del azufre

mineral

Organoclorados Son de amplio espectro, son mas

persistentes que los organofosforados

Presentan diferentes formas de actuacién,

Organofosforados . . .
& afectan el sistema nervioso, de amplio
espectro.
Carbamatos Amplio espectro hay Especificos para
pulgdn, mosca blanca y nematodo.
Actlan por contacto e ingestion
Piretroides

Actuan inhibiendo la formacion de la

inhibidores de la Quitina quitina, alteran el desarrollo del insecto

1.3.3 Segun el modo de accion

Segun el modo de accion se pueden clasificar de la siguiente manera:

Tabla 1.3 Clasificacion de los pesticidas segtin el modo de accién

PESTICIDAS MODO DE ACCION SOBRE EL

PARASITO
Insecticida segln laviade Por contacto, ingestion, inhalacién,
entrada repelente, mixtos, adulterados,
larvicidas, ovicidas.
Fungicidas Preventivos, penetrante, curativos o

sistematicos.
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1.3.4. Segun su peligrosidad

Algunos pesticidas son considerados sustancias o preparados peligrosos por
sus caracteristicas quimicas, los cuales se pueden clasificar segun sus
propiedades fisico-quimicas, sus efectos sobre la salud, y los efectos sobre el

medio ambiente.

Tabla 1.4 Clasificacion de los pesticidas segtin su peligrosidad
CLASIFICACION SEGUN

Explosivos,
Comburente
Inflamables

Extra. Inflamable
Facilmente inflamable

Propiedades fisico-quimica

Muy Téxicos
Toxicos
Nocivos
Corrosivos
Irritantes
Efectos sobre su salud Sensibilizantes
Carcinogénicos
Mutagénicos

Efectos sobre el medio Explosivos
Ambiente(Estas sustancias y
Aerosoles
preparados pueden presentar
un peligro para el medio inflamables Gases Comburentes

ambiente inmediato o futuro)

1.4. Pesticidas organoclorados

Pertenecen al grupo de pesticidas organicos sintéticos, generalmente se los

utiliza como insecticidas, acaricidas especificos, herbicidas y fungicidas [1].

Estos se clasifican de acuerdo a su estructura quimica en:
« Derivados halogenados de hidrocarburos aliciclicos
. Derivados halogenados de Hidrocarburos aromaticos

. Derivados halogenados de hidrocarburos ciclodiénicos
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Todos los organoclorados son considerados sustancias persistentes, que
actuan como veneno del sistema nervioso. Estos son miles de veces mas
solubles en grasa que en agua. Lo cual significa que tienden a acumularse en
tejidos grasos y concentrarse en organismos al tope de la cadena alimenticia
(Bioacumulacion) [2]. Esta persistencia en el ambiente es debido a su
estructura quimica que es muy estable, estos se degradan lentamente bajo
condiciones ambientales extremas, el tiempo promedio de degradacion es 5

anos, el tiempo de persistencia se encuentra entre 5 a 22 anos [1].

Existe un grupo de sustancias de estructura quimica organica o carbonica
gue son sumamente toxicas y perdurables en el medio ambiente estas son los
llamados contaminantes organicos persistentes COPs, estas sustancias
pueden ser pesticidas, o0 pueden generarse involuntariamente como

subproductos de los procesos industriales y de la combustién.

La mayoria de los COPs son compuestos organoclorados los cuales
incluye los siguientes plaguicidas: Aldrin, Clordano, DDT, Endrin,
Hexaclorobenceno (HCB), Heptacloro, Mirex, y Toxafeno, ademas de los
PCBs, Dioxinas y Furanos, incluidos en la lista de contaminante organicos
persistentes (COPs) en el afio 2004, desde ese tiempo hasta la actualidad se
incluidos otros compuestos OC en la lista asi tenemos que en el afio 2009
fueron alfa hexacloro ciclo hexano, beta hexacloro ciclo hexano, lindano—Gama
hexacloro ciclo hexano, clordecona, pentacloro benceno y el endosulfan en el
afno 2011.

En el Ecuador las fuentes predominantes de COPs incluyen la agricultura, la
energia, la industria y el manejo de desechos, por lo que la poblacion en
general puede estar expuesta a la contaminacion a través de diferentes medios

ambientales y a través de la alimentacion. [15]
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1.4.1 Pesticidas considerados en la tesis
Para este estudio fueron objeto de andlisis los siguientes pesticidas

organoclorados:

1.4.1.1 Beta hexaclorociclohexano ([3-HCH)

El hexaclorociclohexano (HCH) conocido también como hexacloruro de
benceno es una sustancia manufacturada esta presente en 8 isbmeros, una de
estas formas es el beta HCH que es el mas persistente, en los suelos esta
persistencia estd determinada por factores ambientales, tales como la accion
microorganismos, el contenido de materia organica, y el agua, puede

permanecer en el aire por mucho tiempo y movilizarse a largas distancia, [16].

Su bioconcentracién es rapida en invertebrados, peces, aves y seres humanos
en comparacién con los otros isémeros, produciéndose bioacumulacion a lo
largo de la cadena alimentaria y produciendo efectos desfavorables
prolongados en el medio acuatico, durante exposiciones prolongadas puede
afectar al sistema nervioso central, a los riflones y al higado siendo una

sustancia posiblemente cancerigena para el ser humano [16].

1

1 =1
1 1

Cl  Beta-HCH
Figura 1.3 Estructura Quimica del Beta HCH

1.4.2. Aldrin y Dieldrin

Es una sustancia sélida, cristalina, inodora, y blanquecina cuando se
encuentra en esta puro, es soluble en compuestos organicos grasas, Yy aceites,
es un compuesto que presenta una volatilidad alta y fuente de emision en la

atmaosfera se debe a su evaporacién en el suelo.
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Las plantas y los animales pueden degradar el aldrin a dieldrin el cual es un
compuesto quimico con estructura similar. El transporte de ambos compuestos
se lo realiza por arrastre por el viento (erosion) y por escurrimientos
superficiales (transponte de sedimentos), los residuos de aldrin vy
principalmente del dieldrin pueden persistir por afios en el suelo, siendo su

persistencia media entre de 4 a 7 afios.

Fueron usados como insecticidas desde su fabricacion en los afios cincuenta
hasta la década de los setenta que fue prohibida su fabricacion y su uso por
considerarse una sustancia peligrosa para la salud y el medio ambiente, estos
compuestos son estan incluidos en la lista de compuestos organicos

persistentes (COPs) dentro del convenio de Estocolmo [3]

cl H cl
cl H H ¢l
o
Cl H H Cl
cl H Cl
ALDRIN DIELDRIN

Figura 1. 4 Estructura Quimica del Aldrin y Dieldrin

1.41.3 DDT Y DDE

ElI DDT (dicloro difenil tricloroetano) es un sdlido blanco cristalino sin olor
o sabor es un insecticida muy soluble en grasas y en compuesto organico e

insoluble en agua, es bioacumulable a lo largo de la cadena alimentaria.

FCNM CAPITULO I - pdg. 12 ESPOL



Evaluacion de los Niveles Residuales de Pesticidas Organoclorados Manejo Integral de
en Camarones (Litopenaeus vannamei) de Produccién Acuicola Laboratorios de desarrollo

El DDE (dicloro difenil dicloroetileno) es el metabolito principal de la
degradacion del DDT, se acumula en tejidos grasos de peces, aves y en

plantas.

El DDT y sus metabolitos son persistentes en el medio ambiente pueden
permanecer en el suelo principalmente en las capas superficiales, pueden
entrar al aire a través de la evaporacion del agua y suelos contaminados
depositdndose en otros lugares, razon por la cual es transportado a largas
distancias en la atmésfera,[17], fue usado intensamente en la década de los 40
en la agricultura para controlar plagas de insectos, y especificamente para

erradicar el mosquito Anofeles portador de la malaria.

En EEUU en el afio 1972 fue prohibido su uso por causar dafio a la vida
silvestre, y esta incluido en la lista de compuestos organicos persistentes
(COPs) dentro del convenio de Estocolmo. En Ecuador fue usado para
combatir tradicionalmente la malaria y en aplicaciones introdomiciliarias desde
1957 hasta 1999 [3].

H
cm3 ' V.
// \>_[‘ — \/ DDE
; \;—“'/
HCCI,

Figura 1.5 Estructura Quimica del DDT Y DDE

1.4.1.4 Endrin

Pertenece al grupo de los compuestos organicos persistentes, es un insecticida
muy toxico es utilizado para combatir una gran diversidad de plagas agricolas,
como el maiz, cafia de azucar, arroz, algodon entre otros, también es utilizado
como raticida. Su forma de presentacion puede ser en polvo, granulos, pastas,

y como concentrado emulsificante [10].
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La aplicacion directa de este pesticida en los cultivos ocasiona que este se
concentre en los suelos, siendo su persistencia por mas de 10 afos, puede
penetrar en el aire a través de la volatilizacion y contaminar las aguas
superficiales por el escurrimiento del suelo. Es muy toxico para los organismos

acuaticos produciendo una bioacumulacion en peces y en productos marinos.

La degradacion se puede producir a altas temperaturas de 220°C a la luz,

donde se forma cetona de endrina y aldehido de endrina. [18].

1

1

1

Endrin

Figura 1.6 Estructura Quimica del Endrin

1.4.1.5 Betaendosulfan

El beta-endosulfan junto con el alfa-endosulfan es isémeros del endosulfan, el
cual es un sodlido cristalino de color marrén estable a la luz solar pero inestable
en medios alcalinos, debido a sus propiedades toxicas y persistentes fue
incluido en el afio 2011 en la lista de compuestos organicos persistentes COPs
dentro del convenio de Estocolmo, de sus isémeros el Beta endosulfan es el
mas estable.[19].

Figura 1.7 Estructura Quimica del Beta-Endosulfan

1.4.1.6 Heptacloro
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El Heptacloro y su epoxido (epoxido de Heptacloro) se presenta en
forma de polvo blanco, es estable en presencia de luz, aire, humedad y calor
moderado hasta 160° C, son sumamente persistentes en los suelos y no son
excesivamente moviles caracteristica por lo cual se los considera un riesgos de

contaminacion de las aguas subterraneas con el tiempo [11].

Es casi insoluble en el agua y se introduce en aguas superficiales
principalmente como resultado de la deriva y de la escorrentias [27]. Presenta

tendencia de bioacumulacion en organismos acuéaticos.

cl
|
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Figura 1. 8 Estructura Quimica del Heptacloro
1.4.1.7 Metoxicloro

Es un sustancia quimica de la familia de los clorados se usa para
controlar insectos, es eficaz para controlar insectos como moscas, mosquitos,
cucaracha y una variedad de otros insectos. Se puede acumular en ciertos
organismos por ejemplo, algas, caracoles, almejas y algunos peces y otros

animales.

La mayor parte del metoxicloro que ingresa en medio ambiente es
consecuencia del uso para matar los insectos, siendo mas alta su

concentracion en el medio en épocas de invierno. [20].

Cl
Cl Cl

oaeW

Figura 1-2 Estructura Quimica del Metoxicloro
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1.5. Disposiciones legales relacionadas con COPs.

Debido a la toxicidad que presentan los pesticidas organoclorados y
especial aquellos pertenecientes al grupo de los contaminantes orgénicos
persistentes COPs, su presencia en el medio ambiente, y por ello su
fabricacion, comercializacion y empleo estan reguladas por la leyes nacionales
e internacionales. En Ecuador segun el acuerdo Ministerial No 0112.- publicado
en el Registro Oficial No 64 con fecha 12-Noviembre de 1992 los pesticidas
COPs estan prohibido por ser nocivos para la salud [3.

La constitucion de la Republica del Ecuador, establece en articulo 14
principios y derechos de la poblacibn a vivir en un ambiente sano y
ecologicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir [21],
para lo que se han firmado algunos convenios internacionales con el objetivo
proteger la salud humana y el medio ambiente las cuales constituyen normas
nacionales. El Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos
Persistentes es un tratado internacional que se firmo en mayo del 2001,
siendo ratificado por Ecuador el 7 junio del 2004, este convenio contempla
medidas que permitan eliminar, y cuando esto no sea posible, reducir las

emisiones y las descargas de estos contaminantes [19].

La Union Europea en el reglamento 396/2005 establece las cantidades
maximas autorizadas de residuos de plaguicidas que pueden encontrarse en
los productos de origen animal o vegetal destinado al consumo humano o
vegetal [21], asi también indica para aquellos productos que no se ha
establecido el limite maximo residual (LMR), o no estan autorizados su uso se

ha establecido un limite general por defecto de 0,01 mg/Kg.

La Normativa Ecuatoriana NTE INEN 456 — 2013 (primera revision)
referente a los requisitos para camarones o langostinos congelados, establece

LMR de 0.200 y 0.015 mg/Kg para ciertos organoclorados.

1.5.1 Normativas referente a los residuos de pesticidas
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Las cantidades maximas de residuos de pesticidas presentes en ciertos
productos, se encuentra regulada por distintas normativas con las que
sepretende garantizar la inocuidad de los alimentos fijando los limites maximos
de residuos (LMR) que no presenten riesgo para la salud y el medio ambiente.
La Directiva Europea (CE) y el Codex alimentario no presentan limites maximos
de residuos (LMR) de pesticidas COPs para productos camardn o crustaceos,
pero presentan limites maximos de compuestos organoclorados en la
alimentacion animal, lo cual incluye algun pienso para animales acuaticos.

Andlisis de residuos de pesticidas organoclorados.

El andlisis de residuos de pesticidas organoclorados se lo realiza por
cromatografia de gases (GC), la muestra no se puede introducir directamente
en el sistema cromatografico debido a su complejidad, ya que estas pueden
presentarse muy diluidas o ser incompatibles con el sistema cromatografico,
para lo cual es necesario realizar algunas fases previas que ayudaran a
preparar la muestra de forma adecuada para una mejor identificacion del

andlito que se requiere analizar [19].

Estas fases son muy importantes ya que de ellas depende en gran parte

el éxito de los analisis, y comprenden las siguientes etapas:

Recepcidén y tratamiento de muestra: Todas las muestras que se reciben en
el laboratorio deben contener informacion sobre origen de las muestras, el
analisis requerido y los posible peligros que puedan contener la manipulacién
de la muestra en cuestién, para el tratamiento de las muestras y el
submuestreo se requiere se utilice procedimientos donde indiquen la

preservacion de las mismas para evitar cualquier tipo de contaminacion [22].

2. Extraccion de Pesticidas: En la determinacién de residuos de pesticidas se
aplica una primera fase que consiste en la extraccion de los pesticidas
presentes en la muestra, esta se realiza utilizando solventes organicos en lo
que sean solubles los pesticidas que se van identificar, entre los solventes

usados tenemos el benceno, diclorometano, acetona, y acetonitrilo [18].
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Entre las técnicas de extraccion mas utilizadas en los andlisis de residuos de
pesticidas se puede encontrar: Extraccion de particion o liquido-liquido, también
llamada extraccion con disolventes y Extraccion en fase solida (SPE) o de

adsorcion

2. Clean-UP: En esta fase se elimina una serie de compuestos coextraidos en
el extracto obtenido ya que estos interfieren en la determinacion, es necesario
eliminar materiales de la matriz no deseados para obtener cromatogramas mas

limpios.
4. Determinacion /Separacién

La técnica cromatografica mas utilizada en la determinacion de residuos de
pesticidas organoclorados es la cromatografia de gases. Entre las ventajas que
esta técnica presenta se encuentra su alta sensibilidad, posee una deteccion
selectiva, una elevada eficiencia en la separacion, analisis rapido, versatil, y se

utiliza pequefas cantidades de muestras para efectuar el analisis [18].

1.6.1. Analisis multi-residuos (MMR)

El método multi-residuos permite la identificacidén y cuantificacion de un

amplio rango de pesticidas, asi como algunos metabolitos simultdneamente.

La extraccion de residuos de pesticidas con técnicas de extraccion clasica o
con las utilizadas en los ultimos tiempos las cuales requieren el uso de menos
disolventes organicos, conlleva un conjunto de pasos a realizar lo cual requiere
tiempo, exposicion del analista a solventes peligrosos y elevado costo de
reactivos, para evitar estos inconveniente cada vez mas se estan desarrollando
meétodos basados en modelos de multi — residuo como los QUECHERS (Quick,

Easy, Cheap, Effective Rugged Safe).

Actualmente muchas muestras de diferentes tipos de matriz aplican este

analisis multiresiduo el cual consiste en una extraccién basada en el reparto de
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los analitos entre una fase acuosa y solvente que generalmente es acetonitrilo,
seguido de una limpieza o purificacion de la fase organica a través de un

proceso de dispersion en fase solida [17].

Entre las ventajas que presenta este método de extraccion podemos indicar
gue es un método de extraccion analitica rapido, efectivo, facil de reproducir, y
con un consumo bajo de solventes no clorados, lo que lo hace mas seguro
minimizando el nimero de pasos proporcionando resultados satisfactorias para

una amplia gama de compuestos [17].

1.7. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) se fundamenta en que las muestras se
separan mediante un proceso de distribucion entre una fase estacionaria y fase

movil por adsorcion particion o combinacién de ambos [23].

Existen dos tipos de cromatografia: la cromatografia gas-solido (GSC) y
la cromatografia gas-liqguido (GLC), la méas utilizada es la cromatografia gas-
liguido y se la denomina cromatografia de gases (GC), esta consiste en la
separacion de los analitos por su diferencia de particion entre una fase moévil

gaseosa Yy una fase liquida estacionaria.

El instrumento utilizado en andlisis por cromatografia de gases es el
Cromatografo de gases, el cual es muy especifico para la determinacion de

compuestos organicos, este consta de las siguientes partes:

1. Fase movil: En esta fase el gas portador es un gas inerte de alta pureza
como el Helio, Argon, Nitrégeno, el cual lleva las moléculas del analito a
través de la columna, la eleccién del tipo de gas a utilizar depende del tipo de
detector que se use.

2. Sistema de inyeccion: Aqui se introduce la muestra en la corriente del gas
portador, el inyector es una camara que se encuentra situada a la entrada de la
columna y es calentada independientemente de la columna, la temperatura de

inyeccion debe ser de 10° a 50°C mayor a la temperatura de la columna. La
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muestra es inyectada usando una micro jeringa con volumenes de muestras
desde 0.1-10 ul para liquidos y gases 0.5-5 mL, a través de un septum de
goma de silicona auto sellante a un linear donde es vaporizada y expulsada

hacia la columna [24] [27].

Existe algunas formas de inyeccion de muestras, el mas comun es el de
inyeccion directa, también se encuentra la inyeccion en columnas empacadas y
la inyeccion en columnas capilares, la diferencia entre las técnicas de inyeccion

de las columnas capilares tenemos:

“Split” : La muestra vaporizada y el flujo del gas portador que pasa por el
inyector se divide en dos partes, la primera es introducida en la columnay la
otra se expulsa del inyector por la valvula Split , la cual sirve para regular el

flujo de gas que es introducido en la columna [28].

Splitless: El total de la muestra inyectada es pasada a la columna, donde se
condensa en la cabeza de la misma para lo cual actla el solvente condensado
a modo de trampa, luego de transcurrir un tiempo adecuado se abre la valvula
de purga para eliminar todos los restos de solvente que se encuentren en el
inyector, en forma continua se inicia el programa de calentamiento de la

columna para realizar el andlisis [24] [28].

2. Columna: La columna se encuentra en la parte interna del horno, va
conectada a un extremo del puerto de inyeccion y en el otro extremo al
detector. Es necesario que el horno tenga una buena regulacion de la

temperatura y no debe estar en contacto con las paredes del horno.

Las columnas pueden ser empacadas o columnas capilares hoy en dia las mas

utilizadas son las capilares debido a que estas presenta una gran capacidad de

separacion [19]. La fase estacionaria es la encargada de separar los
componentes de la muestra, esta fase estacionaria puede ser solida o liquida.
Estas también se pueden clasificar en no polares, ligeramente polar, y de
polaridad media o alta [18] [28]
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4. Detector. Es un dispositivo que mide los solutos en la corriente del gas
acarreador, este convierte la sefial no medible en una sefal elaborable de una
propiedad fisica, esta sefal es traducida a una sefal eléctrica la cual es

amplificada y registrada al momento de salir de la columna [28].

Los detectores se pueden clasificar en detectores universales y especificos.
Los universales responden ante cualquier compuesto quimico que eluya de la
columna, convirtiéndose en un inconveniente cuando se analizan muestras
complejas, mientras que los detectores especificos responden Gnicamente a un
determinado grupo de compuestos, obteniéndose cromatogramas muy
resueltos.[28] [27].

Entre los detectores mas utilizados en determinacion de residuos tenemos el
de captura de electrones (ECD), Fotométrico de llama (FPD), el de Nitrégeno-

Fosforo (NPD), lonizacion de llama (AFID) y espectrofotometria de masas.

Para la deteccion y determinacién de compuestos organoclorados el detector
de captura electrones (ECD) es ampliamente utilizado por presentar la ventaja
de no alterar la muestras de manera significativa a diferencia del detector de
llamas, ademés de ser un detector selectivo es altamente sensible a moléculas
que contiene grupos funcionales electronegativo como halégenos, carbonilos

conjugados, nitrilos, nitrocompuestos y compuestos organométalicos [29].
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Figura 1.9 Partes bdsicas de un cromatografo de gases.
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CAPITULO I

2. ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS

El aseguramiento de la calidad de los resultados comprende el conjunto de
actividades planificadas sistematicamente para comprobar la validez de los
resultados de ensayos. Estas actividades contribuyen a la prevencion de
errores e incluyen procedimientos de control de calidad para garantizar la
calidad de las muestras o lotes de muestras.

Uno de los principales objetivos de realizar el control de calidad es asegurar
que los valores obtenidos con un determinado método analitico presentan una

adecuada exactitud y precision.

Entre los diferentes tipos de control de calidad que se efectian, encontramos
control interno de calidad y control de calidad externo, los cuales pueden incluir

entre otras, siguientes [29].
Control interno de calidad

= Control de la funcion de respuesta instrumental

= Uso regular de materiales de referencia certificados o de control de
calidad interno.

» Repeticion de ensayos utilizando el mismo método o método diferente.

Control calidad externo

» Participacion en comparacion interlaboratorio o programas de ensayos

de aptitud.

Para el presente este estudio las pruebas de control de calidad a considerar
seran: Control de respuesta instrumental (curva de calibracion), duplicados, uso

de material de referencia (QC), y participacion en pruebas interlaboratorio.
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2.1. Control de funcidén de respuesta instrumental

La funcion de respuesta instrumental se la conoce con el nombre de
recta de calibrado, se realiza con soluciones estandares del analito a
diferentes concentraciones (minimo 5 concentraciones) que cubran el intervalo
de trabajo del método, el cual se encuentra entre el 50 y 200 por ciento de la
concentracion del componente que se espera encontrar en las muestras reales
[30] cuando los datos se ajustan a una respuesta lineal, es decir a una recta, la
ecuacion de la funcion sera L (lectura) = m - C (concentracion) + Lo, siendo m
la pendiente de la recta de calibrado y Lo el valor de la ordenada para una
concentracion cero. Se debe determinar el grado de ajuste de la recta estimada
a los valores de L observados, calculando el grado de determinacion r? para
decidir si es aceptable o no, de acuerdo con condiciones prefijadas [31].

2.2. Muestras duplicadas

Las muestras duplicadas son relativas a los parametros de precision del
meétodo, el nUmero de muestras a duplicar se determinar de acuerdo a cada
lote de trabajo, por ejemplo se duplican al menos 5 % del nimero de muestras
que componen el lote, en nameros redondeados al siguiente entero. Los
resultados que se obtienen de cada duplicado en condiciones de repetibilidad
nos van a proporcionar el criterio de aceptacion y/o rechazo del lote de trabajo
[31].

2.3. Uso de blancos

Segun el método de ensayo se determinara el nUmero de blancos que
se van a analizar en cada lote de trabajo, siendo al menos uno, este debera ser
tratado como una muestra mas de andlisis siguiendo todos los pasos del
método. En el método se definira el criterio de aceptacion y rechazo, si se
encuentra un valor mas alto de lo habitual, eso indicara la posible existencia de

una contaminacion. [31] [30]
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2.4. Materiales de referencia (MRs)

El material de referencia es un material o sustancia el cual contiene
propiedades suficientemente homogéneas y bien establecidas para ser usada
en el aseguramiento de la medicion de un método. [31] Estos pueden ser
materiales de referencia certificados (MRC) el cual va acompafiado de un
certificado y una incertidumbre con indicacion de un nivel de confianza, y el
material de control de calidad (QC) que pueden ser sobrantes de una prueba
interlaboratorio, material sobrante que se compra a un proveedor de pruebas
interlaboratorio, o Spike (Fortificados) que consiste en adicionar sustancias
patron del andlito que se va determinar a un blanco matriz equivalente a
muestras reales [31].

Siempre que sea posible es recomendable realizar un analisis de un material
de referencia (MR) en cada lote de trabajo, en las mismas condiciones de
andlisis.

2.5. Pruebas interlaboratorio

Para conocer la eficiencia de un método y como parte del
aseguramiento de la calidad de los resultados obtenidos en un laboratorio, es
importante la participacion en pruebas interlaboratorio donde se puede medir la
exactitud y reproducibilidad del método.

Existe diferentes tipos de ensayo interlaboratorio, estos dependen de los
diferentes objetivos que se tengan para realizar estas pruebas [31].
= Ensayo de estudio colaborativo: Se realiza cuando el objetivo del
ejercicio interlaboratorio es evaluar un método de analisis (validacion de
meétodos).
= Ejercicio de certificacion: Se realiza cuando el objetivo es determinar el
contenido de uno o varios elementos en un material y certificarlo.
= Ensayos de aptitud: Cuando el objetivo de la prueba interlaboratorio es
evaluar el funcionamiento global del laboratorio.
Los resultados obtenidos de las pruebas interlaboratorio deben ser evaluadas

tomando las acciones oportunas que se consideren necesarias.
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CAPITULO 1lI

3. MATERIALES Y METODOS

Para efectuar el analisis de residuos de pesticidas organoclorados en
camaron (Litopenaeus vannamei) de acuacultura se obtuvieron muestras de
diferentes camaroneras ubicadas en las zonas de Huaquillas y Machala de la
provincia del Oro, las mismas que fueron proporcionadas por el laboratorio de
Andlisis Quimico y Microbiolégico de alimentos del Instituto Nacional de Pesca

ubicado en la ciudad de Guayaquil.

La extraccion de los residuos de pesticidas organoclorados en camaron, se
realiz6 con la técnica de extraccion en fase solida dispersa (DSPE) y la
separacion, identificacion y cuantificacion se llevdé a cabo mediante

cromatografia de gases con detector de captura de electrones (GC_ECD).

En este capitulo se describen los reactivos, equipos, materiales e insumos,
técnica de extraccion, identificacion y cuantificacion empleados en la

investigacion.

3.1. Reactivos

Los reactivos utilizados para el andlisis de pesticidas organoclorados en

camardn de acuacultura se detallan a continuacion:

= Acetonitrilo grado HPLC marca Merck.

»= Acetona para cromatografia de gases marca Merck
» Hexano para cromatografia de gases marca Merck
= Acido Acético grado reactivo marca Merck

= Agua ultra pura (Mili-Q)
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3.1.1 Gases

= Gas Nitrogeno grado 5 de 99,999% de pureza, proveedor Indura

= Gas Helio grado 5 pureza de 99,999% de pureza, proveedor Indura.

3.1.2 Patrones y materiales de referencia

= Material de control de calidad (QC), pesticides residues in oily fish.
Fapas

» Estandares certificados de pesticidas organoclorados Mix 2 con una
pureza de 97- 99% del Dr.Ehrenstorfer, el cual contiene los siguientes
compuestos organoclorados : Aldrin, 4,4 DDD, 4,4 DDE, 4,4DDT,
Dieldrin, Alpha-endosulfan, Beta- endosulfan, Endosulfan sulfate, Endrin,
Endrin-aldehido, Endrin-Ketone, Alpha-HCH, beta-HCH, gama-HCH,
delta.HCH, Heptacloro, Heptacloro-endo-epoxide y Metoxicloro

» Estandares certificados de pesticidas organoclorados Mix B con una
pureza de 100% AccuStandard el cual contiene los siguientes
compuestos organoclorados: 4,4 DDD, dieldrin, Endosulfan sulfate,

Endrin, y Endrin-Ketone,

3.2. Materiales
3.2.1 Materiales usados para la extraccion

» Tubos de extraccion de fase solida dispersiva QUECHERS, método
AOAC, de capacidad de 50 ml suministrado por Agilent Technologies.
» Tubos de 15 ml fase dispersiva (Fatty Sample), AOAC suministrado por

Agilent Technologies.
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3.2.2 Materiales de laboratorio /consumibles

3.3.

3.4.

Matraces volumétricos de 100 ml clase A.

Matraces volumétricos de 25 ml clase A.

Beaker de 10 ml /25 ml.

Viales de vidrio de 2ml.

Agitadores magnéticos.

Agitadores de vidrio.

Espétulas

Jeringas descartables de 2 ml

Tubos de centrifuga graduados de 15 ml .Marca VWR
Columna_cromatografica de 20 metros; ID 0.25 mm, marca Thermo
Scientific, procedencia de USA

Equipos

Cromatografo de gases con sistema de deteccion de captura de
electrones (ECD) con inyector automatico modelo master GC/AS marca
Dani.

Balanza Analitica. Marca Denver procedencia de USA

Centrifuga. Marca eppendorf , modelo 5702

Vortex. Marca Velp Scientific. procedencia europea

Barfio ultrasonido. Marca VWR procedencia de USA

Pipeta automatica de 5ml. Marca Boeco

Pipeta automatica de 1000 ul Marca Brand

Metodologia

3.4.1. Preparacion de soluciones estandares
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= Solucion madre

A partir de una solucion estandar Mix  de 2000 ng/ul de organoclorados
disuelta en tolueno y n-hexano, se prepar6 soluciones madre de concentracion
de 20 ppm diluyendo la mezcla con n-hexano grado cromatografia de gases en

un matraz volumétrico de 100 ml clase A.

= Solucién intermedia

Se prepar6 una solucion intermedia con una concentracion de 400 ppb,
partiendo de la solucion madre, para lo cual se midié 500 ul de la misma y se
llevé a volumen en un matraz volumétrico de 25ml clase A, usando n-hexano
como solvente.

Las soluciones de trabajo fueron preparadas a partir de la solucién intermedia
en 5 niveles de concentraciones de 10, 50, 100,150, y 200 ppb las cuales

fueron disueltas en acetona grado cromatografia de gases.

3.4.2. Extraccidn de pesticidas organoclorados

La extraccion y purificacion de las muestras se las realizé a través del
método QUECHERS que es una extraccion en fase solida dispersiva (DSPE)
basada en la repartos de los andlitos entre una fase acuosa y un disolvente
seguido de la purificaciébn de la fase organica a través de un proceso de
dispersion en fase soélida.

Este método ofrece una alternativa sencilla y rapida a las tradicionales
extracciones liquido-liquido y extraccion en fase sélida, siendo asi un método
simplificado para preparacion de muestras para el analisis de pesticidas, puede
variar dependiendo de los analitos y matriz que se vayan a analizar, para esta
investigacién el proceso de extraccion de los analitos comprendié de dos fases

las cuales se detallan a continuacion:
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1. Fase de extraccion: Se peso en tubo de centrifuga de 50 ml 2g + 0,1 g de
muestra de camaron homogenizada, al cual se le agreg6 4 ml agua destilada
tipo | agitando por 2 minutos, seguidamente se adicioné 5 ml de una solucién
de acetonitrilo/acético al 1% como disolvente de extraccion, agitando la mezcla
por 2 minutos en un vortex, luego se agregd a la mezcla 6g sulfato de
magnesio y 1,5 g de acetato de sodio que son las sales que contiene el sobre
de extraccion QUECHERS, agitando en un vortex por 5 minutos hasta obtener
una mezcla homogénea, la cual se centrifugo por 15 minutos a 4.400 rpm. El
liquido sobrenadante en su totalidad fue transferido a un tubo de centrifuga de
15 ml llevandolo a congelacién durante 1 hora.

2. Fase dispersiva (purificacién): Luego de haber transcurrido el tiempo de
congelacion se trasvasé toda la fase organica obtenida al tubo de limpieza
QUECHERS de 15 ml fase dispersiva que contiene 400 mg de Amina Primaria
Secundaria (PSA), 400 mg de C18 y 1200 mg de sulfato de magnesio, agitando
en un vortex por 5 minutos hasta su completa homogenizacion, centrifugando

por 15 minutos a 4.400 rpm.

Posteriormente se transfirio 500 ul del extracto a un vial de 2ml para proceder a
su andlisis en el cromatografo de gases con detector de captura de electrones
(GC-ECD).

3.4.3. Identificacion y cuantificacién de los analitos

Para el analisis de multiresiduo de pesticidas organoclorados se utilizé un
Cromatografo de Gases modelo Master GC/AS DANI, se inyecto 1 ul de las
muestras mediante inyector automatico con sistema de inyeccion Split/Splittes

y un detector de captura de electrones (ECD).

La separacion de los picos se realiz6 con una columna capilar DB-5 de 20
metros de largo, con didmetro interno: 0.25 mm, Film: 0,25 um como gas carrier
se utilizdé helio ultrapuro grado 5 con una pureza de 99.999 % y como gas
auxiliar para el ECD se utilizé nitrégeno con una pureza de 99.999%.
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Las condiciones cromatografias utilizadas durante la identificacion de los
analiticos de pesticidas organoclorados se detallan en la tabla 2.2 del capitulo 2

de resultados.

3.4.4. Pruebas de Control de Calidad. Disefio Experimental

Se determiné a través del disefio experimental los parametros de control de
calidad que se utlizaron para determinar que el método de analisis
desarrollado fue confiable y funcional a las condiciones del laboratorio y
asegurar la confiabilidad de los valores obtenidos por medio de una adecuada

exactitud y precision, por lo que se evalué los siguientes parametros:

v Control de respuesta instrumental (curva de calibrado): se realiz6 seis
niveles de concentracién con los patrones de pesticidas para cada uno
de los compuestos investigados.

v" Duplicados: Por cada 20 muestras del lote de analisis se realiz6 un
duplicado.

v" Uso de materiales de referencia: se pasé por cada lote de trabajo un
material de control de calidad (QC) con el cual se comprobo la exactitud
de los resultados obtenidos.

v Participacion en pruebas interlaboratorio: Se participé en una prueba
interlaboratorio (FAPAS), bajo las misma condiciones de trabajo
utilizadas, durante el andlisis de los pesticidas organoclorados de

investigacion.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Laboratorios de desarrollo

En este capitulo se presenta los principales resultados del analisis realizado a

50 muestras de camaron procedentes de diferentes camaroneras de las zonas

de Puerto Bolivar y Huaquillas de la ciudad de Machala provincia del Oro,

también se detalla las diferentes pruebas de analisis de control de calidad que

se efectuaron durante la corrida de las muestras. La figura 4.1 indica la

procedencia de las muestras con su respectiva codificacion y el numero de

muestras analizadas.

Gral '.‘_l‘lamw\ @
Postie s Azogues”
sla Puns Cuenca  Paue
Gualaceo
Z0NA A (Puerto Bolivar)
25 muestras 4
Machzia
h Pasaje ‘3
ZONAB (Huaqilas] Canton } o Gualzquiza
uaguillas v

Figura 4.1 Procedencia de muestras analizada
Fuente: Google maps. Elaborado: por el autor
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4.1. Optimizacion del método de extraccion

Como en todo procedimiento de extraccion de fase solida (SPE) son varios
los pardmetros que hay que optimizar como fase estacionaria, pH, volumen de
muestra, y tipo - volumen de disolvente, debido a la complejidad de la matriz
camaron, las pruebas preliminares para la optimizacion del método de
extraccion consistieron en realizar extracciones a diferentes volumenes de
agua y de solvente de acetonitrilo — 4cido acético 1% con la finalidad de ver si
existe alguna diferencia en la recuperacion de los andlitos de estudio.

En la Figura 4.2 se observa un cromatograma a diferentes volimenes del
solvente de extraccion de ACN- ac.acetico al 1%, donde se puede observar
que con 5ml de solvente obtenemos buenas extracciones para la mayoria de
los compuestos estudiados, seleccionandose ACN- ac.acetico al 1% a este

volumen como solvente de extraccion.
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Figura 4.2 Cromatograma a diferentes Volimenes de Extraccion
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La etapa de extraccion es muy importante en el analisis de alimentos
debido a la complejidad de la matriz y a la cantidad baja de niveles de
contaminantes que se puedan encontrar en las muestras, el método de
extraccion QUECHERS ofrece ventajas de alta recuperaciones, resultados
precisos, rapido tratamientos de las muestras y bajo uso de solventes no
clorados [32], se us6 como solvente acetonitrilo siendo este uno de los mas
usados debido a que este permite la extraccion del rango mas amplio de
compuestos organicos, y es muy compatible con GC/ECD o MS mostrando las

menores interferencias.

4.2. Condiciones Cromatograficas

Para la identificacion y cuantificacibn de los pesticidas organoclorados se
busco las condiciones Optimas de operacion cromatografica para lo cual se
realiz6 algunas pruebas de rampas de temperaturas y flujos de purga,
gquedando establecidas la detalladas en la tabla 4.1 donde indica las
condiciones cromatografica con la cual se consiguid6 mejores resultados en la
separacion de los picos de cada andlito y tiempo de corrida del andlisis de
multiresiduo de pesticidas OC en camaron.

Tabla 4.1 Condiciones Cromatograficas

HORNO
Temperatura
1 110°C 5.00 min.
2: 280°C 2.00 min.

Rampas Tiempo Total de corrida: 42 min.
COLUMNA

Gas carrier Helio

Didmetro 0.25 mm

Largo 20 metros

Espesor: 0.25 um
INYECTOR

Temperatura 260°C

Flujo 1.00 ml/min.

DETECTOR ECD
Temperatura Gas  200°C
auxiliar Nitrégeno
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En el anexo C, se adjunta una figura de las rampas de temperaturas y flujos de

purga que se probaron para establecer la condiciones Cromatograficas.

La temperatura del inyector depende del componente que se vaya a determinar
por lo general es calculada a una temperatura superior del punto de ebullicién
del componente mas volatii de la muestra de estudio, de los métodos
consultados las temperatura de inyeccion utilizadas oscila entre 220°C y
260°C, para este estudio se consider6 a 260°C la cual nos dio una buena
resolucion y altura de los picos, asi mismo se probaron flujo de gas carrier
(helio) a 1ml y 2ml lo cual no hubo una diferencia en la resolucién de los picos,
por lo que se escogié 1 ml/min, lo cual ayuda al ahorro significativo en el

consumo de gas.

4.3. ldentificacion de pesticidas de estudio

La Identificacion de los pesticidas OC se obtuvo en base al tiempo de

retencion (TR), que es el tiempo transcurrido entre el instante en que se inyecta
la muestra y el instante en que se detecta la sefal propia del componente.
Se realiz6 un andlisis multiresiduo utilizando una solucion estandar que
contenia 18 pesticidas organoclorados obteniéndose los tiempos de retencién
de cada uno de los pesticidas. En la tabla 4.2 se puede apreciar los 9
pesticidas organoclorados con los tiempos de retencion y orden de apariciéon
para cada analito de interés de este estudio.
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Tabla 4.2 Tiempo de retencion y orden de aparicion de Pesticidas OC

Pesticida Tiempo de Orden de
Organoclorados Retencion aparicion
Beta-HCH 19.24 2
Aldrin 22.65 5
4,4 DDE 27.00 8
Dieldrin 27.16 9
Endrin 27.85 10
B-endosulfan 28.18 11
4,4 DDT 29.62 15
Heptacloro 20,98 16
Metoxicloro 21,44 17

4.4. Pruebas de control de calidad

Se efectuaron las siguientes pruebas de control de calidad para la

determinacién de pesticidas organoclorados.

4.4.1. Curvade Calibracion:

Una vez establecidas las condiciones Cromatograficas se efectud curvas
de calibracion para cada pesticida en estudio, a partir de la dilucion del
estandar mix con concentraciones de 10, 50, 100, 150 y 200 ppb. Se
determinaron los indices de linealidad (R? para cada andlito pudiéndose
observar en la tabla 4.3 valores de R? de 0.98 a 0.99, lo cual nos indica la

respuesta lineal del equipo para cada uno de los compuestos.
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Tabla 4.3 R2 de las curvas de calibracion de cada pesticida.

PESTICIDAS R?

Beta-HCH 0.9997
ALDRIN 0.9999
4,4 DDE 0.9998
DIELDRIN 0.9999
ENDRIN 0.9904
B-ENDONSULFAN 0.9992
4,4 DDT 0.9982
HEPTACLORO 0.9840
METOXICLORO 0.9892

Para establecer la relacion lineal de las curvas de calibracion se efectué una
representacion grafica con la cual, se obtuvo la ecuacién de la recta, pendiente
y coeficiente de determinacion, como se observa en la figura 4.3 para la curva
de calibracion del compuesto aldrin.

y =0,8784x+2,2796
200
150

100
50

Area

0 50 100 150 200 250

ppb (concentracion)

Figura 4.3 Curva de calibracién del Aldrin
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Las curvas de calibracion con sus respectivas ecuaciones y graficos de cada
uno de los compuestos organoclorados identificados para este estudio se

encuentran en el anexo B.

4.4.2. Blanco y Duplicado

Durante cada lote de analisis de 25 muestras se corrid un blanco
reactivo y un duplicado al azar del lote analisis, la figura 4.4 indica un

cromatograma de un duplicado de una muestra de camarén de estudio.

X¥ 939 ] B 4 MEO0QQQ0R00 00 $3243 » ¥
o Bime B5m
y , — moestra 85_03_04_20131_30_37_010 - Detector 8
bt | ; — muesta 82 03 0% 20130_44_25 005 -Detncir 8
i ||
3 » | :
| v s B
" - - <" - - =
- . o 9 F g

Figura 4.4 Cromatograma del analisis multiresiduo en camarén por duplicado

El objetivo de correr un blanco reactivo durante el analisis consiste en poder
identificar alguna contaminacion del reactivo o de la columna para lo cual
indispensable verificar que el Cromatégrafo se encuentre en Optimas

condiciones de uso.
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4.4.3. Ensayos de Recuperacion

Para el ensayo de recuperacion durante la corrida de pesticidas OC en
camaron se utilizo durante el lote de trabajo un material de control de calidad
(QC) con lo cual se comprob6 la exactitud de los resultados obtenidos, la
muestra de control de calidad solo contenia el analito 4,4 DDE obteniendo
resultados de recuperacion de 114% y un z score< 2 lo cual indica que los
resultados se encuentran satisfactorio, los célculos de dicha prueba se
encuentran en el anexo A. En la figura 4.5 se observa el cromatograma del

material de control de calidad que se utilizé durante el analisis.

X¥ %33 DA v QLA 4P (0 NO00O0OOOODCOR $EAE (K> N

]
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5

R
" 8
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iy 5 & : N "-;
2 B & g 2
g 3 & 3 Z
\ & ] - s &
& ;E & f\ 2 g
p,: & j\ J l f \\ ”m‘ 8 A
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Figura 4.5 Cromatograma del material de control de calidad

4.4.4. Prueba Interlaboratorio

Se particip6 en una prueba interlaboratorio (FAPAS), el método de

extraccion y las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las mismas que
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se desarrollaron para la determinacién de pesticidas organoclorados en las

muestras de camaron.

Los resultados obtenidos se muestran en Figura 4.6 donde se puede apreciar
que dicha prueba solo contenia dos andlitos 4,4 DDE y Beta HCH, obteniendo
un z- score menor a 2, lo que indica que los resultados se consideran exactos y

precisos.

Para conocer que tan disperso pudo estar el valor entregado se utiliza una
herramienta estadistica conocida como puntaje z o el z- score en inglés. El
cual es una herramienta aceptada internacional para la evaluacion del
desempefio del laboratorio dentro de rondas interlaboratorio para parametros

cuantitativos.

Se calcula mediante la siguiente férmula:

Donde Ha es el estimador delvalor asignado (ej. promedio o

-

mediana); I es el estimador de la dispersion de resultados (desviacion

estandar). X es el valor entregado por el laboratorio

Dependiendo del z-score calculado para cada laboratorio, se establece su

desempefio como se indica a continuacion:

e <92 Resultado Satisfactorio
2 < | <2 Resultado Cuestionable
e >92 Resultado Insatisfactorio.

FCNM CAPITULO IV 40 ESPOL


https://lh3.googleusercontent.com/-i8aQObX_QxU/TW69tzcJ5DI/AAAAAAAAAAU/UVj-JmUbo6g/s1600/Blog+8-2+copia.jpg
https://lh5.googleusercontent.com/-7qi560zI3QA/TW691i3QUYI/AAAAAAAAAAc/1yBQR5s2I70/s1600/Blog+8-3.jpg
https://lh3.googleusercontent.com/-VdqfVXlEBHI/TW692bAfDAI/AAAAAAAAAAg/J7nCtHMtkUY/s1600/Blog+8-4.jpg
https://lh4.googleusercontent.com/-L_rnPpnBZBM/TW6-nVuQHqI/AAAAAAAAAAk/zVsvr9ikB-w/s1600/Blog+8-5.jpg
https://lh4.googleusercontent.com/-L_rnPpnBZBM/TW6-nVuQHqI/AAAAAAAAAAk/zVsvr9ikB-w/s1600/Blog+8-5.jpg
https://lh4.googleusercontent.com/-L_rnPpnBZBM/TW6-nVuQHqI/AAAAAAAAAAk/zVsvr9ikB-w/s1600/Blog+8-5.jpg

Evaluacion de los Niveles Residuales de Pesticidas Organoclorados

en Camarones (Litopenaeus vannamei) de Produccion Acuicola

Manejo Integral de

Laboratorios de desarrollo

FAPAS® Report 0593
Table 1 (continued): Results and z-Scores for DDE-pp, HCH-beta and Thiacloprid
aboratory analyte
numbes DDE-pp HCH-beta Thiacloprid
assigned value 103 pg/kg assigned value 109 pg/kg assigned value 103 pg/kg
result recovery LoQ z-score result recovery LoQ zZ-score result recovery LoQ zZ-score
Hogkg % pgkg Hgkg % pgkg Hgkg % pgkg
040 130 10 12 137 10 12 #
041 905 1079 500 06 <0Q 1105 500 #
042 543 42 5 22 1011 85 5 03 1342 114 5 14
043 2 19 50 45 259 80 50 6.2 #
044 [ 9112 80 10 08 #
045 123 107 10 09 178 12 10 29 76 98 10 1.2
046 100 68 5 02 120 70 5 04 110 10 03
047 109 106 5 02 m 92 5 0.1 922 7 10 0.5
048 106 0010 0.1 103 0010 03 #
049 123 101 10 09 95 76 10 06 #
7370 60 10 13 9782 60 10 05 #
051 95 64 5 04 135 84 5 11 #
052 42 85 10 2.7 0 7 10 45 #

# = pesticide not analysed for

z-scores outside |z| >2 are shown in bold, see Section 5

italics indicate for information only

Figura 4.6 Resultados del analisis de camaroén en la prueba interlaboratorio Fapas
Fuente: Reporte de la Participacion en la Prueba Interlaboratorio.www.fapas.com

4.5. Cuantificacion de compuestos organoclorados

A cada extracto de camardn se realiz6 la identificacion cromatografica de

cada uno de los pesticidas de investigacion, cuyos tiempo de retencién fueron

comparados con los tiempos de retencion de cada uno de los patrones de los

pesticidas organoclorados.

Se analizaron 25 muestras de zona de Puerto Bolivar y 25 muestras de

la zona de Huaquillas, en la tabla 4.4 se observa los resultados obtenidos para

el analisis de camaron de acuacultura en la zona A que es Puerto Bolivar y en

la tabla 4.5 se indican los resultados de la zona B que pertenecen a Huaquillas.
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Tabla 4.4 Concentraciones de pesticidas Organoclorados en camarén de acuacultura

ZONA A PUERTO BOLIVAR

Muestra Pesticidas Organoclorados
BETA -HCH | ALDRIN | 4,4 DDE |DIELDRIN| ENDRIN | ENDOSULFAN | 4,4 DDT |HEPTACLORO|METOXICLORO
Al <1 Oppb N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A2 <1 Oppb N.D N.D N.D N.D <1 Oppb N.D N.D N.D
A3 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A4 N.D N.D N.D N.D N.D <1 Oppb N.D N.D N.D
A5 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D <1 Oppb N.D
A6 N.D N.D N.D N.D N.D <1 Oppb N.D N.D N.D
A7 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A8 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A9 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A10 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
All N.D N.D N.D N.D N.D <1 Oppb N.D N.D N.D
Al12 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Al13 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Al4 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Al5 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Al6 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Al7 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
Al8 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A19 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A20 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A21 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A22 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A23 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A24 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
A25 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D

N.D =No detectable
<10 ppb= Menor al primer punto de la curva de calibracién.

Tabla 4.5 Concentraciones de Pesticidas Organoclorados en camardn de acuacultura

ZONA B HUAQUILAS
Muestra Pesticidas Organoclorados
BETA -HCH | ALDRIN | 4,4 DDE [DIELDRIN| ENDRIN | B-ENDOSULFAN [ 4,4 DDT |HEPTACLORO|METOXICLORO
Bl <1 Oppb N.D N.D N.D N.D <1 Oppb N.D N.D N.D
B2 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B3 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B4 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B5 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B6 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B7 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B8 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B9 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B10 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B11 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B12 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B13 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B14 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B15 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B16 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B17 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B18 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B19 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B20 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B21 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B22 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B23 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B24 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
B25 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
N.D =No detectable
FCNIV’;IO ppb=Menor al primer punto de la curva de calibracién. CAP’,’TULO ’,V 42
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4.6. Evaluacidon de los resultados obtenidos

De las muestra analizadas 9 presentaron areas pequefias de los
siguientes pesticidas: Beta HCH, Heptacloro, endosulfan, y B-endosulfan, estos
valores estuvieron por debajo de 10 ppb, que es el punto més bajo de la curva
de calibracion para el analisis de pesticidas organoclorados en camarén,
desarrollado en el laboratorio donde se realiz6 el analisis, las muestras
restantes presentaron resultados No Detectable.

Los resultados obtenidos no sobrepasan los limites maximos de residuos

(LMR) declarados por las normativas nacionales e internacionales.

Las normativas europeas establecen limites maximos de residuos de
plaguicidas para productos alimenticios y para pienso en animales, y para
aguellos pesticidas que nos tienen establecido o no se menciona
especificamente el LMR se aplica un limite maximo de residuo general por
defecto de 0,01 mg/kg (10 ppb) [21], en la normativa del Codex Alimentarius y
normativas de la comunidad Europea no se ha establecido limite méaximo

residual (LMR)I para el producto camaron.

La normativa ecuatoriana INEN 456/2013 establece para camarones o
langostino congelados limites maximos de residuos de los productos aldrin, y
DDT de 200 ppb, estando los resultados obtenidos por debajo de estos LMR,
para los demas compuestos de estudio en esta norma no se encuentra
establecidos LMR.

4.7. Discusion

La técnica de analisis empleada para la obtencién de los resultados de la
investigacion, permitié realizar el andlisis confiable a través de pruebas de
control de calidad, las cuales verificaron la confiabilidad del método

desarrollado.

La metodologia multiresiduo usada nos permiti6 la identificacion vy

cuantificacion de 9 pesticidas organoclorados en una sola corrida.
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Dentro de los resultados obtenidos la mayoria de ellos son similares a
investigaciones anteriores realizadas en camarones blancos cultivados en
laboratorio en Guadalajara-México Marmolejo, 1999 donde no se encontrd
presencia de plaguicidas.

Estudios realizados en otros paises [33] en camarones de acuacultura, las

concentraciones encontradas fueron no detectables (N.D) o menor al limite

permito por la norma nacional del pais donde se realizo la investigacion.

A continuacion la tabla 4. 6 se detalla las investigaciones realizados por otros

autores en camaron.

Tabla 4.6 Resultados de analisis de pesticidas de otras investigaciones

AUTORY MUESTRA Y
ANO TEMA LOCALIZACION RESULTADOS
Ana Judit Determinacién cuantitativa = Lugar: laboratorio de No se encontré
marmolejo | de la presencia de ciencia presencia de
Rodriguez\l @ plaguicidas organoclorados @ /Guadalajara/México plauicidas
99 en camarones blancos
o adultos cultivados y Muestra: camarones
Mexico madurados en laboratorio 4€ laboratorio
bajo condiciones
controladas
Beatriz Determinacion de la Lugar: playas de la La concentracion
Jaramillo/Ma | contaminacion residual de ciudad de Cartagena de residuos de
ria Patricia pesticidas organoclorados /Bahia de Cartagena pesticidas en
Marrugo/201 | en musculo de camarén /Colombia camaron fue mas
0 obtenidos en las playas de baja que la del
, la ciudad de Cartagena. Muestra: musculo de  jimjite maximo
Colombia camaron permitido en
animales
acuaticos
recomendados
por la FAO

Lucia Rueda

Informacién actualizada

Lugar: Sistemas

Presencia de

— Alfonso V | sobre los niveles de lagunares del estado ciertos pesticidas
Botello- pesticidas en el sedimento = de Chiapas ,México como DDD y
Gilberto Diaz | y biota (camarény ) Heptacloro en el
. pescado)de la lagunas de ~ Muestra: sedimento musculo de
México Chiapas camarén y peces camarén
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

= Se implement6 y optimizo un método de ensayo multiresiduo para la
determinacién o evaluacion de pesticidas organoclorados para camarén
mediante cromatografia gases con deteccién de captura de electrones
(GC-ECD).

» Se implementé un método de extraccion QUECHERS el cual es sencillo
y rapido en comparacion con las tradicionales extracciones liquido-
liguido o fase solida, obteniéndose buenos resultados durante la

identificacion de los analitos de estudio.

» Para evaluar y como parte del aseguramiento de la calidad dentro del
meétodo de analisis de pesticidas organoclorados utilizado en el analisis
de camarodn objeto de este estudio de investigacion, se participé con un
organismo internacional de alto reconocimiento FAPAS, acreditado bajo
la norma ISO 17042, los resultados obtenidos a través de este prueba se
consideran satisfactorios con un resultado de z-score <2 lo que indica

gue son exactos y precisos verificando asi que el método es confiable.

» De los 9 pesticidas organoclorados evaluados, el B-HCH y el Beta-
Endosulfan dieron concentraciones muy bajas menores a los limites
permitidos para alimento animal para camarén, limites de residuos en

matriz camarén no se ha establecido el limite méximo residual (LMR)

» Los pesticidas Aldrin, 4,4 DDE, Dieldrin, Endrin, 4,4 DDT, Heptacloro,
todos estos considerados dentro del grupo de compuestos organicos
persistentes y prohibidos dieron resultados NO DECTABLES, igual que
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el Metoxicloro que también presento resultados NO DETECTABLES.
Por lo que de manera general se podria indicar que las muestras de
camaron evaluadas se encuentran “libre de presencia de pesticidas

organoclorados” en los analitos identificados en este estudio.

Se logro a través del desarrollo de este método el fortalecimiento de las
capacidades analiticas del laboratorio de Andlisis de Quimica de
alimentos de la autoridad competente del Instituto Nacional de Pesca.

A través de este estudio de investigacion se logré obtener informacion
sobre la presencia de pesticidas organoclorados en camardn de
acuacultura, la cual ayudaria a establecer un linea base de algunos
compuestos considerados de alta toxicidad y si existe 0 no influencia en

la industria de camaronera.

RECOMENDACIONES

FCNM

Es importante que se aumenten los estudios sobre la persistencia de los
plaguicidas organoclorados en especial los que pertenecen al grupo de
los COPs, en diferentes productos de la pesca, lo cual ayudaria a
obtener una base de datos sobre la posible presencia de estos

contaminantes que afectan la salud humana.
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ANEXO A

RESULTADO DEL CONTROL DE CALIDAD UTILIZADO DURANTE EL ANALISIS

Concentracion
Pesticidas 10| 50| 100 150| 200
Area
Beta-HCH 3,482 13,715 28,036 41,261 55,683
ALDRIN 11,798 45,213 90,364 133,719 178,287
4,4-DDE 8,978 33,92 65,96 97,441 126,901
DIELDRIN 7,892 29,541 57,157 83,301 111,567
ENDRIN 4,797 17,105 33,186 48,783 73,038
B-ENDOSULFA 4,434 18,474 34,592 49,752 64,965
4,4-DDT 0,882 4,376 12,347 19,389 35,374
Heptacloro 1,084 4,789 9,434 14,547 22,639
METOXICLORO 0,783 4,905 10,383 16,367 24,852
y =0,6236x+ 3,037
4;4 DDE R?=0,9998

150

100

50

0

50 100 150 200 250
4,4 DDE
Analito P.M (gramos) Area curva Iesultado(ppb % Recup. valor.asignado zscore
4,4-DDE 3,00 39,325 58,1911482| 77,59 114 68,3 0.62

VALOR REFERENCIAL / MUESTRA DE CONTROL DE CALIDAD

% RECUPERACION

zscore

70-12%

<2

los resultados obtenidos se encuentran dentro de la recuperacion establecida por el material de control con un zscore- 2 lo que

indica un resultado satifantorio .
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ANEXO B

CURVAS DE CALIBRACION DE LOS 9 PESTICIDAS ORGANOCLORADOS
IDENTIFICADOS

y=0,275x+0,3816

BETA-HCH R =0,9997

60
o 40
g
<20
0
0 50 100 150 200 250
pph (concentracion)
y=0,8784x+2,2796
ALDRIN o o
200
150
o
2100
<
50
0
0 50 100 150 200 250
ppb (concentracién)
y=0,6236x+3,037
4'4 DDE R*=0,9998
150
100
[v]
g
<L
50
0
0 50 100 150 200 250

pph (concentracion)

FCNM

Area

y=0,544x+2,4037

DIELDRIN R =0,9999

150
100
50
0
0 50 100 150 200 250
ppb (concentracién)
y=0351x-0,4249
ENDRIN S
80
60
0}
20
0
0 50 100 150 200 250
pph (concentracion)
y=0,317x+2,107
B-ENDOSULFAN  #-099%
80
60
240
20
0
0 50 100 150 200 250
pph (concentracion)
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y=0,1105x-0,7676

y=0,3384x-2,7473

. HEPTACLORO R?=0,984
20
8 15
<10
5
0
0 50 100 150 200 250
pph (concentracién)
DDT R=0,9983
80
60
1]
240
<
20
0
0 50 100 150 200

ppb (concentracion)
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y=0,1245-1,2401
R=0,9893

METOXICLORO

0 50 100 150 200 250

pph (concentracion)
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ANEXO C

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS USADA PARA ACONDICIONAR EL
METODO

e S S e e — _
|| selectec GC =
&
] T|‘ | e B ‘ & | | icd |c, | | g |¢ | ¥+ B | GCStatus
3 INJECTOR C: 5/5L
E Temperature Press/Flow Fulsed Inisction
Temperaturs control I~ Press/Flow control I~ Pulsed Pressure: — 1
000
Contral Mode [Flow =] F
Temp ['CL: 40
P ["CI [ ooo o
Flow | Time Rate
[ml/mink | [min: | [mldmin™2];
1 7.0 ooo oo Gas Saving P
Gas Saving; —
Colurmn Split 20.0
Carrier Gas: He ~ Mode: Split ~ [ =00
Column Output Ambient = Split Flave [ml/min] 750
Diameter [mm] 0.25 = : : 75
Pt atie: ! S eptum Furge
Length [m] 50 . - G
eptum Furge [mliminl [ 5.0
Film Thickness [um 0.5
|
3
- — = —

ANALISIS MULTIRESIDUO ESTANDAR MIX DE ORGANOCLORADOS

LAY \DUL_LL_UM_EVLD 17_0%_£3_UVIL T UELEUWT 0

5 ALDRIN 1
) ENDOEPX
ULFAN 17

S ENDOS

b2

1
DA L ORC

& ?

l |
I

l: }'l | , 5 o E: -
AL b e M S N WO 1~H4‘\|L!+Jﬁ'lﬁt_r_ L]

H
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ANEXO D

DIAGRAMA DE FLUJO
ANALISIS DE PESTCIDAS ORGANOCLORADOS EN CAMARON

Sml. de agua desionizada; agitar 2 minutos. ‘

EXTRACCION FASE 4ml. sol . ACN/ac Acético 1%. Agitar 3 minutos. |
SOLIDA

Agregar sobre de extraccion (Quechers) Agitar 3 a 5 minutos
| hasta obtener una mezcla homogénea.

Centrifugar durante 15 minutos a 4,4 velocidad rpm. |

PESTICIDAS

Traspasar el liquido sobrenadante a un tubo de 15ml. y
/llevarlo a congelacién por media hora.

Retirar del congelador los tubos pasar el liquido
sobrenadante al tubo de limpieza (Quechers fase
/ dispersiva)

Y,

\
\

EXTRACCION FASE
DISPERSIVA

Agitarde 3 a 5 minutos hasta obtener una mezcla
~homogénea.

Centrigugar por 15 minutos y 4.4 rpm.

\ Pasarel liquido sobrenadante a un vial de 2 ml. e
inyectar en el GC
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