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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo el mejoramiento de
extraccion de plaguicidas en frutos citricos mediante el método de

QUECHhERS por sustitucion de agentes quimicos.

La metodologia utilizada en el presente proyecto de investigacion consistié
en modificar las mezclas de agentes quimicos en las etapas de extraccion
y limpieza del método de QUECHhERS tradicional, evaluar el método
modificado aplicando el disefio experimental en naranjas provenientes del
distrito de Huaral y posteriormente se determind los plaguicidas clorpirifos
y pyriproxifen haciendo uso de la cromatografia de gases acoplada a

espectrometro de masas.

La investigacion realizada con el método modificado de QUEChERS mejoré
la extraccion de plaguicidas como el clorpirifos y pyriproxifen en naranja
mediante la sustitucidén de algunos agentes quimicos tales como el acetato
de sodio 3 g; con 1.75 g cloruro de sodio, 2.5 g de citrato de sodio tribasico
dihidratado y 2.0 g de citrato de sodio dibasico sesquihidratado en la etapa
de extraccion; y en la etapa de limpieza del extracto organico se sustituyo
el sulfato sédico anhidro 100 mg con 80 mg de sulfato de magnesio,

obteniéndose recuperaciones en un rango de 96 - 97% de plaguicidas.

Concluyendo que el método modificado de QUEChERS por sustitucion de
agentes quimicos es mejor que el método tradicional para la extraccién de

plaguicidas como clorpirifos y pyriproxifen en muestras de naranja.

Palabras claves: QUEChERS, plaguicidas, cromatografia de gases



RESUMO

O objetivo deste trabalho de pesquisa foi melhorar a extracdo de agrotoxicos
em frutas citricas através do método QUEChERS por substituicdo de agentes
guimicos.

A metodologia utilizada neste projeto de pesquisa consistiu em modificar as
misturas de agentes quimicos nas etapas de extracdo e limpeza do método
tradicional QUEChERS, avaliando o método modificado aplicando o
delineamento experimental em laranjas do distrito de Huaral e posteriormente
determinando os pesticidas clorpirifés e piriproxifeno usando cromatografia
gasosa acoplada a um espectrdmetro de massa.

A pesquisa realizada com o método QUEChERS modificado melhorou a
extracdo de agrotéxicos como clorpirifds e piriproxifeno em laranja, substituindo
alguns agentes quimicos como acetato de sodio 3 g; com 1,75 g de cloreto de
sédio, 2,5 g de citrato de sddio tribasico dihidratado e 2,0 g de citrato de sédio
dibasico sesquihidratado na etapa de extracdo; e na etapa de limpeza do
extrato organico, 100 mg de sulfato de sddio anidro foram substituidos por 80
mg de sulfato de magnésio, obtendo-se recuperacfes na faixa de 96-97% de
pesticidas.

Concluindo que o método QUEChERS maodificado por substituicdo de agentes
guimicos € melhor que o método tradicional para extracao de agrotoxicos como

clorpirifos e piriproxifeno em amostras de laranja.

Palavras-chave: QUEChERS, agrotdxicos, cromatografia gasosa



INTRODUCCION

Actualmente la extraccion de plaguicidas organofosforados y piretroides en
frutos citricos se realiza por el Método de QUEChERS (“Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe”), el cual destaca por su dinamismo,
versatilidad y utilizar una muestra pequefia, pero este método tradicional no
extrae en su totalidad las plaguicidas existente en las muestras, por ello el
presente trabajo de investigacion titulado “Mejoramiento de extraccion de
plaguicidas en frutos citricos mediante el método de QUEChERS por
sustitucion de agentes quimicos”, tiene por finalidad mejorar el porcentaje
de recuperacion de plaguicidas organofosforados y piretroides que
actualmente se obtiene por el método tradicional segun la norma UNE
15622 en muestras citricas, a fin de contribuir y garantizar con la inocuidad
de los alimentos debido a que estas sustancias organicas persistentes
pueden generar efectos en la salud , muy serios como el cancer, ya que las
frutas citricas que se comercializan en los mercados internos y también
para su exportacion deben contener valores inferiores a los limites

maximos permitidos.

La cuantificacidn de los plaguicidas se realiza mediante el uso de un
cromatografo de gases con detector de ionizacion de flama (FID), detector
de espectrometria de masas (GC-MS) y también con el uso de un
cromatografo liqguido con detector de fluorescencia (HPLC-UV), para

nuestro estudio se utilizé6 cromatografia de gases acoplado a masa.

Los agentes quimicos que se ha utilizado en el presente estudio en el
método QUEChERS han sido para mejorar la extraccion de plaguicidas
organofosforados y piretroides en frutos citricos y para la limpieza del

extracto.



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de larealidad problematica

Lehotay et al (1995) sefiala que para determinar la cantidad de
plaguicidas en los frutos citricos existen actualmente varios métodos de
extraccion, siendo el Método de QUEChERS uno de ellos, los resultados
gue se obtiene no son confiables dando valores inciertos que muchas
veces se piensa gue las concentraciones de las plaguicidas son minimos
0 no existen. Es asi que en la mayoria de los casos existen residuos de
estos plaguicidas en las frutas y en consecuencia constituyen un riesgo

para la salud humana.

Segun Atuncar (2017) menciona no haber encontrado restos de
pesticidas en su matriz de investigacion utilizando el método de
QUEChERS para la determinacion, siendo ellos portadores de trazas. La
no determinacién de los plaguicidas en las matrices de investigacion se
debe que los agentes quimicos que se utilizan no son adecuados para la
extraccion de los plaguicidas por el método sefialado.

Por lo expuesto, surge la necesidad de sustituir los agentes quimicos
para mejorar el método de extraccion de plaguicidas organofosforado y
piretroides en frutos citricos para su cuantificaciéon por cromatografia de
gases acoplado a masas (GC-MS), para asi obtener valores reales. Al
realizar esta sustitucion de reactivos quimicos obtendremos una
recuperacion de 90-98% de plaguicidas organofosforados y piretroides a
diferencia del método tradicional que presenta recuperaciones de 70-75%

de plaguicidas.



1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema General

e ;COmMo mejorar la extraccion de plaguicidas organofosforados y
piretroides del método de QUEChERS para frutos citricos por

sustitucion de agentes quimicos?
1.2.2. Problemas Especificos

e ;Cuales son los agentes quimicos que van a sustituirse en el método
QUEChERS para mejorar la extraccibn de plaguicidas
organofosforados y piretroides en frutos citricos?

e ;Cudles son los agentes quimicos que se utilizara para la limpieza del
extracto con plaguicidas organofosforados y piretroides en frutos
citricos mediante el método QUEChERS?

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

e Mejorar la extraccion de plaguicidas organofosforados y piretroides del
método de QUEChERS para frutos citricos por sustitucion de agentes

quimicos.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar los agentes quimicos que van a sustituirse en el método
QUEChERS para mejorar la extraccion de plaguicidas

organofosforados y piretroides en frutos citricos.

e Determinar los agentes quimicos que van a sustituirse en el método
QUEChERS para la limpieza del extracto con plaguicidas
organofosforados y piretroides en frutos citricos.

10



1.4. Limitantes de lainvestigacion
1.4.1. Limitante Teoérica:

Durante el desarrollo de la investigacion se utilizaran los conceptos
de extraccion de plaguicidas en frutos citricos, centrandonos
especificamente en los organofosforados y piretroides mediante el método
QUEChERS que se encuentran publicadas en revistas indizadas, textos y
trabajos de investigaciéon desarrollados por autores nacionales e

internacionales.

1.4.2. Limitante Temporal:

El presente trabajo de investigacion es de tipo transversal el cual se
desarroll6 en un periodo de 7 meses, desde abril a octubre.
1.4.3. Limitante Espacial:

La unidad de analisis corresponde a los frutos citricos como
naranjas provenientes del distrito de Huaral con presencia de plaguicidas
organofosforados y piretroides, el analisis se realizd en la empresa Societé

Genérale de Surveillance (SGS).

11



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes Internacionales

e Jaramillo et al (2016) realizaron un estudio titulado “Residuos de
pesticidas organofosforados en frutas obtenidas de plazas de mercado
y supermercados en Cartagena(Colombia)” de residuos de pesticidas
organofosforados en frutas tropicales comercializadas en la ciudad de
Colombia, las frutas analizadas fueron el mango, guayaba y papaya, la
determinacién se realiz6 utilizando el método de QUEChERS tradicional
y por cromatografia de gases acoplada a masas donde se confirmé la
presencia de siete plaguicidas organofosforados como Clorpirifos,
Disulfoton, Forato, Azinfosmetil, Malation, Fenclorfos y Demeton-s-
metilsulfon; El Disulfoton se encontr6 en muestras de centros
comerciales en un intervalo de concentracién de 0.19 — 5.19 ppm y en
mercados 0.35 - 6.27ppm; El Clorpirifos se detect6é solo en mango con
10.35 ppm y el Azinfosmetil se encontré de 0.5 -16.4 ppm en muestras

de centros comerciales y para mercados 1.26 —18.8 ppm.

e Paez y Martinez (2015) realizaron un estudio en Colombia titulado
‘Implementacién de la metodologia QUEChERS en el analisis de
residuos de plaguicidas en maiz blanco” para la determinacion de 10
plaguicidas como el diclorvos, a-BHC, diazindn, disulfoton, dimetoato,
clorpirifos, endosulfan I, dieldrin, endrin y endosulfan Il; presentes en el
maiz blanco, para el cual aplicaron dos variantes en el método original
no bufferado y la version oficial de AOAC con buffer acetato, a deteccién
de estos plaguicidas se realizé por cromatografia de gases con detector
de captura electronica (UECD) y se realiz6 las pruebas de precision,
linealidad, exactitud, efecto matriz y sensibilidad. La implementacion del

método original permitié obtener extractos mas limpios y porcentajes de

12



recuperacion entre 71,4-100% lo que nos permite que este método es
una buena opcion para cuantificar rutinariamente la residualidad de los

plaguicidas evaluados en la matriz de trabajo.

Ahumada et al (2014) realizaron un comparativo entre el método de
QUEChERS convencional para la determinacion de residuos de
plaguicidas y el método modificado con la finalidad de seleccionar el
método adecuado para analizar 58 plaguicidas en polen por
cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas, donde se
realizaron diferente pruebas de validacibn como: recuperacion,
precision, repetibilidad y limites de deteccion, finalmente se encontr6 que
el método modificado es apto solamente para 55 moléculas de los 58
plaguicidas estudiados; asimismo se encontré que el porcentaje de

recuperacion de dichos plaguicidas se encuentran entre 70-100%.

Guerrero (2003) en su trabajo de investigacion titulado “Estudio de
residuos de plaguicidas en frutas y hortalizas en areas especificas de
Colombia” tuvo como objetivo evaluar la presencia de residuos de
plaguicidas de alto riesgo para el consumo humano en cultivos de fresa,
repollo, uchuva y tomate; en el 95.4% de muestras analizadas no se
encontraron residuos de plaguicidas que sobrepasan los limites
maximos de residuos (LMR), solo dos muestras de tomate dieron
positivo con residuos de clorpirifos con valores entre 0.095 - 2.66 ppm;
la metodologia utilizada para extraccion y limpieza de los analitos fue la
técnica solido-liquida y para cuantificar las muestras disefiaron y
validaron metodologias multiresiduos por cromatografia de gases con
detectores de P-ECD y NPD para compuestos organoclorados,
organofosforados y piretroides, permitiendo determinar concentraciones
de estos compuestos cercanas a los limites maximos de residuos

permisibles para cada una de las matrices.

13



2.1.2. Antecedentes Nacionales

e Campos y Palacios (2010), en su investigacion, cuantificaron residuos
de insecticidas organofosforados como el Methamidophos en 25
muestras de tomate, recolectadas en tres mercados mayoristas y dos
mercados minoristas; la extraccion se realizé mediante la técnica de
extraccion solido-liquido y la identificacion cualitativa se realiz6 por
Cromatografia en Capa Fina utilizando los Rf, y la determinacion
cuantitativa se realiz6 por cromatografia liquida acoplado a masa
utilizando los tiempos de retencion y las areas integradas de los
cromatogramas obtenidos, de las muestras analizadas el 4%
perteneciente al mercado mayorista 3 de febrero presentdé una
concentracion de 1.0369 ppm de Methamidophos excediendo el Limite

Méaximo Residual (LMR) segun Codex Alimentarius igual a 1.0 ppm.

e Lizano (2016) en su investigacion evalu6 la presencia de plaguicidas
organofosforados en manzanas y uvas por el método de la AOAC Official
Method 2007.01 “Pesticide Residues in Foods by Acetonitrile Extraction
and Partitioning with Magnesium Sulfate”, la extraccion se hizo con
acetonitrilo en medio tamponado con acido acético-acetato de sodio
seguido de un clean-up combinada con amina primaria secundaria y
sulfato de magnesio, luego analiz6 por LC/MS-MS (cromatégrafo liquido
acoplada con espectrofotometro de masas en tandem y GC-MS
(cromatografo de gases acoplada a espectrofotometro de masas);
encontrando concentraciones de 0.21-0.50 ppm de Ciprodinil 0.094-
0.255ppm de Piraclastrobin en uvas y 0.010-0.020ppm de Tebuconazole
con 0.010-0.02 Cipermetrina en manzanas.

e Atuncar (2017) en su investigacion tuvo como objetivo determinar la
concentracion de residuos de plaguicidas en leche proveniente de la
provincia de Huaral, para ello utilizo el método de extraccion liquido-

liquido y para la determinacion un cromatédgrafo de gases con detector

14



de ionizacion de flama (FID), detector de espectrometria de masas(GC-
MS) y un cromatdgrafo liquido con detector de fluorescencia(HPLC-UV)
evidenciando resultados no detectables de plaguicidas en las muestras
recolectadas de diferentes productores; para contrastar su evidencia
envié muestras a la empresa SGS del Peru donde los resultados fueron
no detectables y/o no cuantificables para plaguicidas como: clorpirifos,
atrazina, glifosato, cipermetrina, paraquat y pendimetalina.

2.2. Basesteoricas
2.2.1. Plaguicidas

Los plaguicidas son toda sustancia herbicida, fungicidas,
rodenticidas, reguladores del crecimiento vegetal que se emplean durante
la produccion agricola para combatir las plagas que la atacan, los
plaguicidas pueden comportarse como toxicos y no son necesariamente

venenos (Codex Alimentarius, 2019)

2.2.2. Clasificacién de plaguicidas

Segun Fernandez (2009); los plaguicidas pueden clasificarse

aplicando diferentes criterios como:
e Organismo objetivo:

Insectos, aracnidos, acaros, nematodos, roedores, hongos, artropodos.
e Constitucion quimica

Organoclorados, organofosforados, piretroides, triazinas, carbamatos.
e Toxicidad

Moderadamente peligroso, altamente peligroso, extremadamente

peligroso.
e Modo de accion

Sistema nervioso, regulacion del crecimiento, sistema muscular.

15



En funcién del tipo

de organismo que se quiere controlar los

plaguicidas, el autor lo clasifica con una breve descripcion que a

continuacion se muestra en la tabla 1.

Tabla 1

Clasificacion de plaguicidas

Clasificacion

Descripcion

Fungicidas

Herbicidas

Insecticidas

Acaricidas

Moluscicidas
Nematicidas

Ovicidas

Feromonas

Rodenticidas

Matan hongos

Matan malas hierbas y otras plantas

no deseadas
Matan insectos y otros artropodos

Matan acaros que se alimentan en

plantas y animales

Matan caracoles y babosas

Matan nematodos

Matan huevos de insectos y acaros

Compuestos bioquimicos que
interrumpen el apareamiento de los

insectos

Controlan a los ratones y a otros

roedores

Fernandez (2009)

16



2.2.3 Tipos de plaguicidas

Plaguicidas organofosforados

Son compuestos organicos de sintesis, que fueron desarrollados
especialmente a partir de la Segunda Guerra Mundial (Roldan y Sanchez,
2004) y derivan de los acidos ortofosforico (HsPOa4) y tiofosférico (HsPO3S),

conteniendo en sus estructuras moleculares enlaces fésforo-carbono.

Los plaguicidas organofosforados no son estables a pH béasico y se
biodegradan, por lo que no tienden a acumularse, asimismo son poco
solubles en agua por lo que tienen un marcado caracter apolar, aunque con

variadas diferencias entre compuestos (Espinosa, 2018).

Por el uso constante los organofosforados que destacan son el
paration, metilparation, malation, cumafés, diclorvés, triclorfon, diazinon, y

el clorpirifos.

Los plaguicidas organofosforados inhiben la actividad de la
acetilcolinesterasa y paralizan el cerebro del insecto por lo que son
utilizados como una alternativa a los hidrocarburos clorados en el control
de las plagas; poseen una menor persistencia en el medio ambiente y son
mas selectivos que los organoclorados, muchos de ellos necesitan una
especial manipulacion porque son altamente téxicos para los vertebrados,
prohibiéndose su uso a nivel mundial, segun sefiala (Espinosa, 2018), que
describe la estructura de algunos plaguicidas organofosforados como se

muestra en la tabla 2.
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Tabla 2
Estructura de algunos plaguicidas organofosforados

Estructura quimica Nombre Estructura quimica Nombre
o (
n
/\”,,I‘;\::/©/ paration ]“ ” | e metil-paration
: (
s 7 o7 eH, X
weoll: J. o o malation O8N O AL —
HCo™ Y87 N N I | 707
S =
. cr”
9 O OH
. L ) b
Ch_~ O/P\\O/CH;« diclorvos CH,0—P— CHCC, triclorfén
0 |
Cl Hee” OCH,
T 5 ‘ | SN0 _CH .
NN S Tu diazinon & > h”’,A‘\7'P\ o clorfirifés
‘ ; ok
L _,_-_L - ¥ 0—
Espinosa (2018)

Clorpirifos

El clorpirifos o Dursban 23, presenta en su estructura molecular el
nacleo piradita (figura 1) y fue sintetizado por la Dow Chemical Company
en 1965, plaguicida organofosforado con principio activo muy fuerte contra
larvas de mosquitos, mosca comun, mosca de la raiz de la col, utilizado en

frutas y vegetales (Watts, 2012)

El clorpirifos se presenta en estado solido, es insoluble en agua y
presenta apariencia cristalina con potente aroma, es estable en medios
acidos pero dicha estabilidad se va reduciendo a medida que el pH aumenta
(Watts, 2012).

Las caracteristicas fisicoquimicas del clorpirifos se presenta en la
tabla 3.
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Tabla 3

Caracteristicas fisicoquimicas del Clorpirifos

Nombre Comun

Clorpirifos

Nombre IUPAC

Formula Empirica
Masa Molecular
Punto de fusion
Densidad Relativa
Solubilidad en agua
Presién de vapor

Estado fisico

Tiofosfato de o, o-dietilo y de o-
3,5,6-tricloro-2-piridilo

CoH11CIsNO3sPS
350.6

41-43.5°C

1.398 a 43.5°C
Ninguna

P.a. a 25°C: 0.0025

Cristales Incoloros

EURL V1.9.1.0 (3/26/2021)

A continuacion, se presenta la figura 1, que muestra la estructura quimica

del clorpirifos.

Figura 1
Estructura quimica del Clorpirifos
Cl
. L
=" N 3
NN | \E/O\/‘CHG
57\
O
Cl <
CHj

EURL V1.9.1.0 (3/26/2021)

19



Plaguicidas piretroides

Las piretrinas son insecticidas naturales extraidos de las plantas del
género Chrysanthemum y conocidas desde mediados del siglo XIX.
(Espinosa, 2018).

En la figura 2 se observa la estructura quimica general de las

piretrinas.

Figura 2

Estructura quimica de las piretrinas

RS I_,o N
0 ,/'_-_{:

Espinosa (2018)

Las piretrinas actlan sobre el sistema nervioso de los insectos, pero
en el ser humano no tienen efectos toxicos importantes conocidos, debido
a gque estas sustancias se degradan de manera rapida por accion de la luz
y el aire, por lo que actualmente se han sustituido por piretroides sintéticos
como el permetrin, el fenvalerato y la aletrina los cuales son mas estables,
solubles, persistentes en el medio ambiente y toxicos para insectos y peces.
(Espinosa, 2018).

Las sustancias mas estables y usadas como insecticidas por su facil
degradacion son las piretrinas y los piretroides, estos insecticidas son
eficaces contra insectos que causan grandes pérdidas econdmicas en la
produccion agricola (Espinosa, 2018), tal como se muestra en la figura 3,

la estructura de algunos compuestos piretroides.
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Figura 3

Estructura de algunos compuestos piretroides
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Pyriproxifen

Espinosa (2018)

Es un regulador de amplio espectro del factor crecimiento que afecta

la morfologia, reproduccién y embriogénesis de los insectos. (Villarreal,

2012).

Las caracteristicas fisicoquimicas del pyriproxifen como masa

molecular, punto de fusion y otros son detallados en la tabla 4.
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Tabla 4
Caracteristicas fisicoquimicas del Pyriproxifen

Nombre Comun Pyriproxifen

2-[1-(4phenoxyphenoxy)propan-2-

Nombre IUPAC -
yloxy] pyridine

Férmula Empirica C20H19NOs3

Masa Molecular 321.4

Punto de fusion 46.0°C

Densidad Relativa 1.24 at 25 °C
Solubilidad en agua 0.681 mg/L
Presion de vapor Pa a 25°C: 0.0025
Estado fisico Cristales Incoloros

EURL V1.9.1.0 (3/26/2021)

A continuacion, se presenta la figura 4, donde se sefiala la estructura

qguimica del pyriproxifen.

Figura 4

Estructura quimica del Pyriproxyfen

Hie O

EURL V1.9.1.0 (3/26/2021)
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2.2.4. Propiedades fisicoquimicas de plaguicidas

Las propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas son:

Volatilidad

La volatilizacion de los plaguicidas de la superficie de las plantas

esta influenciada por factores medioambientales como radiacién solar,

temperatura y presion de vapor (Montafiez, 2019)

Persistencia

Segun Burgos (2015) la degradacion natural de los plaguicidas se

realiza por biodegradacion, foto degradacion e hidrdlisis quimica, los cuales

se realizan por reacciones de oxidacion, reduccion, hidrolisis, ruptura y

reorganizacion de enlaces moleculares.

2.2.5. Normas técnicas de plaguicidas

a)

b)

Legislacion comunitaria 1991 (Directiva 91/414/CEE)

Establece los limites maximos de residuos para los plaguicidas en la
comunidad europea por cada matriz de alimentos vegetales tales como
citricos y animales que son importados. También indica el

procedimiento del proceso de la molienda por cada tipo de matriz.

Norma Técnica Sanitaria 128-2016- Ministerio de Salud
Establece los limites maximos de residuo (LMR) de plaguicidas de uso
agricola que deben contener los alimentos de consumo humano que se

comercializan en el Peru.

Norma UNE-EN-15662:2019

Método multiple para la determinacion de residuos de plaguicidas
mediante

analisis basados en GC y LC tras extraccion con acetonitrilo y limpieza
mediante SPE por dispersion. Método QUEChERS.
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d) NTP 319.356:2020
Esta Norma Técnica Peruana establece un método para el
andlisis de los residuos de plaguicidas en alimentos de origen
vegetal, mediante el uso de GC, GC-MS(/MS) y/o LC-MS(/MS).

2.2.6. Método de QUEChERS

Segun, Simo6 (2018) el método QUEChERS fue desarrollado por
Anastassiades y sus colaboradores en el afio 2003, integra las siglas de las
palabras en ingles quick, easy, cheap, effective, rugged and safe que
significan "rapido, facil, barato, efectivo, robusto y seguro”, y que se puede

utilizar para determinar plaguicidas en muestras de frutas y hortalizas.

Segun Espinosa (2018), el método QUEChERS es un procedimiento
que utiliza matriz, solventes y reactivos en pequefias cantidades, asimismo
es rapido y econdmico ademas de ser seguro en las etapas del proceso,

obteniendo altas recuperaciones en pesticidas polares y no polares.

Este método introduce el uso novedoso de sales como el MgSOsen
la etapa de extraccion y limpieza (clean-up) con una extraccion dispersiva
en fase soélida, en el analisis de multiresiduos de plaguicidas en alimentos
de origen vegetal de distinta naturaleza, metodologia que se integra a las
técnicas de cromatografia de gases y liquidos (GC y LC) acopladas a la
espectrometria de masas (MS/MS), convirtiéndose en las herramientas
analiticas principales en la mayoria de los laboratorios de control de

plaguicidas (Simo, 2018)

A continuacion, se muestra en la figura 5, el diagrama de flujo del
método QUEChERSs primitivo.
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Figura 5
Diagrama de flujo del método QUEChERS primitivo

Pesar muestra en tubo de plastico de 50 ml

o

Adicion de acetonitrilo con % de acético + sulfato
magneésico +acetato sédico anhidro

O

Agitacion en vortex 1 min. Centrifugar a 5000 rpm
durante 5 min.

o

Transferencia de parte del extracto a un tubo de
plastico de 10 ml que contenga sulfato sodico
anhidro + PSA

o

Agitacién vortex durante 30 segundos y
centrifugar a 6000 rpm 3 minutos

o

transferir una alicuota del extracto a un tubo de 10
ml y adicionarle una pequefia porcién de
acetronitrilo con % de acético (* 1)

o

Encapsular en vial de gases e inyectar

O

En tubo de vidrio de 5 ml transferir una alicuota de
(*1) + una porcion de metanol
R4

Encapsular en vial e inyectar en HPLC

Simo6 (2018)

Fase extractiva

Este mddulo de extraccion se utiliza para alimentos y materiales

vegetales que contienen el 80% de agua, como las frutas y verduras y los

Zumaos.
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La extraccion de plaguicidas se realiza con el solvente organico acetonitrilo.
Tras la adicién de sulfato de magnesio, cloruro sodico y sales de citrato
tampon (pH 5 a 5,5), la mezcla se agita intensamente y se centrifuga para
que las fases se separen. Se recoge una alicuota de la fase organica y en

caso necesario se realiza su limpieza siguiendo los modulos de limpieza.

Fase Dispersiva

Este método es para reducir la cantidad de materia grasa en los
extractos con un alto contenido de materia grasa. Se puede utilizar en

combinacion con otros modos de limpieza para los tipos de muestras.

Se retira la materia grasa del extracto crudo obtenido en los modulos
mediante exclusion por congelacion. El extracto resultante se puede seguir
lavando mediante otros médulos de limpieza o bien se utiliza para la
estabilizacion del extracto. Para reducir la cantidad de materia grasa en los

extractos con un alto contenido de materia.

Este modulo de limpieza se utiliza con los extractos obtenidos en los
mddulos para la determinacién de plaguicidas neutros y alcalinos en todos
los productos que no se mencionan expresamente mas adelante. También

se utiliza para extractos de citricos después de la limpieza.

El extracto crudo obtenido se somete a limpieza por extraccion en
fase solida de dispersion (SPE; solid phase extraction) utilizando un
sorbente tipo amina primaria/secundaria (PSA). El extracto resultante de la

limpieza se utiliza para la estabilizacion del extracto.

En la tabla 5 se muestra los tipos de solventes que se utilizan para
la extraccion, asi como la fase de limpieza para la determinacion de ciertos

plaguicidas.
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Tabla 5

Método de QUEChERS
Metodos : Pasos de Pesticidas
de Disolventes e . e
- limpieza identificados
extraccion
o Dispersiva Isocarbofos, metil
Acetonitrilo . _
fase solida isofenfos
Acetato de Dispersiva 78 pesticidas
QUEChERS _ . _
etilo fase solida multiclase
Solido o Dispersiva 151 pesticidas
o Acetonitrilo . _
liquido fase solida multiclase

Ramirez (2009)

2.2.7. Frutos Citricos

Los frutos citricos son una de las especies mas cultivadas en todo el
mundo. Su éxito es causa de sus deliciosos frutos y, por ello, se cultivan
desde hace 4000 afios.

Los frutos citricos pertenecen al género Citrus de la familia Rutacea,
y provienen de las zonas tropicales y subtropicales de Asia y del
archipiélago malayo. Las especies del género Citrus se han extendido
desde su lugar de origen a todas las regiones del mundo donde se cultivan
en la actualidad. (MINAGRI, 2014)

Segun la Norma Técnica Peruana 011.023 (2014) los citricos estan

constituidos por: mandarinas, tangelos, naranjas y toronjas.
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Naranja

Fruta citrica comestible que se obtiene de la especie Citrus sinensis
osbeck, es mas pequefia y dulce que la toronja y mas grande que la
mandarina, aunque menos perfumada. Es un hesperidio carnoso de
cascara gruesa, el cual contiene mucha vitamina C, flavonoides y aceites

esenciales. (Norma Técnica Peruana 011.023, 2014)

Segun la Norma Técnica Peruana 011.023 (2014) las naranjas se

pueden clasificar en:

e Navels
e Blancas

e Sanguinas

La naranja es un fruto citrico con alto contenido de agua, cuya

composicién quimica proximal es detallado en la tabla 6.

Tabla 6
Composicion quimica de la naranja en 100 g de parte comestible

Nutriente Contenido
Agua 88.5¢9
Proteinas 0649
Grasa 0.2g¢g
Carbohidratos 10.1 g
CENAN, 2017
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Mandarina

La mandarina es el fruto del &rbol mandarino, planta perenne,
perteneciente a la familia de las rutaceas, originario del Asia Oriental
(MINAGRI, 2014).

Segun la Norma Técnica Peruana 011.023 (2014) las mandarinas se

clasifican en:

a) Satsumas: grupo de familias que no contienen semillas.
b) Clementinas: grupo de familias que contienen semillas.
c) Hibridos

La mandarina es un fruto citrico con alto contenido de agua cuya

composicién quimica proximal es detallado en la tabla 7.

Tabla 7
Composicion quimica de la mandarina en 100 g de parte comestible
Nutriente Contenido
Agua 90.1¢
Proteinas 0.6¢g
Grasa 0.3¢9
Carbohidratos 8.6¢
CENAN, 2017

2.3. Conceptual

2.3.1 Métodos para la extraccion de plaguicidas
Los métodos tradicionales para la extraccién de plaguicidas que se
aplican para matrices vegetales con bajo y alto contenido de agua, y

animales, son las siguientes:
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a) Método de LUKE

El método de Luke es aplicable para la determinacién de residuos
de plaguicidas en matrices no grasos como frutas, hortalizas y otros
materiales vegetales mediante la técnica de cromatografia de gases (GC),
acoplada a un detector NPD/ECD/FPD/MS. (Simo, 2018). El diagrama de

flujo del método de Luke se describe en la figura 6.

Figura 6
Diagrama de flujo del método de LUKE

EXTRACCION

100 g de muestra

250 mL de Acetona & 250 ml 33% agualfcetona
{muestras bajo contenido en agua)

~z

FILTRACION

=
FARTICION
1. 200 mL Eter de petrdlex’ Diclorometano (1:1)
2. 100 mL Diclorometano
3. 100 mL Diclorometano

s

OPCIONAL CONCENTRACION
Secar, filtrar, evaporar y redisoluer
en 10 mbL Ciclohexano/Acetato de Etilo (1:1)

PURIFICACION
GFC columng 5X-3
SPE, columna Florisil, etz.

DE TERMINACION
Cromatografia de gases (GG
SE-30, OV-1TD1  GC/NPDIFPOVECDMS

Simé (2018)

b) Método de Mills

Es el método empleado para la determinacion de residuos de
plaguicidas en matrices grasos como tejidos animales, grasa de pescado,
pero también se puede aplicar en matrices no grasos como granos Yy

cereales realizando la extraccion con éter de petréleo, Eter etilico y Alcohol
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Etilico, e identificando mediante la técnica de cromatografia de gases (GC),
acoplada a un detector NPD/ECD/FPD/MS (Simé, 2018). El diagrama de

flujo del método de Mills se describe en la figura 7.

Figura 7
Diagrama de Flujo del método de Mills

EXTRACCION
25-50 g de muestra
100qg de Sulfato sédico anhidro
150 miL Eter de pefroleo
[repetir 2 x 100 mL Eter de petroleo)

N

FILTRACION

s

CONCENTRACION
Residuo + grasa

"

PURIFICACION
GPC columna 5¥-3
Columna de Florisil

L

DETERMINACION
Cromatografia de gases (GC)
SE-30, OV-1701  GC/NPL/FPDYECDIMS

Sim6 (2018)

c) Método de acetato de etilo

Este método se basa en el uso del acetato de etilo por su baja
contaminacion en comparacion con los disolventes organoclorados, para la
recuperacion de un amplio grupo de plaguicidas con propiedades diferentes
en frutas y vegetales, Simé (2018). El diagrama de flujo del método de

acetato de etilo se describe en la figura 8.
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Figura 8Diagrama de flujo del método de acetato de etilo

EXTRACCION
50 g de muestra

200 mL Acetalo de Etilo
40 g de Sulfato sédico anhidro

=
FILTRACION
Decantarifiltrar a fravés 20 g Na: 5O«
<=
CONCENTRACION
OPCIONAL | ¢oncentrar v redisolver con 10 ml Ciclohexano! Acetato de Etilo
(1:1)
FURIFICACION
GPC Biobeads 5X-3
Eluyente Acetato de
Etilo/Ciclohexana (1:1)

DETERMINACION
Cromatografia de gases (GC)
SE-30, OV-1701 GC/NPD/FPD/ECDMS

Sim6 (2018)

2.3.2. Analisis por cromatografia de gases

La cromatografia es una técnica analitica de separaciéon y con la
cual, se puede cualificar y cuantificar los componentes de una mezcla asi
mismo nos ayuda a la separacion de compuestos organicos e inorganicos

térmicamente estables y volatiles (Castro, 2009).

La separacion de los componentes de una mezcla ocurre en la
columna del cromatografo de gases por medio de reparto entre una fase

movil y una fase estacionaria sujeta a un soporte solido. (Castro, 2009).

A continuacion, se muestra la figura 9 que sefiala la representacion

esquematica de un cromatégrafo de gases.
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Figura 9
Representacion esquematica de un cromatografo de gases

MEDIDOR DE
TEMPERATURA
PUERTO
mepipor pe  OF NYECCION | peTECTOR
VALVULA  PRESION N o

DEL TANQUE ‘ '] L
| REGULADOR ‘ - | \
COLUMNA.  |-———

b | )=

e

HORNO
TERMOSTATIZADO
TANQUE DE
GAS DE ARRASTRE CROMATOGRAMA

Atuncar (2017)
Los principales componentes del cromatografo de gases son:
a) Gas portador

El helio, nitrégeno e hidrégeno son gases inertes portadores, los
cuales evitan alguna alteracion en el analisis, la eleccién del gas esta
relacionada con el tipo de detector que se utilizar4 dependiendo del tipo
de andlisis, en la mayoria de los casos estos sistemas contienen un tamiz

molecular para eliminar el agua u otras impurezas (Atuncar 2017).

b) Sistemade Inyeccion

El modo de inyeccion mas frecuente para introducir las muestras
liguidas es a través del septum hacia la camara de vaporizacién
instantanea situada normalmente en la cabeza de la columna a una
temperatura de 50 °C por encima del punto de ebullicion del componente

menos volatil de la muestra (Atuncar 2017).
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c) Columna

El objetivo de la columna es la separacion de mezclas complejas a
elementos primarios, la eleccion es una decision importante y dificil para
el método de analisis dentro de la cromatografia de gases donde la
composicidén esta definida por una fase estacionaria dispuesta bien sea
sobre un relleno sélido denominado soporte; en la mayoria de los casos
la columna puede ser de cobre, acero inoxidable, aluminio y vidrio tanto

de forma recta como doblada o helicoidal (Atuncar 2017).

d) Analizador Cuadrupolar

El analizador cuadrupolar estd formado por cuatro barras metalicas
de seccidon circular o hiperbdlica, exactamente rectas y paralelas y
dispuestas con gran precision sobre una circunferencia, de tal forma que el
haz de iones procedentes de la fuente incide sobre el centro del dispositivo

(Romero et al. 2007), tal como se muestra en la figura 10.

Figura 10

Esquema de funcionamiento de un cuadrupolo

Romero et al. (2007)
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2.3.3. Residuo de plaguicidas

Segun la norma técnica sanitaria 128 del Ministerio de Salud (2016)
los residuos de plaguicidas son sustancias quimicas organicas resistentes
y especificas que estan presentes en los alimentos de origen vegetal y
animal por la aplicacion del compuesto para el manejo y control integral de
plagas presentes en la produccién agricola y pecuaria. Este término incluye
a sus metabolitos y productos derivados de la conversion y reaccion de esta

con el medio ambiente.

El uso de plaguicidas en productos agricolas genera sustancias
presentes en los alimentos de origen vegetal, dicho término incluye sus
metabolitos y productos de conversion los cuales tienen importancia

toxicoldgica. (Codex Alimentarius, 2019)

2.4. Definicion de términos béasicos

° Amina: Son reactivos quimicos que se utilizan por lo general para
realizar un clean up y/o limpieza para muestra de procedencia de
alimentos en el método de lo QUEChERS.

° Clorpirifos: Es un insecticida sélido blanco de apariencia cristalina
y de aroma fuerte. No es muy soluble en agua, de manera que
generalmente se mezcla con liquidos aceitosos antes de aplicarse a

cosechas o a animales.

° Codex alimentarius: Son normas alimentarias conformadas por
cbédigos de buenas practicas de produccion, directrices y otras
recomendaciones aceptados internacionalmente y presentados de
modo uniforme. El objetivo de estas normas internacionales es
colaborar en la produccion de alimentos inocuos y proteger la salud

del consumidor.
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Limite maximo de residuos de plaguicidas: Es la concentracion
méaxima de residuos de plaguicidas expresados en mg/kg o partes
por millbn que deben contener los alimentos para su consumo y

estan regulados por el Ministerio de Salud.

Organofosforados: Grupo de compuestos organicos que contienen

fosforo y se utilizan como insecticidas.

Partes por millon (ppm): Es la unidad de medida equivalente a 1
mg/kg y que es utilizada por el Codex Alimentarius para la mediciéon

de los Limites maximos de residuos de plaguicidas.

Piretroides: Son un grupo de pesticidas artificiales desarrollados
para controlar preponderantemente las poblaciones de insectos

plaga.

Plaguicidas: No solo sirven para matar insectos, también incluyen
sustancias quimicas para el control de hierbas, roedores, moho,

gérmenes y otros.

Pyriproxyfen: Es un regulador de crecimiento de insectos de amplio
espectro afectando la morfologia, reproduccién y embriogénesis de
los insectos.
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lIl. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Hipotesis

3.1.1. Hipdtesis General

e La sustitucion de algunos reactivos utilizados en el método de
QUEChERS por otros agentes quimicos en la etapa de extraccion y
limpieza del extracto organico mejoran la extraccién de plaguicidas

organofosforados y piretroides en frutos citricos.

3.1.2. Hipotesis Especificas

e En la etapa de extraccion la sustitucion de los reactivos del método de
QUEChERS por sulfato de sulfato de magnesio, cloruro de sodio, citrato
de sodio tribasico dihidratado y citrato de sodio dibasico sesquihidratado
mejoran la extraccion de plaguicidas organofosforados y piretroides en

frutos criticos.

e En la etapa de limpieza la sustitucion de los reactivos del método de
QUEChERS por sulfato de sulfato de magnesio y aminopropil mejoran
la extraccion de plaguicidas organofosforados y piretroides en frutos

criticos.

3.2. Definicion conceptual de variables

Variable independiente

X1: Sustitucién de agentes quimicos del método QUEChERS en la

extraccion de plaguicidas

La sustitucion de algunos agentes quimicos del método QUEChERS

en la etapa de extraccidon es para lograr mejores recuperaciones de
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plaguicidas en frutos criticos ya que el método convencional de
QUEChERS, asi como se esta aplicando no extrae mas del 90 % de

plaguicidas. (Anastassiades y Lehotay, 2003)

X2: Sustitucién de agentes quimicos del método QUEChERS en la limpieza

del extracto organico

La sustitucion de algunos agentes quimicos del método QUEChERS
en la etapa de limpieza del extracto organico es para lograr mejores
recuperaciones de plaguicidas en frutos criticos ya que el método
convencional de QUEChERS, asi como se esta aplicando no extrae mas

del 90 % de plaguicidas. (Anastassiades y Lehotay, 2003)

Variable dependiente
Y: Porcentaje de extraccion de plaguicidas organofosforados y piretroides

La extraccion de plaguicidas por el método QUEChERS, es un
método sencillo, rapido, bajo costo, que se utiliza para todo tipo de
plaguicidas como organofosforado y piretroides contenidos en muchas

frutas, verduras y en otros alimentos. (Anastassiades y Lehotay, 2003)

3.2.1. Operacionalizacién de variables

La operacionalizacion de las variables independientes con la

variable dependientes se describe en la tabla 8.
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Tabla 8

Operacionalizacion de las variables independientes y dependiente

Variables

Dimensiones

Indicador

Método

Independiente

F(X1) = Sustitucion de
agentes quimicos del
método QUEChERS

en la extraccion de

plaguicidas

F(X2) = Sustitucion de
agentes quimicos del
método QUEChERS

en la limpieza del

extracto organico

Dependiente

Y=Porcentaje de
extraccion de
plaguicidas
organofosforados y

piretroides

X1. Agentes
guimicos de

extraccion

X2. Agentes
guimicos de
limpieza del

extracto

Y1.
Porcentaje
de
extraccion
de

plaguicidas

X1.1. Cantidad de
sulfato de magnesio (g)
X1.2. Cantidad de
cloruro de sodio (g)
X1.3. Cantidad de
citrato de sodio tribasico
dihidratado (g)
X1.4. Cantidad de
citrato de sodio dibasico

sesquihidratado (g)

X2.1. Cantidad de

sulfato de magnesio (g)

X2.2. Cantidad de

aminopropil (g)

Y1.1.% de plaguicidas
organofosforados en

frutos citricos

Y1.2. % de plaguicidas
piretroides en frutos

citricos

Extraccion con
solvente

(acetonitrilo)

Extraccién
dispersiva en

fase sélida

Analisis
Instrumental
por
cromatografia
de gases
acoplada a

masa masa
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V. DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipo y disefio de investigacion

El Tipo de Investigacion es aplicado y el disefio es experimental.

X Y

El disefio experimental del método de QUEChERs modificado se

basé en la sustitucidn de agentes quimicos en las etapas de extraccion y
limpieza del extracto organico considerando tres niveles, como se describe

en la tabla 9.

Tabla 9
Disefio experimental del método de QUEChERSs modificado

F(X1) =Mezcla F(X2) =Mezcla

de extraccion de limpieza Y
X2.1 Y1

Primer nivel
X1.1 X2.2 Y2
X2.3 Y3
X2.1 Y4

Segundo nivel

Y5
X2.3 Y6
X2.1 Y7

Tercer nivel
13 X2.2 8
X2.3 Y9
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Para la sustitucion de los agentes quimicos del método de
QUEChERSs en la etapa de extraccion se realizaron tres formulaciones para

los tres niveles, como se describe en la tabla 10.

Tabla 10
Formulaciones de agentes quimicos de extraccién

Mezcla de Sulfato de Cloruro de Citrato de sodio Citrato de sodio
extraccibn  magnesio (g) sodio (g) tribasico dihidratado dibasico sesqui
(9) hidratado (g)
X1.1 4 1.25 15 1
X1.2 3.5 15 2.0 15
X1.3 3 1.75 2.5 2.0

Asimismo, para la sustitucion de los agentes quimicos del método
de QUEChERSs en la etapa de limpieza del extracto organico se realizaron

3 formulaciones, tal como se describe en la tabla 11.

Tabla 11
Formulaciones de agentes quimicos de limpieza

Mezcla de Sulfato de Aminopropil(g)
limpieza magnesio(g)
X2.1 0.13 0.060
X2.2 0.10 0.065
X2.3 0.08 0.070
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4.2. Método de investigacion

En base al disefio de investigacidn planteada se propuso un método
mejorado donde se realizaron las siguientes modificaciones tanto en la

etapa de extraccion como en la de limpieza del extracto organico.

Se realizaron los ensayos de los plaguicidas organofosforados y
piretroides utilizando el método de QUEChERSs tradicional y modificado para

realizar una comparacion del porcentaje de recuperacion.

En la etapa de extraccion se utilizaron 3 formulaciones donde se
reemplazé el acetato sédico anhidro con los siguientes agentes quimicos:
citrato de sodio dibasico sesquihidratado (NazH(C3sHsO(COOQ)3), cloruro de
sodio (NaCl) y citrato de sodio tribasico dihidratado (CsHsNaO7.2H20); con
él fin de obtener mejores recuperaciones de plaguicidas fosforados y
piretroides debido a que en su composicidn quimica necesitan tener cierto

tipo de pH por la estabilidad de su estructura quimica.

En la etapa de limpieza se utilizaron 3 formulaciones donde se
reemplazé el sulfato sédico anhidro (NazSOa) con el agente quimico sulfato
de magnesio (MgSOa), con el fin de obtener mejores recuperaciones en el
proceso de analisis de plaguicidas organofosforados y piretroides,
mediante el cromatdgrafo de gases.

4.3. Poblaciéon y Muestra

Poblacién

Constituido por naranjas provenientes de una pequefia parcela

ubicado en el distrito de Huaral.
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Muestra

La muestra estd conformada por 50 kilos (equivalente a 200

unidades) de naranja variedad navels.

Aplicando la técnica del cuarteo, para el analisis se tomdé 50
unidades de naranja en forma aleatoria, ademas se consider¢ la capacidad

de los equipos de laboratorio.

4.4. Lugar de estudio y periodo desarrollado

El lugar donde se llevo a cabo la parte experimental ha sido en los
ambientes de la empresa Société Générale de Surveillance (SGS) en los

meses de abril a septiembre.

4.5. Teécnicas e instrumentos paralarecoleccion de lainformaciéon

4.5.1. Técnicas para la recoleccion de informacion
Preparacion de la muestra homogenizada

1. Las naranjas (50 unidades) fueron adquiridas en el distrito de Huaral.

2. De las 50 unidades de naranjas se realizé una seleccion e ingreso al
laboratorio 5 unidades (1 kilo).

3. La muestra de naranja se procedié a moler en el procesador de frutas
SKYMSEN LAR-02.

4. La muestra homogenizada se separ6 en frascos de 125g.

5. La muestra homogenizada se almaceno en una congeladora a

temperatura de -18°C
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Extraccion de plaguicidas método de QUEChERS modificado

1.

Se descongelo la muestra homogenizada, y luego se pes6 10g en un
tubo falcon de 50 ml, en una balanza analitica.

A la muestra pesada se agrego6 10 ml de acetonitrilo y 100 pl de estandar
interno (trifenilfosfato), luego se agito por un minuto.

Luego se agrego las sales de QUEChERS de extraccion modificadas
utilizando cada una de las formulaciones de mezclas propuestas para

la etapa de extraccion.

4. Se agito por 2 minutos en un vortex.

5. Luego se procedié a centrifugar a una velocidad de 4500 rpm durante 5

minutos a 0°C, para obtener el extracto organico

Limpieza del extracto método de QUEChERS modificado

1.

Del extracto organico se tom6 6ml con una micropipeta y vacié en un
tubo falcon de 15ml.

Luego se agrego las sales de QUEChERS de limpieza modificadas
utilizando cada una de las formulaciones de mezclas propuestas para

la etapa de limpieza.

3. Se agito por 2 minutos en un vortex

Luego se procedi6 a centrifugar a una velocidad de 4500 rpm durante 5
minutos a 0°C, para obtener el extracto organico libre de interferencia
Tomamos 1ml del extracto orgéanico libre de interferencia, y lo pasamos
por un filtro acrodisco de 0.2um de politetrafluoroetileno (PTFE) y
recolectamos en un vial ambar de 1.5ml

Finalmente se coloco el vial en un cromatografo de gases acoplado a
un espectrometro de masas para determinar los plaguicidas

organofosforados y piretroides respectivamente.

En la figura 11 se describe el diagrama de flujo del proceso de

extraccién de plaguicidas aplicando el método de QUEChERs modificado

con la sustitucién de agentes quimicos.
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Figura 11
Diagrama de flujo del método de extraccion QUEChERS modificado

Muestra homogenizada

U

Pesado

U

Adicion de acetonitrilo y estandar interno

O

Adicion de sales QUEChERS para la extraccion

U

Agitacion a 2000 rpm por 1 minuto

Y

Centrifugacion a 4500 rpm por 5 minutos a 0°C

U

Tomar un volumen para realizar la limpieza

O
Adicion de sales QUEChERS para la limpieza

O

Agitacién a 2000 rpm por 1 minuto

O

Centrifugacion a 4500 rpm por 5 minutos a 0°C

2

Analisis por cromatografia de gases acoplada a masa
masa




4.5.2. Instrumentos paralarecoleccion de informacion

Cromatégrafo de gases AGILENT 8890 GC-SYSTEM acoplado a
espectrometro de masas AGILENT 7010B GC/TQ

El cromatégrafo de gases que se utilizé para la determinacién de los
plaguicidas organofosforados y piretroides de la muestra de naranja se
presenta en la figura 12.

Figura 12

Cromatégrafo de gases acoplado a masa

Balanza de Precision PIONNER OHAUS

La balanza que se utiliz6 para el pesado de muestras de naranja se
presenta en la figura 13
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Figura 13

Balanza de Precision

Asimismo, se utilizaron materiales de vidrio, micro pipetas de 10 ul y 100

ul, tubo falcén de 50 mly 15 ml.

4.6. Anédlisis y procesamiento de datos

El andlisis y procesamiento de datos se realizé con el software SPSS
version 25, de la cual se obtuvieron los siguientes estadisticos: media,

mediana, varianza, desviacion estandar y prueba de normalidad.

47



V. RESULTADOS

5.1 Resultados descriptivos

El  mejor porcentaje de recuperacibn de plaguicidas
organofosforados y piretroides se logré con la mezcla de extraccion X1.3
que esta constituida por los siguientes agentes quimicos: 3 g de sulfato de
magnesio, 1.75 g cloruro de sodio, 2.5 g de citrato de sodio tribasico
dihidratado y 2.0 g de citrato de sodio dibasico sesquihidratado; y la mezcla
de limpieza X2.3 que esta constituida por los siguientes agentes quimicos:
0.80 mg de sulfato de magnesio y 0.70 mg de aminopropil. tal como se

puede evidenciar en la tabla 12.

Tabla 12

Porcentaje de recuperacion de plaguicidas organofosforados y piretroides
con modificaciones en mezclas de extraccion y limpieza del método de
QUEChERS

F(X1) = F(X2)= Mezcla de y Porcentaje de
Mezcla de extraccion limpieza recuperacion
X2.1 Y1 85
X1.1 X2.2 Y2 84
X2.3 Y3 80
X2.1 Y4 87
X1.2 X2.2 Y5 88
X2.3 Y6 90
X2.1 Y7 89
X1.3 X2.2 Y8 90
X2.3 Y9 96
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Luego de encontrar los agentes quimicos de sustitucion de las
mezclas de extraccion y limpieza para el método de QUEChERs modificado
que recuperd el mayor porcentaje de plaguicidas organofosforados y
piretroides se procedi6 a compararlo con el método tradicional
encontrdndose que tiene mejores recuperaciones para el clorpirifos y
pyriproxifen, tal como se aprecia en la tabla 13.(P4gina 50)

5.2. Resultados inferenciales

En la figura 14 se puede evidenciar que el porcentaje de
recuperacion de clorpirifos en la naranja con el método de QUEChERS
modificado esta en un rango de 96-97% mientras que para el método
tradicional el rango es de 72-73%, evidenciando que el método modificado

es mejor.

Figura 14
Comparacién de los porcentajes de recuperacion de clorpirifos segun
método de QUEChERS tradicional y modificado

100,00 96-68 96.67 96.67 96.68 96.66 96.67 96.67 96.66 96.65 96.67 96.67 96.67 96.67 96.67 96.69 96.67 96.67 96.69 96.66 96.67 96.67 96.67 96.68 96.66 96.67

| | |253 |257 |zss |57 | | |257 |257 .56 |157 2.57 f2.572.59 .56 if2.56 J2.57 | |257 |257 |257 |157 | |
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1 2 3 4 5 6 9 10 2 13 14 15 16 17 18 19 20 2 2 23 24 25

7 8 1 1

80.

8

60.

8

40

38

20.

8

0.

o

B Método modificado B Método tradicional

49



En la figura 15 (pagina 51) se puede observar que el porcentaje de
recuperacion de pyriproxifen en la naranja para el método de QUEChERS
modificado esta en un rango de 96-97% mientras que para el método
tradicional el rango es de 72-73%, evidenciando que el método modificado

es mejor.

Tabla 13
Porcentaje de recuperacion de clorpirifos y pyriproxifen con el método
tradicional y el método modificado de QUEChERS

Plaguicidas CLORPIRIFOS PYRIPROXIFEN
Resultados l\_/lt_étodo I\_/Iétodo l\_/létodo I\_/Iétodo
modificado (%) tradicional (%) modificado (%) tradicional (%)
1 96.68 72.57 96.43 72.30
2 96.67 72.57 96.43 72.30
3 96.67 72.59 96.43 72.31
4 96.68 72.57 96.45 72.30
5 96.66 72.56 96.43 72.29
6 96.67 72.57 96.43 72.30
7 96.67 72.57 96.43 72.30
8 96.66 72.57 96.43 72.30
9 96.65 72.57 96.44 72.30
10 96.67 72.57 96.43 72.31
11 96.67 72.56 96.43 72.30
12 96.67 72.57 96.43 72.30
13 96.67 72.57 96.43 72.29
14 96.67 72.57 96.43 72.30
15 96.69 72.59 96.43 72.30
16 96.67 72.56 96.42 72.31
17 96.67 72.56 96.43 72.30
18 96.69 72.57 96.43 72.30
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19 96.66 72.57 96.43 72.30

20 96.67 72.57 96.43 72.30

21 96.67 72.57 96.43 72.30

22 96.67 72.57 96.41 72.30

23 96.68 72.57 96.43 72.31

24 96.66 72.59 96.43 72.30

25 96.67 72.57 96.43 72.30
Figura 15

Comparacion de los porcentajes de recuperacion de pyriproxifen segun
meétodo de QUEChERS tradicional y modificado.
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5.3. Resultados estadisticos

En la tabla 14 podemos evidenciar que las medidas de tendencia
central como la media y la mediana nos indica que la recuperacion de
clorpirifos y pyriproxifen con el método modificado de QUEChERS esta en
un rango de 96-97% y para el método tradicional el rango es de 72-73%,

asimismo también se observa que la dispersién de los datos es minima.
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Tabla 14

Medidas de tendencia central y de dispersion del método tradicional y

modificado para los plaguicidas clorpirifos y piretroides

Clorpirifos Clorpirifos Pyriproxifen Pyriproxifen
Método Método Método Método

Modificado Tradicional Modificado Tradicional
N Valido 25 25 25 25
Perdidos 0 0 0 0
Media 96,6704 72,5708 96,4300 72,3008
Mediana 96,6700 72,5700 96,4300 72,3000
Desv. Desviacion ,00889 ,00812 ,00645 ,00493
Varianza ,000 ,000 ,000 ,000
Minimo 96,65 72,56 96,41 72,29
Maximo 96,69 72,59 96,45 72,31

La prueba de normalidad del método de QUEChERs modificado y
tradicional para los plaguicidas clorpirifos y pyriproxifen en muestra de
naranja nos indica que los datos tienen una distribucién no normal, tal como

se evidencia en la tabla 15.

Tabla 15
Prueba de normalidad del método tradicional y modificado para los

plaguicidas clorpirifos y piretroides

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Clorpirifos Método ,318 25 ,000 ,846 25 ,001
Modificado
Clorpirifos Método ,419 25 ,000 ,661 25 ,000
Tradicional
Pyriproxifen Método ,420 25 ,000 571 25 ,000
Modificado
Pyriproxifen Método ,404 25 ,000 ,668 25 ,000

Tradicional

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Contrastaciéon y demostracion de la hipo6tesis con los

resultados

De acuerdo a los resultados obtenidos con la sustitucién de agentes
guimicos en la etapa de extraccion y limpieza del método de QUEChERS
se logr6 mejorar la extraccion del plaguicida organofosforado,
especificamente para clorpirifos, donde se obtuvo una recuperacion
promedio de 96.67%; utilizando 3 g de sulfato de magnesio, 1.75 g de
cloruro de sodio, 2.5 g de citrato de sodio tribasico dihidratado y 2.0 g
citrato de sodio dibasico sesquihidratado para la fase de extraccion;
mientras que, para la fase de limpieza se utiliz6 0.08 g de sulfato de

magnesio y 0.07 g de aminopropil.

Con el método de QUEChERS tradicional se obtuvo una
recuperacion de clorpirifos en un promedio de 72.57%.

Para el plaguicida piretroide especificamente pyriproxifen con la
sustitucién de agentes quimicos para la fase de extraccion se utilizé 3 g de
sulfato de magnesio, 1.75 g de cloruro de sodio, 2.5 g de citrato de sodio
tribasico dihidratado y 2.0 g citrato de sodio dibasico sesquihidratado y
para la fase de limpieza se utiliz6 0.08 g de sulfato de magnesio y 0.07 g
de aminopropil obteniéndose como resultado una recuperacién promedio
de 96.43%.

Con el método tradicional se obtuvo una recuperacion del

pyriproxifen en un promedio de 72.30%.

Contrastando la hip6tesis planteada con los resultados obtenidos se
logr6 mejorar la recuperacion de los plaguicidas organofosforados
(clorpirifos) y piretroides (pyriproxifen) en frutos citricos mediante la
sustitucién de agentes quimicos en las etapas de extraccion y limpieza del

método de QUEChERS, donde se obtuvieron recuperaciones en un rango
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de 96-97% mientras que con el método tradicional se obtuvieron

recuperaciones de 72-73% para clorpirifos y pyriproxifen.

6.2. Contrastacion de los resultados con otros estudios similares

La tesis de los autores Paéz y Martinez (2015), evaluaron el analisis
del plaguicida organofosforado clorpirifos en una matriz de maiz blanco con
el método de QUEChERS original obteniendo recuperaciones 91.5% y con
el método de QUEChERS AOAC 2007.01 obtuvieron recuperaciones de
95.2%, coincidiendo con la presente tesis en el andlisis del clorpirifos, pero
evaluada en una matriz de naranja obteniéndose recuperaciones con el
método de QUEChERS tradicional en un rango de 72-73% y con el método
modificado 96-97%.

La tesis de Ahumada et al (2014), evaluo el analisis de plaguicidas
organofosforados(distintos al clorpirifos) en una matriz de polen con el
método de QUEChERS tradicional obteniendo recuperaciones en promedio
de 80% y con el método modificado obtuvieron recuperaciones en
promedio de 90.75%, coincidiendo con la presente tesis en el analisis de
organofosforados(clorpirifos), pero evaluada en una matriz de naranja
obteniéndose recuperaciones con el método de QUEChERs tradicional en
un rango de 72-73% y con el método modificado 96-97% demostrando que

la modificacién del método mejora el porcentaje de recuperacion.

Las tesis de Ahumada et al (2014) y Paéz y Martinez (2015), difieren
con la presente tesis en el uso de las matrices vegetales de andlisis y los
plaguicidas evaluado, debido que no determinaron las recuperaciones de
piretroides lo que si fue evaluado en la matriz de naranja obteniéndose
recuperaciones con el método tradicional valores en un rango de 72-73%y

con el método modificado 96-97%.
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6.3. Responsabilidad ética de acuerdo a los reglamentos vigentes
(el autor de la investigacion se responsabiliza por la

informacion emitida en el informe)

Los autores de la investigacion se responsabilizan por la informacion
emitida en la presente tesis, de acuerdo al Reglamento del Cédigo de Etica
de la Investigacion de la Universidad Nacional del Callao, con Resolucion
de Consejo Universitario 260-2019-CU; donde se sefiala los principios
éticos como norma de comportamiento conductual, asi como también los

autores conocen los contenidos del reglamento.
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CONCLUSIONES

Se mejord la extraccibn de plaguicidas organofosforados y
piretroides del método de QUEChERS para frutos citricos por
sustitucion de agentes quimicos en las etapas de extraccion y

limpieza, obteniéndose recuperaciones en un rango de 96-97%.

Se determind los agentes quimicos que van a sustituirse en el
método QUEChERS para mejorar la etapa de extraccion de
plaguicidas organofosforados y piretroides en frutos citricos, siendo
los agentes quimicos: 3 g sulfato de magnesio, 1.75 g de cloruro de
sodio, 2.5 g de citrato de sodio tribasico dihidratado y 2.0 Citrato de

sodio dibasico sesquihidratado

Se determiné los agentes quimicos que se utilizara para la limpieza
del extracto con plaguicidas organofosforados y piretroides en frutos
citricos mediante el método QUEChERS en la etapa de limpieza,
siendo los agentes quimicos: 0.80 g de sulfato de magnesio, 0.70 g

de aminopropil.

Con la sustitucion de agentes quimicos en la etapa de extraccion y
limpieza del método de QUEChERS tradicional se obtuvo un método
modificado que mejord la recuperacion de clorpirifos y pyriproxifen
en frutos citricos como la naranja, incrementandolo de un rango de
72-73% a un rango de 96-97%.
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RECOMENDACIONES

La mejora encontrada en el método de QUEChERSs tradicional por
medio de la modificacion de las mezclas de extraccion y limpieza
puede aplicarse en otros frutos citricos para obtener mejores

recuperaciones de plaguicidas organofosforados y piretroides.
Se recomienda utilizar para la deteccion y cuantificacion de

plaguicidas organofosforado y piretroides un cromatografo liquido
acoplado a un espectrometro de masas (HPLC-MS MS).
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Anexo 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

“MEJORAMIENTO DE EXTRACCION DE PLAGUICIDAS EN FRUTOS CiTRI@OS MEDIANTE EL METODO DE QUEChERS POR
SUSTITUCION DE AGENTES QUIMICOS”

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSION INDICADORES METODO
GENERAL GENERAL GENERAL
¢Coémo mejorar la Mejorar la extraccion de | La sustitucion de algunos reactivos DEPENDIENTE Y1.1.% de plaguicidas Andlisis
extraccion de plaguicidas plaguicidas utilizados en el método de QUEChERS Y1. Porcentaje de organofosforados en frutos Instrumental
organofosforados y organofosforados y | por otros agentes quimicos en la etapa Y: Porcentaje de extraccion de | extraccion de citricos por
piretroides del método de piretroides del método de | de extraccion y limpieza del extracto plaguicidas organofosforados | plaguicidas cromatografia
QUEChERS para frutos QUEChERS para frutos organico mejoran la extraccion de y piretroides Y1.2. % de plaguicidas de gases
citricos por sustitucion de citricos por sustitucion de | plaguicidas organofosforados y piretroides en frutos citricos acoplada a
agentes quimicos? agentes quimicos piretroides en frutos citricos. masa masa
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICOS INDEPENDIENTE X1.1. Cantidad de sulfato de
¢Cuales son los agentes Determinar los agentes En la etapa de extraccion la sustitucion magnesio (g)
guimicos que van a sustituirse guimicos que van a de los reactivos del método de X1: Sustitucion de X1.2. Cantidad de cloruro de
en el método de QUEChERS sustituirse en el método QUECHhERS por sulfato de magnesio, agentes quimicos del X1. Agentes sodio (g) Extraccion
para mejorar la extraccion de QUEChERS para mejorar cloruro de sodio, citrato de sodio método de quimicos de X1.3. Cantidad de citrato de con solvente
plaguicidas organofosforados la extraccion de tribasico dihidratado y citrato de sodio QUEChERS en la extraccion sodio tribasico dihidratado
y piretroides en frutos plaguicidas dibasico sesquihidratado mejoran la extraccion de (9)
citricos? organofosforados y extraccion de plaguicidas plaguicidas X1.4. Cantidad de citrato de
piretroides en frutos organofosforados y piretroides en sodio dibéasico
citricos. frutos citricos. sesquihidratado (g)
¢Cuéles son los agentes | Determinar los agentes En la etapa de limpieza la sustitucién de | X2:  Sustitucion  de
quimicos que se utilizard | quimicos que vana | los reactivos del método de QUEChERS agentes quimicos del X2. Agentes X2.1. Cantidad de sulfato de
para la limpieza del extracto | sustituirse en el método por sulfato de magnesio y aminopropil método QUEChERS quimicos de magnesio (g) Extraccion
con plaguicidas | QUEChERS para la | mejoran la extraccion de plaguicidas en la limpieza del limpieza del dispersiva en
organofosforados y | limpieza del extracto con organofosforados y piretroides en frutos extracto organico extracto X2.2. Cantidad de fase sélida
piretroides en frutos citricos | plaguicidas citricos. aminopropil (mg)
mediante el método organofosforado y
QUEChERS? piretroide en frutos
citricos.
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Anexo 2: Fotos de extraccion de plaguicidas en la empresa SGS

Adicién del estandar interno trifenilfosfato (TPP)
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Colocacion de muestras en el vortéx
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