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1. OBJETO Y SINTESIS.

El ataque de las plagas y enfermedades a nuestros cultivos, responsables de
pérdidas superiores a un tercio de la produccién agricola, hace que el uso de los
plaguicidas en el momento actual siga siendo una necesidad, alin mas marcada en los

paises en desarrollo.

A pesar de que el uso de plaguicidas es todavia el medio mas eficaz para evitar
dichas pérdidas, debemos hacer un esfuerzo y dirigir parte de nuestras investigaciones
a minimizar todo lo posible el impacto negativo que el uso de plaguicidas tiene sobre la

poblacién consumidora y por tanto sobre la seguridad alimentaria.

En este sentido, en la presente Memoria se estudian y calculan los factores de
procesado de los residuos de insecticidas y fungicidas, seleccionados por su novedad
de uso, especificidad y toxicidad, en frutas (albaricoque, melocot6n, naranja y uva de
vinificacion) y hortalizas (calabacin, lechuga y tomate) comercializadas en fresco y
manufacturadas como conservas, zumos, congelados y de cuarta gama. En todos los
casos, los tratamientos fitosanitarios realizados en campo fueron bajo condiciones de

buenas y criticas préacticas agricolas (BPA y CPA).

También se estudia la biodisponibilidad /n vitro de los plaguicidas estudiados,
tanto en las matrices en fresco, como en las manipuladas. Con los datos obtenidos y su
comparacion con las ingestiones diarias estimadas (IDE) se pretende establecer el
riesgo real de ingestion de los plaguicidas, cubriendo asi, un aspecto importante de la

seguridad alimentaria para los consumidores de diferentes &mbitos.

Con el trabajo desarrollado, se ha pretendido alcanzar los siguientes objetivos:
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1. Validar la metodologia analitica necesaria para la determinacién de los
plaguicidas objeto de estudio, utilizando un método de extraccién normalizado y su
identificacion y cuantificacion por cromatografia liquida y de gases y espectrometria de

masas.

2. Determinar los residuos remanentes en los productos agricolas, tanto en
fresco, como en las diferentes etapas de la manipulacion para su conservacion o

transformacion; estableciendo las diferencias entre tratamientos bajo BPA y CPA.

3. Definir y calcular los factores de procesado de los residuos de plaguicidas en
las diferentes matrices y en todas las etapas de fabricacion de alimentos en conserva o

de su transformacion.

4. Estudiar la biodisponibilidad /n vitro de los plaguicidas seleccionados,
mediante simulacion de la digestion gastro-intestinal y dializacibn a través de

membranas semipermeables.

5. Definir la ingestion diaria estimada (IDE) de cada plaguicida en cada
producto vegetal, corrigiéndola con los valores de biodisponibilidad, para compararla
con la ingestién diaria admisible (IDA) y controlar este aspecto de la seguridad

alimentaria.

El trabajo realizado y los objetivos perseguidos, se pueden sintetizar en el

siguiente esquema de trabajo (Figura 1.1.):
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Seleccion de cultivos, localizacion y tratamientos

}

Tratamientos fitosanitarios
BPA CPA
Buenas précticas Criticas practicas

Tiacloprid
Bupimirato
Spinosad

Piridaben
Flusilazol
Triflumizol

Flonicamida

Imidacloprid

Ciproconazol
Fludioxinil
Ciprodinil
Bupimirato
Cialotrina

Clorpirifos
Cialotrina
Tebufenocida
Boscalid
Kresoxim-metil
Penconazol
Trifloxistrobin

Clorpirifos
Cialotrina
Abamectina

Piriproxifen
Deltametrina
Imidacloprid
Dietofencarb
Trifloxistrobin
Miclobutanil

Metalaxil
Hexitiazox

Cipermetrina
Imidacloprid
Tebufenocida
Azoxistrobin
Metalaxil
Tebuconazol

Pimetrocina

Piriproxifen

Indoxacarb
Difenoconazol
Kresoxim-metil

¥

\
Método extraccion QUEChERS }—{ Validacion metodologia analitica ‘ LC-MS-MS/QqQ y CG-MS
|

|
v

Muesias en fesco

Abancogque
Melocolin
Marang
Lk
Calabacin
Lechuga
Temate

‘ Determinacion de residuos D

1

¥

‘ Factores de procesado

[
v

¥

Figura 1.1. Esquema del trabajo realizado.

‘ Biodisponibilidad in vitro
v

‘ Célculo de ingestion

Muestas en etapas fabricacion

Conserva (albaricoque)
Cremogenado (melocotdn)
Zumo (naranja)

Vino (uva)
Congelado (calabacin)
42 gama (lechuga)
Conserva (flomate)
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2. INTRODUCCION.

Actualmente la poblacibn mundial supera los 7.200 millones de personas y las
estimaciones mas recientes de Naciones Unidas indican que para el afio 2030 sera de
mas de 8.200 millones y en 2050 superara los 9.300 millones. Aunque la tasa de
crecimiento anual ha disminuido en estos afios, el constante aumento de la poblacién
mundial hace necesario un incremento en la produccién agricola que garantice su
alimentacion. Dentro de este incremento se contempla tanto el aumento del suelo
dedicado a la agricultura, cémo un mejor uso del agua y principalmente un aumento

de los rendimientos de los cultivos.

En los cuatro ultimos decenios, el aumento de los rendimientos represento
cerca del 70 por ciento del incremento de la produccidn de los cultivos en los paises en
desarrollo, aunque en los afios noventa se aprecié una disminucion de su crecimiento.
La progresion de los rendimientos seguira siendo el factor subyacente que permitira los
incrementos en la produccién de cultivos en el futuro. En los paises en desarrollo,
representara aproximadamente un 70 por ciento del crecimiento en la produccién de

cultivos hasta el afio 2030.

Se espera que el crecimiento del uso de agroquimicos en los paises en
desarrollo sea del 1,1 por ciento anual a lo largo de los tres proximos decenios, y que
continlie la desaceleracion que ya se esta produciendo. En conjunto, se estima que el
80 por ciento aproximadamente de los futuros incrementos en la produccién de
cultivos en paises en desarrollo tendran que proceder de la intensificacion: mayores

rendimientos, aumento de cultivos multiples y periodos de barbecho mas cortos.

Por consiguiente, el aumento de la produccion agricola es una necesidad,

siendo preciso ampliar tanto las &reas cultivadas, como el rendimiento de las
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explotaciones agricolas, en donde el ataque de las numerosas plagas y enfermedades
de las plantas que merman las cosechas, hace que el uso de los plaguicidas en el
momento actual siga siendo una necesidad, ain mas marcada en los paises en
desarrollo (FAO, 2002).

Para el siglo XXI, se necesita una segunda revolucion doblemente verde en
tecnologia agricola. Los incrementos de la productividad siguen siendo vitales, pero
tienen que combinarse con la proteccion o restauracion medioambientales, mientras
que las nuevas tecnologias tienen que ser asequibles para los pobres y desnutridos y
deben estar dirigidas a satisfacer sus necesidades. La biotecnologia promete ser un
medio para mejorar la seguridad alimentaria y reducir las presiones sobre el medio
ambiente, siempre que se aborden los peligros medioambientales observados de la
propia biotecnologia. Las variedades modificadas genéticamente (resistentes a la
sequia, anegamiento, acidez del suelo, salinidad y temperaturas extremas) podrian
ayudar a conseguir un cultivo sostenible en zonas marginales y a recuperar tierras
empobrecidas para la produccion. Las variedades resistentes a los insectos dafiinos

pueden reducir la necesidad de utilizar plaguicidas.

No obstante, a pesar de los multiples esfuerzos por parte de Administraciones y
técnicos agricolas, el uso de plaguicidas es hoy dia el medio mas eficaz para evitar la
pérdida de cosechas producidas por plagas y enfermedades en nuestros cultivos. Por
esta razén, debemos hacer un esfuerzo y dirigir parte de nuestras investigaciones a
minimizar todo lo posible el impacto negativo que el uso de plaguicidas tiene sobre la

poblacién consumidora y por tanto sobre la seguridad alimentaria.

FAO, define el término plaguicida como cualquier sustancia destinada a
prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas las especies
indeseadas de plantas o animales, durante la produccién, almacenamiento, transporte,
distribucion y elaboracion de alimentos, productos agricolas o alimentos para animales,
0 que pueda administrarse a los animales para combatir ectoparasitos. El término
incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o
inhibidores de la germinacién, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después
de la cosecha para proteger el producto contra la deterioracion durante el

almacenamiento y transporte. El término no incluye normalmente los fertilizantes,
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nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos alimentarios ni medicamentos para
animales. (FAO, 2006)

El uso de los plaguicidas se remonta a muchos afios atras, en los que se
conocian las propiedades de diversos productos para combatir las plagas y las
enfermedades de las plantas. Recordemos en su evolucion, el inicio con la utilizacién
de sustancias naturales (piretrinas, azufre, arsénico, etc.) hasta el final con el uso de

sustancias de sintesis (organoclorados, organofosforados, etc.).

La lucha contra las plagas y enfermedades de las plantas es uno de los
métodos mas importantes y efectivos para aumentar la productividad de las
explotaciones agricolas, ya que las pérdidas causadas por las plagas, estimadas en los
afios 70 en mas del 30% de la produccién potencial mundial, ain son muy elevadas.
Por todo ello, las ventas de plaguicidas han aumentado en los Gltimos treinta afios de
manera considerable; si bien en las dos Ultimas décadas este aumento se ha

estabilizado.

En Espafia, el consumo de fitosanitarios en agricultura durante el periodo 1995-
2010 experiment6 un continuo crecimiento, alcanzando su maximo en 2002, con una
posterior tendencia decreciente hasta valores similares a 1996 (Figura 2.1.)
(MAGRAMA, 2014).
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Figura 2.1. Consumo de fitosanitarios en agricultura en Espafia 1995-2010.
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De acuerdo con la Memoria Anual de 2005 de la Asociacién Empresarial para la
Proteccién de las Plantas (AEPLA), el consumo total de plaguicidas en Espafia durante
ese afo fue de 96.359,56 toneladas de plaguicidas. Por regiones, Murcia ocupa el
tercer lugar en el consumo de plaguicidas, detras de Andalucia y la Comunidad

Valenciana, con un 10,86% del total de ventas nacionales.

El consumo de plaguicidas, expresado en millones de euros tanto a nivel

europeo como nacional, viene recogido en las Figuras 2.2. y 2.3.
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Figura 2.2. Consumo de plaguicidas en Europa.
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Figura 2.3. Consumo de plaguicidas en Espana.

En este contexto, no podemos olvidar que el uso de plaguicidas conlleva un
riesgo para la salud en diversos sectores de la poblacién. En primer lugar, para quienes
trabajan en la fabricacion, manipulacién y aplicacion de estos productos, y en segundo,
para la poblacién que puede incorporar al organismo, de manera directa o indirecta,

residuos de plaguicidas mediante la ingestion de alimentos. Finalmente, no debemos
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olvidar la posible contaminaciéon del medio ambiente, por el uso indebido de estos

contaminantes.

Los incrementos de la productividad siguen siendo vitales, pero tienen que
combinarse con la proteccion o restauracion medioambientales, por ello, desde hace
muchos afios el objetivo no es destruir la plaga, sino mantenerla por debajo de
umbrales de tolerancia de tal manera que la produccion agricola sea rentable y
sostenible. Por ello, se ha sugerido por las organizaciones internacionales (FAO, OMS,
etc.) que los distintos paises, ademas de fomentar la lucha integrada, incrementen el
uso de medios biolégicos y otras actividades que puedan servir para disminuir la
aplicacion de productos quimicos, y desarrollen también procedimientos legales que
permitan estudiar los plaguicidas antes de que se autorice su uso. Asi, las autoridades
competentes pueden certificar, mediante la evaluacién cientifica de los resultados, que
el producto sirve para el fin para el que se ha recomendado su utilizacién, y de
seguirse las orientaciones técnicas especificas, no ocasionarian riesgos innecesarios

para la salud del hombre o el medio donde vive.

La politica de seguridad alimentaria que desarrolla la Union Europea (UE) tiene
por objeto garantizar a los ciudadanos una alimentacion segura y nutritiva procedente
de plantas y animales sanos y, al mismo tiempo, ofrecer las mejores condiciones
posibles al sector alimentario, que es el mayor de Europa en términos de produccion y
empleo. Hay que tener en cuenta que la industria agroalimentaria es el segundo sector
economico de la UE, emplea a 48 millones de personas y representa para la economia

europea unos 750.000 millones € anuales.

La prioridad es proteger la salud a lo largo de toda la cadena agroalimentaria y
en cada etapa del proceso de produccion, desde el campo hasta el consumidor,
previniendo la contaminacion de los alimentos y fomentando su higiene, la informacion
alimentaria, la salud de vegetales y animales y su bienestar. Sus objetivos esenciales

son tres:

< Una alimentacién humana y animal segura y nutritiva.

« Un alto grado de sanidad y bienestar animal y de proteccién de los vegetales.
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< Una informacion adecuada y transparente sobre el origen, el contenido y el

uso de los alimentos a través del etiquetado.

La tarea de garantizar que los alimentos cumplan las normas de calidad
higiénico-alimentaria va mas alla de las fronteras de la UE ya que buena parte de lo
gue consumimos procede de otros paises. La Unidn Europea es un mercado Unico en el
gue las mercancias, y por tanto los alimentos, pueden circular y venderse libremente
en todo su territorio. De este modo hay mas competencia y el consumidor puede elegir
entre una mayor variedad, a precios mas bajos que si los alimentos se pudieran vender
solamente dentro de un pais. Pero, para garantizar la armonizacién del mercado Unico,
se deben establecer unas mismas normas y criterios de calidad y seguridad alimentaria
aplicables para todos los alimentos destinados al consumo dentro del territorio de la UE
(CE, 2014).

Si cada producto tuviera que controlarse de acuerdo con unas normas distintas
en cada pais, no habria libre comercio y los productores de algunos paises podrian
aprovecharse de ventajas competitivas que serian injustas. Ademas, la politica agricola
en su conjunto es competencia de la UE, que tiene asi la posibilidad de influir en la
calidad y la seguridad de nuestros alimentos a través de las distintas normas y

directivas que puedan compaginar una adecuada y sostenible produccion agricola.

La exhaustiva normativa agricola y alimentaria de la UE, permite que los
ciudadanos europeos tengan uno de los mayores niveles de seguridad alimentaria del
mundo. Los controles obligatorios a lo largo de la cadena agroalimentaria garantizan
gue las plantas y los animales estén sanos y que los alimentos y piensos sean seguros
y de alta calidad, estén etiquetados adecuadamente y cumplan los requisitos estrictos
de la UE. Tengamos en cuenta que no pueden anunciarse propiedades saludables de
los alimentos sin que se hayan demostrado cientificamente y lo haya autorizado la

Comisién Europea.

En el mercado global actual son muchos los factores que hay que tener en

cuenta para mantener el cumplimiento de esos requisitos. Por ejemplo:

e Prevenir la entrada y la propagacion de enfermedades animales y vegetales
en la UE.
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< Impedir que las enfermedades de los animales se transmitan al hombre (mas

de doscientas pueden transmitirse a través de la cadena alimentaria).

» Garantizar que se mantengan en toda la UE unas normas comunes para

proteger al consumidor y prevenir la competencia desleal.

» Proteger el bienestar de los animales.

e Garantizar a los consumidores una informacion clara e inequivoca del

contenido y el origen de los alimentos.

e Contribuir a la seguridad alimentaria mundial y dar a la poblacién acceso
suficiente a alimentos seguros y de calidad. Segun las previsiones, para 2030 habra
gue alimentar a 8.000 millones de personas con una mayor demanda de dietas ricas
en carne. Para atender esta necesidad, la produccion alimentaria mundial deberd
crecer como minimo un 40 %, y el 80 % de ese incremento debera proceder de una

agricultura mas intensiva.

En lo referente al riesgo por ingesta de los plaguicidas, debemos sefalar que la
Unién Europea (UE) tiene reglamentado un limite maximo de residuos de plaguicidas
(LMR) en todos los alimentos en fresco destinados al consumo humano o animal, con
el fin de proteger la salud de los mismos (CE, 2008). El Reglamento retne y armoniza,
en un solo texto, los limites aplicables a los diferentes productos de alimentacion
humana o animal, y fija un limite maximo aplicable por defecto. Para asegurarse de
que los LMR sean lo mas bajos posibles, quienes soliciten la aprobacion de un
plaguicida deben presentar informacién cientifica sobre las cantidades minimas de
plaguicida necesarias para proteger una cosecha y el nivel de residuos que quede en la
cosecha después de dicho tratamiento. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), verifica luego que tal residuo sea seguro para todos los grupos de
consumidores europeos, incluyendo grupos vulnerables, tales como bebés, nifios y
vegetarianos. Cuando haya un riesgo establecido para cualquier grupo de
consumidores, la solicitud de LMR sera desestimada y el plaguicida no se podra utilizar

en ese cultivo.

Por consiguiente, la seguridad de los alimentos prevalece sobre la proteccion de

las plantas. En muchos casos, la cantidad de plaguicida necesario es muy inferior al
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nivel maximo que se sigue considerando seguro. En tales casos, los LMR se fijan en el
nivel inferior, asegurandose asi de que solo se utilice la cantidad (minima) necesaria de
plaguicida. La autoridad nacional competente define como y cudndo se puede utilizar el
plaguicida y tales datos constan en la etiqueta del plaguicida. Las autorizaciones se
conceden con caracter nacional porque las condiciones locales y ambientales y la
existencia de plagas (y por lo tanto el uso de plaguicidas) pueden variar. Por ejemplo,
en los Estados miembros del sur, donde las temperaturas son mas altas, hay mas
insectos y se necesitan mas insecticidas. En otras partes de la UE, mas humedas, las
condiciones son mas proclives a las plagas fungicas, por lo que son mas necesarios los
fungicidas. Estas diferencias de uso y tratamiento son consideradas al determinar los
LMR.

En el caso de alimentos manipulados, transformados o en conserva, la UE aln
no ha establecido de forma exhaustiva LMR para dichos alimentos, aunque ya se esta
trabajando en este tema; por lo que los resultados obtenidos en el trabajo presentado

en esta Tesis pueden ser de gran ayuda para futuras legislaciones.

Para que se cumplan los LMR, la industria alimentaria y las organizaciones de
productores, asi como también los gobiernos y organizaciones no gubernamentales,
han desarrollado en los ultimos afios una gran variedad de cédigos, normas y
reglamentos sobre buenas practicas agricolas (BPA), con el objetivo de codificar las

practicas de una gran cantidad de productos a nivel de explotacion agricola.

Trabajando con buenas practicas agricolas nos aseguramos que nuestro
producto cumplira con los controles fijados por la UE y no superaran los LMR. En el
caso de que no se respeten los plazos de seguridad de los plaguicidas y no se hayan
seguido las normas de aplicacién (dosis, vehiculos, etc.), no podremos asegurar que

nuestro producto cumpla con los requisitos para poder ser comercializado.

El control analitico de residuos de plaguicidas en alimentos es la principal
herramienta para asegurar que se cumplen las normas de seguridad y, por tanto,
asegurar que no se superaran los LMR. Continuamente se revisan y buscan nuevos
métodos analiticos para mejorar la sensibilidad, selectividad y fiabilidad en el analisis
de residuos de plaguicidas asegurando asi la salud de los consumidores. Un método es

fiable cuando podemos asegurar que se ha conseguido un correcto procedimiento de
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validacién. El método empleado debe cumplir cientificamente los criterios establecidos
en la validacion, para que sea aceptado y utilizado para determinar el cumplimiento de
los LMR; ademas de ser econémico, sencillo y rapido. Cuando se pretende validar un
método analitico se pueden utilizar diferentes guias metodolégicas como referencia
(Fajgelj & Ambrus, 2000). Entre las guias internacionales mas utilizadas, se pueden
destacar las elaboradas por la Direccion General de Sanidad y Consumo de la UE (DG
SANCO), Asociacion Internacional Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC International),
red de organizaciones EURACHEM vy la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC) (Alder, Hill, Holland, Lantos, Lee, MacneiL, et al., 2000; Hill & Reynolds,
1999).

Actualmente, la mas relevante es la denominada “guia SANCO”, promovida por
la Comisién Europea a través de su Direccion General de Sanidad y Consumo, que
recoge recomendaciones para la realizacion de andlisis fiables de residuos de
plaguicidas en productos. Los criterios recomendados en ella son los aceptados para la
vigilancia de los residuos de plaguicidas en la UE. En ellos se describen el control de
calidad analitico; asi como los requisitos, pardmetros y valores para apoyar la validez
de los resultados (DG SANCO., 2015). Estas recomendaciones complementan la norma
europea ISO/IEC 17025:2005, que especifica los requisitos generales en las
competencias para llevar a cabo ensayos y/o calibraciones, incluida la toma de
muestras; cubriendo los ensayos y calibraciones realizados mediante métodos
estandarizados, métodos no estandarizados y aquellos desarrollados en los laboratorios
(1SO., 2005).

El uso de sistemas de deteccién de espectrometria de masas (MS) acoplados a
técnicas analiticas de cromatografia de gases (GC) y de liquidos (LC) ha permitido el
desarrollo de métodos analiticos multirresiduales en matrices vegetales que satisfacen
la necesidad de control de los productos que se comercializan a los minimos niveles de
cuantificacién, generando resultados analiticos seguros y de calidad (Abdel-Ghany,
Hussein, El Azab, El-Khatib, & Linscheid, 2016; Dedola, Cabizza, & Satta, 2014; Garrido
Frenich, Arrebola Liébanas, Egea Gonzadlez, & Martinez Vidal, 2003; Kiljanek,
Niewiadowska, Semeniuk, Gawel, Borzecka, & Posyniak, 2016; Tran, Eide, Nickols,
Cromer, Sabaa-Srur, & Smith, 2012). La mayoria de los plaguicidas se analizan por
cromatografia liquida y espectrometria de masas (LC-MS/MS), pero algunos

plaguicidas, especialmente los insecticidas piretroides, se analizan por cromatografia de
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gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS/MS) (Kiljanek, Niewiadowska,

Semeniuk, Gawel, Borzecka, & Posyniak, 2016).

En la revisidn bibliogréafica realizada, se han encontrado diferentes metodologias
para el andlisis de los insecticidas estudiados en este trabajo. Asi, se han analizado
residuos de spinosad por HPLC con detector ultravioleta-visible (UV) (Vuik, 1991; Yeh,
Schwedler, Schelle, & Balcer, 1997) y por espectrometria de masas (EM) (Angioni,
Porcu, & Pirisi, 2011; Sannino, 2007); también por cromatografia liquida con ionizacion
por electrospray acoplada a un espectrometro de masas (ESI)-MS/MS utilizando el
método QUEChERS para la extraccion (Morales, Ruiz, Oliva, & Barba, 2011; Ruiz,
Morales, Barba, & Oliva, 2012). En el caso de piridaben, se encuentran trabajos en los
gue los andlisis se realizaron por LC-MS/MS utilizando el método QUEChERS (Tran,
Eide, Nickols, Cromer, Sabaa-Srur, & Smith, 2012). Igualmente, la determinacién de
tiacloprid se realiza mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas por electrospray (Yanez, Bernal, Nozal, Martin, & Bernal, 2013) o por
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometro de masas (UPLC-
MS/MS), empleando el método QUEChERS para la extraccion (Zhang, Xu, Dong, Liu, Li,
Li, et al., 2013).

De la misma forma para imidacloprid y flonicamida se encuentran trabajos
donde analizan residuos en pepino por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro
de masas (HPLC-MS/MS), utilizando, de nuevo, el método QUEChERS para la
extraccion (Abdel-Ghany, Hussein, El Azab, El-Khatib, & Linscheid, 2016); en vid, se
utiliz6 imidacloprid para el tratamiento de insectos chupadores, las muestras se
extrajeron mediante el método QUEChERS y los analisis se realizaron con
cromatografia liquida de alta resolucion con detector de diodo (Mohapatra, Kumar, &
Prakash, 2015). En el estudio de dos variedades de tomate se determinaron los
residuos de 28 plaguicidas (insecticidas y fungicidas) mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas-masas, destacando el uso de A-cialotrina,
clorpirifos, deltametrina, piridaben, entre otros (Dedola, Cabizza, & Satta, 2014). Para
el analisis de residuos de indoxacarb, imidacloprid y clorpirifos en matriz de manzana
se empled el método QUEChERS vy los analisis se realizaron mediante cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas-masas (LC-MS/MS) (Tiryaki, 2016). Para

abamectina, el método se basa en la extraccion por QUEChERS y posterior analisis por
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cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas por electrospray (Ruiz,
Morales, Barba, & Oliva, 2012).

En el caso de los fungicidas, para el analisis de bupirimato se usa cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masas por electrospray (Bordagaray, Garcia-
Arrona, & Millan, 2013; Soler, Manes, & Pico, 2005). Para flusilazol, el método se basa
en la extraccion asistida por ultrasonidos con dispersiéon en fase sélida y cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas por electrospray (Garcia-Valcarcel &
Tadeo, 2011). Para analizar flusilazol y triflumizol, se ha empleado cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS) (Coscolla, Yusa, Beser, &
Pastor, 2009); y para la determinacion de residuos de este ultimo, cromatografia
liquida de alto rendimiento con el método del estdndar externo (Cai, Gao, & Guo,
1999).

Para el analisis de residuos de boscalid, difenoconazol, azoxistrobin, fludioxonil,
ciprodinil, tebuconazol, bupimirato, metalaxil, entre otros, se utilizd6 cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas-masas (GC-MS/MS) (Dedola, Cabizza, &
Satta, 2014). Para miclobutanil se utiliz6 cromatografia liquida con trampa de iones
acoplada a espectrometria de masas y el método utilizado en la extraccion fue el
método QUEChERS (Gilbert-Lopez, Garcia-Reyes, & Molina-Diaz, 2012). Para la
determinacion de boscalid y kresosim-metil se utiliz6 una modificacion del método
QUEChERS para la extraccion y el analisis se realiz6 con cromatografia liquida acoplada
a un triple cuadrupolo masas-masas (Martinez, Morales, Maestro, Cermeno, Oliva, &
Barba, 2015).

Dado que no es posible emplear un Unico método de extraccion para todas las
combinaciones posibles de plaguicidas-matrices, se han desarrollado procedimientos de
extraccion multirresiduales para la determinacion simultanea de residuos de plaguicidas

en productos vegetales y alimentos.

En el trabajo experimental presentado en esta Tesis, se ha empleado el método
de extraccion QUEChERS, acronimo que indica sus principales caracteristicas: Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe (Rapido, facil, barato, eficaz, robusto y
seguro). Se puede considerar una técnica de preparacion y purificacion de muestras

para el andlisis multiple de residuos de plaguicidas en alimentos y ofrece una
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alternativa sencilla y rapida a las tradicionales extracciones liquido-liquido y extraccion

en fase solida.

En el afio 2003 se publica por primera vez y aporta un nuevo enfoque en el
andlisis de mdltiples residuos de plaguicidas para diversos alimentos basicos
(Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher, & Schenck, 2003). Desde su publicaciéon se han
introducido distintas versiones con el objetivo de incluir el mayor numero de
plaguicidas y matrices posibles (Anastassiades, Scherbaum, Tasdelen, & Stajnbaher,
2007; Ferreira, Ferreira, Talamini, Facco Jde, Rizzetti, Prestes, et al., 2016; M. Liu, Xie,
Li, Meng, Zhang, Hu, et al., 2016; Morales, Ruiz, Oliva, & Barba, 2011; Paya,
Anastassiades, Mack, Sigalova, Tasdelen, Oliva, et al., 2007; Rizzetti, Kemmerich,

Martins, Prestes, Adaime, & Zanella, 2016).

En general, el procedimiento se basa en extraccion con acetonitrilo, particion
con sales y control del pH por tampones. El extracto primario se puede someter a una
purificacion en fase sélida en dispersién mediante adicion de una amina secundaria y
otros componentes, segun requiera el caso. Este método abarca desde plaguicidas
altamente polares, menos polares, asi como los muy &acidos o basicos y matrices muy
variadas en composicion, con alto y bajo contenido en grasa. El extracto puede ser
analizado tanto por CG como por CL. Actualmente, esta reconocido internacionalmente

por FAO, UE, USDA y muchos laboratorios de plaguicidas.

La presencia de residuos de plaguicidas en los alimentos varia con la naturaleza
de las moléculas de los mismos, el tipo y caracteristicas del material vegetal y los
factores medioambientales. Dado que los plaguicidas son una de las mayores
aportaciones para incrementar la productividad agricola y que su uso en la actualidad
es necesario, se debe recurrir a algunas alternativas para reducir su presencia en los
alimentos. Asi, se ha encontrado que el lavado con agua o disoluciones de sal o
algunos productos quimicos (cloro, dioxido de cloro, perdxido de hidrégeno, ozono,
acido acético, etc.) y detergentes produce una eficaz reduccién del nivel de plaguicidas
(Bajwa & Sandhu, 2014). Las diferentes etapas de preparacién como el pelado y corte,
eliminan los residuos de la parte exterior. Los procesos de manipulacién de los
alimentos con tratamientos térmicos como pasteurizacion, escaldado, hervido, coccién
al vapor, etc., se han relacionado con el incremento de la degradacion de diferentes

plaguicidas dependiendo de sus caracteristicas quimicas y de la duracion del

-20-



Introduccién

Sandra Cermefio OImos

tratamiento. Muchas otras técnicas de transformacion o industrializacion como
refinado, fermentacion y curado, han demostrado su eficacia para disminuir los niveles
residuales de plaguicidas para una extensa variedad de productos alimenticios.
Anélogamente, la molienda, el horneado y la elaboracion de vino o cerveza son
procesos eficaces en la reduccion de la concentracion de residuos de plaguicidas en los
productos finales (Duhan, Kumari, & Gulati, 2010; Uygun, Senoz, Ozturk, & Koksel,
2009).

La velocidad a la que los plaguicidas se disipan o degradan esta estrechamente
relacionada con sus propiedades fisico-quimicas, la naturaleza del material agricola o
alimentario en el que estad y las condiciones ambientales. Los plaguicidas pueden ser
degradados por fotolisis, hidrélisis, oxidacion y reducciéon, metabolismo, temperatura y

el pH.

En frutas y vegetales, la mayoria de los residuos de plaguicidas son retenidos
en la superficie de la piel. Esta es la razén por la que la mayoria de los residuos son
eliminados en el lavado, pelado o con los tratamientos con disoluciones quimicas como
vinagre, bicarbonato sddico, sal comun o alcohol. Los plaguicidas pueden introducirse
en las frutas y vegetales durante diferentes fases de la produccién. Algunos plaguicidas
son utilizados antes de la floracién, otros mientras los frutos estdn en crecimiento y
otros tras la cosecha; asi pues, la localizacion de los residuos de plaguicidas en la
misma fruta puede ser diferente. Una gran cantidad de plaguicidas sistémicos pueden
ser absorbidos dentro de la pulpa. Los niveles de los residuos en frutas y verduras o en
sus manipulados, dependen de las propiedades de particion de los plaguicidas entre las

distintas partes del vegetal.

Para conocer el comportamiento de los residuos de plaguicidas, ademés de los
estudios en campo, son necesarios también los realizados en vegetales transformados,
asi como su disipacion o concentracién a lo largo de los procesos de transformacion.
Incluso cuando los productos fitosanitarios se utilizan correctamente (BPA), los
residuos en los vegetales y productos derivados son inevitables. Dado que muchos de
ellos son procesados antes de que lleguen al consumidor, el estudio de la disipacion de
los residuos durante estos procesos permite una mejor estimacion de la exposicion y
un calculo mas realista de la ingesta de las sustancias activas de productos

fitosanitarios y/o sus metabolitos, y, por lo tanto, una mejor evaluacién del riesgo.
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Ademas, estos estudios pueden proporcionar resultados relativos a los residuos en
productos béasicos empleados posteriormente para fabricar productos de alimentacion
animal, preparados cosméticos, etc. (Jankowska, Kaczynski, Hrynko, & Lozowicka,
2016; Navarro, Garcia, Navarro, Oliva, & Barba, 1997; Paya, Oliva, Camara, & Barba,
2007a; Paya, Oliva, Camara, & Barba, 2007c).

Los resultados de estudios de residuos en procesos de transformaciéon, no solo
contribuyen a dar una estimacion mas realista de la ingesta alimentaria y una mejor
comparacion de la exposicién entre paises, sino que también pueden ayudar a lograr
una implantacion mas amplia del control de LMR a nivel nacional e internacional, a
través del establecimiento de factores de procesado, obtenidos, entre otros medios,
mediante la relacion entre los niveles de residuos del producto agricola procesado y el
mismo en fresco (DG SANCO, 1997).

Desde una Optica muy simplista, podriamos definir Factor de Procesado de
residuos de plaguicidas (FP) como la relacion entre la concentracion de un plaguicida
en el alimento original cosechado y su concentracion en el producto elaborado o

manipulado, o en cualquiera de sus etapas de fabricacion.

Los diferentes estudios de procesado de alimentos muestran que, en la mayoria
de los casos, las operaciones tecnolégicas dan lugar a grandes reducciones en los
niveles de residuos de plaguicidas en los alimentos preparados, especialmente en los
procesos de troceado, pelado, lavado y calentamiento. Estas disminuciones se
producen por reacciones de hidrolisis, enzimaticas o redox y por degradaciones
asociadas a cambios de temperatura, acciéon de microorganismos, etc. Con el pelado
de los citricos, asi como en otras frutas, se alcanzan niveles practicamente
indetectables en su parte comestible. Sin embargo, la piel de estas frutas se utiliza con
frecuencia en la produccién de piensos o0 aceites esenciales, entre otros, pudiendo
presentar importantes concentraciones de los residuos respecto a la fruta entera
(Keikotlhaile, Spanoghe, & Steurbaut, 2010; Matencio, Oliva, Camara, Barba, Romero,
& Abellan, 2004; Navarro, Barba, Oliva, Navarro, & Pardo, 1999; Paya, Oliva, & Barba,
2009; Pay4, Oliva, CAmara, & Barba, 2007b).

Asi, se ha comprobado que las diferentes etapas de manipulacién de los

alimentos vegetales, pueden alterar el contenido inicial de residuos en nuestros
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alimentos. Por ejemplo, el lavado con agua; las frutas y verduras son siempre lavadas
antes de su consumo Yy ademas las verduras se suelen pelar y cocinar antes de

comerlas.

El lavado ha sido el procedimiento méas efectivo para eliminar residuos de
plaguicidas y minimizar su ingesta en la dieta. El lavado prolongado no causa ninguin
cambio en los niveles de residuos. En algunos plaguicidas, como bitertanol y

procimidona, el lavado no afecta a sus niveles presentes (Bajwa & Sandhu, 2014).

El lavado con disoluciones salinas (cloruro sédico) es un método conveniente
para disminuir los contaminantes de las superficies de los alimentos, particularmente
de frutas y verduras. Este procedimiento estd recomendado para su practica en uso
doméstico. Aunque no se han encontrado diferencias significativas entre el lavado
salino y un lavado ordinario con agua del grifo. El lavado con disoluciones quimicas,
por ejemplo, agua clorada (lejia) u otros quimicos comUnmente utilizados para la
desinfecciéon de frutas y verduras, pueden tener un importante papel en la eliminacién
de los residuos de plaguicidas. La velocidad de degradaciéon de los plaguicidas aumenta

al aumentar el pH y la temperatura.

Se ha comprobado que los residuos de plaguicidas en manzanas frescas y sus
productos procesados se reducen con el uso de aguas cloradas y aguas ozonizadas,
siendo las cloradas las que mejores resultados aportaban. La eficacia obtenida en el
lavado con agua ozonizada depende de los niveles de ozono disueltos. Sin embargo,
otros estudios muestran que el lavado con agua ozonizada produce los mejores
resultados en fresas, reduciendo del 36-75 % de los residuos frente al 19-68 % cuando
se empleaba agua del grifo. A pesar de ello, el lavado con ultrasonidos eliminé mas del
90% de residuos, siendo éste el tratamiento més efectivo para asegurar la méaxima
reduccion de residuos de plaguicidas (Lozowicka, Jankowska, Hrynko, & Kaczynski,
2016).

Otros procesos que ayudan a disminuir el contenido de residuos de plaguicidas
son: el lavado, cortado, coccion, etc. Algunos estudios comparan los efectos del
lavado, pelado y la coccion en los niveles de los residuos para patatas y zanahorias,
encontrando que el pelado es el método mas efectivo para eliminar los plaguicidas de

los vegetales, siguiéndole el proceso de fritura. Llevar a ebullicion las frutas y verduras
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nos asegura una reduccion de los niveles de residuos de los plaguicidas mas solubles

en agua.

Los alimentos son sometidos en muchas ocasiones a tratamientos con calor
durante su preparacion y preservacion de los mismos. Estos tratamientos pueden
incluir la pasteurizacion, la ebullicion o los métodos empleados en cocina, dependiendo
de la naturaleza del alimento y el fin al que esté destinado. La pérdida de residuos de
plaguicidas durante los tratamientos térmicos puede ser debida a la evaporacion, co-
destilacién, degradacién térmica lo que varia dependiendo de la naturaleza quimica de
cada plaguicida. Se debe tener en cuenta que no todos los procesos que se llevan a
cabo favorecen la eliminacién de los residuos de plaguicidas, por ejemplo, cuando las
frutas son secadas en horno se produce una concentracién de los residuos de

plaguicidas (Liang, Liu, Ding, & Liu, 2014).

Para la elaboracion de las conservas de frutas y verduras se encontré que, en la
mayoria de los casos, las operaciones que conducen al enlatado producen una
disminucién gradual de los niveles de los residuos, principalmente debido a la
evaporacion, degradacion y co-destilacion. En algunos casos, el nivel de residuos no
varia ya que la disminucién que se produce en el lavado se compensa con la
concentracion que experimenta cuando se seca. (Bajwa & Sandhu, 2014; N. Liu, Dong,
Chen, Xu, Liu, Duan, et al., 2016).

En la elaboracion de zumos, se observa que, en estudios realizados en zumo y
pulpa de zanahorias y tomates, el mayor porcentaje de residuos de plaguicidas queda
contenido en la pulpa, excepto para mancozeb que se encuentra en el zumo. Los
plaguicidas que presentan una gran solubilidad en agua estaban presentes en una gran
extension en el zumo. El comportamiento y el destino del residuo varia con el
plaguicida y el cultivo empleado (Hadjikinova, Prokopov, & Taneva, 2006; Romeh,
Mekky, Ramadan, & Hendawi, 2009)

En los estudios encontrados sobre la elaboracion de vino se observa que los
residuos de plaguicidas presentan una reduccion significativa de los residuos en la
fermentacion de la uva a vino. Ademas, se produce una mayor reduccion de los
residuos en vino tinto que en la vinificacion de vino blanco. Las etapas mas

importantes en la pérdida de residuos de plaguicidas son la clarificacion del mosto, la
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fermentacion y el trasiego. Durante la elaboracion del vino, la reduccion de residuos
presentes en la uva ocurre debido a la hidrélisis y a la absorcion de materia en
suspension. A pesar de que se encontré que el pK,, afecta al proceso de vinificacion,
no se demostré que hubiese una correlacion entre la solubilidad de los plaguicidas y su

desaparicion (Pazzirota, Martin, Mezcua, Ferrer, & Fernandez-Alba, 2013).

Los procesos de coccidn, pasteurizacion y esterilizacion aumentan las tasas de
degradacién y volatilizacion de los residuos. Finalmente, el almacenamiento en frio, en
conserva 0 como zumo, ralentiza las reacciones causantes de la disminucion de los

residuos de plaguicidas (DG SANCO, 1997; Pose, Cancho, Rial, & Simal, 2006).

Los factores de procesado (FP), que representan la relacion entre los niveles de
residuos en el producto procesado y el respectivo producto sin elaborar, nos permiten
indicar si los residuos aumentan o disminuyen durante el proceso (FEDIOL, 2015).
Dependiendo del tipo de procesado y de las propiedades fisico-quimicas de los

plaguicidas, los residuos pueden aumentar (o disminuir) en los productos elaborados.

Actualmente no existen unos FP armonizados a nivel de la UE; sin embargo,
algunos de los estados los aplican, aunque con criterios diversos mientras que otros

utilizan directamente el LMR de los cultivos primarios.

Es evidente que los plaguicidas pueden generar efectos téxicos en el ser
humano. Su biodisponibilidad en el organismo depende de su toxico-cinética:
absorcion, distribucion, metabolismo y eliminaciéon. Todos estos procesos quedan
influenciados por factores externos como son: temperatura ambiental, tiempo de
exposicion, etc.; o bien por la naturaleza de la sustancia quimica. También lo hacen
por factores propios de cada individuo (edad, sexo, dotacion genética, estado de salud,
estado nutricional, estilos de vida, via principal de absorcion, etc.) (Fait & Colosio,
1998; Ramiréz & Lacasafia, 2001).

Desde el punto de vista de la exposicion alimentaria, actualmente se utilizan
modelos probabilisticos de exposicién para calcular la cantidad de posibles sustancias
guimicas nocivas ingeridas por una poblacién humana, como por ejemplo residuos de
plaguicidas, productos quimicos que se encuentran en los alimentos, o presentes en el

medio ambiente (como dioxinas, cadmio, plomo, mercurio, etc.). Generalmente se
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emplean dos tipos de modelos: el primero para el calculo de la ingestién a corto plazo,

y el segundo para el calculo a largo plazo.

Estos modelos s6lo se pueden utilizar cuando se dispone de datos sobre
cantidades de alimentos consumidos y concentraciones de las sustancias quimicas
presentes en este alimento. Los datos de consumo de alimentos utilizados son
proporcionados por las encuestas de consumo de alimentos; en general, estos datos
son adecuados para el célculo del consumo de la mayoria de productos quimicos. Sin
embargo, este criterio no se aplica a los productos quimicos presentes en los alimentos
rara vez consumidos. Para los datos de concentracion, se debe realizar previamente
una evaluacion de la exposicion para constatar si la exposicion se puede calcular

utilizando estos modelos.

La EFSA edité en 2012 una guia sobre el uso de la metodologia probabilistica
para establecer el modelo de la exposicion alimentaria a residuos de plaguicidas. En
ella, se proponen dos ensayos, uno de ejecucion optimista y otro pesimista para las
evaluaciones de la exposicion aguda y cronica (EFSA, 2012). En la ejecucion del
modelo optimista, las principales incertidumbres de las evaluaciones se producen
usando supuestos que se espera den lugar a estimaciones méas bajas de la exposicion,
mientras que en el modelo pesimista estas incertidumbres son tratadas de manera tal
que se espera gue resulte en una sobreestimacion de exposicién. Esto proporciona un
rango de exposicién real y una herramienta para la toma de decisiones. Cuando en el
modelo optimista la estimaciéon de la exposicion es superior al valor de referencia
basado en la salud -por ejemplo, la Ingestion Diaria Admisible (IDA) para exposicion
cronica o la Dosis de Referencia Aguda (DRfA) para exposicion aguda- la exposicién
real ser& mayor y se deben tomar medidas de reduccion del riesgo. En caso de que en
los modelos pesimistas los resultados sean inferiores a los valores de referencia, se
puede estar seguro de que la verdadera exposicion sera alin mas baja y no son

necesarias medidas de reduccion del riesgo.

Estudios realizados en Francia con mas de 300 plaguicidas en alimentos que
cubrian el 90 % de la dieta de adultos y nifios, muestran que el 37% de las muestras
contenian al menos uno o mas residuos de plaguicidas, principalmente en frutas y sus
zumos. Para el 90 % de los plaguicidas, los niveles de exposicion estaban por debajo

de la IDA tanto para el modelo optimista como para el pesimista. Bajo el modelo
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pesimista (que tiende a sobreestimar los niveles de exposicion) s6lo uno de los
plaguicidas empleado superd la IDA para los consumidores de cerezas y endivias. Bajo
el modelo optimista (que sobrestima la exposicion) no se puede excluir un riesgo
cronico con algunos de los plaguicidas empleados. Para ellos, se necesitan analisis mas
sensibles de los principales contribuyentes de los alimentos con el fin de mejorar la
evaluacién de la exposicion (Nougadere, Sirot, Kadar, Fastier, Truchot, Vergnet, et al.,
2012).

Estos modelos actualmente dan lugar a la estimacion mas realista de la ingesta
de sustancias quimicas a través de los alimentos. No obstante, hay que tener en
cuenta que existen parametros muy importantes, como la biodisponibilidad de los
plaguicidas que todavia acercan mas a la ingesta real de los contaminantes en el

organismo humano.

La biodisponibilidad alude a la porcion de la dosis de un farmaco administrado
de manera exdgena, que llega hasta el érgano o tejido en el que lleva a cabo su
accion. Desde un punto de vista toxicolégico podemos asegurar que es conveniente
conocer la biodisponibilidad de una sustancia peligrosa, ya que ésta “mide el acceso
fisicoquimico de un toxico a los procesos bioldgicos de los organismos” (US EPA,
2006). Como determinar la concentracion en un tejido resulta excesivamente invasivo,
se acepta el valor de la concentracion del mismo en el plasma. Puede expresarse en
porcentaje o en tasas. Este concepto se utiliza para cuantificar el grado en que una

sustancia es aprovechada por el organismo.

Para los residuos de plaguicidas este valor viene implicito en los estudios de
toxicidad por ingestion que se realizan en los animales de experimentacion al registrar
una sustancia, pero se aplica la sustancia en estado puro, sin mezclar con los
alimentos, y se ha demostrado ampliamente en el campo farmacéutico que la
presencia de los alimentos puede disminuir sensiblemente, o en algunos casos
aumentar, la biodisponibilidad de un xenobidtico para el organismo. Por tanto, el
estudio de la biodisponibilidad de un residuo embebido en el medio que llega al
organismo es esencial para determinar la dosis que realmente penetra en él y juzgar

gué capacidad tiene de afectar al consumidor a través de los alimentos.
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Los plaguicidas pueden ingresar en el organismo humano por via oral, dérmica
o0 pulmonar. En esta etapa, comienza el proceso conocido como ADME o absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacién del xenobidtico en un organismo. La absorcion
es, por tanto, la barrera que debe superar el plaguicida para llegar a su diana celular y

la biodisponibilidad el proceso que mide esa capacidad de superacién.

La biodisponibilidad depende fundamentalmente de la via de administracion; en
primer lugar, la mayor biodisponibilidad la presenta la via intravascular (intravenosa o
intrarterial), debido a su modo de administracion, a continuacion, la via intramuscular y
sublingual, seguidas por la oral y por ultimo la rectal. Ademas, en la via oral, es en la
que mayores interacciones se encuentran (Hodgson, 2001; Johnson, 1997; Ross,
Driver, Cochran, Thongsinthusak, & Krieger, 2001). En la dieta que contiene residuos
de plaguicidas, es fundamental por tanto determinar la biodisponibilidad via oral de
estos productos para conocer su absorcion y poder extraer consecuencias toxicologicas

para el consumidor.

Los factores que influyen en la biodisponibilidad oral son:

v" pH. Se modifica a lo largo del tubo digestivo, encontrando los valores mas
bajos en el estbmago y aumentando a lo largo del intestino. Se debe tener

en cuenta que el pH condiciona el grado de ionizacion.

v" Vaciado gastrico. Limita el grado y la velocidad de absorciéon de los

xenobioticos que se absorben en el intestino.

v' Motilidad intestinal. Se debe tener en cuenta ya que cuando disminuye la

motilidad intestinal aumenta la absorcion.

v Presencia de los alimentos. Van a hacer que el xenobiético permanezca mas
0 menos tiempo en el estdbmago, influyendo en su absorcion. Hay alimentos
que limitan la absorcion formado complejos insolubles con el agente
externo, también alimentos que compiten con los mecanismos de transporte
celular en la absorcion de la sustancia, otros que aumentan la secrecion
géstrica, haciendo que las sustancias inestables en medio &cido se degraden
con més facilidad o los de gran componente graso que pueden vehiculizar
mejor a los agentes externos a través de las membranas lipoprotéicas del

endotelio gastrointestinal.
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v" Metabolismo presistémico. Se debe al metabolismo que pueden sufrir las

sustancias antes de ser absorbidas.

v Efecto de primer paso hepatico. Una parte de la dosis se metaboliza en el
higado, antes de distribuirse por la circulacién sistémica, pero una vez que

ha pasado las barreras celulares de la via de absorcion.

v" Microflora bacteriana. El metabolismo bacteriano puede afectar la

degradacion de los xenobioticos y provocar una disminucion presistémica.

En nuestro caso, nos interesa el efecto de la presencia de alimentos, ya que los
residuos de plaguicidas en la dieta nunca penetran aisladamente. Ademas, se debe
tener en cuenta la influencia de las propiedades fisicoquimicas de las sustancias, sobre
todo su estructura y su liposolubilidad, que determinaran en gran medida su capacidad
para atravesar las barreras biol6gicas. Por todo ello, recogemos en esta Tesis los
estudios de biodisponibilidad para residuos de plaguicidas en diferentes matrices

vegetales, tanto en fresco como procesadas.

Los diferentes trabajos realizados sobre biodisponibilidad se pueden agrupar en
aquellos que la estudian mediante métodos probabilisticos, teniendo en cuenta las
relaciones estructura-actividad del compuesto (Blaauboer, 2002, 2003; Gubbels-van
Hal, Blaauboer, Barentsen, Hoitink, Meerts, & van der Hoeven, 2005; Gulden, Dierickx,
& Seibert, 2006; Gulden & Seibert, 2005; Valcke, Chaverri, Monge, Bravo, Mergler,
Partanen, et al., 2005); los que trabajan con métodos /n vivo utilizando animales de
experimentaciébn o incluso monitorizando a voluntarios (Nolan, Rick, Freshour, &
Saunders, 1984; Sabbioni & Neumann, 1990; Timchalk, Nolan, Mendrala, Dittenber,
Brzak, & Mattsson, 2002; Woollen, 1993) y los que trabajan con métodos /in vitro
empleando tejidos celulares o modelos de laboratorio (Gad, 2000; Poet, Wu, Kousba, &
Timchalk, 2003). Sin embargo, muy pocos han considerado la influencia de los
alimentos en la biodisponibilidad oral de los plaguicidas, y de éstos la mayoria la han
estudiado en animales (Khan, Kacew, Dupont, Stratton, & Wheeler, 1987; Mathew,
Kacew, & Khan, 1998; Sandermann, Arjmand, Gennity, Winkler, Struble, & Aschbacher,
1990; Sandermann, Musick, & Aschbacher, 1992).

En general, se suelen utilizar dos tipos de modelos para el estudio de la

biodisponibilidad oral en farmacos y xenobiéticos, /n vivo e in vitro. Los modelos in vivo
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con animales de experimentacion son los méas facilmente correlacionables con los
humanos; de hecho, se puede aplicar el mismo factor de seguridad citado en los
estudios toxicologicos de registro de una sustancia, pero plantean problemas de coste,
tiempo y ética. En cambio, los /n vitro son aceptables en el estadio inicial de una
investigacion por ser buenos indicadores de lo que ocurre en un medio fisiolégico y por

contra son mucho méas econdmicos, sencillos y rapidos (Chiou & Barve, 1998).

Los ensayos /n vitro de biodisponibilidad oral se realizan frecuentemente con
montajes de bolsas y canulas en laboratorio para imitar los compartimentos
gastrointestinales y vasos del organismo, con cultivos celulares o con membranas de
didlisis (Artursson & Borchardt, 1997; Audus, Bartel, Hidalgo, & Borchardt, 1990). La
alternativa habitual es el uso de una membrana semipermeable a modo de intestino
delgado, porque es el epitelio donde se produce mayoritariamente la absorcion oral, al
ser el més preparado celularmente por la presencia de sus microvellosidades /n vivo
para que asi ocurra (Bollinger, Tsunoda, Ledoux, Ellersieck, & Veum, 2005; Gil-
Izquierdo, Zafrilla, & Tomas Barberan, 2002; Miller, Schricker, Rasmussen, & Van
Campen, 1981; Schricker, Miller, Rasmussen, & Van Campen, 1981). Esta membrana
se coloca dentro de un dispositivo adecuado, de manera que se dispone en un lado la
disolucion a estudiar, en este caso el alimento fortificado, y se mide su aparicion en el
lado opuesto, o sea, en el interior de la membrana, una vez que ha logrado traspasar
la superficie de la membrana por difusién pasiva (Artursson, 1990). La permeabilidad
de esta membrana es el factor fundamental para que estos experimentos sean
correlacionables, ya que la caracteristica esencial de las membranas bioldgicas es que
son semipermeables (Artursson & Karlsson, 1991; Camenisch, Alsenz, Van de
Waterbeemd, & Folkers, 1998; Camenisch, Folkers, & Van de Waterbeemd, 1998).
Para estudiar este proceso adecuadamente, hay disponibles membranas comerciales,
celulésicas, de permeabilidad aproximada a las condiciones fisiolégicas y en monocapa,

como el epitelio intestinal.

No son abundantes los estudios que abordan la biodisponibilidad de plaguicidas
en alimentos, mientras que existen mas referencias en el caso de otros contaminantes
como los metales. Asi, se ha estudiado la biodisponibilidad de metales pesados en los
alimentos destinados al consumo con modelos /in vitro (Velasco-Reynold, Navarro-

Alarcon, Lopez, Perez-Valero, & Lopez-Martinez, 2008; C. Wang, Duan, & Teng, 2014),
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aunque también los hay en modelos /in vivo (Juhasz, Smith, Weber, Rees, Rofe, Kuchel,
et al., 2006).

En el caso de plaguicidas se han realizado estudios de biodisponibilidad /n vivo
en ratas, en semillas de algoddn y aceites para ver la eliminacion del insecticida C*-
etion en presencia de deltametrina y dimilin, (Abdel-Gawad, Mahdy, Hashad, &
Elgemeie, 2014). Se han usado, en el caso de los residuos de plaguicidas
organofosforados, los niveles de dialquilfosfatos en orina como biomarcadores de la
exposicion humana a dichos plaguicidas, ya que se conoce que los plaguicidas
organofosforados se degradan en los productos alimenticios a dialquilfosfatos. Dado
gue no existian estudios de la biodisponibilidad de los mismos se estudid la
biodisponibilidad del O,0-dimetilfosfato. Se encontré que no era metabolizado por la
rata ni en los microsomas hepaticos humanos, ademas presentaba una gran
biodisponibilidad lo que sugiere que la medicién de dimetilfosfato como biomarcador
de la exposicion de organofosforados puede conducir a una sobreestimacién de la
exposicion humana (Forsberg, Rodriguez-Proteau, Ma, Morre, Christensen, Maier, et
al., 2011). Por ultimo, se estudié la biodisponibilidad en ratas para el insecticida
clorpirifos, encontrandose en mas de un 8% en diferentes érganos, lo que indicaba

que los residuos eran altamente biodisponibles (Abdel-Gawad & Taha, 2011).

Se ha estudiado la influencia de la matriz de uva y vino en la biodisponibilidad
/n vitro de distintos plaguicidas observando que el mayor efecto debido a la matriz lo
daba la uva, seguido del vino y en dltimo lugar las disoluciones en agua; los
insecticidas que mayor porcentaje de dializacion tenian eran fenoxicarb y piriproxifen
en el vino (Paya, Mulero, Oliva, Camara, & Barba, 2013). También se ha estudiado la
biodisponibilidad /n vitro de insecticidas reguladores del crecimiento en citricos y frutas
de hueso y sus procesados. Para la mandarina se encontraron valores inferiores al
15% de dializado, siendo en las disoluciones de estdndares los mas elevados, seguidas
de las muestras procesadas y finalmente de las muestras en fresco. Los porcentajes
mas elevados de dializacién se encuentran para fenoxicarb y piriproxifen. Se observa
que cuanto mayor es la cantidad de plaguicida digerido, mayor es la cantidad dializada.
Para mandarinas, melocotones y albaricoques no se obtuvieron resultados para la
biodisponibilidad /n vitro en las muestras enriquecidas en las concentraciones que se
encuentran en los productos destinados a la venta (frescos y procesados). En las

disoluciones con estandares la didlisis comenzdé a los 0,25 mg/kg; ésta es una
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aproximacion a la digestion de los plaguicidas y la absorcion en los seres humanos.
(Martinez, Cermefio, Morales, Maestro, Oliva, & Barba, 2015; Paya, Mulero, Oliva,
Barba, Morillas, & Zafrilla, 2006; Paya, Mulero, Oliva, CAmara, Zafrilla, & Barba, 2007;
Pay4, Oliva, Zafrilla, CaAmara, & Barba, 2009).

Finalmente, debemos resaltar la importancia que tiene el calculo de la ingestion
diaria estimada (IDE), realizada en funcion de la informacién de encuestas de consumo
y anuarios estadisticos de los paises consumidores de estos alimentos, en el concepto
de seguridad alimentaria y evaluaciones de riesgo, area rapidamente desarrollada en

los ultimos afos.

La evaluacion del riesgo se centra en una comparacion numérica contra un
valor conocido de toxicidad, obtenido a partir de resultados del efecto de los residuos
en estudios toxicoldgicos realizados con animales de experimentacion y aplicando
posteriormente los correspondientes factores de seguridad para los seres humanos
(Ferrier, Nieuwenhuijsen, Boobis, & Elliott, 2002; Harris, Renfrew, & Woolridge, 2001;
Schneider, Ollroge, Clauberg, & Schuhmacher-Wolz, 2007; Tomerlin & Petersen, 2004).

La evaluacion de la exposicion es una parte principal del proceso de evaluacion
de riesgos. Solo la ingestion de cantidades significativas toxicolégicamente puede dar
lugar a efectos adversos para la salud, incluso para sustancias muy toxicas. En el caso
de los residuos de plaguicidas en alimentos, esta evaluacion se basa en tres aspectos
principales (Ferrier, Nieuwenhuijsen, Boobis, & Elliott, 2002; Renwick, 2002; Schneider,
Ollroge, Clauberg, & Schuhmacher-Wolz, 2007):

e La forma de determinar cuantitativamente la presencia de una sustancia
quimica en los distintos alimentos y dietas, entre ellos su destino durante

los procesos dentro de la cadena de produccién de alimentos.

e La forma de determinar los patrones de consumo de cada uno de los

alimentos que contengan los residuos.

e La forma de integrar tanto la probabilidad de los consumidores de comer
grandes cantidades de alimentos, como que los residuos estén presentes en

estos alimentos en niveles significativos.

-32-



Introduccién

Sandra Cermefio OImos

De estos puntos, el primero ha sido abordado en los diferentes estudios
expuestos en la parte experimental de esta tesis; el segundo punto se trata con
estadisticas proporcionadas por el Instituto Nacional de Estadistica de Espafia (INE),
diferenciando entre el &mbito nacional, local y medios urbano y no urbano; el tercero
se ha enfocado asumiendo que los residuos que se encontraban en los productos
finales de campo y procesado llegaban al consumidor y por tanto conociendo su
ingesta, se puede obtener la ingesta diaria estimada (IDE) de los residuos de
plaguicidas estudiados en esta Tesis y compararla con el valor de IDA establecido para

cada uno.

La ingesta de residuos de plaguicidas en los alimentos estimada se compara
con la IDA, para poder decidir si desde el punto de vista de salud publica es aceptable
un LMR. Debemos indicar que al utilizar los LMR como indices de las concentraciones
de residuos para predecir la ingesta, se produce una sobreestimacién de la cantidad
ingerida (FAO/OMS, 1993).

Se debe tener en cuenta que hoy la estimacion del riesgo considera que la dosis
ingerida del residuo es la absorbida, obviando toda una serie de factores de absorcion
y metabolismo, previos a que el plaguicida llegue a su lugar sistémico y pueda producir
un efecto en el organismo humano. Por tanto para evaluar con exactitud el riesgo
toxicolégico asociado a la ingesta de residuos de plaguicidas en alimentos, es preciso
(Harris, Renfrew, & Woolridge, 2001; Luetzow, 2003):

e Obtener estimaciones adecuadas de la presencia y cantidad de un

determinado residuo en un alimento y en la dieta en general.

e Evaluar los patrones de consumo de alimentos que contengan estas
sustancias, especialmente los sectores de la poblacién de alto consumo o

mas sensibles a la accion de los residuos.
o Desarrollar y aplicar herramientas para predecir con fiabilidad el riesgo

derivado del consumo de alimentos que contengan residuos de plaguicidas.

Estos objetivos se deben integrar en un sistema de evaluacion de la exposicion
rentable que permita categorizar con fiabilidad los productos fitosanitarios segun los

riesgos toxicolégicos que implique la ingesta de sus residuos con los alimentos.
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Inevitablemente, esto pasa por una recopilacion exhaustiva de los resultados que se

deriven de estudios enfocados de esta manera.

El riesgo, es decir, la probabilidad de que se produzcan efectos toxicos y su
magnitud, depende de la dosis y de las caracteristicas de cada sustancia. Por ello, una
evaluacién de riesgo debe integrar, ademas de caracterizarlo, la identificacién de
grupos especiales de riesgo, si es que los hay. La evaluacidon de riesgos es el primer
paso del proceso global de andlisis de riesgos, que incluye la gestion y la comunicacion
de riesgos. Como resultado de las acciones de tipo legislativo, se han regulado los
contenidos méximos de muchas de estas sustancias en los alimentos y se han
adoptado planes de prevencién y vigilancia. Finalmente, la comunicacién de riesgos ha
de realizarse como un proceso interactivo de intercambio de informacién y de
opiniones entre los evaluadores del riesgo, los gestores del riesgo, los consumidores y

todos los grupos que puedan tener intereses de cualquier tipo en estos temas.

Las IDA y los LMR no son valores fijos de manera permanente. En el momento
de realizar la valoracién son determinados mediante un grupo de expertos en cada
Reunion Conjunta FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas. Por ello, pueden ser
modificados cuando aparecen nuevos datos. En 1982, se reviso la posibilidad de que se
produzcan efectos perjudiciales sobre la salud como consecuencia de la exposicion a
los residuos de varios plaguicidas en los alimentos; ya entonces se concluyé que,
segun los niveles de ingesta de residuos encontrados, no habia necesidad de cambiar
los criterios ni los principios generales para estimar las IDA. En conclusion, los criterios
recomendados para valorar la ingesta de residuos de plaguicidas son también validos

para evaluar la ingesta concurrente de varios residuos.

Estudios realizados en el sur de Corea, donde es muy comun el consumo de los
vegetales en crudo mostraron que en mas del 1 % se superaban los LMR
(principalmente en verduras de hoja como la lechuga). Entre los plaguicidas que se
encontraban en mayor frecuencia podemos destacar azoxistrobin y dimetomorf. Para
evaluar el riesgo se calcularon tanto la IDE como la IDA, obteniendo proporciones de
IDE a IDA entre el 0,003 y el 30,4% (Park, Kim, Choi, Kang, Kim, Yang, et al., 2016).
Para estudios con residuos de trifloxistrobin y tebuconazol en ginseng, se encontré que

los valores calculados de IDE eran muy inferiores a los de IDA. Por lo tanto, es muy
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poco probable que el consumo de ginseng pueda causar problemas sanitarios (Y.
Wang, Wang, Gao, Liu, Cui, & Li, 2015).

En el trabajo realizado en esta Memoria, se intenta aportar informacion sobre la
evolucion de los residuos de algunos insecticidas y fungicidas empleados usualmente
en los diferentes cultivos estudiados, en funciéon de la practica agricola seguida en
cuanto al uso de fitosanitarios. También se aborda la variacion de dichos niveles
residuales en el proceso de elaboracion de congelados, conservas en almibar,
cremogenado, elaboracion de zumo y vino; asi como el calculo de los factores de
procesado de los residuos en dichas transformaciones. Finalmente se estudia el
proceso de biodisponibilidad tanto de disoluciones patréon, como de las diferentes
matrices vegetales, con el fin de conseguir esclarecer la influencia que puede tener la
matriz en donde van absorbidos los residuos en su posible adsorcion en las paredes
intestinales durante su ingesta, comparando la ingesta estimada (IDE) y la corregida

por la biodisponibilidad.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MATERIALES.

3.1.1. PLAGUICIDAS ESTUDIADOS.

A continuacion se resumen las principales caracteristicas y propiedades

fisicoquimicas de los plaguicidas estudiados (FAO, 2008; Macbean, 2013).

3.1.1.1. INSECTICIDAS.

Definidos como sustancias quimicas de origen mineral u orgéanico capaces de

producir la muerte de los insectos. Se han estudiado los siguientes compuestos:
3.1.1.1.1. Abamectina.

Insecticida y acaricida de contacto y accion estomacal. Tiene actividad sistémica
limitada en la planta, pero exhibe movimiento translaminar. Actla estimulando la
liberacion del acido-y-amino butirico, un inhibidor neurotransmisor, por lo que causa
paralisis. Se produce de manera aislada en el suelo en la fermentacion del

Actinomycete Streptomyces avermitilis.

Nomenclatura y estructura. o OCHg
CHj © Wob
Nombre comtn: Abamectina. cH, 07 "0,

W
CHs

(i) R =-CH,CHjs (avermectin By,)

(ii) R =-CHj3 (avermectin B,p,)
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Nombre quimico segun IUPAC. Mezcla de (10E,14E,16E,227)-(1R,4S,5'S,6S,6'R,
8R,12S,13S,20R,21R,24S) -6’-[(S)-sec-butil]-21,24-dihidroxi-5’,11,13,22-tetrametil-2-
oxo-(3,7,19-trioxatetraciclo[15.6.1.14,8.020,24] pentacosa-10,14,16,22-tetraeno)-6-es
piro-2’-(5’,6’-dihidro-2'H-piran)-12-il2,6-dideoxi-4-0O-(2,6-dideoxi-3-O-metil-a-L-arabino
-hexopiranosil)-3-0-metil-a-L-arabino-hexopiranésido y  (10E,14E,16E,227)-(1R,4S,
5’S,6S,6'R,8R,12S,13S,20R,21R,24S)-21,22-dihidroxi-6’-isopropil-5’,11,13,22-tetrametil
-2-0x0-(3,7,19-trioxatetraciclo [15.6.1.14,8.020,24]pentacosa-10,14,16,22-tetraeno)-6-
espiro-2’-(5’,6’-dihidro-2"H-piran)-12-il2,6-dideoxi-4-0O-(2,6-dideoxi-3-O-metil-a-L-arabi

nohexopiranosil)-3-O-metil-a-L-arabino-hexopirandsido.

Propiedades fisico-quimicas.

Mezcla que contiene >80% abamectina B,, y <20% abamectina By,. La formula

molecular para abamectina B, es C4sH72014 ¥y la de abamectina B,y es de C47H79014.

Se presenta en cristales incoloros a amarillo palidos. Su punto de fusion es de
161,8 a 169,4 °C, su presion de vapor inferior a 3,7 x 10 mPa (25 °C), su densidad de
1,18 g/cm® (22 °C) y su solubilidad en agua 7-10 g/l (20 °C). En metanol 19,5 y en
acetona 100 g/l (21 °C). Es estable a la hidrolisis en soluciones acuosas a pH casi

neutro (25 °C) y sensible a &cidos fuertes y bases.

Aplicaciones.

Se utiliza para el control de fases mdviles de acaros, minadores de hojas,
insectos chupadores, escarabajos, etc. Puede ser fitotoxico para frutas de pepita

cuando se mezcla con captan.

Formulaciones.

El tipo mas comun es: EC (Emulsion concentrada).

Marcas comerciales.

Agrimec, Dynamec 'y Vertimec (Syngenta). Marisol (Gowan Espariola Fitosa-

nitarios SL).
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Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas de 10 y para ratones de 13,6
mg/kg; su nivel de efectos no observables (NOEL) en ratas (104 semanas) es de 1,5
mg/kg de peso corporal mientras que a corto plazo (18 semanas) disminuye seis
veces; la ingesta diaria admisible (IDA) es de 0,0025 mg/kg de peso corporal por dia y
la dosis de referencia aguda (DRfA) de 0,005 mg/kg de peso corporal. No presenta

potencial mutagénico en el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Se elimina rapidamente (80 a 100 % en 96 horas), principalmente por las
heces. La degradacion/metabolismo en las plantas es similar y se produce
principalmente por fotdlisis en las superficies. Se une fuertemente al suelo, con una

rapida degradacion por los microorganismos. No presenta bioacumulacion.

3.1.1.1.2. Cipermetrina.

Insecticida no sistémico que actla rapidamente por contacto y accion
estomacal ademés de tener una accion anti-alimentacion. Actla sobre el sistema
nervioso del insecto, y perturba la funciébn de las neuronas por la interaccién con el
canal de sodio. Presenta una buena actividad residual en las plantas que han sido

tratadas.

Nomenclatura y estructura.

Cl O CN

\ 1 o
C=CH—Y—C
- . . N,
Nombre comudn:. Cipermetrina. o’ CFis CH, 0)\©/ \©

Nombre quimico segun [UPAC. (1RS)-cis,trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclo-

propano carboxilato de (RS)-ciano-3-Fenoxibencilo.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales inodoros de color amarillo-marrén formando un sélido
semi-viscoso a temperatura ambiente. Presenta una presion de vapor de 2,00 x 10™

mPa (20 °C); su punto de fusion varia de 61 a 83 °C (dependiendo de la relacion de
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isomeros); una densidad de 1,24 g/cm® (20 °C) y una solubilidad en agua de 0,004
mg/I (pH 7), siendo en cloroformo, acetona y ciclohexanona superior a 450 g/l a 20 °C.

Es relativamente estable a la luz y térmicamente estable.

Aplicaciones.

Entre las plagas que controla destacan una amplia gama de insectos,
especialmente lepiddpteros, también coledpteros, dipteros, hemipteros. Se utiliza en el
control de moscas, mosquitos, cucarachas y otras plagas de insectos en salud publica.

También se usa como ectoparasiticida animal.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: EC (Emulsién concentrada), GR (Granulado), ULV

(Liquidos de ultra bajo volumen) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Basathrin (BASF), Cymbush 'y Cymperator (Syngenta), Cekumetrin 10EC
(Cequisa).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda de 250-4150 mg/kg y un NOEL (2 afios) de 7,5
mg/kg para ratas. Tiene establecida una IDA de 0,05 mg/kg de peso corporal/dia y
una DRfA de 0,2 mg/kg de peso corporal. Su isdmero alfa es el mas activo y de mayor

toxicidad.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

La absorcion y eliminacion en mamiferos son rpidas. Los niveles de residuos
mas altos, se encontraron en grasa corporal, consecuentemente con su naturaleza
lipofilica. La vida media en la grasa de ratas varia de 3 a 12 dias. Se pueden encontrar
residuos en suelo y aguas superficiales, aunque su degradacion bioldgica es bastante

rapida y no es acumulativa.
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3.1.1.1.3. Clorpirifos.

Insecticida fosforado no sistémico, de contacto y accion estomacal y

respiratoria. Inhibidor de la colinesterasa.

Nomenclatura y estructura.

[l
. g Cl__N._OP(OCH,CHs),
Nombre comn: Clorpirifos. U
c >

Nombre quimico segun IUPAC: O,0-dietil 0-3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales incoloros. Su punto de fusion es de 42 a 43,5 °C;
presenta una presion de vapor de 2,7 mPa (25 °C), una densidad de 1,44 g/cm® (20
°C) y una solubilidad en agua de 1,4 mg/I (25 °C), siendo mucho mayor en disolventes

organicos. Su hidrdlisis aumenta con el pH y la presencia de cobre.

Aplicaciones.

Entre las plagas que controla destacan: coledpteros, dipteros, homopteros y
lepidopteros. También se utiliza para el control de plagas domésticas (Blattellidae,
Muscidae, Isoptera), mosquitos (larvas y adultos) y en los alojamientos de los

animales.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: CS (Capsulas en suspension), DP (Polvo seco), EC
(Emulsion concentrada), GR (Granulado), ULV (Liquidos de ultra bajo volumen), WG

(Granulos dispersables en agua) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Dursbany Lorsban (Dow AgroSciences) y Agromil (Westrade).
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Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda para ratas comprendida entre 135-163 mg/kg,
aunque para conejos es de 1000-2000 mg/kg; su NOEL para ratas es de 1 mg/kg de
peso corporal diaria (2 afios). Presenta un NOEL oral agudo para seres humanos de
1,0 mg/kg de peso corporal diario. Su IDA es de 0,001 mg/kg de peso corporal por dia

y una DRfA de 0,005 mg/kg, de peso corporal. No es teratogénico ni genotoxico.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En mamiferos, tras su administracion oral, se metaboliza rdpidamente,
produciéndose la excrecion principalmente en la orina. En las plantas no es absorbido a
través de las raices. En el suelo, clorpirifos se degrada a una velocidad moderada,

influenciada por las condiciones climaticas y la luz.

3.1.1.1.4. Deltametrina.

Insecticida no sistémico que actla rapidamente por contacto y accidn
estomacal. Como todos los piretroides, bloquea los canales de sodio, inhibiendo la

transmisién de los impulsos nerviosos.

Nomenclatura y estructura.

CN
L . Br H N\ J@\ /©
Nombre comun: Deltametrina. / N C o)

AN

\ o
C=C e
Br/ S \C © \H
H H
CH3 CHjy

Nombre quimico segun [UPAC. (S)-a-ciano-3-

fenoxibencil (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2- dimetilciclopropancarboxilato.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales incoloros. Su punto de fusion es de 100-102 °C;
presenta una presién de vapor de 1,24 x 10° mPa (25 °C); su densidad es de 0,55
g/cm?® (25 °C) y su solubilidad en agua inferior a 0,2 g/l (25 °C), siendo mucho mayor
en disolventes organicos. Es extremadamente estable a la exposicidn al aire, y mas en

medio acido que en medio alcalino.

_44 -



Materiales y métodos

Sandra Cermefio OImos

Aplicaciones.

Se trata de un insecticida potente, eficaz por contacto e ingestion contra una
amplia gama de plagas (Coledpteros, heterépteros, homopteros, lepidopteros,
tisandpteros, acrididos, noctuidos, etc.). También para las plagas de granos

almacenados y la madera (Blattodea, Culicidae, Muscidae).

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: DP (Polvo seco), EC (Emulsién concentrada), EW
(Emulsion aceite en agua), GR (Granulado), HN (Termonebulizable), PO (Vertido
directo dorsal epicutdneo), SC (Suspensién concentrada), SL (Concentrados solubles),
TB (Tabletas), ULV (Liquidos de ultra bajo volumen), WG (Granulos dispersables en
agua) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Decis (Bayer CropScience), Delta (Nagarjuna Agrichem) y Deltamix (Agrimix).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda para ratas entre 135-5000 mg/kg. EI NOEL (2
afos) para ratones es de 12, en ratas 1 y en perros 1 mg/kg de peso corporal diario.
Presenta una IDA de 0,01 mg/kg de peso corporal/dia y una DRfA de 0,01 mg/kg de
peso corporal. No presenta potencial mutagénico ni teratogénico para ratones, ratas y

conejos.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En ratas, tras su administracion oral, se produce la eliminacion en 2-4 dias. En
las plantas, no se produce absorcion a través de hojas y raices. En el suelo, sufre
degradacién microbiana en 1-2 semanas. Es fuertemente adsorbido por los coloides del
suelo y no hay riesgo de lixiviacion. No influye sobre la microflora del suelo y el ciclo

del nitrogeno.

45



Materiales y métodos

Sandra Cermefio OImos

3.1.1.1.5. Flonicamida.

Insecticida con actividad sistémica y translaminar, de control a largo plazo.

Inhibe la alimentacién, aunque ain no se ha determinado su bioquimica.

Nomenclatura y estructura.
CF3

Nombre comdn: Flonicamida. @CONHCHZCN
N

Nombre quimico segun IUPAC:. N-cianometil-4-trifluorometil-nicotinamida.

Propiedades fisico-quimicas.

Es un polvo blanco cristalino e inodoro. Su punto de fusién es de 157,5 °C;
presenta una presion de vapor de 9,43 x 10* mPa (20 °C), una densidad de 1,531
g/cm® (20 °C) y una solubilidad en agua de 5,2 g/l (20 °C).

Aplicaciones.

Entre las plagas que controla destaca como aficida selectivo; también es eficaz

contra algunos insectos chupadores.

Formulaciones.

El tipo mas comun es: WG (Granulos dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Turbine (FMC, Ishihara Sangyo), 7eppeki (Belchim).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda en ratas macho de 884 mg/kg y en hembras de
algo mas del doble; su NOEL en ratas (90 dias) es de 60 mg/kg de peso corporal dia.
Sus IDA y DRfA son de 0,025 mg/kg de peso corporal por dia y 0,025 mg/kg de peso

corporal, respectivamente. Negativo en el test de Ames.
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Aspectos metabdlicos y medioambientales.
Se mantiene estable y no presenta degradacion o reaccion. Presenta un valor

DTy en suelos entre 1,5 a 8,7 dias. No presenta problemas de residuos en cultivos de

rotacion. La naturaleza de sus residuos puede afectar a las materias primas de origen

animal.

3.1.1.1.6. Hexitiazox.
Acaricida no sistémico de contacto y accién estomacal; posee buena actividad

translaminar. Tiene actividad ovicida, larvicida y ninfocida. No es activo para los

adultos, pero los huevos puestos por las hembras tratadas son inviables.

Nomenclatura Vv estructura.
S‘< 0
Y \
: NH‘<:>

Nombre comun:. Hexitiazox.
Nombre quimico segun IUPAC. (4RS,5RS)-5-(4-clorofenil)-N-ciclohexil-4-metil-2-oxo-

1,3- tiazolidina-3-carboxamida.

Propiedades fisico-guimicas.
Se presenta en cristales incoloros. Su punto de fusion es de 108,0-108,5 °C; su

presion de vapor de 0,0034 mPa (20 °C) y su solubilidad en agua es 0,5 g/cm? (20 °C),
siendo mayor en disolventes organicos. Es estable a la luz, al aire y al calor, tanto en

medios alcalinos como acidos.

Aplicaciones.
Control de huevos y larvas de muchos &caros fit6fagos (particularmente

Panonychus, Tetranychus, y Eotetranychus spp.) en fruta, citricos y vegetales como

vifias y algodon.

Formulaciones.
Los tipos mas comunes son: EC (Emulsion concentrada), FU (Generador de
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humo) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Nissorun 'y Savey (Nippon Soda), Cesar (Bayer CropScience) y Zeldox
(Syngenta).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una DLg, oral y aguda para ratas y ratones mayor de 5000 mg/kg; un
NOEL para ratas de 23,1 mg/kg y para perros de 2,87 mg/kg de peso corporal
diariamente (2 afos). Su IDA es de 0,03 mg/kg de peso corporal por dia. No es

teratogénico, ni mutagénico en el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Se excreta en la orina y heces como un derivado de la carboxamida. En el
suelo, se somete a la oxidacion, generando los correspondientes compuestos hidroxilo

y carbonilo.

3.1.1.1.7. Imidacloprid.

Insecticida sistémico con actividad translaminar, de contacto y accién
estomacal. Actla como un antagonista mediante la unién a receptores nicotinicos
postsinapticos en el sistema nervioso central de los insectos. Se absorbe facilmente por

la planta y es distribuido via xilema o acropetal, con buena accion sistémica en la raiz.

Nomenclatura y estructura. NO,

|
N

N N
Nombre comdn:. Imidacloprid. CIOCHZ—N N—H

Nombre quimico segun IUPAC. (EZ)-1-(6-cloro-3-piridilmetil)-N-nitroimidazolidin-2-

ilidenoamina.
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Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales incoloros con un débil olor caracteristico. Su punto de
fusion es de 144 °C, presenta una presion de vapor de 4 x 107 mPa (20 °C), su
densidad es de 1,54 g/cm® (23 °C) y su solubilidad en agua 0,61 g/I (20 °C), siendo en

diclorometano diez veces mas. Es estable a la hidrolisis a pH 5-11.

Aplicaciones.

Se utiliza para el control de los insectos chupadores, pulgones, trips, mosca
blanca, insectos del suelo, termitas y escarabajos. No tiene ningun efecto sobre los

nematodos y los acaros. También se utiliza en controles de pulgas en perros y gatos.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: DP (Polvo seco), FS (Suspension concentrada para
tratamiento de semillas), GR (Granulado), SC (Suspensién concentrada), SL (Concen-
trados solubles), WG (Granulos dispersables en agua), WP (Polvo humectable) y WS

(Polvo dispersable).

Marcas comerciales.

Confidory Gaucho (Bayer CropScience) y Mogambo (Crop Health).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una DLg, oral y aguda en ratas de 450 mg/kg; su NOEL (2 afios) para
las ratas macho es 100, para hembras 300 y en ratones 330 mg/kg de peso corporal al
dia. La IDA es de 0,06 mg/kg de peso corporal/dia y la DRfA de 0,08 mg/kg de peso

corporal, en perros (90 dias). No presenta potencial mutagénico o teratogénico.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En ratas y tras su administracion oral, se produce su absorcion completamente
desde el tracto gastrointestinal y tan solo el 15% se elimina rapidamente en la orina

(96% en 48 horas) como compuesto original. En las plantas se metaboliza por pérdida
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del grupo nitro, la hidroxilacion en el anillo de imidazolidina, la hidrdlisis a acido 6-
cloronicotinico y la formacién de conjugados. En el suelo muestra una adsorcién media
y se aceleran sus procesos metabdlicos por la vegetacion. Tanto imidacloprid como sus
metabolitos son clasificados como inmoviles; si se utiliza como se recomienda, no se
produce lixiviacion en las capas mas profundas del suelo. Es estable a hidrolisis bajo
condiciones estériles; siendo la luz solar y la actividad microbiana factores importantes

para su degradacion.

3.1.1.1.8. Indoxacarb.

Insecticida activo por contacto e ingestion. El componente activo, bloquea los
canales de sodio en las células nerviosas. Los insectos afectados dejan de comer,

presentan mala coordinacion, pardlisis y finalmente mueren.

Nomenclatura y estructura. al

CO,CHs
In-o
v ) OCF;
Nombre comun:. Indoxacarb. NN NU

O CO,CH,
Nombre quimico segun [UPAC. Metil (S)-N-[7-cloro-2,3,4a,5-tetrahidro-4a-(metoxi-

carbonil)indeno[1,2-e][1,3,4]oxadiacin-2-ilcarbonil]-4'-(trifluorometoxi) carbanilato.

Propiedades fisico-quimicas.

De los dos enantiémeros (S y R), designados como DPX-KN128 y DPX-KN127,
gue contiene el racemato, solo el enantibmero S tiene actividad insecticida y es el
conocido con el nombre comdn. Los nuevos procesos de sintesis han permitido la
produccion comercial de una mezcla enriquecida de aproximadamente 3:1 del
enantiomero activo. Esta mezcla enriquecida tiene el codigo DPX-MP062 y es el

ingrediente activo en todos los productos actualmente formulados.

Se trata de un polvo blanco con punto de fusion de 88,1 °C, una presion de
vapor de 2,5 x 10®° mPa (25 °C), una densidad de 1,44 g/cm® (20 °C) y una solubilidad

en agua de 0,20 mg/I (25 °C) y quinientas veces superior en disolventes organicos.
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Aplicaciones.

Se utiliza para el control de un amplio espectro de lepidépteros y la mezcla

resulta efectiva en el control de sus larvas.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: SC (Suspensién concentrada) y WG (Granulos

dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Avaunty Steward (DuPont).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas macho de 1732 y para ratas hembra
de 268 mg/kg; su NOEL para ratas oscila entre 40-60 ppm (2 afios). Tiene una IDA de
0,006 mg/kg de peso corporal por dia y una DRfA de 0,125 mg/kg de peso corporal. Es

negativo para el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En ratas, tras su administracion oral, la mayor parte de la dosis se excreta

dentro de las primeras 96 horas. En suelos, se considera moderadamente persistente.

3.1.1.1.9. A-Cialotrina.
Insecticida no sistémico de contacto y accion estomacal, con propiedades

repelentes. Actlia sobre el sistema nervioso de los insectos y perturba la funcién de las

neuronas por la interaccion con el canal de sodio. Posee elevada persistencia.
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Nomenclatura y estructura. (S) (2-(1R)-cis-

CFs H O H//,,,C/©\O/©
Nombre comdr:. A-cialotrina. e=c{_ t~0" o

° HCH3 CH3H
Nombre quimico segun IUPAC: 3-(2-cloro-3,3,3- +
trifluoro-1-propenil)-2,2-dimetil-ciano(3-fenoxifenil) H H

Cl
\ Cc—

O, CN
g . - \
metil ciclopropanecarboxilato. CEC C\%Hs CHa) H\\\‘C\©/O\©
3

Propiedades fisico-quimicas. R) (@)-(18)-cis-

Es un solido incoloro (marrén oscuro/verde endurecido al fundir). Su punto de
fusion es de 49,2 °C, su presién de vapor de 2 x 10 mPa (20 °C), su densidad es de
1,33 g/cm® (25 °C) y presenta una solubilidad en agua de 0,005 mg/l (20 ©C),
mientras que en acetona, metanol, tolueno y hexano es superior a 500 g/I. Es estable

a la luz y al almacenamiento durante mas de seis meses a temperatura ambiente.

Aplicaciones.

Controla un amplio espectro de plagas de insectos, por ejemplo, pulgones,
escarabajos, trips, larvas de lepidopteros, coledpteros, etc. Proporciona un buen
control de los virus de plantas por insectos. También se utiliza para el control de plagas

de insectos en salud publica.

Formulaciones.

Las mas comunes son: CS (Capsulas en suspension), EC (Emulsion
concentrada), EW (Emulsion aceite en agua), ULV (Liquidos ultra bajo volumen), WG

(Grénulos dispersables en agua) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Icon, Karatey Warrior (Syngenta).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda en ratas entre 56-79 mg/kg; su NOEL (1 afio)
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para perros es de 0,5 mg/kg diariamente. Su IDA es de 0,0025 mg/kg de peso corporal
por dia y su DRfA de 0,005 mg/kg de peso corporal (EFSA, 2014). No se han

observado efectos mutagénicos en el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En ratas, tras su administracion oral, es eliminado rapidamente en orina y
heces. En el suelo se degrada rapidamente. Se adsorbe fuertemente al suelo y a la

materia organica. No sufre lixiviacidn en suelos y sufre una rapida disipacién en agua.

3.1.1.1.10. Pimetrocina.

Insecticida selectivo contra homopteros, inhibe la alimentacion, aunque su

bioquimica no esté4 identificada.

N
g
Nomenclatura y estructura. cr
Il
CHs N
o , N
Nombre comdn: Pimetrocina. No A
e

Nombre quimico segun [UPAC. 2-dimetilamino-5,6-dimetilpirimidin-4-il dimetil-

carbamato.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales incoloros. Su punto de fusion es de 217 °C; presenta
una presion de vapor inferior a 4 x 10 mPa (25 °C); su densidad es de 1,36 g/cm® (20
°C) y su solubilidad en agua es 0,29 g/l (pH 6,5, 25 ©C); en etanol 2,25 y en hexano
inferior a 0,001 g/l a 20 ©C. Es estable al aire.

Aplicaciones.

Entre las plagas que controla destacan pulgones y mosca blanca, siendo

susceptibles tanto en etapas juveniles como de adultos.
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Formulaciones.

Los tipos més comunes son: DP (Polvo dispersable), GR (Granulado), WG

(Gréanulos dispersables en agua) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Chess'y Plenum (Syngenta).

Aspectos toxicoldgicos.

Se ha establecido una dosis oral y aguda de 5820 mg/kg y un NOEL (2 afos) de
3,7 mg/kg de peso corporal diario, para ratas. Presenta una IDA de 0,03 mg/kg de
peso corporal por dia y una DRfA de 0,1 mg/kg de peso corporal. No presenta

potencial mutagénico, incluido el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En animales, se metaboliza y elimina rapida y eficientemente (principalmente a
través de los excrementos), no produciéndose acumulacion en la mayoria de los
principales productos alimenticios de origen animal. Las rutas metabdlicas son similares
para todas las especies. En suelos, es adsorbido rapida y fuertemente y presenta baja

movilidad y bajo potencial de lixiviacion. Es ligeramente volatil.

3.1.1.1.11. Piridaben.

Es un insecticida-acaricida no sistémico, activo contra todos los estadios de

desarrollo, especialmente en las etapas de larvas y ninfas.

Nomenclatura y estructura.

C(CH3)3
/N\N/
< > X
Nombre comdr: Piridaben. (CH3)sC CHS ) 0

Nombre quimico segun IUPAC: 2-ter-butil-5-(4-ter-butil-benziltio)-4-clorpiridazin-3(2H)-

ona.
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Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales incoloros, con un punto de fusion de 111-112 °C, una
densidad de 1,2 g/cm® (20 °C) y una solubilidad en agua de 0,012 mg/l (24 °C) (en

hexano es de 10 g/lI). Es estable a 50 °C durante 90 dias, e inestable a la luz.

Aplicaciones.

Activo en el control de A&caros: aleyrodidae, aphididae, cicadellidae y thysa-
noptera, en cultivos extensivos, frutales, ornamentales y hortalizas, etc. Actia en todos
los estados del desarrollo de los &caros, especialmente a dosis bajas contra estados
larvarios y ninfales. También controla la poblacién de la siguiente generacion. Resulta
eficaz contra algunos homopteros (moscas blancas, pulgones, etc.) y tisanOpteros

(trips), pero no contra lepiddpteros, dipteros, himendpteros ni coledpteros.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: EC (Emulsién concentrada), SC (Suspension

concentrada) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Sanmite (Nissan), Dinomite (Vapco) y Podio (Afrasa).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una DLsy oral y aguda en ratas entre 820-1350 mg/kg, y en ratones de
383-424 mg/kg; en conejos es superior a 2000 mg/kg. Su NOEL para perros (52
semanas) es de 0,5 mg/kg de peso corporal diario. Se ha calculado una IDA de 0,01
mg/kg de peso corporal por dia y una DRfA de 0,05 mg/kg de peso corporal. No se
han observado efectos teratogénicos en ratas ni conejos, ni mutagénicos en el test de

Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Las dosis administradas oralmente en ratas, cabras y gallinas, se excretan
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principalmente en las heces. El metabolismo es complejo, con al menos 30 productos
de degradacién. En las plantas, tras la aplicacion en citricos y manzanas, se degrada

fotoquimicamente de forma gradual y no se transloca a la pulpa.

3.1.1.1.12. Piriproxifén.

Insecticida que mimetiza a la hormona juvenil, perteneciente al grupo de las
piridinas. Suprime la embriogénesis e inhibe la metamorfosis y reproduccién. También
produce desequilibrios en la fisiologia endocrina de la diapausa, con lo que los insectos
se ven expuestos a condiciones ambientales desfavorables. Actla por contacto e

ingestion.
Nomenclatura y estructura.

i Pipro ShwhswS
Nombre comdrr. Piriproxifén. 2 Ly
3 O

Nombre quimico segun IUPAC: 4-fenoxifenil (RS)-2-(2-piridiloxi)propil éter.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales o liquido viscoso, de color amarillo palido a marron y
débil olor. Su punto de fusién es 47 °C; su tensién de vapor es menor de 0,013 mPa
(23 °C); su densidad es igual a 1,24 g/cm® (25 °C). Posee una solubilidad en agua de
0,54 mg/I (20 °C), siendo casi cien veces mayor en disolventes organicos. Es estable al

calory a la luz.

Aplicaciones.

Recomendado para el control de mosca blanca y trips, en citricos entre otros y de
insectos relacionados con la salud publica (moscas, escarabajos, mosquitos, pulgas) en
establos, gallineros, pantanos, etc. Los mejores resultados se obtienen cuando se
aplica sobre insectos en estado larvario. No es recomendable aplicar si conviven
individuos en distintos estados de desarrollo. Su efecto de choque aumenta si se

mezcla con aceite mineral.

-56 -



Materiales y métodos

Sandra Cermefio OImos

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: EC (Emulsion concentrada), GR (Granulado) y WG

(Gréanulos dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Sumilarvy Admiral (Sumitomo) y Atominal (Sumitomo, Philagro).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda >5000 mg/kg y un NOEL de 7,04 mg/kg peso
(2 afios) en ratas. La IDA es de 0,1 mg/kg de peso corporal/dia en perros (1 afio). Por
su bajo perfil de toxicidad, no se ha establecido dosis de referencia aguda. No presenta
genotoxicidad, carcinogénesis (ratas y ratones) ni teratogénesis. Sin efectos en la

reproduccion en ratas.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Posee elevada persistencia lo que aumenta la posibilidad de que entre en

contacto con el insecto o de que sea ingerido por él.

3.1.1.1.13. Tebufenocida.

Insecticida agonista de ecdisona que actia mediante la union al receptor de la

hormona de la muda de insectos (ecdisona), por lo que acelera letalmente el proceso

de muda.
Nomenclatura y estructura. o]
CHgCH24®—< F(CHa)s cH,
HN—N
Nombre comun: Tebufenocida. d

CHj

Nombre quimico segun IUPAC. 1-(1,1-dimetil)-2-(4-etilbenzil) hidracida del &cido 3,5-

dimetilbenzoico.
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Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en polvo blanco apagado. Su punto de fusion es 191 °C, su presion
de vapor <1,56 x 10 mPa (25 °C), su densidad es 1,03 g/cm® (20 °C), su solubilidad
en agua es 0,83 ppm (25 ©C) y es ligeramente soluble en disolventes organicos. Es
estable a 94 °C durante 7 dias y a la luz en una disolucion de pH 7 (25 °C); estable en

la oscuridad, en agua estéril durante 30 dias (25 °C).

Aplicaciones.

Entre las plagas que controla cabe destacar las larvas de lepidopteros.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: DP (Polvo dispersable), GR (Granulado), SC
(Suspensién concentrada), SU (Suspension ultra-bajo volumen) y WP (Polvo

humectable).

Marcas comerciales.

Confirmy Mimic (Dow AgroSciences).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas y ratones >5000 mg/kg, un NOEL
para ratas de 5,5 mg/kg de peso corporal diario (2 afios). Muestra una IDA de 0,02
mg/kg de peso corporal por dia y no se ha considerado necesario establecer su DRfA.

Negativo para el test de Ames y ensayos mutagénicos y teratogénicos.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En ratas y plantas, se han encontrado pequefias cantidades de metabolitos
resultantes de la oxidacién de los sustituyentes alquilo del anillo aromético. Los

estudios de disipaciéon de campo no indican movilidad por debajo de los 30 cm.
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3.1.1.1.14. Tiacloprid.

Derivado de la tiazolidina (cloronicotinilos). Perteneciente al grupo de las
nitroguanidinas, con actividad insecticida por via sistémica y residual; actda por

contacto e ingestidn sobre insectos chupadores y masticadores.

N
|
N
/[“j/\ S
c N7 —

Nombre quimico segun [UPAC. (Z)-N-(3-[(6-cloro-3-piridinil)-metil]-1,3-tiazolan-2-

Nomenclatura y estructura.

Nombre comur: Tiacloprid.

iliden) cianamida.

Propiedades fisico-quimicas.

Se encuentra formando una suspensién de color blanco a beige claro con un
olor débil caracteristico. Su pH es 6,5 - 8,5 a 100 % (23 °C), su temperatura de
ignicion es >600 °C, presenta una densidad de 1,19 g/cm3 (20 °C) y es soluble en

agua.

Aplicaciones.

Entre las plagas que controla destacan gusanos de manzanas Yy peras,
escarabajo de la patata, mosca blanca, polilla oriental del melocotonero, pulgones y

otros insectos en cultivos y plantaciones de albaricoquero, entre otros.

Formulaciones.

El tipo mas comun es SC (Suspension concentrada).

Marcas comerciales.

Bariard (Bayer CropScience) y Calypso (Bayer CropScience).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda de entre 300-500 mg/kg y un NOEL de 25
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mg/kg para ratas. Se ha calculado una IDA de 0,01 mg/kg de peso corporal por dia y
una DRfA de 0,03 mg/kg de peso corporal. No se han observado efectos teratogénicos

a bajas dosis. No presenta actividad mutagénica o genotoéxica.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En estudios de 2 afos en ratas, se observd la degeneracion del higado y
necrosis, mostrando el higado como 6rgano diana de su toxicidad. La principal
preocupacion es el desarrollo de tumores de tiroides que ocurre después de una
exposicion prolongada. Desaparece rapidamente del medio ambiente con una vida
media en suelos que oscila de 9 a 16 dias; no presentando potencial de lixiviacion en
aguas subterrdneas. En el medio ambiente acuatico sufre una rapida degradacion
bidtica (vida media de 12 a 20 dias).

3.1.1.1.15. Spinosad.

Pertenece a una nueva clase de insecticidas denominada espinosinas, integrada
exclusivamente por los metabolitos secundarios derivados de la bacteria S. spinosa. Es
una lactona macrociclica, compuesta de cuatro anillos ciclicos a los cuales se adhieren
dos moléculas de azucares en sus extremos. Es un insecticida de ingestion y contacto
que actla sobre el sistema nervioso central de las larvas y adultos de insectos,

causandoles paralisis (Pineda, Schneider, & Martinez, 2007).

Nomenclatura y estructura. (CHB)ZN\CL(:\g\ Q 09,

Nombre comdun:. Spinosad. CHCH;
Nombre quimico segun [UPAC. Es una spinosyn A, R = H-
mezcla en proporcion 50-95% de spinosyn spinosyn D, R = CHy-
Ay un 5-50% de spinosyn D.

Spinosyn A: (2R, 3aS, 5aR, 5bS, 95, 13S, 14R, 16aS, 16bR) 2-(6-deoxi- 2,3,4-tri-O-
metil-a-L-manopiranosiloxi) 13-(4-dimetilamino-2,3,4,6- tetradeoxi-B-D-eritropiranosilo-
xi) 9-etil-2,3,3a,5a,5b,6,7,9,10,11,12,13,14,15,16a,16b-hexadecahidro-14-metil-1H-8-
oxaciclododecabasindaceno 7,15-diona.

Spinosyn D: (2S, 3aR, 5aS, 5bS, 9S, 13S, 14R, 16aS, 16bS) 2-(6-deoxi- 2,3,4-tri-O-

metil-a-L-manopiranosiloxi)13-(4-dimetilamino-2,3,4,6-tetradeoxi-B-D-eritropiranosilo-
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xi)9-etil-2,3,3a,5a,5b,6,7,9,10,11,12,13,14,15,16a,16b-hexadecahidro-4,14-dimetil-1H-

8-oxaciclododeca bas-indaceno-7,15-diona.

Propiedades fisico-quimicas.

Es un sdlido cristalino, de apariencia blanquecina y con olor similar al de tierra
mojada (Thompson, Dutton, & Sparks, 2000). Su punto de fusién es de 84-99,5 °C
(spinosad A) y de 161,5-170 °C (spinosad D); presenta una tension de vapor de 3 x
10 mPa (25 ©C) para spinosad A y 2,0 x 10° mPa (25 °C) para el spinosad D. Su
densidad es de 0,512 g/cm?® (20 °C). El isdmero A, presenta una solubilidad en agua de
235 mg/l (pH 7; 20 °C) y el D de 0,33 mg/I (pH 7; 20 °C). Es estable a la hidrdlisis en

disoluciones acuosas con pH 5y 7.

Aplicaciones.

Activo en el control de trips: Lepidoptera, Himenoptera, Coleoptera, Diptera,
Thysanoptera e Isoptera. Dada su alta efectividad, se ha utilizado intensivamente en
cruciferas, hortalizas, gramineas y frutales. También para el control de plagas urbanas

en césped y ornamentales; sin olvidar su efectividad como cebo en moscas de la fruta.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: SC (Suspension concentrada) y WG (Granulos

dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Conserve (Dow AgroSciences), SpinTor (Dow AgroSciences) y Success (Dow

AgroSciences).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda en ratas entre 3783 y 5000 mg/kg y en conejos
>2000 mg/kg. El NOEL establecido para perros (13 semanas) es de 5 mg/kg de peso
corporal diario y para ratas de 9 a 10 mg/kg de peso corporal diario. El perfil

toxicologico evalué una IDA de 0,024 mg/kg de peso corporal por dia; no
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considerandose necesario evaluar la DRfA. No se han observado efectos teratogénicos

ni mutagénicos.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Presenta una baja toxicidad en mamiferos, se metaboliza rdpidamente y es
eliminado principalmente en la orina y las heces. Los metabolitos son conjugados de
glutation y N- y O- desmetilados macrdlidos. No hay residuos de spinosad en carne,
leche o huevos. En las superficies de las plantas, la degradacion se produce

principalmente por fotolisis.

3.1.1.2. FUNGICIDAS.

Definidos como sustancias quimicas de origen mineral u organico para el
tratamiento de las enfermedades producidas por hongos, impidiendo tanto la
germinaciéon de las esporas como la reproduccion del hongo. Se han estudiado los

siguientes compuestos:

3.1.1.2.1. Azoxistrobin.

Fungicida con propiedades protectoras, curativas, erradicantes, translaminares
y sistémicas. Impide la germinacién de esporas y el crecimiento micelial, y también
muestra actividad antiesporulante. Inhibe la respiracion mitocondrial mediante el

blogueo de la transferencia de electrones entre dos citocromos.

Nomenclatura y estructura.

NZN
3 . . o)\/lko
Nombre comun:. Azoxistrobin.
CN CH30__~

CO,CHs

Nombre quimico segun [UPAC. Metil (2E)-2-(2- [6-(2-cianofenoxi)pirimidin-4-

iloxi]fenil)-3-metoxiacrilato.

Propiedades fisico-quimicas.

Se trata de un sélido blanco, con punto de fusion de 116 °C y presion de vapor
de 1,1 X 107 mPa (20 °C); su densidad es 1,34 g/cm® (20 °C). Presenta una
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solubilidad en agua de 6 mg/l (20 °C), baja solubilidad en hexano y r-octanol,
moderada en metanol, tolueno y acetona y elevada en acetonitrilo y diclorometano. Es

estable a la hidrélisis.

Aplicaciones.

Controla gran cantidad de patégenos como royas y mildius (Erysiphe graminis,

Puccinia spp, Leptosphaeria nodorum, Septoria tritici, etc.).

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: GR (Granulado), SC (Suspensién concentrada), SE

(Suspo-Emulsién) y WG (Granulos dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Amistary Ortiva (Syngenta) y ZX (Barclay).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas >5000 mg/kg. EI NOEL para ratas (2
afios) es de 18 mg/kg de peso corporal diario. Se establecié una IDA de 0,2 mg/kg de
peso corporal por dia. No se consider6 necesario establecer una DRfA. No presenta
actividad genotoxica, carcinogénica o neurotdxica. No se han observado efectos
adversos en la capacidad de reproduccién. Ademas, no posee ningun efecto sobre los

parametros de fertilidad ni sobre el desarrollo del feto o el lactante.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En ratas es excretado de forma mayoritaria por las heces. En cabras y gallinas,
también se excreta rdpidamente, presentando bajos residuos en la leche, carne o
huevos. En suelos, se disipa méas rapidamente en campo que en laboratorio,
presentando de baja a moderada movilidad en el suelo; no encontrando normalmente
residuos del producto ni de sus principales productos de degradacion en el suelo bajo

los 15 cm superiores.
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3.1.1.2.2. Boscalid.

Fungicida foliar. Inhibe el complejo II, en la cadena de transporte mitocondrial

de electrones.

Nomenclatura y estructura. P

cl O NS
Nombre comun: Boscalid. O
Nombre quimico segun IUPAC: 2-Cloro-N-(4'-clorobifenil-2-il)nicotinamida.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales blancos inodoros, su punto de fusién es de 142,8-
143,8°C y su presion de vapor es de 7,2 x10™* mPa. Tiene una densidad de 1,38 g/cm?
(20 °C), su solubilidad en agua es de 4,6 mg/l (20 °C), en metanol es de diez veces
mas y en acetona supera las cuarenta veces mas. Es estable a la hidrolisis y a la

fotolisis acuosa.

Aplicaciones.

Se utiliza para el control de oidio, Afternaria spp., Botrytis spp., Sclerotinia spp.

y Monilia spp. en distintas frutas y verduras.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: SC (Suspension concentrada), SE (SuspoEmulsion)

y WG (Grénulos dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Collis (en mezcla con kresoxim-metil), Cantusy Endura (BASF) .

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda >5000 mg/kg. EI NOEL establecido para ratas
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es de 5 mg/kg de peso corporal diario. La evaluacion toxicoldgica proporcioné una IDA
de 0,04 mg/kg de peso corporal por dia, no considerandose necesaria la evaluacion de
la DRfA. No presenta efectos mutagenos en ensayos sobre microorganismos ni cultivos
de células de mamiferos. En estudios de larga duracién, la sustancia causa formacién
de tumores en el tiroides en ratas. En ratones (suministrando la sustancia como

alimento) no se observaron efectos cancerigenos.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En los animales tiene una excrecidn rapida, principalmente por las heces. En el

suelo se degrada de manera moderada.

3.1.1.2.3. Bupimirato.

Fungicida preventivo y curativo de accion especifica contra cenicilla polvorienta
en una amplia gama de cultivos. Se trata de una pirimidina sistémica con actividad
fungicida especifica frente a oidio. El ingrediente activo se absorbe en el hongo e
inhibe la enzima adenosina-deaminasa (ADA-asa), involucrada en la sintesis de acidos
nucléicos dentro de sus células. Se caracteriza por su triple actividad: sistémica,

translaminar y fumigante.

Nomenclatura y estructura.

CHz._N_-NHCH,CH;
|
Nombre comdn:. Bupimirato. CHy(CH,)y” PN
OSO,N(CHs),
Nombre quimico segun [UPAC. 5-butil-2-etilamino-6-metilpirimidin-4-il  dimetil-

sulfamato.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales de color canela palido. Su punto de fusién es de 50-
51°C, su densidad es de 1,2 g/cm®y su solubilidad en agua 22 mg/I (25 °C); es soluble
en la mayoria de los disolventes organicos comunes, excepto las parafinas. Es estable
en disoluciones basicas diluidas, pero se hidroliza muy facilmente en acidos diluidos. Se
descompone rapidamente por la radiacion ultravioleta y es inestable al almacenamiento

prolongado a mas de 37 °C.
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Aplicaciones.

Puede ser utilizado en el control preventivo y curativo de: cenicillas, oidio y
otras micosis producidas por Erisifales en cultivos de cucurbitaceas y lefiosos como

albaricoque.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: EC (Emulsion concentrada) y WP (Polvo

humectable).

Marcas comerciales.

Nimrod (Makhteshim-Agan).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda para las ratas, ratones y conejos superior a
4000 mg/kg; el NOEL en ratas (2 afios) es de 100 mg/kg de peso corporal mientras
que a corto plazo (90 dias) es de 1000 mg/kg de peso corporal en ratas y 15 mg/kg
diarios en perros. El perfil toxicologico proporcioné una IDA de 0,05 mg/kg de peso
corporal por dia. No se consideré necesario establecer la DRfA. No presenta

teratogénesis, carcinogénesis ni mutagénesis, en los animales ensayados.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En los mamiferos, el 68% de la dosis se elimina en la orina a las 24 horas, el
resto se elimina al cabo de 10 dias. En el suelo, el principal producto de degradacion es
etirimol. Se ha comprobado su toxicidad para organismos acuaticos, pudiendo causar

efectos nocivos en el ambiente acuético a largo plazo.

3.1.1.2.4. Ciproconazol.

Fungicida sistémico con accién protectora, curativa y erradicante. Se absorbe

rapidamente por la planta y es un esteroide inhibidor de la desmetilacion.
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OH
/" CHg
C

cl
Nomenclatura y estructura. @ ~
[ CH

Nombre comdn: Ciproconazol. N~ W

Nombre quimico segun IUPAC. (2RS,3RS;2RS,3SR)-2-(4-clorofenil)-3-ciclopropil-1-(1H-
1,2,4- triazol-1-il)butan-2-ol.

Propiedades fisico-quimicas.

Es un sdlido incoloro, mezcla de dos diasteroisémeros (1:1). Presenta un punto
de fusion de 106,2-106,9 °C; su presion de vapor es de 2,6 x10” mPa (25 °C) y tiene
una densidad de 1,25 g/cm®; su solubilidad en agua es de 93 mg/l (22 °C) y en
acetona y metanol cuatro veces mas. Tras el almacenamiento durante 2 afos, su
descomposicion es inferior al 5%; es estable en disoluciones acuosas y se hidroliza

lentamente en HCI 1 N y NaOH. Es estable hasta los 360 °C.

Aplicaciones.

Fungicida sistémico y foliar para el control de Septoria, roya, oidio,

Rhynchosporium, Cercosporay Ramularia.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: SC (Suspension concentrada), SL (Concentrados

solubles) y WG (Granulos dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Altoy Atemi (Syngenta), Caddy (Bayer CropScience).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas de 1020-1333 mg/kg y para conejos
de 200-218 mg/kg. Presenta un NOEL (1 afo) para perros de 1 mg/kg de peso

corporal diario. Su perfil toxicolégico proporcioné una IDA de 0,02 mg/kg de peso
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corporal por dia y una DRfA de 0,02 mg/kg de peso corporal. No presenta potencial

mutagénico en el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En mamiferos, después de la administracion oral, se absorbe rapidamente, se
metaboliza y excreta. No presenta bioacumulacion. En diferentes cultivos, las vias
metabdlicas son similares y el principal residuo es la propia materia activa. En el suelo,
se degrada moderadamente rapido, no presenta acumulacién y tiene potencial de

lixiviacion.

3.1.1.2.5. Ciprodinil.

Fungicida sistémico con absorcion en las plantas después de la aplicacion foliar
y el transporte a través del tejido y via acropetal en el xilema. Inhibidor de la
biosintesis de metionina y la secrecién de enzimas hidroliticas. No presenta resistencia
cruzada a bencimidazoles, carbamatos, dicarboximidas, imidazoles, morfolinas,
quinolinas, estrobilurinas o triazoles. Impide el crecimiento micelial y la penetracion

tanto en el interior como en la superficie de la hoja.

Nomenclatura y estructura.

NH N
SRS
Ny

CHs

Nombre comuan: Ciprodinil.

Nombre quimico segun IUPAC: 4-ciclopropil-6-metil-N-fenil-pirimidin-2-amina.

Propiedades fisico-quimicas.

Es un polvo fino de color beige con olor débil. Su punto de fusién es de 75,9
°C; presenta una presion de vapor de 5,1 x10™ mPa (modificacién cristalina A) o 4,7
x10™" mPa (modificacién cristalina B) (25 °C). Tiene una densidad de 1,21 g/cm® (20
°C), su solubilidad en agua es 13 mg/l (pH 7, 25 °C), en etanol es diez veces mayor y

en acetona sesenta. Es hidroliticamente estable.
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Aplicaciones.

Controla una amplia gama de patdgenos, tales como T7apesia yallundae y T.
acuformis, Erysiphe spp., Pyrenophora teres, Rhynchosporium secalls, Botrytis spp.,

Alternaria spp., Venturia spp. y Monilinia spp.

Formulaciones.

Los tipos méas comunes son: EC (Emulsion concentrada) y WG (Granulos

dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Chorus, Unix y Switch (mezcla con fludioxinil) (Syngenta) y Amirak (Barclay).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas >2000 mg/kg y un NOEL para ratas
(2 afos) de 3 mg/kg y para perros (1 afio) de 65 mg/kg de peso corporal diario. Tiene
una IDA de 0,03 mg/kg de peso corporal por dia. No presenta potencial mutagénico,

teratogénico ni oncogénico (EFSA, 2013).

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Después de su administracién oral, se absorbe rapida y casi completamente y
es eliminado por la orina y heces. Los residuos en los tejidos fueron bajos y no hubo
evidencia de acumulacion. En el suelo, la formacion de residuos fijos representa la
principal via para su disipacion. En los experimentos de lixiviacibn y

adsorcion/desorcién, el compuesto resulté ser inmévil en el suelo.

3.1.1.2.6. Dietofencarb.
Fungicida sistémico con accién protectora y curativa. Inhibe la mitosis mediante

la union a B-tubulina. Se absorbe rapidamente en las hojas y raices, y es translocado

por toda la planta.
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Nomenclatura y estructura.

CH3CH,0 NHCO,CH(CHs),
Nombre comtn:. Dietofencarb.

CH3CH,O0

Nombre quimico segun IUPAC: 3,4-dietoxifenilcarbamato de isopropilo.

Propiedades fisico-quimicas.

Es un solido cristalino entre blanco y marrén claro. Su punto de fusién es de
100,3 °C y su tensién de vapor de 8,4 mPa (20 °C); su densidad es de 1,19 g/cm® (23
°C) y presenta una solubilidad en agua de 26,6 mg/l (20 °C) y en metanol cinco veces

superior.

Aplicaciones.

Destaca en el control de cepas resistentes a bencimidazol de Botrytis spp.

Ademaés tiene actividad secundaria contra el oidio (Cercospora, Venturia).

Formulaciones.

El tipo mas comun es: WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Sumico (Sumitomo) y Sumifol D (Kemogard).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas >5000 mg/kg y no se ha establecido
el NOEL para animales de laboratorio. Se establece una IDA de 0,43 mg/kg de peso
corporal por dia y no se consideré necesario establecer una dosis aguda de referencia.

No presenta potencial mutagénico en el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Después de su administracién oral a ratas, el 98,5-100% se excreta en un plazo
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de 7 dias. Es facilmente degradado en las plantas, asi como en el suelo.

3.1.1.2.7. Difenoconazol.

Fungicida sistémico con accion preventiva y curativa. Es absorbido por las
hojas, por via acropetal, presenta una fuerte translocacion translaminar. Inhibidor de la
desmetilacion de los esteroles. Impide la biosintesis de ergosterol de la membrana

celular, deteniendo el desarrollo del hongo.

Nomenclatura y estructura.

o Cl
Nombre comdr: Difenoconazol. ©/ o
cl l
CH, O™ “CHj4
Nombre quimico segun IUPAC: cis-trans-3-cloro-4- ‘
[4-metil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)-1,3-dioxolan-2-il] N\\_»

N
fenil4-clorofenil éter.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta como cristales de color blanco a beige. La relacion de composicion
de cis a trans para transformar isémeros esta en el rango 0,7 a 1,5. Su punto de fusién
es de 82-83 °C; presenta una presion de vapor de 3,3 x 10®° mPa (25 °C) y su
densidad es 1,40 g/cm® (20 °C). Su solubilidad en agua es de 15 mg/l (25 °C), en

etanol de treinta y acetona sesenta veces mas. Es térmica e hidroliticamente estable.

Aplicaciones.

Proporciona una actividad duradera, preventiva y curativa contra Ascomycetes,
Basidiomycetes, Deuteromicetes, incluyendo Alternaria, Ascochyta, Cercospora,
Cercosporidium, Colletotrichum, Guignardia, Mycosphaerella, Phoma, Ramularia,

Rhizoctonia, Septoria, Uncinula, Venturia spp., Erysiphaceae, entre otros.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: DS (Polvo para tratamiento seco de semillas), EC

(Emulsion concentrada), FS (Suspension concentrada para tratamiento de semillas), SC
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(Suspensién concentrada) y WG (Granulos dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Dividend (tratamiento de semillas) y Score (Syngenta).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas de 1453 mg/kg. El NOEL para ratas
(2 anos) es de 1,0 mg/kg y para perros (1 afio) de 3,4 mg/kg de peso corporal diario.
Se propone una IDA de 0,01 mg/kg de peso corporal por dia y una DRfA de 0,16

mg/kg de peso corporal. No presenta potencial teratogénico ni mutagénico.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Después de su administracion oral, difenoconazol se elimina rapidamente y
practicamente en su totalidad en la orina y las heces. Los residuos en los tejidos no
son significativos y no hay evidencia de una posible acumulacion. Se inmoviliza
practicamente en el suelo, debido a su gran adsorcion en las particulas del mismo;
presenta bajo potencial de lixiviacion en la capa superior del suelo. La tasa de

disipacion es lenta y depende de la velocidad de aplicacion.

3.1.1.2.8. Fludioxonil.

Fungicida no sistémico con actividad residual a largo plazo. Inhibe la MAP
quinasa en la transduccién de sefial osmotica. Se absorbe en los tejidos de las plantas
y tiene limitadas propiedades curativas. Inhibe principalmente la germinacién de los

conidios y, en menor medida, el tubo de germen y el crecimiento del micelio.

Nomenclatura y estructura.

o)
; o >Y'O [ )
Nombre comun: Fludioxonil. E N

Nombre quimico segun IUPAC:. 4-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-4-il)pirrol-3-carbonitrilo.
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Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en forma de cristales amarillentos. Su punto de fusion es de 199,8
°C, su presion de vapor de 3,9 x10™ mPa (25 °C) y su densidad es de 1,54 g/cm® (20
°C). Su solubilidad en agua es de 1,8 mg/l (25 °C) y en acetona cien veces mas.

Practicamente no sufre hidrolisis a 70 °C entre pH 5y 9.

Aplicaciones.

Sus principales usos son: tratamiento de semillas, control de Fusarium spp.,
Microdochium, Rhizoctonia, Tilletia, Pyrenophora y Septoria, como fungicida foliar,
control de Botrytis, Monilinia, Sclerotiniay Alternaria; sobre césped y también como un

tratamiento post-cosecha en fruta de hueso.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: DS (Polvo tratamiento seco de semillas), FS
(Suspensién concentrada para semillas), SC (Suspensién concentrada), WG (Granulos

dispersables en agua) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Celest (semillas), Géoxe (foliar) y Switch (en mezcla con ciprodinil) (Syngenta).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas y ratones >5000 mg/kg. EI NOEL
establecido para ratas (2 afios) es de 40 mg/kg y para perros (1 afio) 3,3 mg/kg de
peso corporal diario. Tiene una IDA de 0,37 mg/kg de peso corporal por dia. No se
considerd6 necesario establecer su DRfA. No presenta potencial mutagénico,

teratogénico ni oncogénico.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Es r4pidamente absorbido desde el tracto gastrointestinal hacia la circulacion
general y excretado casi completamente, a través de las heces. En general, el

compuesto se metaboliza ampliamente. La formacion de desechos ligados es la
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principal via de degradacién en el suelo y en los experimentos de lixiviacién y

adsorcion/desorcion, resultd ser inmovil en el suelo.

3.1.1.2.9. Flusilazol.

Fungicida triaz6lico, que actia a traves de la inhibicion del complejo enzimatico
citocromo P-450. Pertenece a la familia DMI que impide la biosintesis del ergosterol
inhibiendo la C-14 desmetilacion. Posee accion translaminar. Penetra en la planta

rapidamente después de la aplicacion y se transloca por el xilema.

CH
Nomenclatura y estructura. FH\/\} d :
o 1
NG
Nombre comdan: Flusilazol. N,N7
L

Nombre quimico segun IUPAC: bis (4-fluorofenil)(metil)(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)

silano.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales blancos e inodoros. Su punto de fusién es de 53-55 °C,
su densidad es de 1,3 g/cm® (20 °C) y su solubilidad en agua 45 mg/l para pH 7,8,
aumentando cuando baja el pH. Es facilmente soluble en muchos disolventes
orgéanicos. Es estable en condiciones normales de almacenamiento; también a la luz y

a temperaturas de hasta 310 °C.

Aplicaciones.

Flusilazol se utiliza para el control del oidio, Podosphaera tridactyla (oidio de los
frutales de hueso), monilia, sigatoka amarilla (Mycosphaerella musicola) y roya asiatica

de la soja, entre otros usos.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: EC (Emulsidbn concentrada), EW (Emulsion de

aceite en agua), SC (Suspensién concentrada) y WG (Granulos dispersables en agua).
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Marcas comerciales.

Nustary Olymp (DuPont).

Aspectos toxicoldgicos.

Tiene una DLsy oral y aguda de 674-1100 mg/kg en ratas; el NOEL en ratas (2
afos) es de 10 mg/kg y para perros (1 afio) es de 5 mg/kg de peso corporal diario. Se
ha calculado una IDA y una DRfA de 0,002 mg/kg de peso corporal por dia y 0,005
mg/kg de peso corporal, respectivamente. No se han observado efectos mutagénicos.
Mostré potencial carcinogénico para ratones, aunque aun se desconoce el posible
resultado para seres humanos. Presenta efectos reproductivos adversos vy

repercusiones en el desarrollo de dos especies (raton y conejo).

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Es importante destacar que flusilazol posee elevada persistencia en el suelo.

3.1.1.2.10. Kresoxim-metil.

Fungicida de contacto, preventivo, curativo y erradicante. Inhibe la produccion
y germinacién de las esporas y el crecimiento del micelio del hongo. Esto lo logra a
través de la inhibicién de la respiracién mitocondrial de los hongos a través del bloqueo

de la transferencia de electrones entre la mitocondria b y el citocromo c.

Nomenclatura y estructura. CH
3
fjo
Nombre comdn: Kresoxim-metil. CH3;0 \N/OCHs
o)

Nombre quimico segun IUPAC: metil (E)-metoximino[a-(o-toliloxi)-o-tolilJacetato.

Propiedades fisico-quimicas.

Se encuentra en forma de cristales blancos, ligeramente aromaticos. Su punto

de fusién es 101,6-102,5 °C, su presion de vapor de 2,3x10° mPa (20 °C) y su
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densidad es de 1,23 g/cm?® (20 °C). Su solubilidad en agua es de 2 mg/l (20 °C) y es

relativamente estable a pH 5.

Aplicaciones.

Se utiliza para el control de la sarna en las manzanas y las peras (Venturia
spp.); oidio en manzanas (Podosphaera leucotricha), vid (Uncinula necator),
cucurbitaceas (Sphaerotheca fuliginea) y remolacha azucarera (£rysiphe betae); moho
(Erysiphe  graminis), escaldadura (Rhynchosporium secalis), helmintosporiosis
(Pyrenophora teres) y mancha de la gluma (Septoria nodorum) en cereales y moho en

las verduras (Leveillula taurica, Erysiphe spp., Alternaria spp.).

Formulaciones.

Los tipos méas comunes son: SC (Suspension concentrada), SE (Suspo-

Emulsién) y WG (Granulos dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Stroby (BASF, Nissan), Collis (en mezcla con boscalid) (BASF) vy
Ardent (Makhteshim).

Aspectos toxicoldgicos.

Su clasificacion se basa en una DLs, oral y aguda >5000 mg/kg y un NOEL (3
meses) comprendido entre 500-2000 ppm, para ratas. Presenta un IDA de 0,4 mg/kg
de peso corporal por dia y no se considerd necesario establecer DRfA. No presenta

potencial teratogénico, dando negativo en el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Es muy toxico para peces y ligeramente toxico para aves y abejas. En el aire
esta presente Unicamente como particulas, las cuales son eliminadas de la atmdésfera
por precipitacién humeda y seca. Administrado oralmente, se distribuye ampliamente y

se elimina, principalmente por las heces y la orina; no presenta bioacumulacion. En el
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suelo es rapidamente degradado bajo condiciones aerdbicas, con una vida media

menor a un dia; ademas es muy movil.

3.1.1.2.11. Metalaxil.

Fungicida sistémico con accion protectora y curativa, se absorbe a través de las
hojas, tallos y raices. Inhibe la sintesis de proteinas en los hongos, por la interferencia

con la sintesis de ARN ribosomal.

CHj

Nomenclatura y estructura. (.? |

CH30 _C_ CH_
ST CH; TSN NCO,CH;

CHs3 CH;

Nombre comtun:. Metalaxil.

Nombre quimico segun IUPAC:. metil N-(metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-D-alaninato.

Propiedades fisico-quimicas.

Se trata de un fino polvo blanco. Su punto de fusiéon es de 63,5-72,3 °C, su
presion de vapor es de 0,75 MPa (25 °C) y tiene una densidad de 1,20 g/cm?® (20 °C).
Presenta una solubilidad en agua de 8,4 g/l (22 °C) y cincuenta veces mas en etanol y
acetona. Es estable hasta los 300 °C y en medios neutros y &cidos a temperatura

ambiente.

Aplicaciones.

Se utiliza para el control de las enfermedades causadas por Peronosporales en
el aire y el suelo. Las aplicaciones al suelo solo se utilizan para controlar los patégenos

del suelo que causan la pudricion del tallo y la raiz.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: DS (Polvo para tratamiento seco de semillas), FS
(Suspensién concentrada para tratamiento de semillas), GR (Granulado) y WP (Polvo

humectable).
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Marcas comerciales.

Ridomil (Syngenta), Duet (Devidayal), Metalasun (Sundat) y Agrilaxil (Sapec
Agro).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas de 633 mg/kg; su NOEL para ratas
es de 2,5 mg/kg y para perros de 8 mg/kg de peso corporal diario. Su perfil
toxicolégico dio lugar a una IDA y una DRfA de 0,08 mg/kg de peso corporal por dia 'y
0,5 mg/kg de peso corporal, respectivamente. No presenta actividad oncogénica,

mutageénica ni teratogénica.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En mamiferos, después de su administracion oral, se absorbe rdpidamente y es
eliminado casi completamente en la orina y las heces. Los residuos en los tejidos
fueron en general bajos y no hubo evidencia de acumulacion o retencién. Es

fotoliticamente estable en agua y en las superficies del suelo.

3.1.1.2.12. Miclobutanil.

Fungicida sistémico con accion protectoray curativa. Inhibe la biosintesis de

ergosterol (inhibidor de desmetilacion de esteroides). Es translocado hacia arriba en la

planta.
Nomenclatura y estructura. (|:N
CI_Q_?_(CHZ)SCHS
. . . CH,
Nombre comdn: Miclobutanil. [‘\l
N
N—/

Nombre quimico segun IUPAC: (RS)-2-(4-clorofenil)-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)hexanonitrilo.

Propiedades fisico-quimicas.

Sélido amarillo palido. Presenta un punto de fusion de 63-68 °C, una presion de
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vapor de 0,213 mPa (25 °C) y una solubilidad en agua de 142 mg/l (25 °C) (insoluble
en hidrocarburos alifaticos). Es estable en condiciones normales de almacenamiento.
Cuando se encuentra en disolucion se descompone con la exposicion a la luz. No sufre
hidrolisis en 28 dias (28 °Cy pH 5, 7, y 9).

Aplicaciones.

Se usa en tratamiento de semillas para el control de Ascomycetes, Fungi

Imperfectiy Basidiomycetes. Su principal uso es contra oidio y sarna.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: EC (Emulsiébn concentrada), EW (Emulsién de

aceite en agua) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Eagle, Nova, Rally y Systhane forte (Dow AgroSciences).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas de 1870-2090 mg/kg y un NOEL
para perros (90 dias) de 3,1 mg/kg de peso corporal diario. El valor de IDA se fijé en
0,03 mg/kg de peso corporal por dia y la DRfA en 0,3 mg/kg de peso corporal diario.
No es teratogénico en ratas y ratones; en varios test mutagénicos ha dado negativo.

No presenta potencial mutagénico para el test de Ames.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En los animales, tras la administracion oral, se excreta rapidamente en las
heces y la orina. En las plantas, el metabolismo es el mismo que en los animales. En el
suelo, DTsy 66 dias (franco limoso). La descomposicion se realiza a través de
compuestos de triazol altamente polares. No se produce la degradacion en condiciones
anaerobicas. Es estable a la hidrolisis, pero se descompone en soluciones acuosas tras

la exposicion a la luz. Presenta baja movilidad en el suelo.
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3.1.1.2.13. Penconazol.

Fungicida sistémico con accion protectora y curativa. Es absorbido por las hojas
y translocado acropetalmente. Inhibe la desmetilacion de esteroles e impide la

biosintesis de ergosterol en la membrana celular, deteniendo el desarrollo de los

hongos.
cl H
Nomenclatura y estructura. /c\ (CHy),CH,
cl (|3H2
Nombre comun:. Penconazol. (N\N
\_/

Nombre quimico segun IUPAC: 1-[2-(2,4-diclorofenil)pentil]-1+-1,2,4-triazol.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en forma de polvo blanco fino. Su punto de fusion oscila entre
60,3-61,0 °C, su presion de vapor es de 0,37 mPa (25 °C) y tiene una densidad
de 1,30 g/cm® (20 °C). Su solubilidad en agua es 73 mg/l (25°C) y en etanol
y acetona diez veces mas. Es estable a la hidrdlisis (pH 1-13), y a temperaturas de
hasta 350 °C.

Aplicaciones.

Cabe destacar el control de oidio, Venturia (costra de la manzana) y otros

patdgenos como Ascomycetes, Basidiomycetesy Deuteromycetes.

Formulaciones.

Los tipos més comunes son: EC (Emulsiébn concentrada), EW (Emulsién de

aceite en agua) y WP (Polvo humectable).

Marcas comerciales.

Topas (Syngenta) y Dallas (Rocca).

-80-



Materiales y métodos

Sandra Cermefio OImos

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas de 2125 mg/kg y un NOEL para
ratas (2 afios) de 3,8 mg/kg y para perros (1 afno) de 3,3 mg/kg de peso corporal
diario. Se ha establecido una IDA de 0,03 mg/kg de peso corporal por dia y una DRfA
de 0,5 mg/kg de peso corporal. No presenta potencial mutagénico, teratogénico ni

oncogeénico.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Después de su administracion oral, se elimina rapidamente y practicamente en
su totalidad en la orina y las heces. Los residuos en los tejidos no son significativos y

no hay evidencia de acumulacion. Su persistencia en suelos depende del tipo de éste.

3.1.1.2.14. Tebuconazol.

Fungicida sistémico con accidon protectora, curativa y erradicante. Inhibe la

biosintesis de ergosterol. Se absorbe rapidamente en las partes vegetativas de la

planta, con translocacién principalmente por via acropetal (xilema).

Nomenclatura y estructura. OH
Cl /CHZ\C/
CH, C/H\C(CHa)a
Nombre comtn: Tebuconazol. [ 2
N
7
N
L

Nombre quimico segun [UPAC. (RS)-1-p-clorofenil-4,4-
dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)pentan-3-ol.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en forma de cristales incoloros a polvo marrén claro. Su punto de
fusién es de 105 °C, su presion de vapor de 1,7 x 10 mPa (20 °C) y su densidad de
1,25 g/cm® (26 °C). Su solubilidad en agua es 36 mg/l (pH 5-9, 20 °C) y en
diclorometano es casi diez veces mas. Es estable a temperaturas elevadas, a la fotolisis

y la hidrolisis en agua pura, bajo condiciones estériles.
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Aplicaciones.

Tebuconazol es eficaz contra varias enfermedades como: Tilletia spp., Ustilago
spp. 'y Urocystis spp, también contra Septoria nodorum y Reiliana sphacelotheca.
Ademas, controla numerosos patdgenos entre ellos: especies de roya (Puccinia spp), €l

oidio (Erysiphe graminis), escaldadura (Rhynchosporium secalis), entre otros.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: DS (Polvo para tratamiento seco de semillas), EC
(Emulsion concentrada), ES (Emulsion tratamiento de semillas), EW (Emulsién aceite
en agua), FS (Suspension concentrada para tratamiento de semillas), GF (Gel para
tratamiento de semillas), SC (Suspension concentrada), SE (Suspo-Emulsion), WG

(Gréanulos dispersables en agua), WP (Polvo humectable) y WS (Polvo dispersable).

Marcas comerciales.

Busker (Barclay), Folicur (Bayer CropScience) y Orius (Makhteshim-Agan).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas de 1700-4000 mg/kg y un NOEL
para ratas (2 afios) de 300 mg/kg y para perros de 100 mg/kg de peso corporal diario.
Se ha establecido una IDA de 0,03 mg/kg de peso corporal por dia y una DRfA de 0,03
mg/kg de peso corporal. No causa toxicidad especifica en érganos diana durante los
estudios experimentales con animales. Ademas no es mutagénico ni genotoxico en

estudios realizados con bacterias en modelos /7 vitro e in vivo.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Se produce la eliminacién casi completamente (> 99%) a los tres dias, siendo
excretado en la orina y las heces. En plantas, tebuconazol es el principal residuo
terminal y los metabolitos detectados no tienen relevancia toxicologica. La degradacién
en el suelo en condiciones de campo se produce rapidamente, y no se acumulé en los

estudios a largo plazo (3-5 afos). Los estudios de adsorcion/desorcion indicaron una
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baja movilidad en el suelo, por lo que debe excluirse la contaminacion de aguas

subterraneas por lixiviacion.

3.1.1.2.15. Triflumizol.

El ingrediente activo triflumizol es un imidazol que posee tres modos de accion:

sistémico, protector y curativo. Inhibe la sintesis de ergosterol.

Nomenclatura y estructura.

0

F3C

Nombre comdn: Triflumizol. ’ N
S ~CHyOCH,CHyCH;
C
N

Nombre quimico segun IUPAC: (E)-4-chloro-a,q,a- &E

trifluoro-N-(1-imidazol-1-yl-2-propoxyethylidene)-o-toluidine.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales incoloros. Su punto de fusién es de 63,5 °C, su
solubilidad en agua 12,5 g/l (20 °C). Es inestable en medios alcalinos y acidos fuertes.

Las disoluciones sufren degradacion por la luz solar.

Aplicaciones.

Fungicida sistémico con accion protectora y curativa. Es eficaz en el control de
oidios y Pyricularia 'y se le reconoce un buen efecto secundario sobre royas. Se utiliza
en el control de Gymnosporangium y Venturia spp., contra Erysjphaceae, Fusarium,
Fulvia y Monilinia spp. También se utiliza como un tratamiento de semillas contra

Bipolaris oryzae, Tilletiay Ustilago spp.

Formulaciones.

Los tipos mas comunes son: EC (Emulsion concentrada), FU (Generador de

humo) y WP (Polvo humectable).
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Marcas comerciales.

Trifmine (Nippon Soda) y Procure (Crompton).

Aspectos toxicoldgicos.

Presenta una DLs, oral y aguda para las ratas de 695-715 mg/kg y un NOEL de
3,7 mg/kg de peso corporal dia en ratas (2 afios). La IDA es de 0,05 mg/kg de peso
corporal/dia, y la DRfA de 0,1 mg/kg de peso corporal. No posee toxicidad genotdxica
y potencial reproductivo, ni es carcindgeno; aunque se observaron algunas
indicaciones de neurotoxicidad. En cuanto a su toxicidad crénica y a largo plazo, no se
han detectado estos sintomas. Tampoco se observa disrupcion endocrina, aunque si se

han detectado otros efectos cronicos como anemia, hidronefrosis y hepatotoxicidad.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

No presenta persistencia en el suelo, siendo mas persistente en el lodo; no es
volatil y su bioacumulacion es alta. Su metabolito (4-cloro-2-(trifluorometil) anilina) no
es persistente en el suelo; se degrada lentamente en la interfaz agua-sedimento y

tiene bajo potencial de lixiviacion.

3.1.1.2.16. Trifloxistrobin.

Fungicida mesostémico de amplio espectro con actividad curativa y preventiva
especifica, muestra solidez frente a la lluvia. Inhibe la respiracibn mitocondrial
mediante el bloqueo de la transferencia de electrones en el citocromo. Redistribuido

por el movimiento de vapor superficial y con actividad translaminar.

Nomenclatura y estructura. CHs
O = CF
cho CH; \N)\I::j/ 3
Nombre comdn: Trifloxistrobin. SN CO,CH3

Nombre quimico segun [UPAC. Metil (E)-metoximino-[(E)-a-[1-(a,qa,a-trifluoro-m-

tolil)etildenaminooxi]-o-tolilJacetato.
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Propiedades fisico-quimicas.

Se trata de un so6lido blanco inodoro. Presenta un punto de fusién de 72,9 °C,
una presion de vapor de 3,4 x 10”° mPa (25 °C) y una densidad de 1,36 g/cm® (21 °C).
Su solubilidad en agua es 610 g/l (25 °C) y es estable a pH 5.

Aplicaciones.

Trifloxistrobin es activo contra todo tipo de hongos: Ascomycetes,

Deuteromycetes, Basidiomycetes y oomicetos.

Formulaciones.

Los tipos més comunes son: EC (Emulsion concentrada), SC (Suspension

concentrada) y WG (Granulos dispersables en agua).

Marcas comerciales.

Flinty Tega (Bayer CropScience).

Aspectos toxicoldqgicos.

Presenta una dosis oral y aguda para ratas >5000 mg/kg. El NOEL para ratas (2
afos) es de 9,8 mg/kg de peso corporal diario. Tiene una IDA de 0,1 mg/kg de peso
corporal por dia y no se considerdé necesario establecer una DRfA. No presenta
potencial mutagénico, teratogénico ni carcinogénico. No se han observado efectos

adversos en la capacidad de reproduccion.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En las ratas, es absorbido desde el tracto gastrointestinal, se metaboliza
rapidamente y es completamente eliminado. Sus residuos son considerados altamente
preocupantes cuando se encuentran en alimentos y piensos de origen vegetal. Se
disipa rapidamente en el suelo y la superficie del agua y no presenta potencial de

lixiviacion.
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3.1.2. MATERIAL VEGETAL.

Los diferentes estudios que se presentan en esta memoria se han realizado en
frutas y hortalizas (naranja, melocotén, albaricoque, tomate, pepino y lechuga)
recolectados en fresco y en sus productos de transformacion industrial (zumos,

conservas, cuarta gama y congelados) y en uva de vinificacion y vino.

Los tratamientos fitosanitarios correspondientes en los ensayos de campo, se
realizaron teniendo en cuenta las caracteristicas de cada plaguicida empleado
(MAGRAMA, 2014; EU PESTICIDES DATABASE, 2016).

En todos los cultivos, se realizaron los ensayos bajo criterios de BPA (CARM,
2003; FAO, 2003); manteniéndose dosis y plazos de seguridad autorizados de cada
uno de los plaguicidas utilizados. En el momento de la aplicacion, se controlaron las
condiciones climatoldgicas relevantes, realizandose el muestreo transcurrido su plazo
de seguridad (FAO, 1997). En dicha toma de muestra, se recogi6 la cantidad adicional

de frutos que seria sometida al procesado alimentario.

Una vez finalizada la recoleccion para el ensayo bajo BPA, se realizaron los
ensayos bajo criterios de CPA, para ello se aplicaron de nuevo las mismas dosis de los
plaguicidas seleccionados a cada cultivo, pero sin respetar el plazo de seguridad de
cada uno de ellos; recogiéndose las muestras 2 horas después del tratamiento, una
vez secado el depdsito de la aplicacion. Andlogamente al caso anterior, se tomo la

cantidad adicional de frutos, destinada al procesado alimentario.

En todos los casos, se siguieron las recomendaciones de FAO y del Gobierno
australiano en cuanto a cantidad de muestra segun el producto vegetal y a sus
caracteristicas (Australian Government, 2015; FAO, 1986). Las muestras se tomaron al
azar de todas las parcelas, y para evitar derivas y superposiciéon de tratamientos, se
evitaron los puntos del inicio y final de la aplicacion. Para ello, se tomaron las medidas
de proteccion adecuadas procurando siempre la minima manipulacién. Una vez
recogidas, fueron envasadas e identificadas en bolsas opacas de polietileno. Durante el
transporte al laboratorio, las bolsas se mantuvieron a temperatura ambiente, en

posicion estable, protegiéndolas de golpes y se evitd su exposicion directa a la luz.
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3.1.2.1. ALBARICOQUE

Se ha utilizado albaricoque bulida (Prunus armeniaca, del género y subgénero
Prunus) (Moore, Clark, & Vodopich, 1998) (Figura 3.1.).

Figura 3.1. Variedad de albaricoque utilizada.

El cultivo es propio de climas templados y resistente a la sequia (Rieger, 2008).
Sus plagas mas comunes son: pulgén verde, pulgdn ceroso, barrenillos, cochinilla o
piojo de San José, mosca de la fruta; y enfermedades como: oidio, cribado, monilia,

roya, gomosis y chancro de frutales de hueso (Carrero & Planes, 1995).

Los frutos contienen en la porcién comestible, un 85,3% de agua, 8,5% de
hidratos de carbono, 0,1% de lipidos y 0,9% de proteinas (Moreiras, Carbajal, Cabrera,
& Cuadrado, 2011; Souci, Fachmann, & Kraut, 1999).

3.1.2.1.1. Parcelas experimentales, tratamientos y toma de muestra.

Se selecciond una finca representativa de este cultivo en la Region de Murcia, y
en ella una superficie formada por seis parcelas de tres arboles por cada una de ellas.
También se marcd una parcela testigo, situada lo suficientemente cerca de las tratadas
para garantizar idéntico cultivo y condiciones climaticas, pero suficientemente separada
para excluir cualquier riesgo de contaminacion cruzada. En la Tabla 3.1., se encuentran

las caracteristicas de la parcela objeto de estudio.

En la Tabla 3.2., se especifican los tratamientos realizados, dosis, plazos de

seguridad y LMR de los plaguicidas utilizados.
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Tabla 3.1. Caracteristicas y ubicacion de la parcela experimental.

Caracteristicas de la parcela experimental de albaricoqueros
Forma de Cultivo Aire libre
Sistema de riego Goteo
Textura del suelo Arcilloso
Cultivo anterior Almendro
Antigiiedad 9 afios
Localizacion El Nifio de Mula. Mula (Murcia).
GPS (°N; °W) 38,057925° 1,537529°
Plantas/ha 178
Marco (m) 8x7
Tamario parcela 3 &rboles (168 m?)

Tabla 3.2. Caracteristicas de los productos comerciales aplicados.

Plaguicida Formulacion Dosis (%) LMR (mg/kg) PS (dias)
Tiacloprid Calypso 48 SC 0,02 0,5 14
Bupimirato Nimrod 0,05 0,3 15
Spinosad Spintor 480 SC 0,02 0,6 7
Flusilazol Olymp 0,05 0,01* 14
Triflumizol Trifmine 30 WP EX 0,06 0,1* 14
Piridaben Podio 0,1 0,5 15
*LQ

En ambos tratamientos fitosanitarios (BPA y CPA), se recogieron, como muestra
cosecha, aproximadamente 2 kg de albaricoques, resultado de al menos 12 unidades
procedentes de todos los &rboles de la parcela de ensayo; en el caso de la muestra

dedicada a la industrializacién se tomaron 10 kg.

3.1.2.2. MELOCOTON.

Se ha elegido melocoton Catherine (Prunus pérsica, género y subgénero
Prunus), de pulpa dura o semidura adherida al hueso (Moore, Clark, & Vodopich, 1998)

(Figura 3.2.).

Es un cultivo de zona templada y soleada que se desarrolla preferiblemente en
suelos frescos, profundos, arenosos y de pH moderado (Rieger, 2008). Sus principales
plagas son: anarsia, polilla oriental, mosca de la fruta, pulgén negro, pulgén harinoso,
pulgén verde, pulgén cigarrero, piojo de San José, arafia roja, abolladura, cribado,
oidio, fusicocum, moniliosis, roya, nematodos y tumor o agallas del cuello y de las

raices (Carrero & Planes, 1995).
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Figura 3.2. Variedad de melocoton utilizada.

Contiene un 87,5% de agua, 8,9% en hidratos de carbono, 0,1% de lipidos y

0,8% de proteinas. Contiene un amplio abanico de vitaminas hidrosolubles, sobre todo

carotenos y vitamina C. Destaca su riqueza en potasio y en fibra (Moreiras, Carbajal,
Cabrera, & Cuadrado, 2011; Souci, Fachmann, & Kraut, 1999).

3.1.2.2.1. Parcelas experimentales, tratamientos y toma de muestra.

Se escogié una finca representativa de este cultivo en la Region de Murcia. Se

seleccioné una superficie de 500 m?, en la que se marcaron seis parcelas de 84 m?,

dejando una parcela testigo, situada, analogamente a lo realizado en el caso del

albaricoque. En la Tabla 3.3., se encuentran las caracteristicas de las parcelas objeto

de estudio.

Tabla 3.3. Caracteristicas y ubicacion de la parcela experimental.

Caracteristicas de la parcela experimental de melocotoneros
Forma de Cultivo Aire libre
Sistema de riego Goteo
Textura del suelo Franco
Cultivo anterior Melocoton
Antigiledad 5 afios
Localizacion El Chaparral. Cehegin (Murcia)
GPS (°N; °W) 38,092815°% 1,696594°
Plantas/ha 476
Marco (m) 6x35
Tamafio parcela 4 &rboles (84 m?)

En la Tabla 3.4., se especifican los tratamientos realizados, dosis, plazos de

seguridad y LMR de los plaguicidas utilizados.
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Tabla 3.4. Caracteristicas de los productos comerciales aplicados.

Plaguicida Formulacion Dosis LMR (mg/kg) PS (dias)
Flonicamida Teppeki 13 g/HI 0,4 14
Imidacloprid Confidor 62,5 mi/HI 0,5 14
Ciproconazol Atemi 15 g/H 01 14
F(':‘I’sr'g;‘:’nrl‘l” Switch 90 g/H 120 7
Bupimirato Nimrod 45 mi/H 0,3 7

Cialotrina Karate Zeon 15 mI/H 0,2 7

En ambos tratamientos fitosanitarios (BPA y CPA), se recogieron, como muestra
cosecha, aproximadamente 2 kg de melocotones, resultado de al menos 12 unidades
procedentes de todos los arboles de la parcela de ensayo; en el caso de la muestra

dedicada a la industrializacién se tomaron 10 kg.

3.1.2.3. CALABACIN

Se escogio la variedad de calabacin Elite (género Cucurbita'y especie Cucurbita
pepo) (Moore, Clark, & Vodopich, 1998) (Figura 3.3.).

Es un cultivo exigente en agua y materia orgénica, y la insolacion repercute

directamente en un aumento de la cosecha (Rieger, 2008). Las plagas mas comunes

Figura 3.3. Variedad de calabacin utilizada en este estudio.

son arafa roja, mosca blanca, pulgon, trips, minadores de hoja, orugas, nematodos,
“ceniza” u oidio de las cucurbitaceas, podredumbre gris, podredumbre blanca,
podredumbre blanda, virus de mosaico amarillo del calabacin, virus del mosaico del
pepino, virus del mosaico de la sandia y virus de las venas amarillas del pepino
(Carrero & Planes, 1995).

Contiene un 92,2% de agua, 2,1% de hidratos de carbono, 0,4% de lipidos y

1,6% de proteinas, respecto de 100 g de porcién comestible. Es rico en minerales,
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sobre todo calcio, y en vitaminas A, B y C. (Moreiras, Carbajal, Cabrera, & Cuadrado,
2011; Souci, Fachmann, & Kraut, 1999).

3.1.2.3.1. Parcelas experimentales, tratamientos y toma de muestra.

Al igual que en los estudios anteriores, la superficie seleccionada se consideré
representativa y adecuada para este cultivo; en ella se marcaron seis parcelas para los
tratamientos y una testigo. En la Tabla 3.5., se observan las caracteristicas de la
misma y su ubicacién. Se evitd el riesgo de contaminacion cruzada ademéas de

controlar las condiciones climaticas durante el cultivo.

Tabla 3.5. Caracteristicas y ubicacion de la parcela experimental.

Caracteristicas de la parcela experimental de calabacin
Forma de Cultivo Aire libre
Sistema de riego Tradicional
Textura del suelo Franco arcilloso

Cultivo anterior Lechuga

Antigiiedad 1 afio

Localizacion Vereda los Castellones. El Siscar (Murcia)
GPS (°N; °W) 38,060004° -1,029352°

Plantas/ha 14285

Marco (m) 1x0,7
Tamafio parcela 63 m2 (90 plantas)

En la Tabla 3.6., se detallan las caracteristicas de registro de los plaguicidas

utilizados: formulacion, dosis, limite maximo de residuos y plazo de seguridad.

Tabla 3.6. Caracteristicas de los productos comerciales aplicados.

Plaguicida Formulacion Dosis LMR (mg/kg) | PS (dias)
Imidacloprid Confidor 63 cc/HI 1,0 3
Dietofencarb Sumifol D (Kenogard) 125 g/Hl 0,01* 15
Piriproxifén Atominal 63 cc/HI 0,05* 3
Miclobutanil Shysthane forte 30 cc/HI 0,2 1

Trifloxistrobin Flint 25 g/Hl 0,3 3
Deltametrina Decis 40 cc/H 0,2 3

*LQ

En ambos tratamientos fitosanitarios (BPA y CPA) se recogieron, como muestra
cosecha, aproximadamente 2 kg de calabacines, resultado de al menos 12 unidades
procedentes de todas las plantas de la parcela de ensayo; en el caso de la muestra

dedicada a la industrializacién se tomaron 10 kg.
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3.1.2.4. LECHUGA

Se selecciond la variedad de lechuga Gobi, del grupo morfolégico iceberg
(género Lactuca, especie Lactuca sativa y variedad /ongifolia) (Moore, Clark, &
Vodopich, 1998) (Figura 3.4).

Figura 3.4. Variedad de lechuga utilizada en este estudio.

Debido a que el sistema radicular de la lechuga es muy reducido, es muy
sensible a la falta de humedad y soporta mal la sequia; necesitando una humedad
relativa del 60-80% (Rieger, 2008). Las principales plagas que la atacan son: trips,
minadores, mosca blanca, pulgones, antracnosis, botritis, mildiu velloso, esclerotinia,
septoriosis, virus del mosaico de la lechuga y virus del bronceado del tomate (Carrero
& Planes, 1995).

Contiene un 95% de agua, 1,1% de hidratos de carbono, 0,2% de lipidos y
1,3% de proteinas. Entre sus vitaminas destacan la A, B1, B2, B3, B9, C, E y K.
Destaca su aporte de potasio. Contiene flavonoides, fundamentalmente quercetina y
pequefas cantidades de otros antioxidantes (Moreiras, Carbajal, Cabrera, & Cuadrado,
2011; Souci, Fachmann, & Kraut, 1999).

3.1.2.4.1. Parcelas experimentales, tratamientos y toma de muestra.
Como en los casos anteriores se selecciond una finca de cultivo de lechugas
caracteristica de la Region, situada en la zona geogréafica de El Siscar. En ella, se

seleccionaron seis parcelas experimentales para los tratamientos y una testigo. En la

Tabla 3.7., se detallan las caracteristicas y ubicacién de la parcela experimental.
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Tabla 3.7. Caracteristicas y ubicacion de la parcela experimental.

Caracteristicas de la parcela experimental de lechugas

Forma de Cultivo Aire libre
Sistema de riego Tradicional
Textura del suelo Franco arcilloso
Cultivo anterior Lechuga
Antigiiedad 1 afio
Localizacion Camino Los Luginas, El Siscar(Murcia)
GPS (°N; °W) 38,060004° -1,029352°
Plantas/ha 71428
Marco (m) 0,7 x 0,4 (doble)
Tamafio parcela 100 m? (714 plantas)

En los ensayos de campo se aplicaron los plaguicidas que se exponen en la

Tabla 3.8.
Tabla 3.8. Caracteristicas de los productos comerciales aplicados.
Plaguicida Formulacion Dosis (cc/HI) LMR (mg/kg) PS (dias)
Imidacloprid Confidor 63 2 7
Tebufenocida Mimic 2F (Dow Agro) 68 10 14
Metalaxil Agrilaxil (Sapec Agro) 200 3 21
Tebuconazol Folicur (Bayer) 70 05 7
Cipermetrina Cekumetrin 10 EC 75 2 7
Azoxistrobin Ortiva 90 15 7

En ambos tratamientos, se recogieron, como muestra cosecha, aproxima-

damente 2 kg de lechugas, resultado de al menos 12 unidades procedentes de todas

las parcelas de ensayo; en el caso de la muestra dedicada a la industrializacion se

tomaron 10 kg.

3.1.2.5. TOMATE

Se escogid la variedad Rio Grande (familia Solanaceae, género Solanum,

especie Solanum lycopersicum), tipo de tomate rastrero de fruto alargado cilindrico,

destinado principalmente para hacer conserva aunque puede usarse también para

comer en fresco (Moore, Clark, & Vodopich, 1998) (Figura 3.5.).

Cultivo de desarrollo en temperaturas calidas, no muy exigente respecto al

suelo en el que se cultiva, excepto en lo que se refiere al drenaje. Los mejores suelos

son los de textura siliceo-arcillosa y ricos en materia organica (Rieger, 2008). Las

principales plagas que la atacan son: &caros (arafia roja y arafia blanca), insectos
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(moscas blancas, pulgones, trips, lepidopteros, etc.), hongos y podredumbres entre

otros (Carrero & Planes, 1995).

Figura 3.5. Variedad de tomate utilizada en este estudio.

Contiene un 95% de agua, 0,3% de grasa, 1% de proteinas; el resto es
celulosa y algunos micronutrientes como calcio, hierro, fésforo y vitaminas A, C, By K.
Tiene propiedades antioxidantes (Moreiras, Carbajal, Cabrera, & Cuadrado, 2011;
Souci, Fachmann, & Kraut, 1999).

3.1.2.5.1. Parcelas experimentales, tratamientos y toma de muestra.

Se escogié un cultivo realizado para la experiencia, situado en una zona
representativa de cultivos de este tipo, cerca de El Siscar en Murcia. En él, se
seleccionaron cinco parcelas experimentales para los tratamientos y una testigo, cuyas

caracteristicas se muestran en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Caracteristicas y ubicacion de la parcela experimental.

Caracteristicas de la parcela experimental de las tomateras
Forma de Cultivo Aire libre
Sistema de riego Tradicional
Textura del suelo Franco

Cultivo anterior Coliflor

Antigliedad 1 afio
Localizacion Camino Los Luginas, sn. El Siscar (Murcia)
GPS (°N; °W) 38,06079° 1,020727°
Plantas/ha 28571
Marco (m) 1,75x0,4
Tamafio parcela 100 m2 (280 plantas)

En la Tabla 3.10., se especifican los tratamientos realizados, dosis, plazos de

seguridad y LMR de los plaguicidas utilizados.
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Tabla 3.10. Caracteristicas de los productos comerciales aplicados.

Plaguicida Formulacion Dosis LMR (mg/kg) PS (dias)
Pimetrocina Plenum 50% 40 g/HI 05 3
Kresoxim-metil Stroby 50% 25 g/HI 0,6 3
Difenoconazol Score 25% 650 mi/HI 2 7
Indoxacarb Steward 20% 85-125 g/Ha 05 1
Piriproxifén Atominal 10% 62,5ml/HI 1 3

En ambos tratamientos, se recogieron, como muestra cosecha, aproximada-
mente 2 kg de tomates, resultado de al menos 12 unidades procedentes de todas las
plantas de la parcela de ensayo; en el caso de la muestra dedicada a la

industrializacion se tomaron 10 kg.

3.1.2.6. NARANJA

La experiencia se realiz6 con la variedad Navelina, incluida en el grupo Navel
(género Citrus'y especie Citrus sinensis) (Moore, Clark, & Vodopich, 1998) (Figura 3.6).
Esta variedad presenta escasa resistencia al frio, no tolera las heladas, necesita
temperaturas calidas durante el verano para la correcta maduracién de los frutos.
Necesitan un medio ambiente humedo tanto en el suelo como en la atmdsfera.
Necesitan suelos permeables y poco calizos y un medio ambiente himedo tanto en el
suelo como en la atmésfera. No toleran la salinidad y son sensibles a la asfixia
radicular (Rieger, 2008).

Sus principales plagas son: minador de los citricos, mosca blanca, mosca de la
fruta, pulgones, coccidos o cochinillas, nematodo de los citricos, gomosis,
podredumbre de la base del tronco y cuello de la raiz, podredumbre de raices
absorbentes, Alternaria alternata pv. citri 'y virus de la tristeza de los citricos (Carrero
& Planes, 1995).

Figura 3.6. Variedad de naranja utilizada en este estudio.
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Contiene un 85,7%, 8% de hidratos de carbono, 0,2% de lipidos y 1% de
proteinas. Destaca su aporte de vitamina C aunque también de vitaminas A, By E; y
minerales como potasio, hierro y cinc. Aporta luteina y zeaxantina, acidos organicos
como malico y citrico, acidos hidroxicindAmicos y flavonoides (Moreiras, Carbajal,
Cabrera, & Cuadrado, 2011; Souci, Fachmann, & Kraut, 1999).

3.1.2.6.1. Parcelas experimentales, tratamientos y toma de muestra.
Se escogi6é un cultivo de esta fruta tipico de esta region geografica, situado en
los limites con Orihuela (Alicante). En €l se seleccionaron cinco parcelas experimentales

para tratamiento y una testigo, cuyas caracteristicas se exponen en la Tabla 3.11.

En la Tabla 3.12., se exponen los tratamientos realizados, dosis, plazos de

seguridad y LMR de los plaguicidas utilizados en naranja.

Tabla 3.11. Caracteristicas y ubicacion de la parcela experimental.

Caracteristicas de la parcela experimental de naranjos
Forma de Cultivo Aire libre
Sistema de riego Tradicional
Textura del suelo Franco arcilloso
Cultivo anterior Naranjo
Antigiiedad 8 afios
Localizacion Vereda los Serranos s/n Molins (Orihuela, Alicante)
38,078730%
GPS °N; *W) 0,900672°
Plantas/ha 816
Marco (m) 35x35
Tamafio parcela 61,25 m? (5 arboles)

Tabla 3.12. Caracteristicas de /los productos comerciales aplicados.

Plaguicida Formulacion Dosis (cc/HI) LMR (mg/kg) PS (dias)
Metalaxil Agrilaxil 153,21 mi/HI 0,5 21
Clorpirifos Dursban 200 ml/HI 0,3 21
Hexitiazox Zeldox 15 g/Hl 1 14
Cialotrina Karate 125 mi/HI 0,2 7
Abamectina Marisol 91,91 mi/HI 0,015* 10
*LQ

En ambos tratamientos, se recogieron, como muestra cosecha, aproximada-

mente 2 kg de naranjas, resultado de al menos 12 unidades procedentes de todos los
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arboles de la parcela de ensayo; en el caso de la muestra dedicada a la

industrializacidén se tomaron 15 kg.

3.1.2.7. UVA DE VINIFICACION.

Se ha escogido la variedad de uva Monastrell (género Vitis, especie Vitis
vinifera) (Moore, Clark, & Vodopich, 1998). En la Figura 3.7., se expone una fotografia

de la variedad utilizada.

Esta variedad, caracteristica de toda la zona levantina, predomina en las
denominaciones de origen Jumilla, Yecla, Alicante y Almansa. Sus cepas son de porte
erguido, sarmientos gruesos, cortos y poco ramificados y sus racimos son pequefios-
medianos y bastante compactos (Rieger, 2008). Es una variedad de gran rusticidad y
elevada resistencia a la sequia y necesita mucha insolacion. Las principales plagas son:
peronospora o mildiu, oidio, botrytis cinerea, arafia roja, arafa gallo, tortrix, filoxera,

cigarrero y cigarra, polilla del racimo y podredumbre é&cida (Carrero & Planes, 1995).

Figura 3.7. Variedad de uva utilizada en este estudjo.

Contiene un 81,1% de agua, 15,6 % en hidratos de carbono, 0,3% de lipidos y
0,7% de proteinas. Destacan los azUcares (glucosa y fructosa) y las vitaminas (&acido
félico y B6). Se debe resaltar su contenido en antocianos, flavonoides y taninos ya que
son sustancias de reconocidas propiedades dietoterapéuticas (prevencion
cardiovascular, envejecimiento, procesos cancerigenos, etc.) (Moreiras, Carbajal,
Cabrera, & Cuadrado, 2011; Souci, Fachmann, & Kraut, 1999).

-97 -



Materiales y métodos

Sandra Cermefio OImos

3.1.2.7.1. Parcelas experimentales, tratamientos y toma de muestra.

Se seleccion6 una plantacion de uva Monastrell tipica de la D.O. Jumilla y en
ella seis parcelas experimentales para los tratamientos y una testigo. Las principales
caracteristicas de las parcelas se exponen en la Tabla 3.13. y en la Tabla 3.14., se

especifican los tratamientos realizados, dosis, plazos de seguridad y LMR en uva de los

plaguicidas utilizados.

Tabla 3.13. Caracteristicas y ubicacion de la parcela experimental.

Caracteristicas de la parcela experimental de vifiedos

Forma de Cultivo Aire libre
Sistema de riego Goteo
Textura del suelo Franco arcilloso
Cultivo anterior Vifia (espaldera)
Antigiiedad 9 afios
Localizacion Paraje Aragona. Jumilla (Murcia)
GPS (°N; °W) 38,553603° 1,353245°
Plantas/ha 2976
Marco (m) 1,2x2,8
Tamafio parcela 100 m? (30 cepas)

Tabla 3.14. Caracteristicas de los productos comerciales aplicados.

Plaguicida Formulacion Dosis (ml/HI) LMR (mg/kg) PS (dias)
Boscalid Collis 40 5 28
Kresoxim-metil 40 1 28
Penconazol Topas 100 EC 35 0,2 21
Tebufenocida Mimic 55 3 21
Trifloxistrobin Flint 13,75 (g/HN) 3 28
Clorpirifos Dursban 175 0,5 21
Cialotrina Karate Zeon 15 0,2 7

En ambos tratamientos, se recogieron, como muestra cosecha, aproximada-
mente 2 kg de uvas, resultado de al menos 12 racimos procedentes de todas las vifias

de la parcela de ensayo; en el caso de la muestra dedicada a la industrializacion se

tomaron 15 kg.

3.1.3. REACTIVOS Y DISOLVENTES.

Extraccion, validacion y analisis de residuos de fungicidas.

Se utilizaron estandares analiticos de todos y cada uno de los plaguicidas, de
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pureza igual o superior al 98%, proporcionados por Dr. Ehrenstorfer (Ausgburg,
Alemania). Los disolventes empleados fueron: acetonitrilo de calidad cromatografia
liuida en gradiente, de Scharlau (Barcelona, Espafia); acido férmico 98% grado
reactivo de Fluka (Buchs, Suiza); y agua milli-Q, procedente de un sistema Millipore de
Purificacion Pak (Billerica, USA). Formiato amonico, 95% de pureza, de Fluka (Buchs,
Suiza); sulfato magnésico anhidro, 97% de pureza, de Fluka (Buchs, Suiza); cloruro
sodico, 99,5% de pureza, de Fluka (Buchs, Suiza); citrato disédico sesquihidratado,
99% de pureza, de Aldrich (Milwaukee, USA) y citrato trisddico dihidratado, 99% de
pureza, de Sigma (St. Louis, USA).

Ensayos de biodisponibilidad.

Se usO bicarbonato sédico, 99% de pureza, de Scharlau (Barcelona, Espafa);
pepsina porcina de mucosa géstrica, 1:3000 NF de Sigma Aldrich Chemie (St. Louis,
USA); é&cido clorhidrico al 37%, de Scharlau (Barcelona, Espafia); sales biliares, de
Sigma Aldrich Chemie (St. Louis, USA); pancreatina de pancreas de porcino, de Sigma
Aldrich Chemie (St. Louis, USA); hidréxido sédico, 98% de pureza, de Scharlau

(Barcelona, Espania).

3.1.4. APARATOS E INSTRUMENTACION.

Aplicaciéon de productos fitosanitarios.

La aplicacion de productos fitosanitarios en cada parcela experimental, se
realiz6 con mochila y lanza modelo Maruyama MS073D (Auburn, USA), provista de

boquilla de 2 mm.

Metodologia de extraccién y ensayos de biodisponibilidad.

Durante todo el proceso de manipulacion de las muestras, se utilizaron los
siguientes aparatos: trituradora de alimentos, modelo Cyclo-trol, de Oster (Shelton,
USA); centrifuga Heraeus Cristo (Osterode, Alemania); congelador CFZ30JC, de
Zanussi (Luton, Reino Unido); camara de refrigeracion semi industrial con control de
temperatura; bafio con agitacién y control de temperatura, de Julabo (Seelbach,

Alemania); pH-metro Crison (Barcelona, Espafia); micropipetas para voliumenes de 10-
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1000 pl y 1-10 ml y puntas adecuadas, de Rainin (Oakland, USA); balanza analitica,
capaz de medir hasta 0,1 mg, de Sartorius AG (Goettingen, Alemania); granatario
capaz de medir hasta 3.000 g con precisiéon de 0,1 g, de Gram Precision (Barcelona,
Espafia); dispensadores de volumen de 1-10 ml y 2,5-25 ml, de Brand (Wertheim,

Alemania).

También se utilizaron: viales ambar de 2 ml, para autoinyector, 32 x 11,6 mm,
con capsula y septum, de Ziemer GmbH (Mannheim, Alemania); membrana de dialisis,
con tamafio de poro de 12,000 Da, procedente de la casa Sigma (St. Louis, USA); y
tubos de centrifuga de polipropileno, 114 x 28 mm, de 50 ml, con tapén a rosca y de

un Unico uso, de Sarstedt (NUmbrecht, Alemania).

Control de residuos de plaguicidas.

Para el andlisis de los residuos, se empleé: a) Cromatografo de liquidos (HPLC-
MS) Infinity, modelo 1260, acoplado a un detector de masas de trampa de iones con
analizador triple cuadrupolo (MS QQQ) modelo Triple Quad LC/MS 6410B, con scan
dynamic MRM, todo de Agilent Technologies (Palo Alto, USA). b) Cromatografo de
gases modelo 6890 Infinity (CG-MS), acoplado a un detector de masas (MS) de trampa
de iones, trabajando en modo Impacto electrénico (El) y software HPChemstation rev.

A.10.02, todo de Agilent Technologies (Palo Alto, USA).

3.2. METODOS.

En este apartado, se describe la aplicacion de los fitosanitarios y toma de
muestra, los diferentes métodos de elaboracion de las conservas, el método de
extraccion y andlisis empleados para los plaguicidas seleccionados, tanto en fresco
como en conserva; asi como la validacién de la metodologia analitica y el control de
calidad realizado en el laboratorio. También, se detalla la metodologia utilizada en los
ensayos de biodisponibilidad /n vitro, asi como el calculo de la ingestion diaria estimada

para cada plaguicida y alimento agricola.

3.2.1. ELABORACION DE CONSERVAS, CONGELADOS, ZUMO Y VINO.

La elaboracion de conservas preserva las frutas y hortalizas durante un largo
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periodo de tiempo de la accibn microbiana, garantizando el acceso a ellas més alla de
su temporada de produccién. Para higienizarla, se necesitan procesos de lavado y
esterilizacion, que pueden influir en la eliminacion de los residuos de plaguicidas
(Chavarri, Herrera, & Arifio, 2004; Lennon, Reighard, Schermerhorn, Podhorniak, &
Horton, 2006).

Para elaborar las conservas y congelados, el zumo y el vino, se sigui6é un orden
creciente de dosis de aplicacion, evitandose asi riesgos de contaminacion. El procesado
de los alimentos y su manipulacién tuvieron lugar tal y como se realiza en la industria
alimentaria. Todos los procesos de transformacion de los productos vegetales, menos
la vinificacion, se realizaron en la planta piloto del Centro Tecnoldgico de la Conserva
de Murcia, siguiendo los mismos esquemas que se utilizan en la industria de conservas,
zumos y bodegas de la Region. Los procesos de vinificacion se realizaron en la Bodega

San Isidro de Jumilla.

En las Figuras 3.8. a 3.14., se exponen los esquemas de procesado a los que se
han sometido todos los materiales vegetales utilizados en nuestro trabajo, tanto los
correspondientes a los tratamientos fitosanitarios bajo BPA como CPA; marcando las

diferentes etapas en las que se toma muestra para su posterior andlisis y estudio.

COSECHA
Lavado Ganiagua de red
LAVADO
Partido ybeshuesadu
EMBOTADO

250 g albaricoque + 200 g ‘Elmibar (14 °Bx y 0,05% ac. Citrico)
LLENADO EN
CALIENTE 4@
|

il
CERRADO

I T

PASTEURIZADO

Calentado a95 °C, 8 min

a 35 °C, 10 min
CONSERVA CONSERVA
3 MESES _@ 6 MESES

Figura 3.8. Elaboracion de albaricoque en conserva.
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COSECHA
Aguadelred 5min.
LAVADO

Deshuesado yiortado en cubitos

CUBITOS
100 °Cl10 min,
ESCALDADO

Pasadora [,5 mm

Calentado a 100 °C | Llenado de botes

g

BOTE CERRADO

Calentado a85°C | Enfriado a 40 °C

CONSERVA CONSERVA
3 MESES 6 MESES

Figura 3.9. Elaboracion de melocoton en conserva.

1

Lavadojcon agua

LAVADO 2

Troceadd con cutter

TROCEADO |—— M3

ESCALDADO 4

EEEE

Ultracorjgelacion

s |

Figura 3.10. Elaboracion de calabacin congelado.
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COSECHA f— M1 |
Troceadoiutter
TROCEADO —| M2 |

Lavado 5 min 100‘ pm hipoclorito

LAVADO | 3

Enjuagado con agua 5 mi
A

: 8

ENJUAGADO 4

Centrifugado 5 min

Envasado a vacio (20% CO, y 80% N,)

5dias 10 dias 15dias

I

Figura 3.11. Elaboracion de lechuga 42 gama.

COSECHA |—1 M1

Lavado 5 minpguared

LAVADO [—| M2]

Cortadora

TROCEADO

cuemos | -Ms3d

Escaldado 3min 100°C

ESCALDADO | | M4]

Calentado +ac. [citrico hasta pH=4

Esterilizacién yienfriado a 40 °C

Almacenamiento

3 meses

g

Figura 3.12. Elaboracion de conserva de tomate.

-103 -



Materiales y métodos

Sandra Cermefio OImos

COSECHA M1 I
Lavado 3 min ggua+3 ppm Cl

| LAVADO w2

Enjuagado 3 min agua red

ENJUAGADO

s

Exprimido

CORTEZA f—— M5 I

Pasteurizacidn 95 °C 5 min
Llenado tarrgs y enfriado

Almacenamiento

VENDIMIA

Estrujadaly sulfitado

ESTRUJADO

1/2 MACERACION

Prensado
Tragiego

Clarificacion cor| bentonita +gelatina

CLARIFICADO SIN CLARIFICAR LIAS

Filtrada nylon 0,45 um

ORUJO

FILTRADO

Figura 3.14. Elaboracion de vino.

3.2.2. EXTRACCION DE RESIDUOS. METODO QUECHhERS.

Como procedimiento de extraccion se ha utilizado el método QUEChERS

(Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher, & Schenck, 2003; Anastassiades, Scherbaum,

Tasdelen, & Stajnbaher, 2007), que tiene en cuenta la composicién de los vegetales y
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las propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas a estudiar (Macbean, 2013; Souci,
Fachmann, & Kraut, 1999; Tomlin & Council, 2009; USDA, 2013).

A continuacién, se describe el procedimiento de extraccidn utilizado:

1)

2)

En las muestras de cosecha (2 kg), se eliminan huesos y pedunculos en el
caso de las frutas de hueso, las hojas externas no comercializables para las
hortalizas, se cortaron las naranjas para elaborar el zumo y se separan las
bayas del raspén en la uva; asi como en las obtenidas en los diferentes
procesos de industrializacion, se trituraron con el fin de obtener una
muestra analitica homogénea con tamafio reducido, garantizando asi, una
mayor eficacia en el procedimiento de extraccion y asegurando la
representatividad de las submuestras. Las porciones analiticas fueron
extraidas inmediatamente después de la trituracibn u homogeneizacion, o
bien se conservaron en congelador a -20 + 2 ©°C, hasta su posterior
extraccion. Su descongelacion, en caso necesario, se realizé a temperatura

ambiente.

Las muestras asi homogeneizadas, se extrajeron mediante el proceso que

se muestra en la Figura 3.15.

Pesar 10 g de muestra en un tubo de centrifuga de 50 ml

|

Afnadir 10 ml de acetonitrilo

|

Agitar vigorosamente durante 1 min

|

Afadir 4 g MgS0O4, 1 g NaCl, 1 g NasCitrato dihidratado,
0,5 g NazHcitrato sesquihidrato

|

Agitar cada tubo directamente tras cada adicién
Agitar vigorosamente durante 1 min
Centrifugar 5 min a 3500 U/min

1 ml del extracto se transfiere a un vial y se acidifica con

10 pl de acido férmico al 5%.

|

LC-MS o0 CG-MS

Figura 3.15. Esquema del método de extraccion utilizado.
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En tubos de centrifuga de 50 ml de polipropileno, se pesan 10 g de cada
una de las frutas y se afiaden 10 ml de acetonitrilo (ACN). El tubo se cierra
y se agita a mano vigorosamente durante 1 minuto, en frio. Afadimos la
mezcla de sales tampdn para inducir la separacion de fases y la particion. El
tubo se cierra y se agita enérgicamente durante 1 min a mano. A
continuacion, se centrifuga a 3.500 rpm durante 5 min. El extracto obtenido

acidificado, se puede analizar directamente.

3.2.3. ANALISIS DE RESIDUOS.

CL-MS/MS.

Se utilizd6 una columna Poroshell 120 EC-C18 3 mm x 100 mm x 2,7 um de
Agilent Technologies, termostatada a 40 ©C y con un flujo de 0,6 ml/min, siendo el
volumen de inyeccién: 5ul muestra + 95ul de fase mdvil. El tiempo de andlisis se fijé
en 12 minutos dejando 5 minutos de tiempo de estabilizacion. Las fases moviles
empleadas fueron: A) ACN al 0,1% de &cido formico y B) H,O al 0,1% de acido férmico

y 2mM de formiato aménico, con el gradiente de flujos expuesto en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15. Gradientes de flujos utilizados en el anélisis LC-MS/MS QQQ.

Tiempo (min) %A %8B
0 20 80
10 100 0
16 100 0
17 20 80

La deteccion por MS se realizé en Dynamic MRM (multiple reaction monitoring)
y la fuente fue ESI (electrospray ionization) en modo positivo. El flujo de gas se fijé en
9 I/min. El voltaje de ionizacion fue 5500 V y el gas nebulizador fue aire sintético a 40
psi. La evaporacion de disolventes en la fuente tuvo lugar con la asistencia de aire

sintético a 350 °C, como gas de secado.

CG-MS.

Se us6 una columna capilar HP-5MS de dimensiones (30 m x 250 um x 0,25
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um), trabajando en modo impacto electronico (El) y software HPChemstation rev.

A.10.02, inyectando 2 pl en modo split-less (60 seg).

El programa de temperatura fue:

25°C/min 50C/min 10°C/min 50C/min
70°C —» 230°C (0 min) —» 260°C (0 min) —» 280°C (6 min) — 290°C (3 min).

Estableciéndose un tiempo de andlisis de 24,4 min. Las condiciones de trabajo fueron:
Temperatura de inyector e interfase a 250 y 280 ©C, respectivamente. Adquisicion en
modo SIM, voltaje de 1650 V. Temperatura de ionizacién 230 ©C y del cuadrupolo 280
OC. El gas portador es helio con un flujo de 55 ml/min; el flujo de la columna es de 2

ml/min.

3.2.4. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

La validacién se define como “el proceso de caracterizacion del rendimiento que
se espera de un método, en términos de su alcance, especificidad, exactitud (sesgo),
sensibilidad, repetibilidad y reproducibilidad. Parte de la informacion sobre todas las
caracteristicas, excepto la reproducibilidad, debe establecerse antes del analisis de las
muestras, mientras que los datos sobre la reproducibilidad y extensiones de alcance
pueden ser producidos a partir del control de calidad analitico, durante el andlisis de
las muestras. Siempre que sea posible, la evaluacién de la exactitud (sesgo) deberia
incluir el analisis de materiales de referencia certificados, la participaciébn en ensayos

de aptitud, o de otras comparaciones interlaboratorios” (DG SANCO, 2015; 1SO, 2005).

A continuacién, se describen los aspectos caracterizados y los criterios de

aceptacion adoptados en la validacion analitica del método utilizado.
3.2.4.1. IDENTIFICACION, CONFIRMACION Y CUANTIFICACION.

La identificacion de las materias activas se realiz6 por comparacion de los
tiempos de retencion (tg) encontrados en las muestras, con los de un patron externo,

inyectados ambos en el sistema cromatografico con las mismas condiciones analiticas.

Si tienen un rango de tr + 2% seran admitidas como identificaciones positivas.
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La confirmacién en espectrometria de masas se realizé seleccionando dos
transiciones MRM y energias de colisibn optimas. Se confirma si, en el espectro de
masas, la relacion entre las transiciones de cuantificacion e identificacion cumplen los
requisitos de la Guia Sanco (DG SANCO, 2015).

La cuantificacibn en CL-MS y CG-MS, se basé en la medida del area
cromatogréafica de cada pico, calculando su concentracion mediante el uso de rectas de

calibrado preparadas en matriz.

La selectividad y especificidad se estudiaron mediante el método de adiciones,
afladiendo una cantidad conocida de materia activa, a extractos de las frutas
seleccionadas y posteriormente comparando la respuesta de la muestra, con la
respuesta de un patron de la misma concentracién, sin observar diferencias

significativas entre ambas.

3.2.4.2. LINEALIDAD DE RESPUESTA DEL DETECTOR.

La linealidad de respuesta del detector se determind por triplicado con cinco
puntos de calibracién dentro del rango de andlisis propuesto y una sola inyeccion de
cada uno, para cada materia activa. El ajuste lineal de los datos a una curva de
regresion se evalu6 para cada materia activa mediante el método de minimos
cuadrados, aceptando la linealidad de respuesta del detector entre las concentraciones
inyectadas siempre que el coeficiente de correlacion lineal (r?) fuera superior a 0,98 y
la desviacion estadndar inferior al 20% para los factores de respuesta. La recta de
regresion no fue forzada a pasar por el origen. Las rectas de calibracion de los
compuestos analizados se construyeron por triplicado a cinco concentraciones (5, 10,
25, 50 y 100 pg/l) mediante el uso de acetonitrilo puro y la solucion de extracto de

matriz para evaluar los posibles efectos de la matriz.
3.2.4.3. LIMITES DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION.

Para cada materia activa se calcul6 el limite de deteccion (LD) como la
cantidad o concentracion minima de disolucién patrén que fue detectada en las

condiciones experimentales del instrumento analitico utilizado, teniendo en cuenta que

la respuesta presentase una relacion sefial/ruido mayor de 3.
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El limite de cuantificacion (LQ) se calculé para cada uno de los analitos,
determinando la menor concentracion de materia activa presente en el extracto de
cada matriz, cuya respuesta en el cromatograma puede cuantificarse con exactitud y

precision (relacion sefial/ruido > 10).

3.2.4.4. PRECISION Y EXACTITUD.

Para el calculo de la repetibilidad del método se procesaron de forma
consecutiva seis muestras fortificadas a nivel de LQ y 10 veces este LQ de todos los
plaguicidas. Los resultados obtenidos fueron sometidos a tratamiento estadistico y el
criterio de aceptacién fue que el valor del coeficiente de variacién (CV) o desviacion
estandar relativa (RSD) obtenido fuese < 20%.

Para el calculo de la reproducibilidad, se procesaron seis muestras fortificadas a
dos niveles (LQ y 10LQ) en seis dias diferentes y se sometieron a tratamiento
estadistico, con el fin de obtener el pardmetro CV. Se acept6 la reproducibilidad valida
cuando el CV fue < 20%.

Para la evaluacion de la exactitud o porcentaje de recuperacién se extrajeron
seis muestras fortificadas a los dos niveles citados, LQ y 10LQ, comparando sus
resultados con patrones preparados a las mismas concentraciones y analizados todos
en la misma secuencia. El criterio de aceptacion fue que la recuperacion media para
cada conjunto de seis réplicas estuviese comprendida entre 70-120% con un CV <
20%.

3.2.4.5. CONTROLES DE CALIDAD.

El control de calidad interno se llevé a cabo de manera rutinaria, incluyendo en
cada secuencia de analisis tres puntos de calibracién, blancos de disolvente y de
muestra y fortificaciones a concentraciones de 10 y 50 ppb.

3.2.5. CALCULO DE LOS FACTORES DE PROCESADO.

Definimos el factor de procesado como el cociente entre la cantidad resultante
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después del proceso al que se somete la muestra y la cantidad inicial presente en

cada una de ellas. La férmula a utilizar es:

Cprocesado/Cinicial

Se expresa en relacion a la unidad. Cuando el factor de procesado es 1 indica
que se han transferido todos los residuos a la siguiente etapa. Factores menores de 1
expresan pérdida de residuos, siendo el valor O la pérdida total del residuo; mientras

que factores mayores de 1, significan concentracién de los residuos en la matriz.

Para el calculo de los factores de procesado se han considerado las muestras en
las que podia existir una pérdida o una concentracion de los residuos de los plaguicidas

estudiados, durante su procesado. Asi, se han calculado los factores F, y Fgopa COMO:

Fi=Ci/Ci1 y FglobaI= Ctina/ C1

Donde i es la fase del proceso de interés, Csina €S la concentracién final y C; la

inicial.

3.2.6. ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD /N VITRO.

El estudio de biodisponibilidad se realizdé simulando la digestion gastrointestinal
y el proceso de absorcion intestinal, se realizé sobre: 40 ml de disolucion patrén de los
plaguicidas, preparados en acetonitrilo:agua 50:50 (V:V) y muestras de 40 g de cada
tipo de vegetal en fresco y procesados, fortificadas en el rango de concentraciones
comprendido entre 0,1-5 mg/kg. Las muestras fueron diluidas 1:1 para permitir una
mezcla adecuada con las soluciones enzimaticas, acidas y basicas del ensayo. En la

Figura 3.16., se expone un esquema del procedimiento.
Inicialmente, el pH de la muestra se mide y se valora con HCl hasta pH 2.

Entonces, se afiaden 6 ml de la solucion de pepsina (160 mg/l) y se realiza la digestién

acida durante 2 horas, a 37 °C, en un bafio con agitacibn moderada constante,
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imitando los peristaltismos y la temperatura corporal humana. Durante este tiempo, se
verificé el mantenimiento del pH en 2. En segundo lugar, una alicuota de la muestra, a
la que se afiaden 5 ml de la solucion de sales biliares y pancreatina (4 mg/l), se valora
con NaOH hasta pH 7, mientras la otra alicuota permanece en un bafio de hielo con la

digestion acida detenida.

Dilucion 1:1 |
7

/I

Digestion acida con pepsina
(pH 2, 37 °C, agitacioén 2 h)

Alicuota | Alicuota ll
Valoracion con NaOH Bafio de hielo

Digestion con pancreatina y sales biliares
Didlisis con membrana tubular semipermeable
(pH 7, 37 °C, agitacion 2 h)

Andlisis del dializado

Figura 3.16. Protocolo del ensayo de biodisponibifidad in vitro.

En tercer lugar, esta segunda alicuota se somete a la segunda digestion y a la
didlisis, a 37 ©C, durante 2 h y en un bafio con agitacién constante moderada, imitando
las condiciones humanas. Para ello, se introduce una membrana tubular sellada, con
un volumen de 10 ml de una solucion preparada con una cantidad de NaHCO;
equivalente a la acidez valorada en la primera alicuota y diluida hasta 25 ml con agua
Mili-Q. Media hora después, se afiaden los 5 ml de la solucion de sales biliares y
pancreatina. Finalmente, se recoge el dializado, se mide y analiza (Gil-lzquierdo,
Zafrilla, & Tomas Barberan, 2002; Miller, Schricker, Rasmussen, & Van Campen, 1981;

Schricker, Miller, Rasmussen, & Van Campen, 1981).

3.2.7. CALCULO DE LA INGESTION DIARIA ESTIMADA.
Cualquier sustancia puede considerarse téxica cuando la dosis es lo
suficientemente alta. Sin embargo, es muy extrafio que la ingestion de alimentos

vegetales con presencia de residuos de plaguicidas pueda provocar una toxicidad
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aguda en el consumidor, siempre que se hayan cultivado siguiendo BPA. Ahora bien, la
presencia de estos fitosanitarios en niveles superiores al LMR si podria provocar una

toxicidad croénica.

Para determinar los riesgos cronicos, se disponen de varios indices de consumo
de alimento. Un indice comunmente utilizado es la media del consumo diario. Otros
incluyen la media del tamafo de las porciones, los percentiles de los valores de
consumo, la media de consumo de las personas que en realidad se comen el producto

o el consumo de grupos de poblacion de riesgo, por ejemplo, los nifios.

En la prediccion de ingesta de residuos de plaguicidas, se reflejaran los habitos
de consumo de alimentos a largo plazo y no las variaciones del dia a dia, para permitir
asi una comparacién valida con la IDA, la cual se basa en ingesta a lo largo de toda
una vida. De este modo, en el ambito internacional, la media de los valores del
consumo de alimento diario se utiliza para predecir la ingesta de residuos de
plaguicidas de cara a riesgos a largo plazo (FAO, 1993, 1995, 2002; Urieta et al., 1996;
WHO, 1997; United Kingdom Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, 2004).

El célculo de la ingesta diaria estimada (IDE) (mg de plaguicida/peso en kg) se
ha determinado a partir de la ingesta diaria calculada (mg de plaguicida/persona),
considerando un peso medio por persona de 60 kg y una duracion del afio de 365 dias,

de acuerdo con la formula siguiente:

IDE = [ppm]x C/(60x365)

Siendo:

[ppm]: Concentracion del plaguicida en cada alimento (mg/kg).

C: Consumo anual por persona del alimento (kg/persona).
Los datos de consumo medio de los diferentes alimentos se han obtenido de los
Gltimos indices de consumo comparativos publicados por el INE (1990-91) y del

Ministerio de Agricultura y Medio Ambiente.

Finalmente, se calculd la relacion IDE/IDA con el fin de comprobar el peligro

potencial de la ingestion de los residuos de los plaguicidas estudiados.
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3.2.8. ESTUDIO ESTADISTICO.

En todos los casos en los que se ha realizado el célculo de los pardmetros
descriptivos (media, desviacion estandar, coeficientes de variacion, etc.) y de las
diferencias significativas (Test de Levene y ANOVA de un factor), se ha utilizado el

programa SPSS, v.19.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

En este capitulo se exponen los resultados obtenidos en la determinacién de
residuos de plaguicidas, tanto en muestras de campo como elaboradas, asi como los
factores de procesado y estudios de biodisponibilidad de los distintos plaguicidas

seleccionados en los diferentes productos estudiados.

El capitulo lo hemos dividido en varios estudios, en funcién de la matriz vegetal
estudiada y en cada uno de ellos, se incluyen los resultados de la validacion de la
metodologia analitica utilizada para la determinacion de los plaguicidas utilizados en

cada material vegetal.

Para todos los plaguicidas utilizados y en todos los estudios se establece como
limite de deteccion (LD) y como limite de cuantificacion (LQ) del método analitico los
valores de 0,001 y 0,01 ppm respectivamente, ya que ninguno de ellos tiene legislado

un LMR inferior a esta cantidad.

En la elaboracion de los procesados industriales de las muestras de campo, se
siguid el orden creciente de dosis de aplicacién, evitandose asi riesgos de
contaminacion. El procesado de los alimentos y su manipulacion se realiz6 de forma

similar a la que se lleva a cabo en la industria alimentaria.
Los LMR utilizados en esta memoria, son los establecidos por la Comision

Europea en la EU Pesticide Database en septiembre de 2016 (EU Pesticide Database,
2016).
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4.1. ESTUDIO 1. ALBARICOQUE.

4.1.1. VALIDACION ANALITICA.

4.1.1.1. Validacion en albaricoque.

En la Tabla 4.1., se exponen las condiciones de analisis en LC-MS/MS, para

cada plaguicida estudiado.

Tabla 4.1. Condiciones de andlisis en LC-MS/MS para albaricoque.

Plaguicida Técnica | lon principal | lon cuantificador | lon cualificador | tg(min)
Tiacloprid [M+H]* 253 253 —>126 253 —186 4,31
Bupirimato [M+H]* 317 317 —166 317 —108 7,23
Spinosad A [M+H]* 732,5 732,56 —142 732,5— 98 7,65
Flusilazol LC-MS/MS | [M+H]* 316 316 — 247 316 — 165 7,78
Spinosad D [M+H]* 746,5 746,5 —142 746,5 — 98 8,13
Triflumizol [M+H]* 346 346 — 278 346 — 73 8,47
Piridaben [M+H]* 365 365 — 309 365 — 147 11,05

En la Tabla 4.2., se muestran las rectas de calibrado obtenidas al comparar la

respuesta del detector a cantidades crecientes de los plaguicidas estudiados
preparadas en matriz de albaricoque. En el caso de spinosad se detectan los isémeros
A y D de forma independiente, aunque su cuantificacion se realiza como suma de

ambos isémeros.

Tabla 4.2. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar relativa y coeficiente de regresion de
los plaguicidas en albaricoque, analizados por L C-MS/MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)

Plaguicida Ecuacion RSD (%) R?
Tiacloprid y =0,069112x + 0,085478 3,97 0,9999
Bupirimato y =0,035253x + 0,027616 1,97 0,9999
Spinosad A y = 0,006045x — 0,058872 4,86 0,9998
Flusilazol y =0,039562x — 0,006802 1,92 0,9994
Spinosad D y =0,017285x + 0,00714 0,89 0,9995
Triflumizol y =0,008812x + 0,008536 0,49 0,9995
Piridaben y =0,128956x + 0,019329 6,78 0,9997

En la Figura 4.1., se representan graficamente las rectas de calibrado de los
seis plaguicidas estudiados. En la Figura 4.2., se muestra a modo de ejemplo, el
cromatograma correspondiente a la concentracion de 10 ppb de la recta de calibrado y

en la Figura 4.3., las ionizaciones de los compuestos de interés.

-118 -



Resultados y discusion

Sandra Cermefio OImos

Target Compound Tiaciapricl Target Compaound Bupinimato
Tirclogaric - 5 Lorwwa, 5 Lirvris Lo, 5 Poirts. 5 Pointa Used, 8 OCa [Buspanimanc - 5 Lawets, 5 Lavess Lised. 5 Poirs, § Poines Used, 0 GCs.
¥ = 0088113 * 5 + 0.0BSTH | ¥ 20038283 ¢ x 0027616 -
74 R*7e 0 9996348 28, 2= 0sATAR2Y
| Ty Linsar, D sorare. Wit ticne T Liwear. G Mg, Weiyht Mo
1 ad
g g | § 754
af 24
) o
4 -
' LT3 -
o R S
R EE E EE E EE E EEEEEE R G 5 10 15 70 95 30 35 40 45 0 % 00 65 0 75 80 05 90 95 100 05
Garcartestan ing'=i) Concamemtan ngi)
Target Compound Sunazad A Target Compound e
Toroand A 5 Laven, & Levals Unes, 5 ones, & Pants Used. B 000 Fhustassl -5 Leveta. 5 Liveta Used, & Puis. § Pusrta Laed, 0 G0s
w10 1 y* 0006085 x + 0 D0ISE | y= 0030562 - » = 0008802
& P2 = 0 9902704 4 RO
§.5.| Tyewiines, Crigin-ignors. Wight:Norm | Ongeignons, Weghthons
a5
s 1
as. a4
& 25
a5 |
3 24
i ve
5 “
o5 us.l .’.),.n
a o
G % o s 20 2% % 35 40 45 S0 55 60 €5 70 75 80 45 0 95 W0 e 5§ o s do 25 30 25 4o 45 5o 55 60 #5 7o 75 Ao 45 %o 8s o e
Comerttion (e Commentiation (i)
Target Compound — Farget Compound Trfumiaal
5 Laveis. 5 Lavela Userd 5 Praema. 5 Pt Linend, 0 O0s TrRemirnl & L weeis, & Liveis s, & s, & ey Lned, 0008
0017285 x = 0007140 | y = 0008812 x + 0 00AEE
8 fz w0 s il | e ',/
1| Tyme Lineas, Ongn-igners. Weght hons o] Trioe-Lines, Drgin Jgmaee, Wesaht Nor:
14 <
j i
1 (Y
o8 "
as 3
04 z
0z 1
o a
IEEEEEE E EE E E EE AR I EEEL S G 3 fo 5 B 2 % 35 40 45 B0 85 60 65 N 75 M0 43 0 95 10
Concurssaon (ng/ms)| Concsntsabon [ngimi

Target Compound Piciater
Fraiaten - 3 Lavels, 3 Leveis Used, 3 Points. 3 Poris Used, 0 OCs
E 0" ¥ =0T Tk « DOTRIIY

| s

EEEEEEEEEEE R EEE R
Corcaetraton ingimi)

Figura 4.1. Rectas de calibrado en matriz albaricoque.

Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) 10ppbAlbaricoque 2.d

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Tiadoprid 4.553 57731 10.3046
Bupirimato 7.645 28133 10.2428
Spinosa A 7.785 79685 7.0884
Flusilazol 7.925 30176 10.3670
Spinosad D 8.230 13218 3.0225
Triflumizol B614 7318 10.5052
Piridaben 11.182 100155 10.5809

Figura 4.2. Cromatograma correspondiente a la concentracion de 10 ppb en albaricoque.
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Figura 4.3. /onizacion de los compuestos de interés.

Para el célculo de la precisiébn del método analitico, se analizaron seis muestras

iguales, seguidas en el tiempo, realizadas por el mismo operador y el mismo sistema
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analitico para establecer la repetibilidad. Mientras que para la reproducibilidad se
realizaron en dias diferentes, manteniendo el mismo operador y sistema analitico. En
todos los casos los valores para spinosad se expresan como suma de isdmeros A y D,
tal y como se realiza normalmente en los controles rutinarios de residuos (1SO, 2005).
En la Tabla 4.3., se muestran los valores medios de los coeficientes de variacion

obtenidos en las pruebas de repetibilidad y reproducibilidad.

Tabla 4.3. Valores de CV% en el calculo de la precision en albaricoque.

Plaguicidas CV % Repetibilidad | CV % Reproducibilidad
LQ 10LQ LQ 10LQ
Tiacloprid 7,0 11 12,3 2,4
Bupirimato 7,2 1,0 10,9 33
Spinosad 7,6 12 8,2 42
Flusilazol 7,3 14 6,8 2,5
Triflumizol 7,2 14 9,7 32
Piridaben 6,2 32 55 4,0

Como podemos observar, los valores obtenidos no superan en ningun caso el

20%, limite de aceptacion fijado como criterio en la validacion del método.

En el estudio de recuperacion, se fortificaron seis muestras de albaricoque, a
dos niveles de concentracion (LQ y 10LQ). Los resultados medios y el rango de
maximo-minimo de los valores obtenidos se muestran en las Tablas 4.4. y 4.5. En la
primera de ellas, se exponen los resultados en condiciones de repetibilidad y en la

segunda en condiciones de reproducibilidad.

Tabla 4.4. Recuperaciones de las muestras de albaricoque fortificadas a LQ y 10LQ, en
condjciones de repetibilidad.

- LQ 10LQ
Plaguicidas : o " : - "
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Tiacloprid 96,7 108 - 91 90,3 92 -89
Bupirimato 102,7 114 -94 96,2 98-95
Spinosad 1015 115-94 95,0 96 - 93
Flusilazol 98,7 110-92 89,0 91-88
Triflumizol 98,2 110-91 945 96 - 93
Piridaben 97,7 107-90 86,5 89-81

Como podemos comprobar, en condiciones de repetibilidad y para todos los
casos, se supera el 96,7% para el nivel del limite de cuantificacion y el 86,5% para 10

veces dicho limite; sin sobrepasar el 102,7% en el caso mas desfavorable.

-121-



Resultados y discusion

Sandra Cermefio OImos

Tabla 4.5. Recuperaciones de las muestras fortificadas a LQ y 10LQ, en condiciones de

reproducibifidad.
LQ 10LQ

Plaguicidas Media Méaximo-Minimo Media Méaximo-Minimo
Tiacloprid 99,0 118-87 90,7 93 - 87
Bupirimato 102,8 119-91 96,8 100-91
Spinosad 100,8 114 - 92 97,2 104 - 92
Flusilazol 96,3 109 - 86 90,3 92 - 86
Triflumizol 98,8 110 - 87 92,3 95 -87
Piridaben 94,0 100 - 82 86,0 91 -82

También en condiciones de reproducibilidad, se obtienen valores medios
superiores al 94% para el nivel de LQ y al 86% para 10LQ; no sobrepasandose el
102,8% para el caso mas desfavorable. Todos los valores medios, asi como los

maximos-minimos estan dentro del rango aceptado en esta validacion (70-120%).

4.1.1.2. Validacion en albaricoque en conserva.

Al tener que realizar medidas de residuos también en conserva de albaricoque,
consideramos necesario realizar la validacion de la metodologia con esta matriz,
basandonos en la diferente estructura del fruto procesado y la composicion del liquido
de gobierno de la conserva. Por ello, se realiz6 el estudio de la validacion, con los
mismos criterios que en el caso del albaricoque fresco y utilizando los mismos iones

target para la identificacion de los plaguicidas estudiados.

En la Tabla 4.6., se muestran las ecuaciones de las rectas de calibracién, sus
coeficientes de correlacion y sus desviaciones estandar relativas, obtenidas con la

matriz de albaricoque en conserva.

Tabla 4.6. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar relativa y coeficiente de regresion de
los plaguicidas en conserva de albaricoque, analizados por LC-MS/MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)

Plaguicida Ecuacion RSD(%) R?
Tiacloprid y =0,088776x + 0,026984 4,46 0,9999
Bupirimato y =0,050180x — 0,001791 2,44 0,9999
Spinosad A y =0,188716x + 0,155010 9,55 0,9998
Flusilazol y =0,035127x + 0,003349 1,85 0,9999
Spinosad D y =0,090898x + 0,01962 4,55 0,9998
Triflumizol y = 0,013574x + 0,005004 0,68 0,9998
Piridaben y =0,156128x — 0,050785 7,02 0,9999
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En la Figura 4.4., se muestra el cromatograma correspondiente a la
concentracion de 10 ppb de la recta de calibrado. Asi mismo, las rectas de calibrado
obtenidas en el rango de concentracién estudiado son similares a las obtenidas en

matriz de albaricoque en fresco, por lo que consideramos reiterativo representarlas

nuevamente.
Sample Chromatogram
[+ TIC MRM (** > **) 10ppbCons.Albaricoque 1.d
g x10 4

1.2
11

1
0.8
0.8
0.7
0.6 |
0.5

04
03
0.2
0.1

1 2 3 4 5 6 75 8 9 10 1"

=2
-}
o

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Tiadoprid 4253 39697 10.0577
Bupirimato 7487 21976 9.9860
Spinosa A 7.710 66874 6.6891
Flusilazol 7.825 15609 10.0981
Spincsad D 8155 12708 3.1806
Triflumnizol 8.464 6297 10.8636
Piridaben 11.082 68636 9.9456

Figura 4.4. Cromatograma correspondiente a la concentracion de 10 ppb en conserva de
albaricoque.

En la Tabla 4.7., se exponen los coeficientes de variabilidad obtenidos en los
ensayos de repetibilidad y reproducibilidad en albaricoque en conserva. Podemos
observar que, en general, son valores muy bajos, a excepcién de la reproducibilidad de
flusilazol en el nivel de LQ; pero en ningun caso superan el limite del 20% fijado como

criterio de aceptacion.

Tabla 4.7. Valores de CV% en el calculo de la precision en albaricoque en conserva.

Plaguicidas CV % Repetibilidad CV % Reproducibilidad
LQ 10LQ LQ 10LQ
Tiacloprid 3,0 41 7,6 39
Bupirimato 3,1 3,3 55 1,7
Spinosad 3,3 31 7,1 9,3
Flusilazol 56 7,2 14,3 2,9
Triflumizol 2,5 3,6 6,9 24
Piridaben 3,0 55 7,1 3,6

Igualmente, se comprobaron los valores de exactitud obtenidos para seis

muestras iguales en condiciones de repetibilidad (Tabla 4.8.) y de reproducibilidad
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(Tabla 4.9.). Como se muestra, en todos los casos se cumplen también los criterios de
aceptacion acordados y tanto los valores medios, como los intervalos de méaximo-

minimo, estan comprendidos entre el 70-120%.

Tabla 4.8. Recuperaciones de las muestras de albaricoque en conserva fortificadas a LQ y
10LQ, en condiciones de repetibilidad.

. LQ 10LQ
Plaguicidas ; - - . " -~
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Tiacloprid 83,3 87-80 95,3 99 - 88
Bupirimato 93,5 97 -89 106,3 110-100
Spinosad 86,5 89-81 91,7 96 -89
Flusilazol 113,0 119 -101 105,2 119 -100
Triflumizol 103,0 106 - 100 108,3 112 - 103
Piridaben 97,2 100 - 92 1135 117 -101

Tabla 4.9. Recuperaciones de las muestras de albaricoque en conserva fortificadas a LQ y
10LQ, en condiciones de reproducibilidad.

. LQ 10LQ
Plaguicidas : — — : —
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Tiacloprid 88,2 97-82 99,8 105 - 95
Bupirimato 94,0 98 - 84 107,7 110-105
Spinosad 92,0 99-81 101,2 111-89
Flusilazol 95,3 119-80 104,7 109 - 101
Triflumizol 94,7 102 - 86 108,3 112 - 105
Piridaben 97,2 105 - 88 112,0 117 -108

Por todo lo expuesto, podemos asegurar que la metodologia empleada para la
determinacién de los residuos de los plaguicidas seleccionados en albaricoque y su

conserva es exacta y precisa.

4.1.1.3. Comparacion entre las validaciones.

En los criterios de calidad para los laboratorios de analisis, se incluyen las
comprobaciones de que los métodos utilizados, debidamente validados, son
cientificamente correctos en las condiciones en que van a ser aplicados. Teniendo
como referencia a las guias internacionales y/o las directivas comunitarias se
comprueban sus caracteristicas técnicas en cuanto a selectividad y especificidad,
sensibilidad, linealidad, limite de deteccién, limite de determinacién o cuantificacion,
exactitud y precision (DG SANCO, 2011, 2015; I1SO, 2005).
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Dadas las diferencias que existen entre ambas matrices, y sobre todo debido a
la presencia de almibar en la conserva, se ha realizado un estudio estadistico para

comprobar si existen deferencias significativas entre los resultados obtenidos en ambas

validaciones.
Tabla 4.10. Diferencias significativas entre matrices.
Diferencias significativas entre matrices
Plaguicidas Repetibilidad Reproducibilidad
LQ 10LQ LQ 10LQ
Tiacloprid ok * - ok
Bupirimato * bl - ok
Spinosad bl * - -
Flusilazol b ok - ik
Triflumizol - ok - ik
Piridaben - ok - ik
*<0,05 **<0,01 ***¥<0,001 - No existen diferencias significativas

Como se observa en la Tabla 4.10., y excepto en los niveles de LQ para los
ensayos de reproducibilidad, en la mayoria de los casos estudiados y para todos los
plaguicidas se producen diferencias estadisticamente significativas. Ademas, al
comparar los cromatogramas obtenidos en la calibraciéon con las dos matrices (Figuras
4.5. y 4.6.) se observan claras diferencias en la respuesta de los distintos plaguicidas
segun se trate de matriz de albaricoque en fresco o en conserva, por lo que, aunque se
establece el mismo método de extraccidn, creemos conveniente realizar los controles
de calidad en la misma matriz que estamos analizando.

Sample Chromatogram

+ TIC MRM (7 -> ™) SOppbAlbaricoque.d
£ x5 |1

£

Cou

14
0.8
0.8
0.7+
0.6
0.5
0.4
0.3+
0.2+
014

1 2 :Il 4 L] (I: 7 8 ‘IJ 10 1
Acquisitlon Time (min}

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Tiacloprid 4,103 141756 S0.0658
Bupirimalto f.303 H1783 495611
Spinosa A {586 171503 34.1686
Hlusilazol 7751 04494 47.9580
Spinosad D 8.05¢ 30151 14.6577
Triflumizol 8441 25639 50,4877
Pirldaben 11.060 202197 50.1148

Figura 4.5. Cromatograma de la muestra de 50 ppb de albaricoque fresco.
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Sample Chromatogram
+ TIC MRM (** -> **) 50pphConserva Albaricoque.d
£ x10t |1

Couw
o

{ IR B |

T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 i1 9 10 i
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
Tiacloprid 4.303 105389 49.8743
Bupirimato 7495 63222 49.9335
Spinosa A {685 251966 34.5087
Flusilazol {750 19633 47,3752
Spinosad O 8.105 47075 25.7405
Triflumizol 8414 19097 49.6343
Pirldaben 10.832 143258 49,8366

Figura 4.6. Cromatograma de la muestra de 50 ppb de albaricoque en conserva.

4.1.2. RESIDUOS.

4.1.2.1. Residuos en albaricoque.

En la Tabla 4.11., se exponen los valores residuales encontrados en albaricoque

fresco, en condiciones de buenas y criticas practicas agricolas.

Tabla 4.11. LMR y residuos de los plaguicidas estudiados en albaricoque fresco.

Plaguicidas LMR (ppb) CPA (ppb) BPA (ppb)
Tiacloprid 500 223,4 55,8
Bupirimato 300 281,0 13,8
Spinosad 600 236,3 178,8
Flusilazol 10* 509,1 135,2
Triflumizol 100* 271,6 <10
Piridaben 500 540,5 213,6
10

Como se puede observar en la Figura 4.7., todos los plaguicidas, excepto
flusilazol, presentan valores residuales inferiores a su LMR en condiciones de buenas
préacticas agricolas. En las condiciones més desfavorables (CPA), tiacloprid y bupirimato
no superan el LMR (500 y 300 ppb respectivamente) y spinosad alcanza la tercera
parte de su LMR (600 ppb); el resto sobrepasan sus LMR, llegando en el caso de

flusilazol a ser el nivel residual 50 veces superior.
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Figura 4.7. Comparacion de los residuos en albaricoque con su LMR.

4.1.2.2. Residuos en albaricoque procesado.

En la Tabla 4.12., se exponen los valores residuales encontrados en las
diferentes etapas de fabricacion de los elaborados de conserva de albaricoque. Como
se puede comprobar, todos los plaguicidas experimentan una notable disminucion de
los valores residuales iniciales (fruto en fresco) a lo largo de las diferentes etapas de la
fabricacion de la conserva. En condiciones de buenas practicas agricolas, solamente
flusilazol mantiene al final del proceso un nivel de residuos que supera ligeramente su
LMR.

Tabla 4.12. Valores residuales en las diferentes etapas de fabricacion de albaricoque en
conserva.

. Plaguicida (ppb)
Tratamiento | Muestra Tiacloprid | Bupirimato | Spinosad | Flusilazol | Triflumizol | Piridaben

My 55,8 13,8 178,8 135,2 <10 213,6
M2 34,1 10,9 67,6 91,2 <10 66,3

BPA M3 22,9 <10 27,8 48,4 <10 34,4
Mg 14,2 <10 21,7 314 <10 28,8
Ms 14,0 <10 21,6 29,3 <10 22,3
Ms 11,0 <10 26,2 29,4 <10 16,1
My 2234 281 236,3 509,1 2716 540,5
M2 168,7 206,3 154,5 307,6 190,6 409,7

CPA M3 87,8 87,6 72,6 132,6 74,3 1743
Mg 78,5 68,8 59,3 126,5 33,6 154,8
Ms 65,3 <10 60,4 119,8 <10 132
Ms 60,6 <10 59,7 83,1 <10 125,7

Mz: cosecha; Mz: lavado agua; Ms: Embotado; Ma4: pasteurizado; Ms: 3 meses; Mg: 6 meses.

En los frutos tratados bajo las condiciones mas desfavorables (CPA), piridaben

disminuye su contenido a valores inferiores al LMR a partir de la segunda etapa M,
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(lavado con agua); triflumizol lo hace a partir de la tercera etapa M; (embotado). En el
caso de flusilazol y CPA, aunque se produce una disminucion progresiva de sus
residuos a lo largo de toda la elaboracién, a los seis meses de conserva todavia

contiene niveles ocho veces superiores a su LMR.

En la Figura 4.8., se comparan las tendencias de desaparicion de los residuos
de los plaguicidas estudiados, en las diferentes etapas de manipulacién, en ambas

condiciones de cultivo BPA y CPA.

ppb ppb

Etapas BPA Etapas CPA

500

200 =b=Tiacloprid =s=Tiacloprid
=@=Bupirimato 400 «i=Bupirimato

150 =lil=Spinosad =lr=Spinosad
== Flusilazol w==Flusilazol

300

s==Triflumizol s==Triflumizol

100 =“W=Piridaben

===Piridaben
200

50
100

———y——————
M1 M2 M3 M4 M5 M6 0

Figura 4.8. Variacion de los residuos en el proceso de conserva de albaricoque.

Las muestras tratadas bajo BPA, que presentan menores niveles residuales en
la muestra de cosecha (M;), alcanzan mas rapidamente valores muy bajos de residuos
conforme avanza el proceso de fabricacion de la conserva. Asi, tiacloprid, bupimirato y
triflumizol, alcanzan niveles de LQ después del pasteurizado. El resto de plaguicidas

alcanzan valores de aproximadamente el doble de su LQ.

En el caso de las muestras tratadas bajo CPA, se observa un comportamiento
similar con un rapido descenso en las primeras etapas (lavado y embotado), seguido
de una eliminacion mas lenta en las etapas de pasteurizacion y almacenado. Asi, tan
s6lo bupimirato y triflumizol, alcanzan niveles de LQ transcurridos 3 meses de su
embotado. Tiacloprid y spinosad logran rangos de 6LQ y el resto de plaguicidas no

descienden del nivel de 100 ppb en este tiempo.
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4.1.3. CONTROLES DE CALIDAD DEL ANALISIS MULTIRRESIDUOS EN
ALBARICOQUE.

Como control de calidad se utiliza la exactitud (% recuperacion) en muestras de
albaricoque y su conserva fortificadas a 10 y 50 ppb. En la Tabla 4.13., se muestran
los porcentajes de recuperacion encontrados en los controles de calidad introducidos
en las secuencias de andlisis de las diferentes etapas de elaboracion, comprobando
gue, para todos los plaguicidas estudiados, los valores estan comprendidos entre 70-

120%, criterio de aceptacion acordado en la validacién del método.

Tabla 4.13. Porcentajes de recuperacion en controles de calidad en las diferentes etapas de
fabricacion de conserva de albaricogue.

Plaguicidas Recuperacién
Etapas % (10 ppb) % (50 ppb)
M31-Ma4 103 106,4
Tiacloprid Ms 108 104
Ms 102 105,4
M:-My 111 99,6
Bupirimato Ms 108 105,6
Ms 104 104,2
M31-Ma4 94 96,6
Spinosad Ms 110 103
Ms 105 94,8
M:-My 105 102,2
Flusilazol Ms 99 102,2
Ms 104 109,4
M31-Ma4 87 96,6
Triflumizol Ms 106 104,2
Ms 112 112,2
M:-My 114 107,4
Piridaben Ms 100 100,8
Ms 110 1134

Mz: cosecha; Mz: lavado agua; Ms: Embotado; Ms: pasteurizado; Ms: 3 meses; Me: 6 meses.

4.1.4. FACTORES DE PROCESADO.

En la Tabla 4.14., se exponen los factores de procesado calculados tanto en las

muestras tratadas bajo BPA como CPA, teniendo en cuenta solo las etapas que pueden

afectar mas directamente a la desaparicion o concentracién de los residuos.
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Tabla 4.14. Factores de procesado en albaricoque en conserva en condiciones de BPA y CPA.

. BPA CPA
Plaguicidas
Fl FZ F3 Fglobal Fl FZ F3 Fglobal
Tiacloprid 0,611 0,672 0,620 0,25 0,755 0,520 0,894 0,35
Bupirimato 0,790 0 0 0 0,654 0,425 0,785 0,24

Spinosad 0,378 0,411 0,996 0,15 0,654 0,470 0,817 0,25

Flusilazol 0,675 0,531 0,649 0,23 0,604 0,431 0,954 0,25

Triflumizol 0 0 0 0 0,702 0,390 0,452 0,12

Piridaben 0,310 0,519 0,837 0,13 0,907 0,758 0,888 0,28

F1=Ma/Mz1; Fo= Ma/M2 ; Fa=Ma/M3; Fglobai= Ma/M1

En todos los casos se observa una clara disminucion del contenido en residuos,
ya que los factores de transferencia en las distintas etapas y en el global presentan

valores inferiores a la unidad (Figura 4.9.).

BPA CPA

08 1

& Tiacloprid H Tiacloprid

0,6 H Bupirimato  Bupirimato

B Spinosad W Spinosad

04 4 M Flusilazol & Flusilazol

H Triflumizol M Triflumizol
02 ]]I H Piridaben 2 H Piridaben
0 - ]

F1 F2 F3 Fglobal F1 F2 =] Fglobal

Figura 4.9. Variacion de los factores de procesado en conserva de albaricoque.

Para los ensayos con BPA se aprecia que, para bupirimato la etapa de
embotado provoca una eliminacién total del mismo, mientras que, en los otros, la
transferencia global oscila entre el 25% para tiacloprid y el 13% para piridaben. Por el
contrario, para los ensayos con tratamientos bajo CPA la transferencia de residuos en
las tres etapas estudiadas no provoca la eliminacion total de los mismos. Cuando se
estudia la transferencia global, en ningun caso se produce una eliminacion total de los

residuos, siendo los factores de procesado para todos los plaguicidas inferiores a 0,35.
En general, y aunque la concentracion de partida en ambos tratamientos es

diferente (mayor en CPA que en BPA) se observa que los factores de procesado

globales se mantienen en valores entre 0,12 y 0,35.
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4.1.5. ENSAYOS DE BIODISPONIBILIDAD.

4.1.5.1. Efecto matriz.

Con objeto de estudiar el posible efecto matriz en la biodisponibilidad de los
plaguicidas seleccionados, se realiz6 la dializacion de disoluciones en agua de
estandares en concentraciones crecientes desde 0,1 a 5 ppm, y posteriormente a las
mismas concentraciones de los plaguicidas en las dos matrices utilizadas: albaricoque
fresco y en conserva. En la Tabla 4.15., se exponen los resultados obtenidos en el
estudio en agua de los ensayos realizados con disoluciones patrén de todos los
plaguicidas a diferentes concentraciones, para comprobar el efecto de la concentracion

de la materia activa en su posible absorcién.

Tabla 4.15. Cantidades dializadas (ppb) de estandares de los plaguicidas en agua.

ESTANDARES EN AGUA
[ppb] Tiacloprid | Bupirimato | Spinosad | Flusilazol | Triflumizol | Piridaben
100 29,8 22,5 <10 25,7 <10 <10
500 158,5 117,3 22,8 130,0 18,7 <10
1000 136,8 95,2 40,2 156,3 29,2 <10
3000 485,1 345,1 1112 407,6 1177 21,5
5000 572,6 396,3 203,8 445,6 139,5 18,6

En la Figura 4.10., se representan los porcentajes dializados respecto a las

Estandares en agua

cantidades originales para las diferentes concentraciones estudiadas.

35
30
25 M Tiacloprid
20 # Bupirimato
X
15 i Spinosad
10 H Flusilazol
5 H Triflumizol
0 E Piridaben
100 500 1000 3000 5000
ppb

Figura 4.10. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en agua.
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Como se observa, ningun plaguicida ni concentracion ensayada, sobrepasa el
35% dializado de la cantidad inicial. Los plaguicidas que mayor dializacion sufren son:
tiacloprid, bupimirato y flusilazol; sobre todo a las menores concentraciones (100 y 500
ppb). Spinosad y triflumizol no alcanzan en ningun caso el 5% dializado y piridaben

solo dializa a las mayores concentraciones y en un porcentaje inferior al 2%.

En la Tabla 4.16., se muestran las cantidades dializadas en los ensayos
realizados con todos los plaguicidas a diferentes concentraciones en albaricoque
fresco, para comprobar el efecto de la cantidad de materia activa, junto con el efecto

matriz, en su posible absorcién.

Tabla 4.16. Cantidades dializadas (ppb) de los plaguicidas seleccionados en albaricogue fresco.

ESTANDARES EN ALBARICOQUE
[ppb] Tiacloprid | Bupirimato | Spinosad | Flusilazol | Triflumizol | Piridaben
100 17,0 <10 <10 <10 <10 <10
500 98,2 26,4 <10 28,7 <10 <10
1000 103,0 36,5 <10 23,9 <10 <10
3000 407,3 108,9 22,5 107,4 22,8 <10
5000 4912 1434 45,6 268,3 54,7 <10

En la Figura 4.11., se representan los porcentajes dializados respecto a las
cantidades originales para las diferentes concentraciones de estandares estudiados, en

muestras de albaricoque fresco.

Estandares en albaricoque

25 -
20 -
M Tiacloprid
15 H Bupirimato
x
10 - i Spinosad
M Flusilazol
5 .
H Triflumizol
0 - i Piridaben
100 500 1000 3000 5000
ppb

Figura 4.11. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en albaricoque
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Se observa que cuando los residuos de los plaguicidas se encuentran en la
matriz de albaricoque, los mayores porcentajes dializados (tiacloprid) no alcanzan el
20% de la cantidad inicial. Para flusilazol, los valores mas altos se sitdan
aproximadamente en un 7%. Para el resto de los plaguicidas no se alcanza el 5%. Lo
que evidencia que la presencia de matriz de albaricoque, disminuye la capacidad de

dializacién de los plaguicidas estudiados.

En la Tabla 4.17., se exponen las cantidades dializadas en los ensayos
realizados con disoluciones patron de todos los plaguicidas a diferentes
concentraciones en albaricoque en conserva, para constatar si existen diferencias en la

absorcién con una matriz ligeramente diferente y con presencia de azUcares.

Tabla 4.17. Cantidades dializadas (ppb) de los plaguicidas en albaricoque conserva.

ESTANDARES EN ALBARICOQUE CONSERVA
[ppb] Tiacloprid | Bupirimato | Spinosad | Flusilazol | Triflumizol | Piridaben
100 311 <10 <10 11,7 <10 <10
500 152,2 45,5 11,8 52,1 <10 <10
1000 2578 40,8 254 93,9 14,6 <10
3000 901,2 290,5 75,5 3779 104,7 <10
5000 1008,5 579,5 188,9 695,7 230,5 10,4

En la Figura 4.12., se representan los porcentajes dializados respecto a las
cantidades originales para las diferentes concentraciones de estdndares estudiadas en

muestras de albaricoque en conserva.

Estandares en albaricoque conserva

35 -

30 A

25 A M Tiacloprid

20 - # Bupirimato

X

15 - i Spinosad

10 - H Flusilazol

5 - H Triflumizol
0 - ' i Piridaben

100 500 1000 3000 5000
ppb

Figura 4.12. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en albaricoque en
conserva.
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Se puede sefalar, en general, que la presencia de almibar en el liquido de
gobierno, y por lo tanto un mayor contenido en azlUcar en la muestra analizada
provoca un aumento en los porcentajes de dialisis, sobre todo en tiacloprid, bupirimato

y flusilazol en todas las concentraciones y spinosad y triflumizol a partir de 500 ppb.
4.1.5.2. Biodisponibilidad en el material vegetal estudiado.

En la Tabla 4.18., se detallan las concentraciones de los plaguicidas estudiados
en los dializados de las muestras de albaricoque fresco y en conserva, en ambas
condiciones de cultivo (BPA y CPA). Se omiten los valores de Mg al encontrarse todos

por debajo del LQ.

Tabla 4.18. Cantidades dializadas (ppb) de los plaguicidas seleccionados en las muestras.

Plaguicidas BPA .
M M M, Ms M M M, Ms
Tiacloprid 11,6 <10 <10 <10 61,4 21,1 18,8 18,7
Bupirimato <10 <10 <10 <10 22,0 <10 <10 <10
Spinosad <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Flusilazol <10 <10 <10 <10 35,5 11,5 11,1 11,2
Triflumizol <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Piridaben <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Mz: cosecha; Ms: Embotado; Ma: pasteurizado; Ms: 3 meses.

Para todos los plaguicidas aplicados en condiciones de BPA, menos tiacloprid en
muestras de cosecha, los niveles residuales después del proceso de dializacién son
inferiores al LQ (<10 ppb). Cuando las muestras provienen de tratamientos CPA se
observa que tiacloprid y flusilazol presentan dializacion en todas las fases del

procesado y bupirimato en la muestra de cosecha.

En la Figura 4.13., se representan los porcentajes dializados respecto a las
cantidades originales para las diferentes muestras en condiciones de CPA, al ser las

Unicas que mantenian concentraciones cuantificables en los dializados.

Tiacloprid alcanza el 25-30% en todas las muestras; bupimirato un 8% solo en
la primera etapa y flusilazol que no llega al 10% en ningun caso. Como se indicaba en
el estudio del efecto matriz, la adicién de azlcar en el procesado industrial produce un
aumento de la capacidad de dializacibn de los plaguicidas estudiados y

consecuentemente de su biodisponibilidad.
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Muestras CPA

35 -

30 A

25 - M Tiacloprid

20 - H Bupirimato

X

15 - il Spinosad

10 - H Flusilazol

5 - M Triflumizol
0 - i Piridaben

1 3 4 5
M

Figura 4.13. Porcentajes dializados de los plaguicidas en albaricoque, respecto a sus valores
residuales en las diferentes etapas de fabricacion.

4.2. ESTUDIO 2. MELOCOTON.

4.2.1. VALIDACION ANALITICA.

En la Tabla 4.19., se exponen las condiciones de andlisis para cada uno de los 7

plaguicidas utilizados.

Tabla 4.19. Condiciones de analisis en LC-MS/MS para melocoton.

Plaguicida Técnica | 16n principal | lon cuantificador | lon cualificador | ts (min)
Flonicamida [M+H]* 230 230 — 203 230 — 148 2,11
Imidacloprid [M+H]* 256 256 — 175 256 — 209 2,98
Ciproconazol [M+H]* 292 292 — 70 292 — 125 709

] LeMSIMS [M+H]* 294 294 — 70

Fludioxinil [M+H]* 266 266 — 229 266 — 185 7,19

Ciprodinil [M+H]* 226 226 > 77 226 — 93 7,29
Bupirimato [M+H]* 317 317 — 166 317 — 108 7,45

Cialotrina [M+H]* 467 467 —> 225 467 — 141 11,00

En la Tabla 4.20., se muestran las ecuaciones de las rectas de calibrado
obtenidas al comparar la respuesta del detector a cantidades crecientes de los

plaguicidas estudiados preparadas en matriz de melocotén.
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Tabla 4.20. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar relativa y coeficiente de regresion de
los plaguicidas estudiados en melocoton, en LC-MS/MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)

Plaguicida Ecuacion RSD (%) R?
Flonicamida y = 0,046051x - 0,0004865 6,10 0,9998
Imidacloprid y = 0,553395x + 0,0003314 3,17 0,9999
Ciproconazol y = 1,144246x + 0,020449 3,33 0,9998
Fludioxonil y =0,089841x + 0,0004469 2,03 0,9995

Ciprodinil y =0,127000x + 0,0005694 7,03 0,9998
Bupimirato y = 2,148237x-0,022275 10,90 0,9997

Cialotrina y = 0,032312x — 0,0000335 2,90 0,9995

En la Figura 4.14., se exponen las representaciones gréficas de dichas rectas.
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Figura 4.14. Rectas de calibrado en matriz de melocoton.

En la Figura 4.15., se muestra a modo de ejemplo el cromatograma
correspondiente a la concentracion de 10 ppb de la recta de calibrado en extracto de
melocotdn, y en la Figura 4.16., la ionjzacion de los compuestos de interés en el

detector triple cuadrupolo.
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Sample Chromatogram
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Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Flonicamida 2214 1014 10.2829
Imidacloprid 3128 12321 10.52%0
Ciproconazol 7.114 22674 10.5572
Fludioxonil 7.195 1910 9.4276
Ciprodinil 7.326 2783 10.4587
Bupirimato 7.482 42935 11.4020
Cyhalothrin 10.985 657 10.4910

Figura 4.15. Cromatograma correspondiente a la concentracion de 10 ppb en melocoton.

En este material vegetal y dado que no se dan las diferencias estructurales de
las muestras, ya que no existe una adicién de liquido de gobierno en el procesado del
melocotodn, se realizd una sola validacion de la metodologia analitica, que fue aplicada

a todas las muestras.

En el estudio de la precision del método analitico, se analizaron seis muestras
iguales, seguidas en el tiempo, por el mismo operador y el mismo sistema analitico
para establecer la repetibilidad y en dias diferentes, manteniendo el mismo operador y

sistema analitico, para reproducibilidad.
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Compound Graphics
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Figura 4.16. /onizacion de los compuestos de interés.

En la Tabla 4.21., se muestran los valores medios de los coeficientes de

variacion obtenidos en este estudio.

-138 -



Resultados y discusion

Sandra Cermefio OImos

Tabla 4.21. Valores de CV% en el calculo de la precision en melocoton.

Plaguicidas CV % Repetibilidad CV % Reproducibilidad
LQ 10LQ LQ 10LQ
Flonicamida 6,36 4,56 11,25 6,65
Imidacloprid 1,86 1,07 10,61 1,08
Ciproconazol 2,05 1,22 6,58 4,03
Fludioxonil 4,72 2,78 17,60 548
Ciprodinil 7,77 4,11 5,58 4,58
Bupimirato 1,45 0,77 7,30 5,18
Cialotrina 6,43 6,02 8,94 6,49

Como podemos observar, los valores obtenidos no superan en ningun caso el
20%, limite de aceptacion fijado en funcion de los criterios de aceptacion y rechazo de
las guias SANCO consultadas. En el estudio de recuperacion, se fortificaron seis
muestras de melocoton, a dos niveles de concentracion (LQ y 10LQ). Los resultados
medios y el rango de maximo-minimo de los valores obtenidos se muestran en las
Tablas 4.22. y 4.23. En la primera de ellas, se exponen los resultados en condiciones

de repetibilidad y en la segunda en condiciones de reproducibilidad.

Tabla 4.22. Recuperaciones de las muestras de melocoton fortificadas a LQ y 10LQ, en
condjciones de repetibilidad.

Plaguicidas . LQ . . . LU, . .
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Flonicamida 97,3 106 - 90 92,7 97 -85
Imidacloprid 100,5 103 - 98 91,8 93-90
Ciproconazol 107,0 111-105 95,8 97-94
Fludioxonil 77,0 82-71 107,8 113-104
Ciprodinil 99,0 112 - 88 94,2 99 -89
Bupimirato 104,5 106 - 102 97,2 98- 96
Cialotrina 99,7 108 - 90 88,7 96 - 81

Tabla 4.23. Recuperaciones de las muestras fortificadas a LQ y 10LQ, en condiciones de

reproducibifidad.

- LQ 10LQ
PR Media Maximo-Minimo Media Méximo-Minimo
Flonicamida 88,7 103 - 76 93,8 100 - 85
Imidacloprid 90,0 101-79 90,8 92-90
Ciproconazol 97,5 106 - 91 96,3 101 - 92
Fludioxonil 88,5 107-70 102,0 113-97

Ciprodinil 90,5 100 - 86 97,2 102 - 95
Bupimirato 94,3 104 - 88 96,7 103-90
Cialotrina 99,5 110 - 88 92,2 98 - 81
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Todos los valores medios obtenidos tanto en condiciones de repetibilidad como

reproducibilidad, asi como los maximos-minimos para ambas concentraciones estan

dentro del rango aceptado en esta validacion (70-120%).

4.2.2. RESIDUOCS.

4.2.2.1. Residuos en melocotdn.

En la Tabla 4.24., se exponen los valores residuales encontrados en melocoton

fresco, en condiciones de buenas y criticas practicas agricolas.

Tabla 4.24. Residuos de los plaguicidas estudiados en melocoton fresco.

Plaguicidas LMR(ppb) CPA (ppb) BPA (ppb)
Flonicamida 400 220,0 78,4
Imidacloprid 500 149,6 26,0
Ciproconazol 100 26,6 12,3
Fludioxonil 10000 1158,8 643,2
Ciprodinil 2000 897,4 426,8
Bupimirato 300 207,0 <10
Cialotrina 200 51,6 241

Como se puede comprobar en la Figura 4.17., en el caso del cultivo tratado
tanto en BPA como en CPA, todos los residuos presentan concentraciones bajas,

incluso la concentracién mas alta encontrada (fludioxonil) tan s6lo supera ligeramente
la décima parte de su LMR.
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Figura 4.17. Comparacion de los residuos en melocoton tratado bajo BPA y CPA con
Su LMR.
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En las Figuras 4.18. y 4.19., se exponen cromatogramas correspondientes a
muestras de melocotdn tratadas en condiciones BPA y CPA. En ellas, se puede
observar la presencia de todos los plaguicidas estudiados, pero con diferencias en sus
concentraciones, ya que las muestras bajo CPA fueron tomadas a las dos horas de la
aplicacion de los fitosanitarios, mientras que las BPA, tras sus correspondientes plazos

de seguridad.

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> ) M1 BPA(1).d
x10 41 !

075+
0.5+
0.254 t
A

1 2 3 4 5 6 7 1 9 o 11
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Flonicamida 2214 4918 71.1380
Imidacloprid 3.027 52494 24.4430
Ciproconazol 7.189 33531 11.6041
Fludioxonil 7.245 100086 639.9243
Ciprodinil 7.401 99936 396.8996
Bupirimato 7.557 39460 8.5289
Cyhalothrin 11.035 2221 57.1536

Figura 4.18. Cromatograma de una muestra de melocoton BPA.

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** > ") M1 CPA(1).d
8 4105 |1 1
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4 5 6 7 8 3 10 11
Acquisition Time {min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Flonicamida 2214 14763 213.8924
Imidacloprid 3.021 321174 146.5037
Ciproconazel 7.139 81063 26.2097
Fludioxonil 7.245 177758 1129.6006
Ciprodinil 7.401 222572 880.1819
Bupirimato 7.557 978649 202.3092
Cyhalothrin 11.060 812 21.1069

Figura 4.19. Cromatograma de una muestra de melocoton CPA.
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4.2.2.2. Residuos en melocotdn procesado.

En la Tabla 4.25., se exponen los valores residuales encontrados tanto en
cosecha (M;) como en las diferentes etapas de fabricacion de los elaborados de
melocoton cremogenado. En esta tabla se puede observar que para todos los
plaguicidas estudiados la concentracion inicial va disminuyendo a lo largo de las
diferentes etapas del procesado.

Tabla 4.25. Valores residuales en /as etapas de fabricacion de conserva de melocoton.
. Plaguicida (ppb)
Tratamiento | Muestra Flonicamida | Imidacloprid | Ciproconazol | Fludioxonil | Ciprodinil | Bupimirato | Cialotrina
M 78,4 26,0 12,3 643,2 426,8 <10 24,1
Ma 63,7 20,7 6,4 314,2 3815 <10 16,5
Ms 56,8 15,9 <10 236,3 3112 <10 14,4
M4 52,3 114 <10 2215 215,7 <10 115
BPA Ms 514 11,3 <10 177,6 134,6 <10 <10
Ms 48,3 112 <10 176,8 131,8 <10 <10
M7 46,1 10,9 <10 165,9 1148 <10 <10
Ms 43,0 11,0 <10 81,4 120,1 <10 <10
Mo 38,6 111 <10 68,7 97,6 <10 <10
M 220,0 149,6 26,6 1158,8 897,4 207,0 51,6
Ma 154,4 99,4 15,7 608,1 692,3 101,9 41,7
M3 138,1 79,5 14,8 330,9 592,0 94,5 16,1
M4 134,9 72,7 12,9 304,0 501,6 63,9 17,3
CPA Ms 130,9 65,0 12,4 253,7 3644 47,6 16,4
Ms 1272 65,0 11,8 248,7 315,1 40,0 16,4
M7 122,4 60,2 11,0 2414 283,7 29,1 16,4
Ms 109,2 64,0 111 219,1 283,0 <10 <10
Mo 97,0 63,4 <10 189,4 236,7 <10 <10

Mz: cosecha; Ma: lavado agua; M troceado; Ma: escaldado; Ms: crema triturada; Me: embotado; My: pasteurizado; Ms: almacén 3 meses; Mo: almacén 6 meses.

En la Figura 4.20., se representan graficamente las variaciones de las

concentraciones residuales en las diferentes etapas de procesado en condiciones BPA y

CPA.
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Figura 4.20. Variacion de los residuos en el proceso de conserva de melocoton.
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En esta figura se observa como las etapas de lavado, troceado y escaldado (M,
Mz y M4) provocan una fuerte disminucion de los residuos, mientras que el resto de

etapas mantienen una tendencia menos acusada.

4.2.3. CONTROLES DE CALIDAD EN LOS ANALISIS DE MELOCOTON.

Se realizaron controles de calidad para asegurar la robustez del método
analitico. Para ello, se calcul6 la recuperacién de muestras fortificadas de melocotén a
niveles de 10 ppb y 50 ppb. En la Tabla 4.26., se muestran los porcentajes de
recuperacion de las muestras fortificadas incluidas en las secuencias de analisis de las

diferentes muestras en las distintas etapas de elaboracion.

Tabla 4.26. Porcentajes de recuperacion en controles de calidad de las diferentes etapas de
fabricacion de conserva de melocoton.

. Recuperacion
Plaguicidas
Etapas % (10 ppb) % (50 ppb)
Flonicamida M:1-My 112 106,6
Imidacloprid M1-My 82 98
Ciproconazol M1-My 83 96,6
Fludioxonil M1-M7 98 109,6
Ciprodinil M1-My 94 108,4
Bupimirato M1-My 102 107
Cialotrina M1-M7 107 91,8

Mz: cosecha; M7: pasteurizado.

Como se puede comprobar todos los valores para los distintos plaguicidas
estudiados, estan comprendidos entre 70-120%, criterio de aceptacion acordado en la

validacion del método.
4.2.4. FACTORES DE PROCESADO.

En la Tabla 4.27., se exponen los factores de procesado calculados tanto en las
muestras tratadas bajo BPA como CPA. En la Figura 4.21., se representan graficamente

las variaciones de dichos factores en ambos tratamientos.

En ninguna de las etapas se supera el factor 1 por lo que no se produce

acumulacioén de residuos. Al observar los factores globales ningun plaguicida sobrepasa
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el valor de 0,6, lo que podemos interpretar como que el procesado del melocotén

reduce practicamente a la mitad los residuos iniciales en el fruto cosechado.

Tabla 4.27. Factores de procesado calculados en melocoton en conserva tratados bajo BPA y
CPA.

BPA CPA
F1 F> F3 F4 Fs Fs Fglobal F1 F> F3 F4 Fs Fe Fglobal

Plaguicidas

Flonicamida 0812 | 0,891 | 0,921 | 0,983 | 0939 | 0,954 | 0588 | 0,702 | 0,894 | 0977 | 0,97 | 0,972 | 0,962 | 0,566

Imidacloprid 0,796 | 0,768 | 0,717 | 0,991 | 0,991 | 0,973 | 0,419 | 0664 | 08 | 0914 | 0,894 1 0,926 | 0,402

Ciproconazol 0,52 0 0 0 0 0 0 059 | 0943 | 0,872 | 0,961 | 0,952 | 0,932 | 0,413
Fludioxonil 0,488 | 0,838 | 0,937 | 0,802 | 0,995 | 0,938 | 0,258 | 0,525 | 0,285 | 0,919 | 0,834 | 0980 | 0,971 | 0,208
Ciprodinil 0,893 | 0,816 | 0,693 | 0,624 | 0,979 | 0,871 | 0,269 | 0,771 | 0,855 | 0,847 | 0,726 | 0,865 0,9 0,316
Bupimirato 0 0 0 0 0 0 0 0,492 | 0,927 | 0,676 | 0,745 | 0,84 | 0,725 | 0,14
Cialotrina 0,684 | 0,873 | 0,789 0 0 0 0 0,808 | 0,312 | 1,074 | 0,948 1 1 0,318

F1=M2/M1; Fo=MalMz2 ; F3= Ma/M3; F4=Ms/Ms ; F5= Ms/Ms ; Fe=M7/Ms ; Fglobai= M7/Mz1

1
BPA CPA
']
0,9 I
08 1 I S
H Flonicamida H Flonicamida
0,7 + 1
! H Imidacloprid H Imidacloprid
0,6 HI )
i Ciproconazol M Ciproconazol

0,5 - 1

M Fludioxonil M Fludioxonil
04 1 | S

M Ciprodinil M Ciprodinil
03 H -

& Bupimirato & Bupimirato

02 - -

H Cialotrina  Cialotrina

0,1 - H

F1 F2 F3 F4 F5 F6  Fglobal

F1 F2 F3 F4 F5 F6 Fglobal

Figura 4.21. Variacion de los factores de procesado en conserva de melocoton.

4.2.5. ENSAYOS DE BIODISPONIBILIDAD.

4.2.5.1. Efecto matriz.

Con objeto de estudiar el posible efecto de la matriz en la capacidad de
absorcion estomacal de los plaguicidas, se realizé la dializacién de disoluciones patrén
de los plaguicidas estudiados en concentraciones crecientes (0,1-5 ppm) fortificadas en

matrices de agua y melocotén en fresco.

En la Tabla 4.28., se muestran las cantidades dializadas en los ensayos
realizados con disoluciones patron de todos los plaguicidas a diferentes
concentraciones, para comprobar el efecto de la concentracion de materia activa en su

posible absorcion.
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Tabla 4.28. Cantidades dializadas de los estandares de los plaguicidas en agua.

ESTANDARES EN AGUA
[ppb] | Flonicamida | Imidacloprid | Ciproconazol | Fludioxonil | Ciprodinil | Bupirimato | Cialotrina
100 32,5 20,3 21,8 23,1 25,6 19,0 <10
500 151,0 94,9 108,6 74,9 77,9 67,1 16,2
1000 317,2 192,0 247,7 161,5 165,4 139,5 17,6
3000 871,9 4734 611,1 4422 473,0 3471 85,1
5000 1440,7 710,5 892,9 632,9 705,1 537,3 156,5

En la Figura 4.22., se representan los porcentajes dializados respecto a las

cantidades originales para las diferentes concentraciones de los plaguicidas en agua

estudiados.

Figura 4.22. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en agua.
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Como se observa, en ningun plaguicida ni concentracion ensayada, se

sobrepasa el 35% dializado de la cantidad inicial. Flonicamida es el plaguicida que

mayor dializacion sufre a todas las concentraciones, en torno al 30%; les siguen

fludioxonil y ciprodinil en la primera concentracién ensayada (100 ppb) aunque para el

resto de concentraciones, ciproconazol e imidacloprid presentan mayor porcentaje

dializado. Cialotrina no alcanza en ningun caso el 6% dializado.

En la Tabla 4.29., se muestran las cantidades dializadas en los ensayos

realizados con todos los plaguicidas a diferentes concentraciones en melocoton fresco,

para comprobar el efecto de la cantidad de materia activa, junto con el efecto matriz,

en su posible absorcién.
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Tabla 4.29. Cantidades dializadas de los estandares de los plaguicidas en melocoton.

ESTANDARES EN MELOCOTON

[ppb] | Flonicamida | Imidacloprid | Ciproconazol | Fludioxonil | Ciprodinil | Bupirimato | Cialotrina
100 29,5 27,2 25,3 0 0 0 0
500 172,5 159,5 1442 34,9 30,0 56,2 0
1000 289,1 278,3 248,5 79,9 60,2 108,9 0
3000 727,8 610,1 678,9 121,0 225,9 339,8 0
5000 1070,2 947,1 1044,7 476,2 447,1 584,4 0

Flonicamida presenta el mayor porcentaje de dializacion (34,5%), debido

posiblemente a que es un insecticida sistémico y translaminar. Le sigue imidacloprid y

ciproconazol, cuyos valores més altos se sitlan en torno al 30%. Fludioxonil, ciprodinil

y bupimirato no superan en ningun caso el 12% de dializado. Cialotrina no presenta

dializacion.

En la Figura 4.23., se representan los porcentajes dializados respecto a las

cantidades originales para las diferentes concentraciones de estandares estudiados, en

muestras de melocotén fresco.

Figura 4.23.
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Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en melocoton.

manera que para el albaricoque, parece ser que la presencia de una

matriz vegetal, disminuye la capacidad de dializacién de los plaguicidas presentes,

posiblemente debido a la estructura fibrosa de la matriz vegetal que absorbe los

residuos y dificulta su dializacion.
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4.2.5.2. Biodisponibilidad en el material vegetal estudiado.

En la Tabla 4.30., se detallan los valores de las concentraciones de los
plaguicidas estudiados en los dializados de las muestras de melocotén fresco y
conserva (cremogenado), en ambas condiciones de cultivo y a los 6 meses de

almacenaje.

Tabla 4.30. Cantidades dializadas (ppb) de las muestras para los plaguicidas seleccionados.

Plaguicidas BPA CPA
M1 M7 Mg Ml M? M9
Flonicamida 10,4 <10 10,1 51,9 25,7 11,6
Imidacloprid <10 <10 <10 55,8 18,5 13,3
Ciproconazol <10 <10 <10 <10 <10 <10
Fludioxonil <10 <10 <10 24,1 115 <10
Ciprodinil 10,5 <10 <10 30,0 12,9 <10
Bupimirato <10 <10 <10 14,5 <10 <10
Cialotrina <10 <10 <10 <10 <10 <10

Mz: cosecha; My: pasteurizado; Me: 6 meses.

En la Figura 4.24., se representan los porcentajes dializados respecto a las
cantidades originales para las diferentes muestras en condiciones de CPA, al ser las

Unicas que mantenian concentraciones cuantificables relevantes en los dializados.

Muestras CPA

40 -
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30 - H Flonicamida

25 - E Imidacloprid
i Ciproconazol

X 20 A . .

i Fludioxonil

15 - H Ciprodinil
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10 A
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5 .

O .
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Figura 4.24. Porcentajes dializados de melocoton de los plaguicidas respecto a sus valores
residuales en las etapas de fabricacion.
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Se observa que la dializacién de flonicamida, imidacloprid y fludioxonil, no se ve
afectada significativamente por su concentracion inicial en las muestras, aunque se

muestren pequefias diferencias debido fundamentalmente a que los valores finales de

los dializados se hallan muy proximos al limite de cuantificacion.

4.3. ESTUDIO 3. CALABACIN.

4.3.1. VALIDACION ANALITICA.

En la Tabla 4.31., se exponen las condiciones de andlisis para cada uno de los

seis plaguicidas utilizados en este estudio, tanto si se han cuantificado por LC-MS/MS o

GC-MS.
Tabla 4.31. Condiciones de andalisis para la matriz de calabacin
Plaguicidas Técnica I6n principal | lon cuantificador | lon cualificador | tz(min.)
Imidacloprid [M+H]* 256 256 — 175 256 — 209 2,1
Dietofencarb LC-MS/MS [M+H]* 268 268 — 226 268 — 180 6,3
Piriproxifén [M+H]* 322 322 — 185 322 — 227 118
Miclobutanilo 179 150 - 181 - 288 9,5
Trifloxistrobin GC-MS 116 131-132-222 10,5
Deltametrina 181 251 - 253 - 254 18,7

En la Tabla 4.32., se muestran las ecuaciones de las rectas de calibrado
obtenidas al comparar la respuesta del detector a cantidades crecientes de los

plaguicidas, preparadas en matriz de calabacin.

Tabla 4.32. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar relativa y coeficiente de regresion de
los plaguicidas estudiados en calabacin, en LC-MS/MS y GC-MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)

Plaguicidas Ecuacion RSD (%) R2
Imidacloprid y =0,008296x + 0,001926 3,25 0,9999
Dietofencarb y =973,6337x — 726,5571 17,10 0,9999

Piriproxifén y = 3622,5382x + 14035,9669 18,40 0,9999
Miclobutanil y =5990x — 1310 13,93 1,0000
Trifloxistrobin y = 6130x — 2060 1,44 1,0000
Deltametrina y = 1860x — 1020 3,36 1,0000

En la Figura 4.25., se exponen las rectas de calibrado de los seis plaguicidas
estudiados, en ambas técnicas analiticas. En la Figura 4.26., un cromatograma de una
calibraciébn en matriz de calabacin al que se ha afadido una disolucién patrén de los

plaguicidas a una concentracién de 10 ppb, como ejemplo de su determinacion por LC-
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MS/MS y en la Figura 4.27., uno realizado mediante CG-MS. En las Figuras 4.28. y

4.29., se exponen los iones analizados de los compuestos de interés en ambas
técnicas.
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Figura 4.25. Rectas de calibrado en matriz calabacin a) LC-MS/MS y b) GC-MS.
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Dietofencarb 7.176 9005 9.9269
Piriproxifien 10160 34055 9.6013

Figura 4.26. Cromatograma de una calibracion en calabacin de 10 ppb en LC-MS/MS.
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Figura 4.27. Cromatograma de una calibracion en calabacin de 10 ppb en CG-MS.
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Figura 4.28. /onizacion de los compuestos de interés en LC-MS/MS.
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Figura 4.29. /onizacion de los compuestos de interés en CG-MS.

En el estudio de la precisién, se analizaron seis muestras iguales, seguidas en el
tiempo, por el mismo operador y el mismo sistema analitico para repetibilidad y en dias

diferentes, manteniendo el mismo operador y sistema analitico, para reproducibilidad.

En la Tabla 4.33., se muestran los valores medios de los coeficientes de
variacion obtenidos. Como podemos observar, los valores obtenidos, no superan en

ningln caso el 20%, limite de aceptacion fijado por nosotros.
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Tabla 4.33. Valores de CV% en el calculo de la precision en calabacin.

CV % Repetibilidad CV % Reproducibilidad
Plaguicidas LQ 10LQ LQ 10LQ
Imidacloprid 10,23 579 5,23 11,67
Dietofencarb 11,33 12,66 9,82 7,87
Piriproxifén 14,73 4,63 13,46 3,73
Miclobutanil 6,17 0,82 2,38 10,32
Trifloxistrobin 8,15 1,16 8,14 8,70
Deltametrina 8,09 1,79 14,30 6,80

En el estudio de recuperacion, se fortificaron seis muestras de calabacin, a dos
niveles LQ y 10LQ. Los resultados medios y el rango de maximo-minimo de los valores
obtenidos se muestran en las Tablas 4.34. y 4.35. En la primera de ellas, se exponen
los resultados en condiciones de repetibilidad y en la segunda en condiciones de

reproducibilidad.

Tabla 4.34. Recuperaciones de las muestras de calabacin fortificadas a LQ y 10LQ, en
condjciones de repetibilidad.

. LQ 10LQ
Plaguicidas ; - " : - "
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo

Imidacloprid 109,4 119-92 85,8 91-79

Dietofencarb 96,4 108 - 84 84,2 95-72

Piriproxifén 84,6 100-73 98,4 103-93

Miclobutanil 98,2 107-90 102,2 103 - 101
Trifloxistrobin 93,0 104 -85 94,8 96-94

Deltametrina 100,2 110-92 79,0 81-77

Tabla 4.35. Recuperaciones de las muestras de calabacin fortificadas a LQ y 10LQ, en
condiciones de reproducibilidad.

LQ 10LQ

Plaguicidas Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Imidacloprid 99,0 105-92 78,8 91-70
Dietofencarb 92,0 105 -81 75,2 87-71

Piriproxifén 94,7 114-75 96,0 103 - 93
Miclobutanil 96,0 98 - 92 92,5 103 - 81
Trifloxistrobin 100,3 108 - 86 92,0 105 - 83
Deltametrina 86,5 107-72 82,8 92-77

Todos los valores medios, asi como los maximos-minimos estan dentro del
rango aceptado en esta validacién (70-120%), por lo que el método analitico

establecido es adecuado para el control de estos plaguicidas en la matriz de calabacin.
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4.3.2. RESIDUQOS

4.3.2.1. Residuos en calabacin.

En la Tabla 4.36., se exponen los valores residuales encontrados en calabacin
fresco, en condiciones de buenas y criticas practicas agricolas, y en la Figura 4.30., se

representan graficamente estos resultados comparandolos con su LMR.

Tabla 4.36. Residuos de los plaguicidas estudiados en calabacin fresco.

Plaguicidas LMR CPA (ppb) BPA (ppb)
Imidacloprid 1000 49,8 15,3
Dietofencarb 10* 98,6 <10
Piriproxifén 50* 21,8 <10
Miclobutanil 200 29,3 23,6
Trifloxistrobin 300 41,9 13,3
Deltametrina 200 <10 <10
ppb
1000 -
900 -
800 -
700 -
600 -
500 - '
400 _ i
300 - .- e Tr?f%ﬁ?t?gbl:r?
200 - a y “Miclobutanil
100 4 r - Piriproxifen
0 - . ‘Dietofencarb
LMR ' - Imldaclopnd
CPA "

BPA

Figura 4.30. Comparacion de los residuos en calabacin cultivado bajo BPA y CPA con su LMR.

Como se puede observar, solo en el caso de dietofencarb en CPA se supera el
LMR establecido para esa sustancia en esta matriz, aunque cuando el tratamiento con
este compuesto se realiza en condiciones de BPA, el valor residual es inferior al LMR.
En los restantes casos las cantidades residuales encontradas son inferiores a los LMR

establecidos por la legislacién europea.

En la Figura 4.31., se exponen dos cromatogramas de una muestra de

calabacin, realizados en las dos técnicas analiticas como ejemplo.
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Figura 4.31. Cromatograma de una muestra de calabacin a) LC-MS/MS y b) GC-MS.

4.3.2.2. Residuos en calabacin procesado.

En la Tabla 4.37., se exponen los valores residuales encontrados tanto

en

cosecha (M;) como en las diferentes etapas de fabricacion de los elaborados de
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conserva de calabacin. En la Figura 4.32., se representan graficamente las variaciones
entre los residuos determinados en las diferentes etapas de elaboracion de calabacin

congelado en ambos tipos de cultivo.

Tabla 4.37. Valores residuales en /as diferentes etapas de fabricacion de calabacin congelado.

Plaguicida (ppb)
VIEEITA0E) | W ESiE Imidacloprid | Dietofencarb | Piriproxifén | Miclobutanil | Trifloxistrobin | Deltametrina
Mt 15,3 <10 <10 23,6 13,3 <10
Mo 11,6 <10 <10 <10 <10 <10
BPA Ms <10 <10 <10 <10 <10 <10
M <10 <10 <10 <10 <10 <10
Ms <10 <10 <10 <10 <10 <10
Ms <10 <10 <10 <10 <10 <10
M 49,8 98,6 21,8 29,3 41,9 <10
Mo 37,6 26,7 13,6 21,3 26,4 <10
CPA Ms 36,0 26,8 <10 21,1 25,4 <10
M 28,4 20,4 <10 13,1 12,2 <10
Ms 19,4 18,4 <10 14,7 12,1 <10
Ms 18,0 15,4 <10 13,0 13,2 <10

Mz: cosecha; Mz: lavado agua; Ms: Troceado; M4: Escaldado; Ms: 15 dias congelado; Me: 30 dias congelado.

En BPA, solamente imidacloprid presenta residuos cuantificables en cosecha y
después del lavado (M,); trifloxistrobin y miclobutanil Gnicamente en cosecha. Aunque
en condiciones de CPA, la mayoria de las muestras contienen residuos de los
plaguicidas estudiados, solo para dietofencarb se supera su LMR (10 ppb). En este
caso, piriproxifén no presenta residuos tras el troceado, y deltametrina desde el

comienzo de la experiencia.

ppb ppb
25 120 -
Etapas BPA Etapas CPA
100
20 A
80
15 - @sgms|midacloprid @=gmm|midacloprid
efidmDietofencarb 60 - eimDietofencarb
10 - @ Piriproxifen @ Piriproxifen
. . 40 -
@ \iclobutanil @ Miclobutanil
5 espesTrifloxistrobin 20 | esi@sTrifloxistrobin
esigmDeltametrina esgmDeltametrina
0 0 - . i . .
M1 M2 M3 M4 M5 Mé M1 M2 M3 M4 M5 M6

Figura 4.32. Variacion de los residuos en el proceso de congelacion de calabacin.
Al comparar la disminucién del contenido residual con las diferentes etapas del

procesado se comprueba que las de lavado y escaldado son las que mayor incidencia

tienen en dicha disminucion.
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4.3.3. CONTROLES DE CALIDAD EN LOS ANALISIS DE CALABACIN.

Se realizaron los controles de calidad para la recuperacibn de muestras
fortificadas de calabacin y su conserva a niveles de 10 ppb y 50 ppb. En la Tabla 4.38.,
se muestran los porcentajes de recuperacion en las diferentes secuencias analiticas

donde se incluyeron las diferentes etapas de elaboracion.

Tabla 4.38. Porcentajes de recuperacion en controles de calidad en el andlisis de las diferentes
etapas de fabricacion de congelado de calabacin.

Recuperacion
Plaguicidas Etapas % (10 ppb) % (50 ppb)

Mi-My 94 96,6

Imidacloprid Ms 110 103
Mg 105 94,8

Mi-My 87 96,6
Dietofencarb Ms 106 104,2
Mg 112 112,2
Mi-My 103 106,4

Piriproxifén Ms 108 104
Mg 102 105,4
Mi-My 114 107,4
Miclobutanil Ms 100 100,8
Mg 110 1134
Mi-My 105 102,2
Trifloxistrobin Ms 99 102,2
Mg 104 109,4

Mi-My 111 99,6
Deltametrina Ms 108 105,6
Mg 104 104,2

Mz: cosecha; M2: lavado agua; Ms: Troceado; M4: Escaldado; Ms: 15 dias congelado; Me: 30 dias congelado.

Como se puede comprobar todos los valores para todos los plaguicidas
estudiados, estan comprendidos entre 70-120%, criterio de aceptacion acordado en la

validacion del método.

4.3.4. FACTORES DE PROCESADO.

En la Tabla 4.39., se exponen los factores de procesado calculados tanto en las

muestras cultivadas bajo BPA como CPA.
En la Figura 4.33., se representa graficamente la variacion de los factores de

procesado en las diferentes etapas de manipulacion del calabacin para su congelacion,

en ambas condiciones de cultivo.
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Tabla 4.39. Factores de procesado calculados en calabacin cultivados bajo BPA y CPA y
sometidos al proceso de conservacion.

Plaguicidas BPA CPA
Fl FZ F3 Fglobal Fl FZ F3 Fglobal
Imidacloprid 076 | 0 0 0 | 0,76 {096 |0,79 | 0,57
Dietofencarb 0 0 0 0 0,27 |1 1,00 | 0,76 | 0,21
Piriproxifén 0 0 0 0 [ 062 O 0 0
Miclobutanil 0 0 0 0 | 073099062 0,45
Trifloxistrobin 0 0 0 0 0,63 |09 | 0,48 | 0,29
Deltametrina 0 0 0 0 0 0 0 0

F1= M2/ M1; Fo= Ma/M2; Fa= Ma/M3; Fgiobai= Ma/ M1

EBPA CPA

= 1
0.8 08 ] |
0.8 Hmidacloprid 0.6 | 5 “imidacioprid
¥ Distofencark W Digtofencarb
0.4 W Piriproxifen 0,4 W Firproxifen
¥ Mickobutanil “hiclobutanil
0.2 M Triflowi strobin 032 W Trifloxistrabin
¥ Deltametrina W Deltametrina
L 4]
F1 F2 F3

F1 F2 F3 Fglobal Falobal

Figura 4.33. Variacion de los factores de procesado de congelacion de calabacin.

En condiciones de BPA, la primera etapa de lavado produce una pérdida total
de residuos en la mayoria de los casos, solamente imidacloprid en la primera etapa
(F1) presenta un factor de 0,76. En el caso de CPA, deltametrina no presenta residuos
por encima del LQ en cosecha y para piriproxifén, tras el lavado y troceado, se
eliminan todos los residuos. Por ello, estos dos productos mantienen factores de
procesado globales nulos. El mayor factor de procesado lo alcanza imidacloprid cercano

al 57 %.
4.3.5. ENSAYOS DE BIODISPONIBILIDAD.
4.3.5.1. Efecto matriz.
Con el objetivo de determinar el posible efecto matriz en el proceso de
biodisponibilidad de los plaguicidas se realizé la dializacién de disoluciones patron de

los plaguicidas estudiados en concentraciones crecientes 0,2 a 3 ppm en agua Yy

extracto de calabacin.
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En la Tabla 4.40., se muestran las cantidades dializadas en los ensayos
realizados con disoluciones patrén de los plaguicidas en agua. La Figura 4.34., nos
muestra la representacion grafica de las variaciones porcentuales de la dializacion que

sufre cada plaguicida teniendo en cuenta tan sélo su concentracion.

Tabla 4.40. Resultados de biodisponibilidad de estandares en agua.

ESTANDARES EN AGUA

Imidacloprid | Dietofencarb | Piriproxifén | Miclobutanil | Trifloxistrobin | Deltametrina

[Ppb]
ppb % Ppb % ppb % ppb % ppb % ppb %

200 | 36,1 | 18,05 | 18,7 | 9,35 | <10 0 189 | 945 | 763 | 38,15 | <10

500 | 77,0 | 154 | 514 | 10,28 | <10 549 10,98 | 1448 | 28,96 | <10

1000 | 177,8 | 17,78 | 107,2 | 10,72 | <10 118,7 | 11,87 | 186,6 | 18,66 | <10

oO|loo|joo|o|oOo

0

0
2000 | 393,8 | 19,69 | 237,9 | 11,90 | <10 0 | 2864 | 14,32 | 326,7 | 16,34 | <10
3000 | 777,4 | 2591 | 370,9 | 12,36 | 17,0 | 0,56 | 493,9 | 16,46 | 588,9 | 19,63 | <10

Estandares en agua

45 -
40 -
3> M Imidacloprid
30 4 midaclopri
25 - i Dietofencarb
X
20 + M Piriproxifén
15 E Miclobutanilo
10 -
5 - H Trifloxistrobin
0 - H Deltametrina
200 500 1000 2000 3000
ppb

Figura 4.34. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en agua.

En el ensayo con estdndares en agua, ningun plaguicida ni concentracion
ensayada, sobrepasa el 40% dializado de la cantidad inicial. La mayor dializacién se da
en trifloxistrobin, a las menores concentraciones; Imidacloprid, miclobutanil y
dietofencarb no superan el 26% dializado, observdndose un incremento en sus
porcentajes dializados conforme aumenta la concentracion. En el caso de deltametrina

y piriproxifén el porcentaje dializado es del 0%.

En la Tabla 4.41., se muestran las cantidades de los plaguicidas dializados en

los ensayos realizados con matriz de calabacin fresco a diferentes concentraciones,
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pudiendo observarse el efecto de la matriz en su posible absorcién, asi como la

influencia de la concentracion de materia activa.

La Figura 4.35., nos muestra la representacion grafica de las variaciones

porcentuales de la dializacion que sufre cada plaguicida en la matriz de calabacin.

Tabla 4.41. Resultados de biodisponibilidad en matriz de calabacin.

ESTANDARES EN CALABACIN

Imidacloprid | Dietofencarb | Piriproxifén | Miclobutanil | Trifloxistrobin | Deltametrina

[Ppb]
ppb | % | ppb % | ppb | % | ppb % ppb % ppb | %

200 | 27,2 | 136 | 278 | 139 | <10 129 | 645 | <10 0 <10

500 | 70,0 | 140 | 610 | 122 | <10 28,3 | 565 | <10 0 <10

1000 | 143,0 | 14,3 | 110,4 | 11,04 | <10 485 | 485 | <10 0 <10

2000 | 258,1 | 12,9 | 2435 | 12,18 | <10 101,4 | 5,07 | <10 0 <10

oO|loo|joo|o|oOo
oO|loo|joo|o|oOo

3000 | 366,0 | 12,2 | 3930 | 13,1 | <10 158,7 | 529 | 31,2 | 0,62 | <10

Estandares en calabacin
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Figura 4.35. Porcentajes dializados de los plaguicidas seleccionados en calabacin.

En el caso de la matriz de calabacin fresco, los mayores porcentajes dializados
(imidacloprid y dietofencarb) no alcanzan el 15% de la cantidad inicial; para el resto de
los plaguicidas no se alcanza el 1%, excepto miclobutanil que llega a un 7%. La matriz
de calabacin produce una disminucion de los porcentajes dializados, confirmando un
efecto positivo al minorizar el riesgo toxicoldgico. El incremento de la concentracion no
varia los porcentajes dializados en calabacin, aunque si aumenta en las disoluciones

estandar, excepto para trifloxistrobin que disminuye.
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4.3.5.2. Biodisponibilidad en el material vegetal estudiado.

En la Tabla 4.42., se exponen los valores de los dializados en las muestras de
calabacin tratadas bajo ambas condiciones (BPA y CPA). Tan solo dietofencarb
presenta una cantidad dializada préxima a su LQ en la muestra de cosecha de

calabacin tratado bajo CPA.

Tabla 4.42. Dializados en el estudio de biodisponibilidad de calabacin fresco y congelado.

CALABACIN (ppb)
Muestra | Imidacloprid | Dietofencarb | Piriproxifén | Miclobutanilo | Trifloxistrobin | Deltametrina
BPA M1 <10 <10 <10 <10 <10 <10
CPA M1 <10 13,5 <10 <10 <10 <10
CPA Ms <10 <10 <10 <10 <10 <10

4.4. ESTUDIO 4. LECHUGA

4.4.1. VALIDACION ANALITICA

En la Tabla 4.43., se recogen las condiciones de andlisis para cada plaguicida

estudiado.

Tabla 4.43. Condiciones de analisis para la matriz de lechuga.

Plaguicidas Técnica | 16n principal | lon cuantificador | lon cualificador | tr(min,)
Imidacloprid LC-MS/MS [M+H]* 256 256 — 175 256 — 209 2,1
Tebufenocida [M+H]* 353 353 —» 297 353 —» 203 9,8
Metalaxil 206 160 - 220 - 192 17,3
Tebuconazol GC-MS 250 125-70-83 275
Cipermetrina 163 181 - 165 - 209 33,0
Azoxistrobin 344 345 - 388 - 372 36,6

En la Tabla 4.44., se muestran las rectas de calibrado obtenidas al comparar la
respuesta del detector a cantidades crecientes de los plaguicidas estudiados

preparadas en matriz de lechuga.

En la Figura 4.36., se representan graficamente las rectas de calibrado de los
seis plaguicidas estudiados. En la Figura 4.37. y 4.38., se muestran a modo de
ejemplo, los cromatogramas correspondientes a la concentracion de 10 ppb de la recta

de calibrado tanto en LC como en GC. Asimismo, en las Figuras 4.39., y 4.40., se
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exponen la particion de iones de los compuestos de interés, tanto en LC-MS/MS, como
en GC-MS.

Tabla 4.44. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar relativa y coeficiente de regresion de
los plaguicidas estudiados en lechuga, en LC-MS/MS y GC-MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)
Plaguicida Ecuacién RSD (%) R2
Imidacloprid y =0,2948x — 0,003771 14,09 0,9984
Tebufenocida y = 4,7254x + 0,028185 9,42 0,9998
Metalaxil y = 1590x - 5280 6,48 1,0000
Tebuconazol y = 5010x — 24900 5,85 1,0000
Cipermetrina y = 3870x — 50500 13,98 0,9995
Azoxistrobin y = 6370x - 26400 3,54 1,0000

Figura 4.36. Rectas de calibrado en matriz lechuga a) LC/MS-MS y b) GC/MS.
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Figura 4.37. Cromatograma de una calibracion en lechuga de 10 ppb en LC/MS-MS.
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En el estudio de la precisién del método analitico, se analizaron seis muestras
iguales, seguidas en el tiempo, realizadas por el mismo operador y con el mismo
sistema analitico para repetibilidad y en dias diferentes, manteniendo el mismo
operador y sistema analitico, para reproducibilidad. En la Tabla 4.45., se muestran los

valores medios de los coeficientes de variacion obtenidos.

Tabla 4.45. Valores de CV% en el calculo de la precision en lechuga.

. CV % Repetibilidad CV % Reproducibilidad
Plaguicidas
LQ 10LQ LQ 10LQ
Imidacloprid 7,24 2,69 5,66 484
Tebufenocida 9,29 4,00 11,18 12,10
Metalaxil 3,31 10,02 10,52 8,21
Tebuconazol 7,19 5,68 3,04 1,98
Cipermetrina 18,32 10,26 11,98 12,34
Azoxistrobin 12,56 7,69 8,28 4,66

Como podemos observar, los valores obtenidos para todos los plaguicidas
estudiados no superan en ningun caso el 20%, criterio de aceptacion y rechazo

establecido a priori.

En el estudio de recuperacion, se fortificaron seis muestras de lechuga, a dos
niveles de concentracion (LQ y 10LQ). Los resultados medios y el rango de maximo-
minimo de los valores obtenidos se muestran en las Tablas 4.46. y 4.47.; en la primera
de ellas, se exponen los resultados en condiciones de repetibilidad y en la segunda en

condiciones de reproducibilidad.

Tabla 4.46. Recuperaciones de las muestras de lechuga fortificadas a LQ y 10LQ, en
condjciones de repetibilidad.

LQ 10LQ

Plaguicidas Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Imidacloprid 914 102 - 86 72,4 75-71
Tebufenocida 80,4 91-73 73,8 77-71

Metalaxil 75,2 79-73 91,6 108 - 87
Tebuconazol 78,4 85-71 87,6 96 -84
Cipermetrina 90,2 109 - 75 88,4 100-75
Azoxistrobin 79,0 93-71 79,8 90-75

En ambos casos, todos los valores medios, asi como los maximos-minimos

estan dentro del rango establecido como aceptable en esta validaciéon (70-120%).
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Tabla 4.47. Recuperaciones de las muestras de lechuga fortificadas a LQ y 10LQ, en
condiciones de reproducibilidad.

LQ 10LQ

Plaguicidas Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Imidacloprid 98,0 106 - 92 74,7 79-71
Tebufenocida 102,0 114 -85 88,3 103-77

Metalaxil 85,0 92-75 80,2 87-71
Tebuconazol 79,7 83-77 88,7 91-86
Cipermetrina 101,3 113-79 95,8 111-86
Azoxistrobin 83,0 94-73 78,7 84-74

4.4.2. RESIDUOS

En la Tabla 4.48., se exponen los valores residuales encontrados en lechuga

4.4.2.1. Residuos en lechuga.

fresca, en condiciones de buenas y criticas practicas agricolas. Los niveles residuales
encontrados en lechuga para todos los plaguicidas son inferiores a sus LMRs

establecidos, incluso en las muestras tratadas en condiciones de CPA.

Tabla 4.48. Residuos de los plaguicidas estudiados en lechuga fresca.

Plaguicidas LMR CPA (ppb) BPA (ppb)
Imidacloprid 2000 59,5 10,7
Tebufenocida 10000 118,5 <10
Metalaxil 3000 391,8 <10
Tebuconazol 500 319,6 202,3
Cipermetrina 2000 654,4 18,7
Azoxistrobin 15000 383,0 22,5

En la Figura 4.41., se representan graficamente estos resultados.
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Figura 4.41. Comparacion de los residuos en lechuga con su LMR.
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Excepto tebuconazol en CPA y BPA que tienen unos niveles residuales del 60 y

40% de su LMR, el resto se encuentran por debajo del 10 %.

En la Figura 4.42., se exponen como ejemplo los cromatogramas de una
muestra de lechuga, realizados por las dos técnicas analiticas utilizadas.
a)

+ TIC MRM (=~ -= =) 30030-4 Lechuga.d
=104 |1

Counls

1.2
1.14
1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

1 z 3 a 5 & 7 & 5 10 11 12z 13 14 15 16
Acqulsition Time {(min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Imidacloprid 2.824 1414 11.6723
Tebufenocida 8.391 67 0.0000

b)

[r— FIC. 408 B 150330 DHOATAME.

Figura 4.42. Cromatogramas de una muestra de lechuga a) LC-MS/MS y b) GC-MS.

4.4.2.2. Residuos en lechuga procesada.

En la Tabla 4.49., se exponen los valores residuales encontrados tanto en

cosecha (M;) como en las diferentes etapas de elaboracion de lechuga envasada en

atmosfera modificada (producto de 42 gama).
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Tabla 4.49. Valores residuales en las diferentes etapas de elaboracion de lechuga 42 gama.

| Plaguicida (ppb)
UG LT e Imidacloprid | Tebufenocida Metalaxil Tebuconazol |Cipermetrina Azoxistrobin

M1 10,7 <10 <10 202,3 18,7 25,5
M2 <10 <10 <10 122,0 17,5 22,7
Ms <10 <10 <10 75,7 12,6 11,6

BPA Mg <10 <10 <10 72,4 111 10,3
Ms <10 <10 <10 65,9 10,9 <10
Ms <10 <10 <10 43,6 <10 <10
Mz <10 <10 <10 23,2 <10 <10
Ms <10 <10 <10 18,7 <10 <10
M1 59,5 118,5 391,8 319,6 654,4 383,0
M2 53,6 67,4 238,7 208,2 540,3 196,8
Ms 40,1 63,4 226,3 201,5 538,6 138,9

CPA Mg 37,7 50,1 214,2 155,9 480,5 137,5
Ms 31,5 48,8 188,9 123,4 386,0 120,1
Ms 274 39,6 175,8 118,2 309,3 104,2
M7 25,2 38,6 120,4 92,6 310,1 51,3
Ms 13,0 32,8 117,4 445 153,7 50,4

Mz: cosecha; M2: troceado; Ms: lavado NaClO; M4: 2%avado; Ms: centrifugado; Ms: envasado 5 dias; M7: envasado 10 dias; Ms: envasado 15 dias.

En la Figura 4.43., se representan graficamente las variaciones de los valores

residuales en las diferentes etapas de preparacion de lechuga 42 gama, en ambas

condiciones de cultivo (BPA y CPA).
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Figura 4.43. Variacion de los residuos en el proceso de preparacion de lechuga 42 gama.

Podemos observar que las diferentes etapas del procesado influyen de manera

andloga para todas las materias activas, con una acusada disminucién de la

concentracion residual sobre todo en las etapas de troceado y lavado con hipoclorito

sodico.

Aungue existen valores residuales en la muestra final, después de 15 dias de

almacenaje refrigerado, sobre todo en las muestras procedentes de tratamiento CPA,

ninguno de ellos supera su LMR establecido por la legislacion europea para lechuga en

fresco.
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4.4.3. CONTROLES DE CALIDAD EN LOS ANALISIS DE LECHUGA.

Con el objeto de comprobar la robustez del método analitico se realizaron

controles de calidad en muestras fortificadas con disoluciones patron de los plaguicidas

estudiados a las concentraciones de 10 y 50 ppb; controles que fueron incluidos en las

secuencias de andlisis de las distintas muestras de las etapas de elaboracion.

En la Tabla 4.50., se muestran los porcentajes de recuperacion de estas

fortificaciones, comprobandose que todos estan comprendidos entre 70-120%, criterio

de aceptacion acordado en la validacion del método.

Tabla 4.50. Porcentajes de recuperacion en controles de calidad de las diferentes etapas de
fabricacion de conserva de lechuga.

Recuperacion

FIEEIERES Etapas % (10 ppb) % (50 ppb)

M31-M4 94 96,6

Imidacloprid Ms 110 103
Mg 105 94,8

M1-Mq 111 99,6
Tebufenocida Ms 108 105,6
Mg 104 104,2

M1-Mq4 87 96,6
Metalaxil Ms 106 104,2
Ms 112 112,2
M;-My 114 107,4
Tebuconazol Ms 100 100,8
Ms 110 113,4
M31-Ma4 103 106,4

Cipermetrina Ms 108 104
Mg 102 105,4
M1-Mq 105 102,2
Azoxistrobin Ms 99 102,2
Ms 104 109,4

Mz: cosecha; Mz: troceado; Ms: lavado NaClO; M4: 2%lavado; Ms: centrifugado; Ms: envasado 5 dias.

4.4.4. FACTORES DE PROCESADO.

En la Tabla 4.51., se exponen los factores de transferencia calculados tanto en

las muestras tratadas bajo BPA como CPA y en la Figura 4.44., se representan

gréficamente sus variaciones durante la manipulacion de las lechugas de ambos

tratamientos.
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Tabla 4.51. Factores de procesado calculados en lechuga tratados bajo BPA y CPA.

BPA CPA

F1 F2 F3 Fsa | Fglobal F1 F2 F3 Fa | Fglobal
Imidacloprid 0 0 0 0 0 09 |075|09 |083]| 053
Tebufenocida | 0 0 0 0 0 057 | 094 097|097 | 041
Metalaxil 0 0 0 0 0 0,61 09 {09 |08 | 0,79
Tebuconazol 06 | 062 |09 | 091 ]| 032 0,65 097 | 0,77 | 0,79 | 0,39
Cipermetrina | 0,94 | 0,72 | 0,88 | 0,98 0 0,82 099 {089 | 08 0,59

Azoxistrobin | 0,89 | 0,51 | 0,89 0 0 051 | 07109 | 087 | 031
F1: M2/Mg; Fa: Ma/M2 ; F3:Ma/Ms ; Fa: Ms/Ma; Fglobar: Ms/M1

Plaguicidas

1 BPA 1 BPA
0,8 0,8 -
06 M Imidacloprid 0,6 i Imidacloprid

M Tebufenocida M Tebufenocida

04 M Metalaxil 04 H Metalaxil

i Tebuconazol M Tebuconazol

02 H Cipermetrina 02 H Cipermetrina

B Axoxistrobin H Axoxistrobin

0 o0/
F1 F2 F3 F4 Fglobal F1 F2 F3 F4 Fglobal

Figura 4.44. Variacion de los factores de procesado de lechuga 4° gama.

Los factores de procesado globales de todos los plaguicidas para la elaboracion
completa de las lechugas, tratadas bajo BPA, como producto de cuarta gama son cero,
excepto para tebuconazol con un factor de 0,32. Cuando las muestras se obtuvieron
bajo tratamiento CPA se observa que para todos los plaguicidas estudiados los factores
globales oscilan entre 0,31 y 0,79, lo que significa que aproximadamente la mitad de la

carga residual de la lechuga en fresco, desaparece durante la elaboracién de 4° gama.

4.4.5. ENSAYOS DE BIODISPONIBILIDAD.

4.45.1. Efecto matriz.

En primer lugar, se comprueba el posible efecto matriz en la biodisponibilidad
de los plaguicidas utilizados en los tratamientos de la lechuga mediante la dializacién
de disoluciones patrén a diferentes concentraciones (200, 1000 y 5000 ppb) en agua y
lechuga. En la Tabla 4.52., se muestran las cantidades dializadas en el ensayo de

estandares en agua.
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Tabla 4.52. Resultados de biodisponibilidad en estandares.

ESTANDARES EN AGUA
[opb] Imidacloprid | Tebufenocida Metalaxil Tebuconazol | Azoxistrobin | Cipermetrina
ppb % ppb % ppb % | ppb % ppb | % | ppb | %
200 <10 0 <10 0 958 | 479 | 336 | 168 | 335 | 16,75 | <10 0
1000 | 32,6 | 3,26 | 335 | 3,35 | 3059 | 30,59|106,3 | 10,63 | 168,1 | 16,81 | <10 0
5000 | 164,1| 3,28 | 197,3 | 3,95 | 1799,8 | 3599|4939 | 9,88 |1643,1]| 32,86 | <10 0

En la Figura 4.45., se muestra la representacién grafica de las variaciones

porcentuales de la dializacion que sufre cada plaguicida en agua teniendo en cuenta

tan so6lo su concentracion.

200

Estandares en agua

1000
ppb

5000

i Imidacloprid

E Tebufenocida

M Metalaxil
E Tebuconazo

H Azoxistrobin

H Cipermetrina

Figura 4.45. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en agua.

De los resultados obtenidos se observa que para ninguna de las

concentraciones ensayadas se produce dializacion de cipermetrina.

Metalaxil,

tebuconazol y azoxistrobin sufren dializacién a todas las concentraciones, mientras que

imidacloprid y tebufenocida sélo a partir de 1000 ppm. Los mayores porcentajes de

dializacion se producen en metalaxil y azoxistrobin aunque no superan el 50%.

En la Tabla 4.53., se muestran los valores y porcentajes dializados de los

plaguicidas en lechuga y en la Figura 4.46., se representan los porcentajes de

dializacion de los plaguicidas en lechuga, teniendo en cuenta la concentracion afadida.
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Tabla 4.53. Resultados de biodisponibilidad en lechuga.

ESTANDARES EN LECHUGA

[opb] Imidacloprid | Tebufenocida Metalaxil Tebuconazol | Azoxistrobin | Cipermetrina
ppb % ppb % ppb % | ppb % ppb | % | ppb | %
200 <10 0 <10 0 788 | 394 | 21,9 | 10,95 | 244 | 12,2 | <10 0
1000 | 12,1 | 1,21 | <10 0 342,8 | 34,28| 60,9 | 6,09 |1229 | 1229 | <10 0
5000 55 1,1 | 10,3 | 0,21 | 1358,6 | 27,17| 382,1| 7,64 | 746,6 | 14,93 | <10 0

40 4

35 A

30 A

25 A

20 A

15 4

10 4

200

Estandares en lechuga

1000

5000

HImidacloprid
HTebufenocida
i Metalaxil
HTebuconazol
H Azoxistrobin

i Cipermetrina

Figura 4.46. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en matriz de lechuga.

El comportamiento de los plaguicidas en matriz de lechuga a las distintas

concentraciones es similar al que se da en el agua. Ahora bien, los valores absolutos

son inferiores en presencia de lechuga lo que indica que los componentes de la

lechuga bloquean o reducen la capacidad de absorcion de la membrana y por ello los

porcentajes dializados son inferiores.

4.4.5.2. Biodisponibilidad en el material vegetal estudiado.

En la Tabla 4.54., se exponen los valores de los dializados en las muestras de

lechuga tratadas en ambas condiciones (BPA y CPA), tanto en cosecha (M,), lechuga

lavada (M) como envasada 15 dias (Mg), como muestras méas representativas de la

ingestion normal de esta hortaliza.

En la Figura 4.47., se representan los porcentajes dializados respecto a las

cantidades originales para las diferentes muestras en ambas condiciones.
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Tabla 4.54. Resultados de biodisponibilidad en lechuga procesada.

LECHUGA
. Imidacloprid | Tebufenocida Metalaxil Tebuconazol | Azoxistrobin Cipermetrina
Tratamiento | Muestra
ppb | % | ppb | % ppb % | ppb | % ppb % ppb %
M1 <10 0 <10 0 <10 447 | 22,09 | 106 | 41,57 | <10 0
BPA Ma <10 0 <10 0 <10 11,2 | 1547 | <10 0 <10 0
Ms <10 0 <10 0 <10 <10 0 <10 0 <10 0
M1 <10 0 <10 0 50,7 | 12,94 | 17,2 | 5,38 <10 0 <10 0
CPA M <10 0 <10 0 71,49 | 33,37 | <10 0 <10 0 <10 0
Ms <10 0 <10 0 57,2 | 48,72 | <10 0 <10 0 <10 0
Mz: cosecha; M4: 2°lavado; Ms: envasado 15 dias.
45 4 60 1
LechugaBPA LechugaCPA
40 4 50 |
35
H Imidacloprid i Imidacloprid
30 A 40 A
H Tebufenocida i Tebufenocida
231 i Metalaxil 30 i Metalaxil

20 A

15 4

10 A

M1 M4 M8

i Azoxistrobin

H Tebuconazol

20 A

E Cipermetrina

10 A

M1

M4

i Tebuconazol
& Azoxistrobin

H Cipermetrina

o I,

M8

Figura 4.47. Porcentajes dializados de los plaguicidas en lechuga procesada.

Se comprueba que, en la lechuga cultivada bajo BPA, tan sélo azoxistrobin

presenta dializacion en la muestra original M; (41,57%) y tebuconazol en las muestras

M; y My, no sobrepasando el 23%. En el caso de las plantas cultivadas en condiciones

criticas, CPA, tebuconazol Unicamente presenta una ligera dializacién en la muestra

original M;; en esta modalidad de cultivo y posiblemente debido a los altos niveles de

metalaxil en las muestras, es el Unico fungicida que mantiene porcentajes de

dializacién en todas las muestras.

Conviene sefialar que, en las determinaciones de los niveles presentes en los

dializados, nos encontramos con valores que en el caso més alto suponen siete veces

su limite de cuantificacién y por tanto, dada la incertidumbre admitida del método, las

diferencias halladas en estas determinaciones, no pueden considerarse significativas.
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4.5. ESTUDIO 5. TOMATE.

4.5.1. VALIDACION ANALITICA

En la Tabla 4.55., se exponen las condiciones de analisis para cada plaguicida.

Tabla 4.55. Condiciones de analisis en LC-MS/MS para la matriz de tomate.

Plaguicidas Técnica I6n principal | lon cuantificador | lon cualificador | tr(min,)
Pimetrocina [M+H]* 217,9 217,9 — 105 2179 - 78 0,976
Kresoxim-metil [M+H]* 314,1 314,1 — 267 314,1 — 206,1 8,619
Difenoconazol | LC-MS/MS | [M+H]*406,1 406,1 — 251 406,1 — 337 8,715
Indoxacarb [M+H]* 528 528 — 203 528 — 55,9 9,426
Piriproxifén [M+H]* 322,0 322,0 —» 185 322,0 — 227 10,139

En la Tabla 4.56., se muestran las rectas de calibrado obtenidas al comparar la

respuesta del detector a cantidades crecientes de los plaguicidas estudiados

preparadas en matriz de tomate.

Tabla 4.56. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar relativa y coeficiente de regresion de
los plaguicidas estudiados en matriz de tomate, analizados en LC-MS/MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)
Plaguicida Ecuacion RSD (%) R2
Pimetrocina y =3,575351x + 0,021627 2,97 0,9999
Kresoxim-metil y = 0,900302x+0,006975 0,80 0,9995
Difenoconazol y = 2,444483x + 0,008998 2,52 0,9999
Indoxacarb y = 0,561246x - 0,004606 0,46 0,9999
Piriproxifén y = 3,3393380x +0,013437 2,93 0,9997

En la Figura 4.48., se representan graficamente las rectas de calibrado de los
seis plaguicidas estudiados. En la Figura 4.49., un cromatograma de una calibracion en
matriz de tomate al nivel de 10 ppb, como ejemplo y en la Figura 4.50., la ruptura

i6nica de los compuestos de interés.
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Figura 4.48. Rectas de calibrado en matriz tomate.
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Pirinroxifen 10.147 32945 9.8374

Figura 4.49.
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Figura 4.50. /onizacion de los compuestos de interés en LC-MS/MS.

En el estudio de la precision del método analitico, se analizaron seis muestras

iguales, seguidas en el tiempo, por el mismo operador y el mismo sistema analitico

para establecer repetibilidad y en dias diferentes, manteniendo el mismo operador y

sistema analitico, para reproducibilidad.

En la Tabla 4.57., se muestran los valores medios de los coeficientes de

variacion obtenidos. Como podemos observar, los valores obtenidos no superan en

ningln caso el 20%, limite de aceptacion fijado por nosotros.
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Tabla 4.57. Valores de CV% en el cdlculo de la precision en tomate.

- CV % Repetibilidad CV % Reproducibilidad

Plaguicidas

LQ 10LQ LQ 10LQ

Pimetrocina 5,80 2,91 5,64 10,43

Indoxacarb 2,14 2,30 5,01 1,76

Piriproxifén 431 2,92 4,77 2,85

Kresoxim-metil 3,25 2,03 2,76 3,00

Difenoconazol 1,54 2,49 1,32 2,34

En el estudio de recuperacion, se fortificaron seis muestras de tomate, a dos
niveles de concentracion (LQ y 10LQ). Los resultados medios y el rango de méximo-
minimo de los valores obtenidos se muestran en las Tablas 4.58. y 4.59. En la primera
de ellas, se exponen los resultados en condiciones de repetibilidad y en la segunda en

condiciones de reproducibilidad.

Tabla 4.58. Recuperaciones de las muestras de tomate fortificadas a LQ y 10LQ, en
condiciones de repetibilidad.

. LQ 10LQ
Plaguicidas Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Pimetrocina 107,8 120-102,4 95,5 99,5-93,7
Indoxacarb 113,5 117-111 112,3 116 - 109
Piriproxifén 94,7 99-89 98,5 103-95
Kresoxim-metil 90,7 95-87 96,7 100- 95
Difenoconazol 92,0 94-90 90,3 94 - 88

Tabla 4.59. Recuperaciones de las muestras fortificadas a LQ y 10LQ, en condiciones de

reproducibifidad.
o LQ 10LQ
Plaguicidas : — — : — —
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo

Pimetrocina 110,8 120-105/4 85,2 98,6 — 76,1

Indoxacarb 111,8 117 - 104 110,2 113-108

Piriproxifén 94,2 99 -89 98,3 103 - 95
Kresoxim-metil 92,8 96 -90 92,8 96 - 89
Difenoconazol 92,5 93-90 88,5 92 - 87

En ambos casos, todos los valores medios, asi como los maximos-minimos

estan dentro del rango aceptado en esta validacion (70-120%b).
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4.5.2. RESIDUOS

4.5.2.1. Residuos en tomate.

En la Tabla 4.60., se exponen los valores residuales encontrados en

fresco, en condiciones de buenas y criticas practicas agricolas.

Tabla 4.60. Residuos de los plaguicidas estudiados en tomate fresco.

Plaguicidas LMR CPA (ppb) BPA (ppb)
Pimetrocina 500 <10 <10
Indoxacarb 500 <10 <10
Piriproxifén 1000 <10 <10
Kresoxim-metil 600 <10 <10
Difenoconazol 2000 23,0 <10

tomate

Debemos sefialar la ausencia de residuos de los plaguicidas estudiados en

ambos tipos de cultivo, excepto para difenoconazol, que en las condiciones mas criticas

alcanza un valor de 1/100 de su LMR.

En la Figura 4.51., se muestra un cromatograma de una muestra de tomate, sin

residuos cuantificables.

Sample Chromatogram
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0.6257
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Figura 4.51. Cromatograma de una muestra de tomate.
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4.5.2.2. Residuos en tomate procesado.

A pesar de la ausencia de residuos cuantificables en las muestras de cosecha,
se realizaron las determinaciones en las diferentes etapas de fabricacion de conserva

de tomate, partiendo del tomate de cosecha (Tabla 4.61.).

Tabla 4.61. Valores residuales en /as diferentes etapas de fabricacion de conserva de tomate.

Plaguicida (ppb)
VRIS | U=siE Pimetrocina | Indoxacarb | Piriproxifén | Kresoxim-metil | Difenoconazol
M1 <10 <10 <10 <10 <10
M2 <10 <10 <10 <10 <10
M3 <10 <10 <10 <10 <10
Mg <10 <10 <10 <10 <10
BPA Ms <10 <10 <10 <10 <10
Ms <10 <10 <10 <10 <10
Mz <10 <10 <10 <10 <10
Mg <10 <10 <10 <10 <10
Mo <10 <10 <10 <10 <10
M1 <10 <10 <10 <10 23,0
M2 <10 <10 <10 <10 18,8
M3 <10 <10 <10 <10 14,3
My <10 <10 <10 <10 11,7
CPA Ms <10 <10 11,1 <10 10,8
Ms <10 <10 <10 <10 <10
Mz <10 <10 <10 <10 <10
Mg <10 <10 <10 <10 <10
Mo <10 <10 <10 <10 <10

Mu: cosecha; M: lavado agua; Ms Troceado; M4: Escaldado; Ms: Triturado; Ms: Embotado; M7: Esterilizado; Ms: Almacenado
3 meses; Mo: Aimacenado 6 meses

Como se puede observar, tan solo difenoconazol y en el tratamiento bajo CPA,
presenta residuos cuantificables durante las cinco primeras etapas del procesado,
llegando en la cuarta practicamente a su LQ; por esta razén se obvia la representacion
gréfica de la evolucion de los residuos a lo largo de la fabricacion de conserva de

tomate.
4.5.3. CONTROLES DE CALIDAD EN LOS ANALISIS DE TOMATE.

Se realizaron los controles de calidad para la recuperacion de muestras
fortificadas de tomate a niveles de 10 ppb y 50 ppb, que fueron incluidas en las

secuencias de andlisis. En la Tabla 4.62., se muestran los porcentajes de recuperacion

en las diferentes etapas de elaboracion analizadas.
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Tabla 4.62. Porcentajes de recuperacion en controles de calidad de las diferentes etapas de
fabricacion de conserva de tomate.

Plaguicidas Recuperacion
Etapas % (10 ppb) % (50 ppb)
Mi-My 103 106,4
Pimetrocina Ms 108 104
Mg 102 105,4
Mi-My 111 99,6
Indoxacarb Ms 108 105,6
Mg 104 104,2
Mi-My 94 96,6
Piriproxifén Ms 110 103
Mg 105 94,8
Mi-My 105 102,2
Kresoxim-metil Ms 99 102,2
Mg 104 109,4
Mi-My 87 96,6
Difenoconazol Ms 106 104,2
Mg 112 112,2

Mz: cosecha; M2: lavado agua; M3 Troceado; M4: Escaldado; Ms: Triturado; Ms: Embotado;

Como se puede comprobar todos los valores para todos los plaguicidas
estudiados, estdn comprendidos entre 70-120%, criterio de aceptacién acordado en la

validacion del método.

4.5.4. FACTORES DE PROCESADO.

Dado que sélo difenoconazol presenta residuos en las primeras etapas de la
fabricacion de la conserva, se exponen a continuacion sus factores de procesado,

sefialando que para todos los demés casos los factores son cero.

Asi, los factores de procesamiento para difenoconazol son:

Fi(MJM)=0,82  F2(M3/M2)=0,76  Fs (Ma/Ms)=0,82 Yy Fa (Ms/Ms)=0,92

Como se puede observar, estos valores indican una muy pequefia desaparicion
de los ya bajos residuos de este fungicida en el tomate. El factor global es cero, ya que

los residuos en la fase de embotado son menores del LQ (<10 ppb).

-179 -



Resultados y discusion

Sandra Cermefio OImos

4.5.5. ENSAYOS DE BIODISPONIBILIDAD.

45.5.1. Efecto matriz.

El estudio del efecto matriz con ensayos de biodisponibilidad de los plaguicidas
estudiados se ha realizado, como en los casos anteriores, comparando la dializacion de
diferentes concentraciones (100-5000 ppb) de estdndares en agua y tomate. En la
Tabla 4.63., se exponen las cantidades dializadas en los ensayos realizados con

disoluciones patrén en agua.

Tabla 4.63. Resultados de la biodisponibilidad de estandares en agua.

ESTANDARES EN AGUA
[opb] Pimetrocina Indoxacarb | Piriproxifén | Kresoxim-metil |Difenoconazol
ppb % ppb % ppb | % ppb % ppb %
100 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0
500 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 12,8 2,56
1000 <10 0 12,1 1,21 <10 0 12,0 1,20 24,0 2,40
3000 18,5 0,62 328 1,09 29,0 | 0,97 40,2 1,34 67,1 2,23
5000 31 0,62 60,6 1,21 55,1 1,10 74,4 149 | 1117 | 2,23

En la Figura 4.52., se representan los porcentajes dializados en la experiencia

con estédndares en agua de los plaguicidas utilizados.

Estandares en agua

2,5
2
M Pimetrocina
% 1,5 - M Indoxacarb
i Piriproxifen
t H Kresoxim-metil
0,5 A i Difenoconazol
0
100 500 1000 3000 5000
ppb

Figura 4.52. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en agua.
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De los datos expuestos se deduce que no existe dializacién para ningun
plaguicida estudiado a la concentracion mas baja. Los porcentajes dializados son
independientes de la concentracién, ya que los valores son similares para cualquier

concentracion. Para ningun plaguicida se produce una dializacion superior al 3%.

En la Tabla 4.64., se muestran las cantidades dializadas cuando los estandares

estan embebidos en muestra de tomate.

Tabla 4.64. Resultados de la biodisponibilidad de los estandares en matriz de tomate.

ESTANDARES EN TOMATE
[opb] Pimetrocina Indoxacarb | Piriproxifén | Kresoxim-metil |Difenoconazol
ppb % ppb % ppb % ppb % ppb %
100 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0
500 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0
1000 16,4 1,64 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0
3000 77,2 2,57 13,5 0,45 <10 0 535 1,78 36,7 1,22
5000 118,6 2,37 22,0 0,44 <10 0 87,2 1,74 59,6 1,19

En la Figura 4.53., se representan los porcentajes dializados en la experiencia
con estandares de los plaguicidas en matriz de tomate, para comprobar el efecto

matriz.

Estandares en tomate

2,5 -
2

% 1,5 -
1 -
05 -
0

100 500 1000 3000 5000
ppb

H Pimetrocina
HIndoxacarb
i Piriproxifen
B Kresoxim-metil

[ Difenoconazol

Figura 4.53. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en tomate.

Cuando los estandares se encuentran en matriz de tomate se produce un

descenso del porcentaje de didlisis, por lo tanto, la presencia de material vegetal
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produce un efecto matriz positivo, transfiriéndose menor cantidad del plaguicida hacia

el objetivo diana.

4.5.5.2. Biodisponibilidad en el material vegetal estudiado.

Por ultimo, se comprob6 la biodisponibilidad de los plaguicidas en las muestras
M; (cosecha) y M; (esterilizado) del procesado, aun siendo conscientes de que al no
determinarse residuos en dichas muestras, no deberiamos encontrar dializacion (Tabla
4.65.).

Tabla 4.65. Resultados de biodisponibilidad en tomate procesado.

TOMATE (ppb)
Tratamiento | Muestra | Pimetrocina | Indoxacarb | Piriproxifén | Kresoxim-metil |Difenoconazol
M, <10 <10 <10 <10 <10
BPA My <10 <10 <10 <10 <10
M, <10 <10 <10 <10 <10
CPA My <10 <10 <10 <10 <10

Mz: cosecha; M7: Esterilizado.

4.6. ESTUDIO 6. NARANJA.

4.6.1. VALIDACION ANALITICA

En la Tabla 4.66., se recogen las condiciones de andlisis para cada plaguicida.

Tabla 4.66. Condiciones de analisis en LC-MS/MS para la matriz de naranja.

Plaguicidas Técnica I6n principal | lon cuantificador | lon cualificador | tr(min,)
Metalaxil [M+H]* 280,1 280,1 — 159,9 280,1 — 220,0 3,44
Clorpirifos [M+H]* 352,0 352,0 — 200,0 352,0>97,0 4,85
Hexitiazox LC-MS/MS | [M+H]*353,0 353,0 — 168,0 353,0 —» 227,8 4,89
Cialotrina [M+NH.]* 467,0 | 4670 >2250 | 4670 >1410 | 513

Abamectina [M+H]* 895,5 895,5 > 7514 895,5 — 4492 5,43

En la Tabla 4.67., se muestran las ecuaciones de las rectas de calibrado

obtenidas al comparar la respuesta del detector a cantidades crecientes de los

plaguicidas estudiados preparadas en matriz de naranja.
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Tabla 4.67. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar relativa y coeficiente de regresion de
los plaguicidas estudiados en matriz de naranja, analizados en LC-MS/MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)
Plaguicida Ecuacion RSD (%) R2
Metalaxil y =1,075898x — 0041809 11,06 0,9998
Clorpirifos y =0,10368x + 3,37695 x10 4,05 0,9999
Hexitiazox y =0,211082x - 0,001241 0,79 0,9999
Cialotrina y =0,01842x + 0,001503 14,08 0,9992
Abamectina y =0,019447x - 5,00861x10* 11,01 0,9999

En la Figura 4.54., se representan graficamente las rectas de calibrado de los
seis plaguicidas estudiados. En la Figura 4.55., se expone un cromatograma de una
calibracion en matriz de naranja al nivel de 10 ppb, como ejemplo y en la Figura 4.56.,

la ruptura de iones producida en el detector de masas.
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Figura 4.54. Rectas de calibrado en matriz naranja.
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Figura 4.55. Cromatograma de una calibracion en naranja de 10 ppb.

Para el estudio de la precisién del método analitico, se analizaron seis muestras

iguales, seguidas en el tiempo, por el mismo operador y el mismo sistema analitico

para repetibilidad y en dias diferentes, manteniendo el mismo operador y sistema

analitico, para reproducibilidad.

En la Tabla 4.68., se muestran los valores medios de los coeficientes de

variacion obtenidos.

Tabla 4.68. Valores de CV'% en el calculo de la precision en naranja.

Plaguicidas CV % Repetibilidad CV % Reproducibilidad
LQ 10LQ LQ 10LQ
Metalaxil 72 1.4 9,7 3,2
Clorpirifos 7,0 1,1 12,3 2,4
Hexitiazox 72 1,0 10,9 3,3
Cialotrina 7,6 1,2 8,2 4,2
Abamectina 7,3 14 6,8 2,5

Como podemos observar, los valores obtenidos son realmente bajos, no
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Figura 4.56. /onizacion de los compuestos de interés en LC-MS/MS.

En el estudio de recuperacion, se fortificaron seis muestras de naranja, a dos
niveles de concentracion (LQ y 10LQ). Los resultados medios y el rango de méximo-
minimo de los valores obtenidos, tanto para condiciones de repetibilidad como de

reproducibilidad, se muestran en las Tablas 4.69. y 4.70.
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Tabla 4.69. Recuperaciones de las muestras de naranja fortificadas a LQ y 10LQ, en
condjciones de repetibilidad.

. LQ 10LQ
Plaguicidas . — — . — —
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Metalaxil 114.8 118 -111 105,3 119 - 100
Clorpirifos 115,2 120 -112 111,2 116 - 107
Hexitiazox 1135 119-108 112,3 116 - 109
Cialotrina 101,2 117 -82 74,2 79-72
Abamectina 111,0 116 - 103 100,7 118 -90

Tabla 4.70. Recuperaciones de las muestras fortificadas a LQ y 10LQ, en condiciones de

reproducibifidad.
- LQ 10LQ

PEGNIERES Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo

Metalaxil 115,8 118 - 109 104,8 112 - 98
Clorpirifos 109,8 116 - 102 112,3 118 - 107
Hexitiazox 111,0 119-90 115,7 120 - 113

Cialotrina 97,7 117-71 91,3 114 -72
Abamectina 105,7 117-98 101,3 119 - 82

Todos los valores obtenidos estan dentro del rango 70-120%, criterio

establecido como aceptable en el ensayo de validacion.

4.6.2. RESIDUOS

4.6.2.1. Residuos en naranja.

En la Tabla 4.71., se exponen los valores residuales encontrados en naranja, en
condiciones de buenas y criticas practicas agricolas y en la Figura 4.57., se representa

gréficamente la comparacion de estos valores con sus LMR.

Tabla 4.71. Residuos de los plaguicidas estudiados en naranyja.

Plaguicidas LMR CPA (ppb) BPA (ppb)
Metalaxil 500 390,1 178,4
Clorpirifos 300 751,2 4275
Hexitiazox 1000 20,4 <10
Cialotrina 200 230,7 150,6
Abamectina 15* 25,3 <10

*LQ
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Figura 4.57. Comparacion de los residuos en naranja bajo BPA y CPA, con su LMR.

Como se comprueba, tan sélo clorpirifos en ambos tipos de tratamiento y
cialotrina y abamectina en CPA, superan los LMR establecidos.

En las Figuras 4.58. y 4.59., se muestran como ejemplo los cromatogramas de

una muestra de naranja tratada bajo BPA y de una muestra de zumo de naranjas
tratadas bajo CPA, respectivamente.

Sample Chromatogram
+TIC MRM (** -> **) Naranja PS M1.d
2 x4 |1 1
s |
Q
(]

4.5

4
3.5
3
2.5
2
1.54
14

L L

0[2 0‘.4 0‘.5 0!8 1 1!2 1.‘4 1‘.6 1[8 I2 2‘2 2!4 2.‘6 2!8 3" 3‘.2 3[4 3!6 3‘3 tll 4.‘2 4!4 4[5 4‘.8 ‘5 5!2 5.‘4 5!6 5.‘8
Acquisition Time (min)

Quantitation Results
Compound RT

Response Conc
Metalaxyl 3444 119995 178.3658
Clorpirifos 4.860 18757 427.5345
Hexytiazox 4.918 378 4.4513
Cialotrina 5132 1105 150.6435
Abamectina 5.430 29 4.4698

Figura 4.58. Cromatograma de una muestra de naranja cultivada bajo BPA.
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Sample Chromatogram
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02040608 1 12141618 2 22242628 3 32343638 4 42444648 5 525456 58
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Metalaxyl 3.428 7477 13.1219
Clorpirifos 4.851 520 12.3091
Hexytiazox 4.893 216 2.7577
Cialotrina 5.132 235 33.3961

Figura 4.59. Cromatograma de una muestra de zumo de naranja cultivada bajo CPA.

4.6.2.2. Residuos en naranja procesada.

En la Tabla 4.72., se exponen los valores residuales encontrados durante las

diferentes etapas de fabricacion de zumo de naranja.

En la Figura 4.60., se representan graficamente las variaciones de los niveles
residuales presentes en la naranja y en las diferentes etapas de su manipulacion para

preparar zumo envasado.

Tabla 4.72. Valores residuales en /as diferentes etapas de fabricacion de zumo de naranja.

Plaguicida (ppb)
UG S Metalaxil |Clorpirifos | Hexitiazox | Cialotrina | Abamectina
M 178,4 4275 <10 150,6 <10
M. 1475 338,9 <10 120,9 <10
Ms 129,0 317,0 <10 118,2 <10
BPA Mg 11,2 <10 <10 31,3 <10
Ms 275,0 906,6 <10 192,9 <10
Ms <10 <10 <10 <10 <10
M7 <10 <10 <10 <10 <10
M 390,1 751,2 20,4 230,7 25,3
M. 206,0 570,9 11,0 177,0 13,4
Ms 165,3 336,9 <10 134,0 <10
CPA My <10 15,0 <10 52,6 <10
Ms 330,8 987,5 11,9 3145 24,8
Ms <10 13,1 <10 30,2 <10
M7 <10 12,3 <10 334 <10

Ma: cosecha; M2: lavado Clz; Ms: Exprimido; Ma: zumo; Ms: corteza; Ms: zumo pasteurizado; Mz almacenado 1 mes.
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Figura 4.60. Variacion de los residuos en el proceso de preparacion de zumo de naranja.

En ella, se ha omitido la etapa del pelado y el valor de los niveles en corteza,
para poder comparar de forma homogénea la influencia del lavado, exprimido y

pasteurizado del zumo en los valores residuales finales.

De lo expuesto, podemos observar que en la fase de exprimido y obtencién de
zumo los niveles residuales para todos los plaguicidas se reducen en mas del 75% del
valor inicial en naranja entera. Por lo tanto, la mayor parte de los residuos se van a

encontrar en la corteza de la naranja y muy pocos en el zumo (<10%).

Para las muestras de zumo pasteurizado tratadas bajo BPA los niveles
residuales para todos los plaguicidas estudiados es inferior al limite de cuantificacion.
Lo mismo ocurre para los ensayos bajo CPA, excepto para clorpirifos y cialotrina,

donde todavia quedan residuos cuantificables, aunque en niveles inferiores al LMR.

4.6.3. CONTROLES DE CALIDAD EN LOS ANALISIS DE NARANJA.

Se realizaron los controles de calidad para la recuperacibn de muestras
fortificadas de naranja y zumo a niveles de 10 ppb y 50 ppb, que fueron introducidas
en las secuencias de analisis dependiendo de la etapa de fabricacidbn que se estaba
analizando. En la Tabla 4.73., se muestran los porcentajes de recuperacion en las

diferentes etapas de elaboracion.
Como se puede comprobar todos los valores para todos los plaguicidas

estudiados, estan comprendidos entre 70-120%, criterio de aceptacion acordado en la

validacion del método.
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Tabla 4.73. Porcentajes de recuperacion en controles de calidad de las diferentes etapas de
fabricacion de zumo de naranja.

Plaguicidas Recuperacion
Etapas % (10 ppb) % (50 ppb)
M;-My 87 96,6
Metalaxil Ms 106 104,2
Mg 112 112,2
M;-My 103 106,4
Clorpirifos Ms 108 104
Mg 102 105,4
M;-My 111 99,6
Hexitiazox Ms 108 105,6
Mg 104 104,2
M;-My 94 96,6
Cialotrina Ms 110 103
Mg 105 94,8
M;-My 105 102,2
Abamectina Ms 99 102,2
Me 104 109,4

Mz: cosecha; Mz: lavado Clz; Ms; Exprimido; Ma: zumo; Ms: corteza; Ms: zumo pasteurizado.

4.6.4. FACTORES DE PROCESADO.

En la Tabla 4.74., se exponen los factores de transferencia calculados tanto en
las muestras de naranjas cultivadas bajo BPA como CPA. No tenemos en cuenta el
factor de procesamiento de la corteza ya que se comprueba claramente que la casi
totalidad de los residuos encontrados se localizan en dicha parte de la naranja y esta

parte no es utilizada para la obtencion del zumo.

Tabla 4.74. Factores de procesado calculados en naranjas tratadas bajo BPA y CPA y
sometidos al proceso de elaboracion de zumo.

- BPA CPA

Plaguicidas

Fl FZ F3 F4 Fglobal Fl FZ F3 F4 Fglobal
Metalaxil | 0,827 | 0,874 | 0,087 | O 0 |0528(0802| 0 0 0
Clorpirifos | 0,755 | 0,965 | 0 0 0 0,76 | 059 | 0,044 | 0873 | 0,017
Hexitiazox 0 0 0 0 0 |0539]| 0 0 0 0
Cialotrina | 0,803 | 0,977 | 0,265 | O 0 |0,767 | 0,757 | 0,392 | 0,574 | 0,145
Abamectina | 0 0 0 0 0 0529 0 0 0 0

F1=M2/M1 ; Fo=M3/M2 ; F3= Ma/M3 ; Fa= Me/M4 ;Fgiobai= Ms/M1

En la Figura 4.61., se representan graficamente los factores de procesado y sus

diferencias entre ambos tipos de tratamiento.
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Figura 4.61. Variacion de los factores de procesado del zumo de naranya.

Las diferentes etapas del procesado de la naranja entera influyen en la pérdida
casi total de los residuos independientemente de la concentracion inicial. Por ello, los
factores de procesado globales en los ensayos bajo BPA son cero y en los de CPA
también, excepto para cialotrina (0,145) y clorpirifos (0,017). Por tanto, los residuos de

plaguicidas se eliminan unidos a la corteza o en la pulpa de la naranja.

4.6.5. ENSAYOS DE BIODISPONIBILIDAD.

4.6.5.1. Efecto matriz.

En la Tabla 4.75., reflejamos las cantidades dializadas en los ensayos realizados
con disoluciones patron de todos los plaguicidas a diferentes concentraciones en agua,
también se realizan en naranja y zumo, para comprobar si existe un efecto de la matriz
en el porcentaje de dializacion y también se comprueba el efecto de la concentracion
de la materia activa en su posible absorcion. En este caso, solo se han realizado las
fortificaciones a tres niveles dados los bajos niveles residuales encontrados en los
zumos respecto a los valores en naranja total (por absorcion de los plaguicidas en los

aceites esenciales de la corteza).

Tabla 4.75. Cantidades dializadas (ppb) de los estdandares de los plaguicidas en agua.

ESTANDARES EN AGUA
[ppb] Metalaxil Clorpirifos Hexitiazox Cialotrina | Abamectina
200 37,0 <10 <10 <10 <10
1000 198,1 14,8 19,2 <10 <10
5000 755,3 53,2 57,1 <10 12,3

La Figura 4.62., representa los porcentajes dializados respecto a las cantidades

originales para las diferentes concentraciones de estandares estudiadas en agua.
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Figura 4.62. Porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas en agua.

Los porcentajes de dializacion para los plaguicidas estudiados no alcanzan el
5%, excepto metalaxil que presenta un valor cercano al 20% de la cantidad inicial,

posiblemente debido al caracter sistémico de este fungicida.

En la Tabla 4.76., se muestran las cantidades dializadas en los ensayos
realizados con todos los plaguicidas a diferentes concentraciones en naranja
(considerando el fruto completo), para comprobar el efecto de la cantidad de materia

activa, junto con el efecto matriz, en su posible absorcién.
En la Figura 4.63., se representan los porcentajes dializados respecto a las
cantidades originales para las diferentes concentraciones de estandares estudiados en

muestras de naranja.

Tabla 4.76. Cantidades dializadas de los plaguicidas en muestras de naranja.

ESTANDARES EN NARANJA
[ppb] Metalaxil Clorpirifos Hexitiazox Cialotrina Abamectina
200 22,0 <10 <10 <10 <10
1000 1198 <10 <10 <10 <10
5000 432,35 <10 <10 <10 <10
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Figura 4.63. Porcentajes dializados de metalaxil en naranja.

Como se observa, solamente metalaxil presenta dializacion en las 3
concentraciones, aungque en ningun caso ésta supera el 12 %, lo que puede ser debido
a gue presenta caracter sistémico y residual. Ademas, se produce un descenso
acusado en los porcentajes dializados por lo que la presencia de componentes de la
naranja en el extracto a dializar produce un efecto matriz, provocando una menor

absorcién de los plaguicidas por el organismo.

En la Tabla 4.77., se exponen las cantidades dializadas en los ensayos
realizados con disoluciones patron de todos los plaguicidas a diferentes
concentraciones en zumo de naranja, para determinar las posibles diferencias en la

absorcién entre diferentes matrices.

Tabla 4.77. Cantidades dializadas (ppb) de los plaguicidas en muestras de zumo de naranja.

ZUMO
[ppb] Metalaxil | Clorpirifos | Hexitiazox | Cialotrina | Abamectina
200 <10 <10 <10 <10 <10
1000 <10 <10 <10 <10 <10
5000 <10 <10 <10 <10 <10

Dado que las concentraciones dializadas son inferiores a 10 ppb en todos los
casos, no se ha realizado la gréfica para el porcentaje dializado de los plaguicidas
seleccionados en zumo de naranja. En este caso, metalaxil no presenta valores de

dializacion, a diferencia de los resultados en matriz de naranja.
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4.6.5.2. Biodisponibilidad en el material vegetal estudiado.

En la Tabla 4.78., se detallan los valores de las concentraciones de los
plaguicidas estudiados en los dializados de las muestras de naranja en fresco y zumo,

en ambas condiciones de cultivo.

Tabla 4.78. Cantidades dializadas (ppb) de las muestras para los plaguicidas seleccionados.

Plaguicidas BPA CPA
My M Ms My My M Ms My
Metalaxil 141 <10 <10 <10 29,9 <10 <10 <10
Clorpirifos <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Hexitiazox <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Cialotrina <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Abamectina <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Mz: cosecha; Ma: zumo; Ms: zumo pasteurizado; M7: zumo 1 mes.

En este caso, tan solo metalaxil presenta residuos en la primera etapa, aunque

éstos son muy inferiores a su LMR (500 ppb).

4.7. ESTUDIO 7. UVAY VINO.

4.7.1. VALIDACION ANALITICA

4.7.1.1. Validacion del método en uva

En la Tabla 4.79., se recogen las condiciones de andlisis para cada plaguicida.

Tabla 4.79. Condiciones de anélisis en LC-MS/MS para la matriz de uva.

Plaguicidas Técnica I6n principal | lon cuantificador | lon cualificador | tz(min,)
Boscalid [M+H]* 343 343 — 307 343 — 140 7,57
Penconazol [M+H]* 284 284 — 70 284 —»159 7,95
Tebufenocida [M+H]* 353,2 353,2 — 297,2 353,2 —» 1331 8,34
Kresoxim-metil | LC-MS/MS | [M+H]* 314,1 314,1 — 206,1 314,1 — 267 8,53
Trifloxistrobin [M+H]* 409 409 — 186 409 — 206 9,43
Clorpirifos [M+H]* 352,0 352,0 — 200,0 352,0 »97.0 10,24
Cialotrina [M+NH,]* 467 467 — 225 467 — 141 11,05

En la Tabla 4.80., se muestran las ecuaciones de las rectas de calibrado
obtenidas al comparar la respuesta del detector a cantidades crecientes de los

plaguicidas estudiados preparadas en matriz de uva.
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Tabla 4.80. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar y coeficiente de regresion de los
plaguicidas estudiados en matriz de uva, analizados en LC-MS/MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)

Plaguicida

Ecuacion RSD (%)

r

Boscalid

y =0,297617x + 0,002851 8,99

0,9990

Penconazol

y =1,155187x + 0,020041 5,37

0,9999

Tebufenocida

y = 2,874921x + 0,052448 3,70

0,9998

Kresoxim-metil

y = 0,354249x + 0,008726 10,43

0,9998

Trifloxistrobin

y =5,497684x + 0,065746 5,65

0,9999

Clorpirifos

y = 0,242439x- 0,002897 8,10

0,9997

Cialotrina

y =0,021152x + 8,04 x105 6,35

0,9998

En la Figura 4.64., se representan graficamente las rectas de calibrado de

seis plaguicidas estudiados.
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Figura 4.64. Rectas de calibrado en matriz uva.

(O]

En la Figura 4.65., se muestra, como ejemplo, un cromatograma de una

calibracion en matriz de uva al nivel de 10 ppb y en la Figura 4.66., la ruptura de iones

de los compuestos analizados.
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Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Boscalid 1.580 2061 10.0457
Penconazol 7451 7159 10.4728
Tebufenocida 8.356 20487 10.1440

Kresoxim-methyl
Trifloxistrobin
Clorpirifos
Cialotrina

8.553
9.528
10,342
11113

2816
34580
1570
144

10.4845
10.3139
110535
10.8736

Figura 4.65. Cromatograma de una calibracion en uva de 10 ppb.

En el estudio de la precision del método, se analizaron seis muestras iguales,

seguidas en el tiempo, por el mismo operador y el mismo sistema analitico para el

calculo de la repetibilidad y en dias diferentes, manteniendo el mismo operador y

sistema analitico, para la reproducibilidad.

En la Tabla 4.81., se muestran los valores medios de los coeficientes de

variacion obtenidos.

Tabla 4.81. Valores de CV% en el calculo de la precision en uva.

Plaguicidas CV % Repetibilidad CV % Reproducibilidad
LQ 10LQ LQ 10LQ

Boscalid 2,59 2,46 3,13 4,04
Penconazol 4,01 2,77 447 3,09
Tebufenocida 4,67 3,00 2,98 5,29
Kresoxim-metil 3,09 3,04 1,63 423
Trifloxistrobin 2,74 2,54 4,00 418
Clorpirifos 4,50 2,76 511 4,02
Cialotrina 4,76 3,86 6,79 3,88

Como podemos observar, los valores obtenidos son realmente bajos, no

superando en ningun caso el 20%, limite de aceptacion fijado por nosotros.
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Compound Graphics
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Figura 4.66. /onizacion de los compuestos de interés en LC-MS/MS.
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En el estudio de recuperacion, se fortificaron seis muestras de uva, a dos
niveles LQ y 10LQ. Los resultados medios y el rango de maximo-minimo de los valores
obtenidos se muestran en las Tablas 4.82. y 4.83. En la primera de ellas, se exponen
los resultados en condiciones de repetibilidad y en la segunda en condiciones de

reproducibilidad.

Tabla 4.82. Recuperaciones de las muestras de uva fortificadas a LQ y 10LQ, en condiciones

de repetibilidad.
o LQ 10LQ
Plaguicidas Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo
Boscalid 100,2 105-98 106,0 109 - 102
Penconazol 96,0 101-90 108,7 113 - 106
Tebufenocida 96,3 103-92 101,0 103 - 95
Kresoxim-metil 101,7 106 - 97 110,0 114 - 105
Trifloxistrobin 101,8 105 - 98 110,5 115- 107
Clorpirifos 107,0 114 - 100 113,7 118 - 109
Cialotrina 111,7 117 -102 1143 119 - 110

Tabla 4.83. Recuperaciones de las muestras de uva fortificadas a LQ y 10LQ, en condiciones

de reproducibilidad.
Plaguicidas . LQ, . — . 10L(? . —
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo

Boscalid 101,8 108 - 99 103,2 109 - 98
Penconazol 99,0 107 - 95 107,2 113-104
Tebufenocida 98,7 102-94 104,7 110 - 95
Kresoxim-metil 100,3 102 - 98 106,2 114 - 102
Trifloxistrobin 100,0 105-95 106,7 115-102
Clorpirifos 108,8 119-104 108,7 116 - 103
Cialotrina 104,5 114-94 114,0 118 - 109

También en este caso, se obtienen valores medios superiores al 98,7% para el
nivel de LQ y al 103,2 % para 10LQ; no sobrepasandose el 114 % para el caso mas
desfavorable. Todos los valores medios, asi como los méaximos-minimos estan dentro

del rango aceptado en esta validacién (70-120%).

4.7.1.2. Validacion del método en vino

Al tener que realizar medidas de residuos también en vino, consideramos
necesario realizar la validacion de la metodologia con esta matriz, basandonos en la
diferente estructura de la uva y de la composicion de la misma. Por ello, se realizo el
estudio de la validacién, con los mismos criterios que en el caso de la uva de

vinificacion y utilizando los mismos iones target para la identificacion de los plaguicidas
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estudiados (Tabla 4.79.). En la Tabla 4.84., se muestran las ecuaciones de las rectas

de calibracién, sus coeficientes de correlacion y sus desviaciones estandar relativas,

obtenidas con la matriz de vino.

Tabla 4.84. Ecuaciones de regresion, desviacion estandar relativa y coeficiente de regresion de
los plaguicidas estudiados en vino, analizados en LC-MS/MS.

Linealidad (0,005-0,1 ppm)

Plaguicida Ecuacion RSD(%) R?
Boscalid y =0,288744x + 0,006937 8,29 0,9998
Penconazol y =1,134442x + 0,023968 6,73 0,9999
Tebufenocida y = 2,839644x + 0,008442 4,50 0,9998
Kresoxim-metil y = 0,335692x + 0,014556 14,67 0,9998
Trifloxistrobin y =5,043221x + 0,196333 6,17 0,9997
Clorpirifos y = 0,243448x- 0,006533 5,36 0,9999
Cialotrina y =0,017833x + 8,02E-4 8,88 0,9998

En la Figura 4.67., se expone un cromatograma de una muestra de calibracion

de 10 ppb en matriz de vino.

Sample Chromatogram

+TIC MRM (** -> **) 10ppb Vino.d
2 xo41 1
=

S 144
1.2

1

0.8

0.6

0.4+

L

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 1|2 1‘3 1‘4
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
Boscalid 7.588 2256 10.0718
Penconazol 7.976 7041 10.8485
Tebufenocida 8.406 22062 9.9883
Kresoxim-methyl 8612 2505 9.7727
Trifloxistrobin 9553 35856 10.6540
Clorpirifos 10.350 1496 10.5659
Cialotrina 11121 130 9.6949

Figura 4.67. Cromatograma de una calibracion en vino de 10 ppb.

En la Tabla 4.85., se detallan los valores de los coeficientes de variabilidad

obtenidos en los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad.
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Tabla 4.85. Valores de CV% en el calculo de la precision en vino.

Plaguicidas CV % Repetibilidad CV % Reproducibilidad
LQ 10LQ LQ 10LQ
Boscalid 4,60 3,81 6,25 2,11
Penconazol 3,21 1,63 3,33 1,48
Tebufenocida 2,53 2,67 499 2,77
Kresoxim-metil 6,35 3,07 7,92 1,63
Trifloxistrobin 1,25 1,82 0,55 2,04
Clorpirifos 4,49 1,62 4,01 2,37
Cialotrina 4,35 1,97 8,69 7,40

Podemos observar que los valores de los coeficientes de variabilidad en ningun

caso superan el limite del 20% fijado por nosotros como limite de aceptacion.

Igualmente, se comprobaron los valores de exactitud obtenidos para seis
muestras iguales en condiciones de repetibilidad (Tabla 4.86.) y de reproducibilidad
(Tabla 4.87.). Como se muestra, en todos los casos se cumplen también los criterios
de aceptacion acordados y tanto los valores medios, como los intervalos de maximo-

minimo, estan comprendidos entre el 70-120%.

Tabla 4.86. Recuperaciones de las muestras de vino fortificadas a LQ y 10LQ, en condiciones

de repetibilidad.
- L 10L
PREIERES Media ﬁéximo-Minimo Media I\/?éximo-Minimo
Boscalid 100,7 108 -96 98,83 103-94
Penconazol 91,7 97 -89 100,5 102 - 98
Tebufenocida 92,3 95-90 106,8 110- 103
Kresoxim-metil 95,3 103 -89 100,5 106 - 98
Trifloxistrobin 93,2 95-92 104,0 106 - 101
Clorpirifos 98,3 103 -92 1015 104 - 99
Cialotrina 99,5 102-91 85,0 87-83

Tabla 4.87. Recuperaciones de las muestras de vino fortificadas a LQ y 10LQ, en condiciones

de reproducibilidad.
Plaguicidas . LQ, . — . 10LQ, . —
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo

Boscalid 95,3 102 - 87 98,5 101 -95
Penconazol 96,5 100-91 99,2 101 -98
Tebufenocida 95,2 103-91 102,0 105 - 98
Kresoxim-metil 98,3 109 -90 100,3 103 - 98
Trifloxistrobin 93,3 94 -93 101,5 104 - 99
Clorpirifos 97,8 103-93 101,2 105 - 99
Cialotrina 101,3 112 -86 92,7 101 -83
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Por todo lo expuesto, podemos asegurar que la metodologia empleada para la

determinacién de los residuos de los plaguicidas seleccionados en uva y vino es exacta
y precisa.

4.7.2. RESIDUOS.

4.7.2.1. Residuos en uva.

En la Tabla 4.88., se exponen los valores residuales encontrados en uva, en

condiciones de buenas y criticas practicas agricolas (BPA y CPA).

Tabla 4.88. Residuos de los plaguicidas estudiados en uva.

Plaguicidas LMR CPA (ppb) BPA (ppb)
Boscalid 5000 161,78 43,68
Penconazol 200 74,21 <10
Tebufenocida 3000 253,53 182,76
Kresoxim-metil 1000 55,3 <10
Trifloxistrobin 3000 81,86 <10
Clorpirifos 500 434,67 25,66
Cialotrina 200 41,23 22,45

En la Figura 4.68., se expone la representacion grafica de la comparacion de los

residuos encontrados en ambos tipos de cultivo, frente a sus LMR.

ppb
5000 -
4000 -
3000 - « >
Cialotrina
2000 1 &> «> Clorpirifos
<> <> Trifloxistrobin
1000 - @ Kresoxim-metil
0 - . :rebufenocida
Isenconazol
éoscalid

Figura 4.68. Comparacion de los residuos en uva bajo BPA y CPA, con su LMR.
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En ningln caso, los residuos encontrados en la uva vendimiada superan los

LMR establecidos en la legislacion europea para uva de vinificacibn en estas materias

activas. En todos los casos los niveles residuales para ambos tipos de tratamiento

estan por debajo del 10% de los maximos autorizados.

4.7.2.2. Residuos en vino.

En la Tabla 4.89., se exponen los valores residuales encontrados tanto en

cosecha (M;) como en las diferentes etapas de la elaboracion de vino. En la Figura

4.69., se exponen las variaciones de los residuos encontrados en las diferentes etapas

del proceso de vinificacion.

Tabla 4.89. Valores residuales en las diferentes etapas de la elaboracion de vino.

Plaguicida (ppb)
Tratamiento | Muestra
Boscalid | Penconazol | Tebufenocida | Kresoxim-metil | Trifloxistrobin | Clorpirifos | Cialotrina

Mz 43,68 <10 182,76 <10 <10 25,66 22,45
M2 24,30 <10 90,62 <10 <10 11,02 13,47
M3 29,12 <10 95,22 <10 11,65 21,46 17,06
Ma 20,25 <10 52,18 <10 <10 <10 12,29
Ms 108,02 <10 354,91 <10 29,08 65,85 42,65

BPA Ms 37,26 <10 98,21 <10 17,45 26,39 21,61
M7 <10 <10 24,23 <10 <10 <10 <10
Ms <10 <10 22,79 <10 <10 <10 <10
Ms <10 <10 21,58 <10 <10 <10 <10
Mo <10 <10 2247 <10 <10 <10 <10
M1 22,20 <10 47,67 <10 <10 <10 <10
M1z <10 <10 21,71 <10 <10 <10 <10
Mz 161,78 74,21 253,53 55,3 81,86 434,67 41,22
M2 112,84 60,93 222,79 37,84 67,76 403,88 38,27
M3 120,59 64,19 263,0 48,39 74,82 368,08 37,15
Ma 61,74 30,16 118,65 24,30 39,41 274,53 23,83
Ms 327,89 173,26 692,19 100,33 210,77 1470,63 10,25

CPA Ms 148,93 84,43 257,82 66,29 131,04 829,08 62,02
M7 25,55 <10 60,23 <10 <10 <10 <10
Ms 27,93 <10 60,19 <10 <10 <10 <10
Mg 25,96 <10 57,29 <10 <10 <10 <10
Mao 27,26 <10 58,86 <10 <10 <10 <10
M1 43,69 15,52 81,31 11,38 12,76 64,07 <10
M2 23,62 <10 50,30 <10 <10 <10 <10

Mz1: Cosecha; M2: Estrujado; M3: %2 maceracion; Ma: Mosto-vino; Ms: Orujo; Ms: Heces; My: Vino; Ms: Vino 7 dias; Mo: Clarificado;
Mio: Sin clarificar; Mu1: Lias; Mi2: Filtrado.

-202 -




Resultados y discusion

Sandra Cermefio OImos

400
Etapas BPA 1600 _ Etapas CPA

350 A 1400 ®

300 —4=Boscalid 1200 —4=Boscalid
li=p | =P, |

250 enconazo 1000 enconazo
A= Tebufenocida 4= Tebufenocida

200 A == Kresoxim-metil 800 @ == Kresoxim-metil

150 === Trifloxistrobin 600 A =t&=Trifloxistrobin
4= Clorpirifos @ - Clorpirifos

100 LA A Cialotrina 400 @ X { Cialotrina

* Sadie A - A

BONAA .
3 —_—
0 % - 0 TN i )L’:}j

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l M12 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l M12

Figura 4.69. Variacion de los residuos en el proceso de elaboracion de vino.

Como se puede observar las fases que presentan mayores disminuciones en la
concentracion de residuos de plaguicidas son aquellas donde se produce una
eliminacién de partes sélidas (prensado, trasiego y clarificacion), ya que al eliminar del
proceso de elaboracion del vino los subproductos del mismo (orujo, heces y lias), éstos
compuestos solidos absorben cantidades importantes de los plaguicidas estudiados.
Por el contrario, las fases donde menor eliminacion se produce son la clarificacion y

filtrado del vino trasegado.

Lo anterior nos indica que no existe ningln riesgo toxicol6gico en el vino
obtenido, ya que la casi totalidad del residuo que hemos encontrado en la uva se
elimina durante la fermentacion alcohdlica y clarificacion. Sin embargo, los
subproductos del vino (orujo, heces y lias) que pueden ser utilizados en la industria si

pueden presentar un riesgo por la acumulacién de los plaguicidas en los mismos.

4.7.3. CONTROLES DE CALIDAD EN LOS ANALISIS DE UVAY VINO.

Al igual que en los estudios anteriores, se realizaron los controles de calidad
para la recuperacion de muestras fortificadas de uva y vino a niveles de 10 ppb y 50
ppb. En la Tabla 4.90., se muestran los porcentajes de recuperacion de las muestras
fortificadas incluidas en las secuencias donde se analizaban las muestras de las

diferentes etapas de elaboracion de vino.
Como se puede comprobar todos los valores para todos los plaguicidas

estudiados, estan comprendidos entre 70-120%, criterio de aceptacion acordado en la

validacion del método.
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Tabla 4.90. Porcentajes de recuperacion en controles de calidad de las diferentes etapas de

elaboracion de vino.

Recuperacion
Plaguicidas Etapas % (10 ppb) % (50 ppb)

Mi-My 94 96,6

Boscalid M- 110 103
Mio 105 94.8

Mi-My 87 96,6
Penconazol M- 106 104,2
Mio 112 112,2

M;-M4 99 100

Tebufenocida M- 101 104

Mo 98 99
Mi-My 105 102,2
Kresoxim-metil M- 99 102,2
Mo 104 109,4
Mi-My 114 107,4
Trifloxistrobin M- 100 100,8
Mio 110 113,4
Mi-My 103 106,4

Clorpirifos My 108 104
Mio 102 105,4

Mi-My 111 99,6
Cialotrina M- 108 105,6
Mio 104 104,2

Mz1: Cosecha; M2: Estrujado; Ma: 2 maceracion; Ma: Mosto-vino; Mz: Vino; Mio: Sin clarificar

4.7.4. FACTORES DE PROCESADO.

En la Tabla 4.91., se exponen los factores de procesado tanto en las muestras

tratadas bajo BPA como CPA.

Se puede observar que solamente la etapa de prensado, en donde se separa el

orujo, (F4) y posteriormente en las etapas de clarificado y filtrado (F;, Fg, Fo y Fi0) se

sobrepasa el valor 1. Ello se debe a que en estas fases se separan del vino los

componentes que por adsorcién y absorcion eliminan practicamente los residuos de

plaguicidas del mosto o del vino.

Se debe resaltar que los Unicos plaguicidas que presentan factores globales de

procesado, boscalid y tebufenocida, no alcanzan el 0,2. En el resto de los plaguicidas

estudiados no existen acumulaciones de sus residuos durante la vinificacion.

-204 -



Resultados y discusion

Sandra Cermefio OImos

Tabla 4.91. Factores de procesado en uva tratada bajo BPA y CPA y sometida a vinificacion.

Plaguicida
Tratamiento | Factor
Boscalid | Penconazol | Tebufenocida | Kresoxim-metil | Trifloxistrobin | Clorpirifos | Cialotrina
Fi 0,56 0 0,59 0 0 0,43 1,2
F 1,20 0 1,05 0 0 1,95 1,27
Fs 0,69 0 0,55 0 - 0 0,72
Fs 5,33 0 6,8 0 0 0,4 3,47
Fs 0,34 0 0,28 0 - 0 0,5
BPA Fe 0 0 0,25 0 0,6 0 0
Fr 0 0 0,94 0 0 0 0
Fs 0 0 0,95 0 0 0 0
Fo 0 0 1,04 0 0 0 0
Fio 0 0 2,12 0 0 0 0
Falobal 0 0 0,14 0 0 0 0
Fi 0,69 0,82 0,38 0,68 0,83 0,93 0,93
F 1,07 1,05 1,18 1,27 11 0,91 0,98
Fs 0,51 0,47 0,45 0,5 0,53 0,74 0,64
Fs 5,31 5,74 5,83 4,13 5,34 5,36 0,43
Fs 0,45 0,49 0,37 0,66 0,62 0,56 6,05
CPA Fs 0,17 0 0,23 0 0 0 0
Fr 1,09 0 0,99 0 0 0 0
Fs 1,05 0 0,95 0 0 0 0
Fo 1,05 0 1,03 0 0 0 0
Fio 16 - 1,38 - - - 0
Fglobal 0,15 0 0,19 0 0 0 0

F1=M2/M1; Fo=MslMz2 ; F3= Ma/M3; Fa: Ms/Ma; Fs: Me/Ms; Fe: Mz/Me; F7: Ma/M7; Fs: Mo/Ms;; Fo: M1o/Ms ; F10: M11/M1o; Fgiobai= M12/M1

En la Figura 4.70., se representa graficamente la variacion de los factores de

procesado en la uva y en ambos tipos de cultivo.
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Figura 4.70. Variacion de los factores de procesado de la uva de vinificacion.
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4.7.5. ENSAYOS DE BIODISPONIBILIDAD.

4.7.5.1. Efecto matriz.

En el presente apartado se ha realizado un estudio de efecto de la matriz en la
capacidad de didlisis de los plaguicidas estudiados. Para ello, se han utilizado
disoluciones patron de los estandares a concentraciones de 100, 500, 1000, 2000 y
5000 ppb, para fortificar cuatro matrices: agua (matriz blanca o patrén), etanol, vino y
uva. En la Tabla 4.92., se exponen los valores de las cantidades y porcentajes

dializados de los estandares de los plaguicidas ensayados, en agua.

Tabla 4.92. Cantidades dializadas de los estandares de los plaguicidas en agua.

Estandares en agua

E)gputg Boscalid Penconazol Tebufenocida | Kresoxim-metil | Trifloxistrobin Clorpirifos Cialotrina
ppb % ppb % ppb % ppb % ppb % ppb % ppb %
100 21,7 21,7 25 25| 2872 28,2 23,4 234 | 16,6 16,6 <10 0 <10 0
500 1247 2494 | 128,3 25,66 | 1374 | 27,48 121 242 | 11,7 15,54 <10 0 <10 0
1000 | 157,3 15,73 | 161,7 16,17 163 16,3 163,1 16,31 | 96,4 9,64 <10 0 <10 0
2000 | 237,9 119 | 2373 | 1187 | 229 1145 | 2355 | 11,78 | 136 6,8 | <10 0| <10 0
5000 | 7106 | 14,21 | 6708 | 1342 | 607,3 | 12,15 | 6133 | 12,27 | 311 6,22 | 114 023 | <10 0

En la Figura 4.71., se exponen graficamente las variaciones porcentuales de los

plaguicidas dializados en la experiencia.

Estandares en agua

H Boscalid

H Penconazol

H Tebufenocida
H Kresoxim-metil
I Trifloxistrobin
H Clorpirifos

W Cialotrina

100 500 1000 2000 5000
ppb

Figura 4.71. Variacion de los porcentajes de los estandares dializados en agua.
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En la Tabla 4.93., se exponen los valores de las cantidades y porcentajes

dializados de los estandares de los plaguicidas ensayados, en etanol.

Tabla 4.93. Cantidades dializadas de los estandares de los plaguicidas en etanol.

Estandares es etanol

[E%po?-]l Boscalid Penconazol Tebufenocida | Kresoxim-metil | Trifloxistrobin Clorpirifos Cialotrina

ppb % ppb % ppb % ppb % ppb % ppb % ppb %
100 21,6 21,6 22,4 22,4 25,8 25,8 21,8 21,8 11,6 11,6 <10 0 <10 0
500 1016 | 20,32 | 1042 | 20,84 | 120,6 | 24,12 | 107,8 | 21,56 55,5 11,1 <10 <10 0
1000 | 150,6 | 15,06 | 1489 | 14,89 | 1657 | 16,57 | 154,3 | 1543 73,7 7,37 <10 <10 0
2000 | 4216 | 21,08 | 4099 20,5 4388 | 2194 | 4216 | 21,08 | 2378 | 11,89 <10 0 <10 0
5000 | 8457 | 16,91 | 7995 | 1599 | 8086 | 16,17 | 7848 | 157 | 423,7 | 847 15,9 0,32 <10 0

En la Figura 4.72., se exponen graficamente las variaciones porcentuales de los

plaguicidas dializados en la experiencia.

Figura 4.72. Variacion de los porcentajes de los estdandares dializados en etanol.

100

Estandares en etanol

500

1000

ppb

2000

5000

M Boscalid

M Penconazol

M Tebufenocida
M Kresoxim-metil
 Trifloxistrobin
H Clorpirifos

H Cialotrina

En la Tabla 4.94., se exponen los valores de las cantidades y porcentajes

dializados de los estandares de los plaguicidas ensayados, en vino.

Tabla 4.94. Cantidades dializadas de los plaguicidas en vino.

Plaguicida

[\F;i?]t;] Boscalid Penconazol Tebufenocida | Kresoxim-metil | Trifloxistrobin Clorpirifos Cialotrina
ppb % ppb % ppb % ppb % ppb % ppb % Ppb %

100 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0
500 18,1 3,62 18,2 3,64 22,3 4,46 20,3 4,06 10,8 2,16 <10 0 <10 0
1000 | 1618 | 16,18 | 157,5 | 1575 | 1724 | 1724 | 1726 | 1726 | 921 921 | <10 0 <10 0
2000 | 3189 | 1595 | 2983 | 14,92 | 3369 | 16,85 | 3456 | 17,28 | 169,3 847 | <10 0 <10 0
5000 | 559,2 | 11,18 | 504,7 | 10,09 | 5452 109 | 5574 | 11,15 | 2761 552 | <10 0 <10 0
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En la Figura 4.73., se exponen graficamente las variaciones porcentuales de los

plaguicidas dializados en la experiencia.

Estandares en vino

100 500

1000
ppb

2000

11

5000

H Boscalid

i Penconazol

H Tebufenocida
M Kresoxim-metil
i Trifloxistrobin
H Clorpirifos

 Cialotrina

Figura 4.73. Variacion de los porcentajes dializados en vino.

Por dltimo, en la Tabla 4.95., se exponen los valores de las cantidades y

porcentajes dializados de los estandares de los plaguicidas ensayados, en uva y en la

Figura 4.74., las variaciones porcentuales en los dializados.

Tabla 4.95. Cantidades dializadas de los plaguicidas en uva.

Plaguicida

[Bsg] Boscalid Penconazol Tebufenocida | Kresoxim-metil | Trifloxistrobin Clorpirifos Cialotrina
ppb % ppb % ppb % ppb % Ppb % ppb % ppb %

100 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 <10 0 <10 <10 0
500 454 9,08 36,7 7,34 42,9 8,58 455 91 121 2,42 <10 <10 0
1000 | 89,0 89 71,8 7,18 84,7 8,47 92,5 9,25 27,8 2,78 <10 <10 0
2000 | 1546 | 7,73 | 1245 | 6,23 | 1437 | 7,19 | 1614 | 8,07 47,2 2,36 <10 <10 0
5000 | 339,9 6.8 2734 | 547 | 3113 | 6,23 | 3246 | 649 90,1 18 15,9 0,32 <10 0

De los datos obtenidos en las tablas anteriores se deduce que la presencia de

etanol produce un aumento en el procentaje de dializacion para todos los plaguicidas

estudiados, ello puede ser debido a que el etanol hace que aumente la solubilidad de

las distintas materias activas y por lo tanto tenga una mayor capacidad para dializarse.

También puede que la presencia de etanol produzca una mayor permeabilidad en la

membrana. Cuando la matriz es vino (disolucion hidroalcohdlica) disminuye la dialisis

con respecto al agua; esta disminucién puede ser debida al efecto matriz que llevan a

acabo componentes del vino como azlcares residuales, acidos organicos, compuestos
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fendlicos, etc. Por ultimo, para la uva, donde hay una presencia muy importante de

azlcares, se produce una mayor disminucién del porcentaje dializado.

Estandares en uva

10 4

B Boscalid

i Penconazol

E Tebufenocida
B Kresoxim-metil
i Trifloxistrobin
M Clorpirifos

M Cialotrina

100 500 1000 2000 5000
ppb

Figura 4.74. Variacion de los porcentajes dializados en uva.

También se observa que con el aumento de la concentracion se produce una
disminucién del porcentaje de dialisis. Los plaguicidas que tienen una mayor capacidad
de absorcion a través de la membrana son boscalid, penconazol, tebufenocida y
kresoxim-metil. Para cialotrina, en cualquier matriz, no existe dializacion a las

concentraciones ensayadas; y para clorpirifos s6lo se produce dialisis en la de 5000

ppb.

4.7.5.2. Biodisponibilidad del material vegetal estudiado.

Los estudios de biodisponibilidad realizados tanto en uva como en el vino
obtenido, procedentes de los tratamientos con buenas y criticas practicas agricolas,
corroboraron que en ningun caso se detectaron residuos de los plaguicidas ensayados
en los dializados de todas estas muestras, lo que indica que a pesar de que las uvas o
sus vinos pudieran presentar residuos, estos no son capaces de atravesar la membrana

digestiva y no tendrian efecto toxicologico sobre el consumidor.

4.8. ESTUDIO 8. CALCULOS DE INGESTION.

En este estudio se han calculado las ingestiones diarias estimadas (IDE) en

funcién del consumo del producto en fresco y de sus manufacturados, segun datos de
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la Encuesta Nacional de consumo Familiar (INE, 2005) y de los datos del Ministerio de

Agricultura y Medio Ambiente para los afios 2013-15 (MAGRAMA, 2014), separando los

datos en consumo nacional, en la Regién de Murcia y en ambientes urbanos y no

urbanos.

En los casos concretos de albaricoque, calabacin y lechuga, se han hecho los

calculos sélo de los productos en fresco al no disponer de datos sobre el consumo de

conserva, congelados y cuarta gama, respectivamente. En todos los apartados de este

estudio seguiremos la misma sistematica, exponiendo los datos de consumo y

posteriormente los resultados de los célculos de IDE y de la relacién IDE/IDA, para

comprobar el posible riesgo alimentario en cada caso.

4.8.1. ALBARICOQUE.

En la Tabla 4.96., se exponen las cifras de consumo de albaricoque en fresco,

expresadas en kg/persona y afo.

Tabla 4.96. Consumo de albaricoque en fresco.

Consumo Albaricoque
Nacional 0,57
Region de Murcia 0,47
Urbano 0,69
No urbano 0,45

En las Tablas 4.97. y 4.98., se exponen los valores de IDA, los calculos de IDE y

de la relacion IDE/IDA (expresados en mg plaguicida/kg de persona y dia) para

albaricoque en fresco y en los dos tipos de cultivo BPA y CPA.

Tabla 4.97. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de albaricoque tratado bajo BPA.

ALBARICOQUE. BPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano

Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Tiacloprid 0,01 1,4523E-06 | 0,00014523 | 1,1975E-06 | 0,00011975 | 1,7581E-06 | 0,00017581 | 1,1466E-06 | 0,00011466
Bupirimato 0,05 35918E-07 | 7,1836E-06 | 2,9616E-07 | 59233E-06 | 4,3479E-07 | 8,6959E-06 | 2,8356E-07 5,6712E-06
Spinosad 0,024 | 4,6537E-06 0,0001939 3,8373E-06 | 0,00015989 | 5,6334E-06 | 0,00023473 | 3,674E-06 0,00015308
Flusilazol 0,002 | 3,5189E-06 | 0,00175945 | 2,9016E-06 | 0,00145078 | 4,2597E-06 | 0,00212986 | 2,7781E-06 | 0,00138904
Triflumizol 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0
Piridaben 0,01 55595E-06 | 0,00055595 | 4,5841E-06 | 0,00045841 | 6,7299E-06 | 0,00067299 | 4,389E-06 0,0004389
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Tabla 4.98. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de albaricoque en fresco cultivado bajo CPA.

ALBARICOQUE. CPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano

Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Tiacloprid 0,01 5,8145E-06 0,00058145 4,7944E-06 0,00047944 7,0386E-06 | 0,00070386 | 4,5904E-06 0,00045904
Bupirimato 0,05 7,3137E-06 | 0,00014627 | 6,0306E-06 | 0,00012061 | 8,8534E-06 | 0,00017707 | 5,774E-06 0,00011548
Spinosad 0,024 | 6,1503E-06 | 0,00025626 | 5,0713E-06 0,0002113 7,4451E-06 | 0,00031021 | 4,8555E-06 | 0,00020231
Flusilazol 0,002 | 1,3251E-05 | 0,00662527 | 1,0926E-05 | 0,00546295 1,604E-05 | 0,00802007 | 1,0461E-05 | 0,00523048
Triflumizol 0,05 7,069E-06 0,00014138 5,8289E-06 0,00011658 8,5573E-06 | 0,00017115 | 5,5808E-06 0,00011162
Piridaben 0,01 1,4068E-05 0,00140678 1,16E-05 0,00115998 1,7029E-05 | 0,00170295 | 1,1106E-05 0,00111062

Como podemos observar la relacion IDE/IDA alcanza, en general, valores
inferiores a una milésima de la unidad, siendo aln mas baja en el caso del cultivo
tratado bajo condiciones BPA. Estos valores, menores de la unidad, ponen en evidencia

el riesgo nulo de ingestion de esta fruta en condiciones de mercado.

4.8.2. MELOCOTON.

En la Tabla 4.99., se exponen las cifras de consumo de melocotdn en fresco y

en conserva, expresadas en kg/persona y afio.

Tabla 4.99. Consumo de melocoton en fresco y en conserva.

Consumo En fresco Conserva
Nacional 6,31 0,67
Regién de Murcia 6,23 0,38
Urbano 6,63 0,63
No urbano 5,96 0,72

En las Tablas 4.100. a 4.103., se exponen los valores de IDA, los calculos de
IDE y de la relacion IDE/IDA (expresados en mg plaguicida/kg de persona y dia) para

melocotdn en fresco y en conserva, para los dos tipos de cultivo BPA y CPA.
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Tabla 4.100. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de melocoton en fresco cultivado bajo BPA.

MELOCOTON. BPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Flonicamida | 0,025 | 2,2589E-05 | 0,00090357 | 2,2303E-05 | 0,00089211 | 2,3735E-05 | 0,00094939 | 2,1336E-05 | 0,00085345
Imidacloprid | 0,06 | 7,4913E-06 | 0,00012486 | 7,3963E-06 | 0,00012327 | 7,8712E-06 | 0,00013119 | 7,0758E-06 | 0,00011793
Ciproconazol | 0,02 3544E-06 | 0,0001772 | 3,499E-06 | 0,00017495 | 3,7237E-06 | 0,00018618 | 3,3474E-06 | 0,00016737
Fludioxinil 0,37 | 0,00018532 | 0,00050088 | 0,00018297 | 0,00049452 | 0,00019472 | 0,00052628 | 0,00017504 | 0,00047309
Ciprodinil 0,03 | 0,00012297 | 0,0040991 | 0,00012141 | 0,00404713 | 0,00012921 | 0,00430698 | 0,00011615 | 0,00387173

Bupirimato 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0
Cialotrina | 0,0025 | 6,9439E-06 | 0,00277755 | 6,8558E-06 | 0,00274234 | 7,296E-06 | 0,00291841 | 6,5587E-06 | 0,00262349

Tabla 4.101. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de melocoton en fresco cultivado bajo CPA.

MELOCOTON. CPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Flonicamida | 0,025 | 6,3388E-05 | 0,00253553 | 6,2584E-05 | 0,00250338 | 6,6603E-05 | 0,00266411 | 5,9872E-05 | 0,00239489
Imidacloprid | 0,06 | 4,3104E-05 | 0,0007184 | 4,2557E-05 | 0,00070929 | 4,529E-05 | 0,00075483 | 4,0713E-05 | 0,00067855
Ciproconazol | 0,02 | 7,6642E-06 | 0,00038321 | 7,567E-06 | 0,00037835 | 8,0529E-06 | 0,00040264 | 7,2391E-06 | 0,00036195
Fludioxinil 0,37 | 0,00033388 | 0,00090239 | 0,00032965 | 0,00089094 | 0,00035081 | 0,00094815 | 0,00031536 | 0,00085233
Ciprodinil 0,03 | 0,00025857 | 0,00861886 | 0,00025529 | 0,00850959 | 0,00027168 | 0,00905595 | 0,00024422 | 0,0081408
Bupirimato 0,05 | 59642E-05 | 0,00119285 | 5,8886E-05 | 0,00117773 | 6,2667E-05 | 0,00125334 | 5,6334E-05 | 0,00112668
Cialotrina | 0,0025 | 1,4867E-05 | 0,00594696 | 1,4679E-05 | 0,00587156 | 1,5621E-05 | 0,00624855 | 1,4043E-05 | 0,0056171

Tabla 4.102. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de melocoton en conserva cultivado bajo BPA.

MELOCOTON EN CONSERVA. BPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Flonicamida | 0,025 | 1,3283E-05 | 0,00053131 | 1,3114E-05 | 0,00052457 | 1,3956E-05 | 0,00055825 | 1,2546E-05 | 0,00050184
Imidacloprid 0,06 3,1406E-06 | 5,2343E-05 | 3,1008E-06 5,168E-05 3,2999E-06 | 5,4998E-05 | 2,9664E-06 4,944E-05
Ciproconazol | 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0
Fludioxinil 0,37 4,78E-05 0,00012919 | 4,7194E-05 | 0,00012755 | 5,0225E-05 | 0,00013574 | 4,5149E-05 | 0,00012202
Ciprodinil 0,03 3,3077E-05 | 0,00110257 | 3,2658E-05 | 0,00108859 | 3,4755E-05 | 0,00115848 | 3,1242E-05 | 0,00104141
Bupirimato 0,05 0 0 0 0 0 0 0 0
Cialotrina 0,0025 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla 4.103. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de melocoton en conserva cultivado bajo CPA.

MELOCOTON EN CONSERVA.CPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plagucida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Flonicamida | 0,025 | 3,5267E-05 | 0,00141067 3,482E-05 0,00139279 | 3,7055E-05 | 0,00148221 | 3,3311E-05 | 0,00133243
Imidacloprid 0,06 1,7345E-05 | 0,00028909 | 1,7125E-05 | 0,00028542 | 1,8225E-05 | 0,00030375 | 1,6383E-05 | 0,00027305
Ciproconazol | 0,02 3,1694E-06 | 0,00015847 | 3,1292E-06 | 0,00015646 | 3,3301E-06 | 0,00016651 | 2,9936E-06 | 0,00014968
Fludioxinil 0,37 6,9554E-05 | 0,00018798 | 6,8672E-05 0,0001856 7,3081E-05 | 0,00019752 | 6,5696E-05 | 0,00017756

Ciprodinil 0,03 8,1742E-05 | 0,00272473 | 8,0706E-05 | 0,00269018 | 8,5887E-05 | 0,00286291 | 7,7208E-05 0,0025736
Bupirimato 0,05 8,3845E-06 | 0,00016769 | 8,2782E-06 | 0,00016556 | 8,8097E-06 | 0,00017619 | 7,9195E-06 | 0,00015839
Cialotrina 0,0025 | 4,7253E-06 | 0,00189012 | 4,6654E-06 | 0,00186616 | 4,9649E-06 | 0,00198597 | 4,4632E-06 | 0,00178528

Como se puede comprobar, la relacion IDE/IDA, tanto en el consumo en fresco
como en conserva, alcanza valores préximos a la milésima de unidad, lo que asegura la
falta total de riesgo toxicol6gico en el consumo de melocoton en cualquiera de los

ambitos de poblacién estudiados.

4.8.3. CALABACIN.

En la Tabla 4.104., se exponen solo las cifras de consumo de calabacin en
fresco, expresadas en kg/persona y afio, al no disponer de cifras de consumo de

congelado.

Tabla 4.104. Consumo de calabacin en fresco.

Consumo Calabacin
Nacional 0,70
Region de Murcia 0,66
Urbano 0,82
No urbano 0,56

En las Tablas 4.105. y 4.106., se exponen los valores de IDA, los calculos de
IDE y de la relacion IDE/IDA (expresados en mg plaguicida/kg de persona y dia) para

calabacin en fresco y en los dos tipos de cultivo BPA y CPA.

En el caso del calabacin, la relacion IDE/IDA disminuye aln mas que en los
casos anteriores, alcanzando valores proximos a la cienmilésima de la unidad e incluso
a la millonésima, asegurando asi la total seguridad toxicologica en la ingestion de esta

solanacea.
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Tabla 4.105. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de calabacin en fresco cultivado bajo BPA.

CALABACIN. BPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Imidacloprid 0,06 | 4,8904E-07 | 8,15068E-06 | 4,611E-07 | 7,6849E-06 | 5,7288E-07 | 9,5479E-06 | 3,9123E-07 | 6,5205E-06

Dietofencarb 0,43 0 0 0 0 0 0 0 0
Piriproxifén 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0
Miclobutanil 0,06 7,5434E-07 | 1,25723E-05 | 7,1123E-07 | 1,1854E-05 8,8365E-07 | 1,4728E-05 | 6,0347E-07 | 1,0058E-05
Trifloxistrobin 01 4,2511E-07 | 4,25114E-06 | 4,0082E-07 | 4,0082E-06 | 4,9799E-07 | 4,9799E-06 | 3,4009E-07 | 3,4009E-06
Deltametrina 0,01 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 4.106. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de calabacin en fresco cultivado bajo CPA.

CALABACIN. CPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Imidacloprid 0,06 1,5918E-06 | 2,65297E-05 | 1,5008E-06 | 2,5014E-05 1,8647E-06 | 3,1078E-05 | 1,2734E-06 | 2,1224E-05
Dietofencarb 0,43 3,1516E-06 7,3293E-06 | 2,9715E-06 | 6,9105E-06 3,6919E-06 | 8,5857E-06 | 2,5213E-06 | 5,8634E-06
Piriproxifén 01 0 0 0 0 0 0 0 0
Miclobutanil 0,06 9,3653E-07 | 1,56088E-05 | 8,8301E-07 | 1,4717E-05 1,0971E-06 | 1,8285E-05 | 7,4922E-07 | 1,2487E-05
Trifloxistrobin 01 1,3393E-06 | 1,33927E-05 | 1,2627E-06 | 1,2627E-05 | 1,5689E-06 | 1,5689E-05 | 1,0714E-06 | 1,0714E-05
Deltametrina 0,01 0 0 0 0 0 0 0 0

4.8.4. LECHUGA.

En la Tabla 4.107., se exponen sdlo las cifras de consumo de lechuga en fresco

(expresadas en kg/persona y afio), al no disponer de cifras de consumo de lechuga

preparada como ensalada o cuarta gama.

Tabla 4.107. Consumo de lechuga en fresco.

Consumo Lechuga
Nacional 8,64
Region de Murcia 8,08
Urbano 8,65
No urbano 8,62

En las Tablas 4.108. y 4.109., se exponen los valores de IDA, los calculos de

IDE y de la relacion IDE/IDA (expresados en mg plaguicida/kg de persona y dia) para

lechuga en fresco y en los dos tipos de cultivo BPA y CPA.
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Tabla 4.108. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de lechuga en fresco cultivado bajo BPA.

LECHUGA. BPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Imidacloprid 0,06 4,2214E-06 7,0356E-05 | 3,9478E-06 | 6,5796E-05 | 4,2263E-06 | 7,0438E-05 | 4,2116E-06 | 7,0193E-05

Tebufenocida 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0
Metalaxil 0,08 0 0 0 0 0 0 0 0
Tebuconazol 0,03 7,9812E-05 | 0,00266038 | 7,4639E-05 | 0,00248795 | 7,9904E-05 | 0,00266346 | 7,9627E-05 | 0,00265423
Cipermetrina 0,05 7,3775E-06 | 0,00014755 | 6,8994E-06 | 0,00013799 | 7,3861E-06 | 0,00014772 | 7,3605E-06 | 0,00014721
Azoxistrobin 02 8,8767E-06 | 4,4384E-05 | 83014E-06 | 4,1507E-05 | 8,887E-06 | 4,4435E-05 | 8,8562E-06 | 4,4281E-05

Tabla 4.109. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de lechuga en fresco cultivado bajo CPA.

LECHUGA. CPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Imidacloprid 0,06 2,3474E-05 | 0,00039123 | 2,1953E-05 | 0,00036588 | 2,3501E-05 | 0,00039169 | 2,342E-05 | 0,00039033

Tebufenocida 0,02 4,6751E-05 | 0,00233753 | 4,3721E-05 | 0,00218603 | 4,6805E-05 | 0,00234024 | 4,6642E-05 | 0,00233212

Metalaxil 0,08 | 0,00015457 | 0,00193216 | 0,00014455 | 0,00180693 | 0,00015475 | 0,0019344 | 0,00015422 | 0,00192769
Tebuconazol 0,03 | 0,00012609 | 0,00420296 | 0,00011792 | 0,00393054 | 0,00012623 | 0,00420782 | 0,0001258 | 0,00419323
Cipermetrina 0,05 0,00025817 | 0,00516348 | 0,00024144 | 0,00482881 | 0,00025847 | 0,00516946 | 0,00025758 | 0,00515153
Azoxistrobin 0,2 0,0001511 0,00075551 | 0,00014131 | 0,00070654 | 0,00015128 | 0,00075638 | 0,00015075 | 0,00075376

También en el caso de la lechuga, nos encontramos con relaciones IDE/IDA del

orden de milésimas, confirmando por tanto la ausencia de riesgos toxicoldgicos por la

ingestion de esta hortaliza.

4.8.5. TOMATE.

En la Tabla 4.110., se exponen las cifras de consumo de tomate en fresco y en

conserva, expresadas en kg/persona y afo.

Tabla 4.110. Consumo de tomate en fresco y en conserva.

Consumo En fresco Conserva
Nacional 15,38 2,10
Regién de Murcia 26,36 2,20
Urbano 15,18 2,38
No urbano 15,59 1,79

En tomate, solo se expone la tabla de valores correspondiente a tomate en

fresco, bajo condiciones de cultivo CPA, ya que difenoconazol es el Unico plaguicida
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que presenta una IDE/IDA mayor que cero (Tabla 4.111.). En todos los demas casos,

fresco en BPA y conserva en BPA y CPA, el valor de la citada relacion es cero.

Tabla 4.111. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de tomate en fresco cultivado bajo CPA.

TOMATE. CPA
Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano

Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA

Pimetrocina | 0,0025 0 0 0 0 0 0 0 0
Kresoxim-metil 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0
Difenoconazol 0,01 1,6153E-05 | 0,00161525 | 2,7684E-05 | 0,0027684 1,5942E-05 | 0,00159425 | 1,6373E-05 | 0,00163731

Indoxacarb 0,006 0 0 0 0 0 0 0 0

Piriproxifén 0,03 0 0 0 0 0 0 0 0

Como se puede comprobar en el Unico caso que existen valores de la IDE/IDA,

alcanzan el rango de milésima de la unidad, por tanto, al no superar esa relacion la

unidad no existe riesgo toxicoldgico para el consumidor.

4.8.6. NARANJA.

En la Tabla 4.112., se exponen las cifras de consumo de naranja y de zumo,

expresadas en kg/persona y afio y en I/persona y afio, respectivamente.

Tabla 4.112. Consumo de naranja en fresco y en zumo.

Consumo Naranja Zumo
Nacional 29,71 1,71
Regién de Murcia 23,63 1,06
Urbano 30,42 2,08
No urbano 29,08 1,31

En las Tablas 4.113. a 4.115., se exponen los valores de IDA, los calculos de

IDE y de la relacion IDE/IDA (expresados en mg plaguicida/kg de persona y dia) para

naranja en fresco y zumo, para los dos tipos de cultivo BPA y CPA.
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Tabla 4.113. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de naranja en fresco cultivada bajo BPA.

NARANJA. BPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Metalaxil 0,08 | 0,00024202 | 0,00302526 | 0,00019249 | 0,00240616 | 0,0002478 | 0,00309756 | 0,00023689 | 0,00296111
Clorpirifos | 0,001 | 0,00057996 | 0,57995548 | 0,00046127 | 0,46127055 | 0,00059382 | 0,59381507 | 0,00056766 | 0,56765753
Hexitiazox 0,03 0 0 0 0 0 0 0 0
Cialotrina 0,0025 | 0,00020431 | 0,08172285 | 0,0001625 | 0,06499868 | 0,00020919 | 0,08367584 | 0,00019997 | 0,07998992
Abamectina | 0,0025 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 4.114. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de naranja en fresco cultivada bajo CPA.

NARANJA. CPA

Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Metalaxil 0,08 | 0,00052922 | 0,00661522 | 0,00042092 | 0,00526145 | 0,00054186 | 0,00677331 | 0,000518 | 0,00647495
Clorpirifos 0,001 | 0,00101909 1,0190937 | 0,00081054 | 0,81054137 | 0,00104345 | 1,04344767 | 0,00099748 | 0,99748384
Hexitiazox 0,03 2,7675E-05 0,0009225 | 2,2012E-05 | 0,00073372 | 2,8336E-05 | 0,00094455 | 2,7088E-05 | 0,00090294
Cialotrina 0,0025 | 0,00031297 | 0,12518899 | 0,00024892 | 0,0995697 | 0,00032045 | 0,12818071 | 0,00030634 | 0,12253436
Abamectina | 0,0025 | 3,4323E-05 0,013729 | 2,7299E-05 | 0,01091943 | 0,00004554 | 0,018216 | 3,3595E-05 | 0,01343788

En esta fruta, se observa que la relacion IDE/IDA del insecticida clorpirifos

presenta valores muy proximos a la unidad en el ambito no urbano y en la Region de

Murcia, e incluso supera ligeramente la unidad en &mbito nacional y urbano en el caso

de cultivo bajo CPA. Este hecho implica que se deberia tener un especial seguimiento

de los residuos de este plaguicida en el cultivo de naranja. Cialotrina que es el segundo

insecticida que presenta valores de IDE/IDA mas altos, no supera dos décimas de

unidad. En zumo y para naranjas cultivadas bajo BPA, no aparecen residuos de

ninguno de los plaguicidas estudiados, por lo que obviamos la tabla correspondiente.

Tabla 4.115. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de zumo de naranja cultivada bajo CPA.

ZUMO. CPA
Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano

Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA

Metalaxil 0,08 0 0 0 0 0 0 0 0
Clorpirifos 0,001 1,7772E-05 | 0,01777174 | 1,4135E-05 | 0,01413484 | 1,8196E-05 | 0,01819644 | 1,7395E-05 | 0,01739489
Hexitiazox 0,03 0 0 0 0 0 0 0 0

Cialotrina 0,0025 4,097E-05 0,01638798 | 3,2586E-05 | 0,01303426 | 4,1949E-05 | 0,01677962 | 4,0101E-05 | 0,01604047
Abamectina | 0,0025 0 0 0 0 0 0 0 0
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Al contrario que en naranja, los dos insecticidas que tenian mas problemas

clorpirifos y cialotrina, no superan valores de IDE/IDA de dos centésimas de unidad.

4.8.7. VINO.

En la Tabla 4.116., se exponen las cifras de consumo de vino (expresadas en

I/persona y afio).

Tabla 4.116. Consumo de vino.

Consumo Vino
Nacional 22,12
Region de Murcia 14,35
Urbano 17,29

No urbano 27,27

En las Tablas 4.117. y 4.118., se exponen los valores de IDA, los célculos de

IDE y de la relacion IDE/IDA (expresados en mg plaguicida/kg de persona y dia) para

vino obtenido de uvas en los dos tipos de cultivo BPA y CPA.

Tabla 4.117. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de vino de uva cultivada bajo BPA.

VINO. BPA
Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA

Boscalid 0,04 0 0 0 0 0 0 0 0

Penconazol 0,03 0 0 0 0 0 0 0 0
Tebufenocida | 002 | 21928E-05| 0,0010964 | 1,4226E-05| 000071128 | 1,714E-05|  0,000857 | 0,00027033 | 0,01351671

Kresoxim-metil 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0

Trifloxistrobin 01 0 0 0 0 0 0 0 0

Clorpirifos 0,001 0 0 0 0 0 0 0 0

Cialotrina 0,0025 0 0 0 0 0 0 0 0

Como se puede comprobar, ni aun en el caso del cultivo mas desfavorable CPA,

se alcanzan valores de IDE/IDA superiores a las cuatro milésimas de unidad.
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Tabla 4.118. Valores de IDA, IDE y IDE/IDA de vino de uva cultivada bajo CPA.

VINO. CPA
Ambito Nacional Reg. Murcia Urbano No urbano
Plaguicida IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA IDE IDE/IDA
Boscalid 0,04 2,3837E-05 | 0,00059593 | 1,5464E-05 0,0003866 | 1,8632E-05 0,0004658 | 2,9387E-05| 0,00073467
Penconazol 0,03 0 0 0 0 0 0 0 0
Tebufenocida 0,02 5,0805E-05 | 0,00254026 | 3,2959E-05 0,00164796 | 3,9712E-05| 0,00198559 | 6,2634E-05| 0,00313169
Kresoxim-metil 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0
Trifloxistrobin 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0
Clorpirifos 0,001 0 0 0 0 0 0 0 0
Cialotrina 0,0025 0 0 0 0 0 0 0 0

Para finalizar comprobamos que no hay ningln riesgo toxicolégico en la

ingestion de cualquiera de estos alimentos, salvo en el caso de naranjas tratadas con

clorpirifos, en condiciones extremas. Pero aun en este caso si corregimos estos valores

con los datos obtenidos de biodisponibilidad, todavia tendremos un margen de més de

un 50% de seguridad toxicolégica.
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5. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

La exposicion de resultados realizada a lo largo de esta Memoria, nos permite

resumir el trabajo realizado en las siguientes conclusiones:

1. La metodologia analitica multirresidual validada, extraccion Quechers y

cromatografia de gases y liquida con detector de espectrometria de masas, es

suficientemente fiable, exacta y robusta para el fin perseguido y permite

realizar correctamente los andlisis de residuos de plaguicidas necesarios para

este estudio.

a.

Para todos los plaguicidas estudiados y en todos los estudios, se
establece como limite de deteccion (LD) del método analitico el valor de
0,001 ppm y como limite de cuantificacion (LQ) 0,01 ppm, ya que
ninguno de ellos tiene legislado un LMR inferior a esta cantidad.

Para todas las materias activas ensayadas se comprueba la linealidad de
respuesta del detector, con coeficientes de correlacion (r?) superiores a
0,999.

Los valores de repetibilidad, reproducibilidad y exactitud, asi como sus
coeficientes de variabilidad obtenidos en la validacion del método
cumplen los requisitos previos establecidos (CV>20% y recuperacion
70-120%).

Los controles de calidad internos realizados en cada secuencia analitica
y producto vegetal para 10 y 50 ppb cumplen los criterios establecidos y
por tanto consideramos valido el método analitico utilizado.

S6lo en albaricoque se realizé la validacion de la metodologia analitica,
tanto en producto fresco como en conserva, dadas las diferencias

significativas en los pardmetros de validacién entre ambas matrices.
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2. Los niveles residuales encontrados en las muestras de melocoton, lechuga,
tomate y uva de vinificacién son inferiores a sus LMR, tanto en los tratamientos
BPA y CPA. En albaricoque, flusilazol supera su LMR en los dos tratamientos y
triflumizol y piridaben lo hacen en CPA. En calabacin, Unicamente dietofencarb
supera su LMR en CPA. Por dltimo, en naranja clorpirifos sobrepasa el LMR en

ambos tratamientos y cialotrina y abacmectina en CPA.

3. Las diferentes etapas del proceso de elaboracion de conservas, zumos,
congelado y cuarta gama producen una disminucién progresiva de los niveles
residuales presentes en las muestras de campo. Sobre todo las etapas de
lavado, pelado y escaldado.

En el caso del vino la mayor parte de los residuos presentes en la uva se

retienen en el orujo, heces vy lias.

4. Los factores de procesado (FP) calculados para cada uno de los distintos
productos elaborados ponen de manifiesto que en tomate en conserva y en
vino Fgoa=0 por lo que no se produce transferencia de los residuos de
plaguicidas. En zumo de naranja no se supera el valor de 0,15, en lechuga 42
gama y conserva de albaricoque no se supera el 0,3 y en calabacin congelado y
melocoton en conserva no alcanzan el valor de 0,6.

Estos resultados indican que el procesado industrial de estos productos
agricolas produce una disminucion de los niveles residuales iniciales en al

menos un 40%, llegando incluso en alguno de ellos al 100%.

5. El estudio de la biodisponibilidad de los distintos plaguicidas en cada uno de los
productos vegetales pone de manifiesto un claro efecto de la matriz y de la
concentracion en la capacidad de didlisis.

a. La presencia de las distintas matrices disminuye, en general, el
porcentaje dializado de los estandares frente a su disolucion en agua.

b. El incremento de la concentracion de los plaguicidas produce un ligero
descenso en la capacidad de dialisis en albaricoque y melocoton;
mientras que en naranja y tomate produce un ligero aumento y en
calabacin y lechuga practicamente no afecta.

c. En el caso de calabacin congelado, tomate en conserva y zumo de

naranja y vino, dados los bajos niveles residuales presentes no se
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6.

observa dializacion. Para albaricoque en conserva, tiacloprid alcanza el
25% vy el resto de los plaguicidas no supera el 10% de dializacién. En
melocoton en conserva y en lechuga 42 gama, flonicamida e
imidacloprid en el primero y tebuconazol, imidacloprid y metalaxil en el

segundo dializan en niveles del 40%.

Los calculos de ingestion diaria estimada (IDE) ponen de manifiesto la
ausencia de riesgo toxicologico derivado del consumo de los productos
vegetales estudiados. La relacion IDE/IDA para todos los plaguicidas es inferior
a la milésima, excepto para clorpirifos en naranja tratada bajo CPA, condiciones
mas desfavorables, que es de uno, lo que significa que no podria consumirse;

cuando se elabora como zumo la relacion es inferior a la centésima.

La aplicacion de los valores obtenidos en los ensayos de biodisponibilidad /n
vitro al célculo de la IDE implicaria una disminucion de aproximadamente un
30%. Esto supondria una mayor disminucién de la relacion IDE/IDA y por tanto
un mayor margen de seguridad alimentaria. Asi, incluso en el caso antes

mencionado de clorpirifos en naranja, haria posible su consumo con seguridad.

Los resultados obtenidos en esta memoria ponen de manifiesto que los
tratamientos fitosanitarios siguiendo Buenas Practicas Agricolas (BPA) y las
diferentes etapas de procesado de los productos vegetales aseguran una
correcta calidad higiénica-sanitaria de los alimentos. Por tanto, el riesgo
toxicoldgico por la ingestion de residuos de los plaguicidas estudiados y a las
concentraciones encontradas es minimo. Ademas, si se tienen en cuenta los
valores de biodisponibilidad, este riesgo es todavia menor por la disminucion de

la ingestién diaria estimada (IDE).
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ACN
ADA-asa
ADME
AEPLA
ANOVA
AOAC
AOAC International
ARN
BPA
CARM
CE

CLso

CPA

CS

CVv

DG SANCO
DLso

DP

DRfA

DS

DT

EC
EFSA

Acetonitrilo.

Enzima adenosina-deaminasa.

Absorcion, Distribucién, Metabolismo y Excrecion.
Asociacion Empresarial para la Proteccion de Las Plantas.
ANalysis Of VAriance.

Association of Official Analytical Chemists.

Association of Analytical Communities.

Acido ribonucleico.

Buenas Practicas Agricolas.

Consejeria de Agricultura de la Regién de Murcia.
Comision Europea.

Concentracion letal media.

Criticas Précticas Agricolas.

Capsulas en dispersion.

Coeficiente de variacion.

Direccion General Sanidad y Consumo.

Dosis letal media.

Polvo dispersable.

Dosis de Referencia Aguda.

Polvo tratamiento seco de semillas.

Dosis que provoca un efecto determinado en el 90% de la
poblacién.

Emulsion concentrada.

European Food Safety Authority. Autoridad Europea de

Seguridad Alimentaria.
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El
EM
ES

(ES1)-MS/MS

EURACHEM

EW
FAO
FEDIOL

FP
FS

FU

GC
GC-MS
GF

GPS

GR

HN
HPLC
IDA
IDE

INE
ISO/IEC

IUPAC

LC
LC-MS/MS
LD

LMR

LQ
MAGRAMA
MRM

MS

MSQQQ

Impacto electronico.

Espectrometria de masas.

Emulsion tratamiento en semillas.

Electrospray lonization tandem mass/mass spectrometer.
Red europea de organizaciones para establecer sistemas
de trazabilidad en las medidas analiticas.

Emulsion de aceite en agua.

Food and Agriculture Organization of the United Nations.
Industria Europea de Aceites Vegetales y Harinas
Proteicas.

Factor de Procesado.

Suspension concentrada para tratamiento de semillas.
Fumigeno (generador de humo).

Gas chromatography.

Gas chromatography tandem mass.

Gel para tratamiento de semillas.

Global Positioning System.

Granulados.

Termonebulizable.

High-Performance Liquid Chromatography.

Ingesta Diaria Admisible.

Ingesta Diaria Estimada.

Instituto Nacional de Estadistica.

International Organization for Standardization /Internatio-
nal Electrotechnical Commission.

International Union of Pure and Applicated Chemistry.
Liquid chromatography.

Liquid chromatography tandem mass/mass spectrometry.
Limite de deteccion.

Limite maximo de residuos.

Limite de cuantificacion.

Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente.
Multiple Reaction Monitoring.

Mass spectrometry.

Triple quadrupole mass spectrometer.
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NOEL
OMS

PO

ppb

ppm

PS
QUECHERS
RSD

e

SE

SL

SPSS

Su

B

tr

UE

ULV
UPLC-MS/MS

US EPA
USA
USDA
uv

WG

WP

WS

No Observed Effect Level (Nivel sin efecto observado).
Organizacién Mundial de la Salud.

Vertido directo dorsal epicutaneo.

Partes por billon.

Partes por millén.

Plazo de seguridad.

Quick, Easy, Cheap, Effective,Rugged and Safe.
Relative standard deviation.

Suspension concentrada.

Suspo-emulsion.

Concentrado soluble.

Statistical Package for the Social Sciences.
Suspension de ultra-bajo volumen.

Tabletas.

Tiempo de retencién.

Unioén Europea.

Liquidos de Ultrabajo Volumen.

Ultra Performance Liquid Chromatography tandem mass
/mass spectrometer.

United States Environmental Protection Agency.
United States of America.

United States Department of Agriculture.
Ultraviolet-visible.

Granulos dispersables en agua.

Polvo humectable.

Polvo dispersable.
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