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Resumen

Objetivo: Validar una metodologia analitica para la determinacidn de la concentracion de los plaguicidas
benomil y carbendazim en muestras de arveja frescas y procesadas. Metodologia: Se realizé la validacion
del método determinando los parametros analiticos de sensibilidad, precision y exactitud, utilizando para
la extraccidn de los compuestos de interés el método de extraccion solido-liquido denominado Quechers
y el analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia. Resultados: Los resultados de la validacién del
método analitico fueron adecuados para la separacion, identificacion y cuantificacion de los plaguicidas
carbendazim y benomil. De igual manera, el método de extraccion de los plaguicidas arrojo resultados
muy adecuados en cuanto a la exactitud. En cuanto a la determinacién de los plaguicidas en muestras se
determind un contenido entre 0.004 a 0.560 mg. L-1 de carbendazim. Conclusiones: La concentracién de
este compuesto en las muestras de arveja enlatada se encuentran dentro de los limites aceptados por el
Codex alimentario.

Palabras claves: Pesticidas, alimentos, agroquimicos, arvejas, cromatografia liquida.

Abstract

Objective: Validation of analytical methodology to determine the concentration of the benomyl and
carbendazim pesticides in fresh and processed peas. Methodology: The analytical validation was carried
out determining the analytical parameters of sensitivity, precision and accuracy, using solid-liquid
extraction of the compounds by the Quechers method and analysis by high efficiency liquid
chromatography. Results: The results of the analytical method validation were adequate for the
separation, identification and quantification of the pesticides carbendazim and benomyl. Likewise, the
pesticide extraction method had very adequate results in terms of accuracy. Regarding the determination
of pesticides in the samples, a content between 0.004 to 0.560 mg L-1 was determined for carbendazim.
Conclusions: The contents of carbendazim in canned peas are below the limits accepted by the Codex
Alimentarius.

Keywords: Pesticides, foods, agrochemicals, peas, liquid chromatography.
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Determinacion de residualidad de fungicidas benomil y carbendazim en arveja (Phisum sativum) sometida a
procesos de conservacion

Introduccién

En regiones agricolas, para combatir el deterioro de la arveja (Phisum sativum)
debida a hongos, se usan los fungicidas Benomil (BEH) y Carbendazim (MBC), los
cuales se aplican desde el tratamiento de la semilla de manera preventiva hasta
terminada la cosecha. Estos plaguicidas clasificados como benzimidazolicos, son
usados por su accion fungicida y debido a su accion sistémica, entran en los tejidos
vasculares de la planta a través del follaje o raices, y son trasladados por la savia
a diferentes partes de la planta en donde actlan inhibiendo la biosintesis de
ergosterol [1]. La Arveja después de la cosecha tiene un corto tiempo de vida Gtil (7
a 10 dias sin refrigeracion), por accion de procesos fisiologicos en su desarrollo y
frecuentemente por la aparicion de especies de hongos del género Ascochyta
(Ascochyta pisi, Ascochyta pinodes y Ascochyta pinodella) [2].

Para reducir el deterioro de productos agricolas en postcosecha por procesos
fisioldgicos, es necesario recurrir a métodos de conservacion; los mas utilizados
son el enlatado y los empaques plasticos, métodos que protegen y preservan las
caracteristicas favorables del producto y presentan ventajas adicionales como
disponibilidad en épocas fuera de cosecha, facil manipulacién, manejo, transporte
y almacenamiento del producto por largo tiempo inclusive a temperatura ambiente
[3]. En el enlatado se realiza una etapa de esterilizacion, que implica, aplicacion
de tratamiento térmico a alta temperatura durante tiempos ya establecidos (HTST)
para destruir microorganismos; el cierre hermético mantiene un entorno en el
contenedor que impide el crecimiento de otros microorganismos de mayor
resistencia, e importante, evita la contaminacion y crecimiento de patdégenos que
pueden producir toxinas durante el almacenamiento.

Los pesticidas BEH y MBC producen efectos agudos indeseables para la salud como
vomitos, irritaciones, abortos y coma, en exposiciones cortas de tiempo; y cronicos,
como cancer, malformaciones, etc, en exposiciones largas en tiempo, finalmente
en ambos casos puede conllevar hasta la muerte [4]. El uso indiscriminado de BEH
y MBC contaminan también suelos, fuentes hidricas y vegetales, afectando a
organismos que hacen parte de ecosistemas, principalmente aves y abejas, ademas
de influir en microorganismos favorables al suelo, llevando al aumento de plagas
en cultivos y posibilitando su resistencia [5]. Cuando los productos agricolas llegan
al consumidor, actividades iniciales como lavado y limpieza, reducen la cantidad
de residuos de plaguicidas, sin embargo, algunos metabolitos y productos de
degradacion de interés toxicologico, persisten en alimentos frescos y procesados

(6].

La determinacion de pesticidas benzimidazolicos requiere de métodos selectivos,
precisos y exactos, puesto que son compuestos inestables, se encuentran a nivel
de trazas y estan presentes en matrices complejas, por ello en este estudio se
valido una metodologia para determinar residuos de benzimidazoles en arvejas, en
concentraciones inferiores a sus limites maximos de residuos (LMR) y establecidos
en el Codex alimentarios aplicando como técnica analitica HPLC, en la preparacion
de las muestras se aplico la técnica QUEChERS, la cual permite una extraccion y
limpieza efectiva de los pesticidas presentes en la muestra; este método de
extraccion ha sido utilizado con adecuados resultados por otros autores [7,8].

Metodologia

Reactivos y materiales

Estandares de los pesticidas Benomil estandar analitico de 98.5% y Carbendazim
estandar analitico de 97%, fueron adquiridos con Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, EE.
UU). Los reactivos acetato de etilo 99.5% y acido acético glacial 99.8% de la marca
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Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, EE. UU). Acetonitrilo grado HPLC adquirido de
Honeywell Burdick & Jackson (NJ, EE. UU), hidroxido de sodio 97% adquirido con
Carlo Erba (Milan, Italia). QUEChERS roQ™ Extraction Kit (Phenomenex, EE. UU).

Muestreo

Se realizd un muestreo simple aleatorio a las muestras obtenidas de 3 fincas
productoras de arveja de las variedades Alcala y San lIsidro, provenientes del
municipio de Ipiales, Narifio, suroccidente de Colombia [9,10], cada plantacion se
dividio en 4 unidades, dentro de éstas se tomaron sub-unidades cuyo follaje fuera
uniforme, la seleccion fue basada en los criterios establecidos por la Norma NTON-
17002-02 [11]. De las dos muestras de arveja tanto fresca como para procesar y de
las variedades estudiadas, se tomo una sub-muestra de 100 g, se homogeneizaron,
se tomd una muestra analitica de 10 g que representa el 0.5% de la muestra tomada
inicialmente y se procedio a la extraccion.

Validacion del método mediante HPLC-DAD
Preparacion de soluciones estandar

A partir de una solucion stock de 100 mg L™ de BEH y MBC, se preparo una solucion
de concentracion 5.0 mg L™ la cual se filtro a través de un filtro de GHP de 0.45 pm
x 13 mm (Pall corporation, EE. UU). Esta solucion se utilizd para la determinacion de
las condiciones cromatografica adecuadas para el analisis de los compuestos de
interés.

Condiciones cromatograficas

Para el analisis de los compuestos de interés se utilizaron como referencia las
condiciones analiticas reportadas por Araujo y Dallos [1]. Para la separacion de los
plaguicidas se utilizd una columna analitica C18 Kinetex (4.6 x 250 mm, 3.5 um;
Phenomenex, EEUU). Se ajustaron condiciones para el equipo HPLC-PDA evaluando
los parametros de flujo optimo con la elaboracion de curvas de Van Deemter, se
realizaron pruebas para la separacion de los analitos en modo de elucion isocratica
y gradiente, cambiando la composicion de la fase movil, se realizd un analisis de
idoneidad del sistema evaluado con los criterios de factor de capacidad (k")
ndmero de platos teoricos, resolucion y precision de los tiempos de retencion y
areas cromatograficas. Luego de la verificacion de las condiciones de analisis, se
procedio a la validacion de los parametros cromatograficos.

Selectividad

Se realizaron analisis de identificacion y confirmacion de los analitos de productos
comerciales de interés frente a las siguientes posibles interferentes, utilizando
productos comerciales componentes de la matriz. Se evaluaron las senales
cromatograficas correspondientes a los excipientes cercanos a los tiempos de
retencion de los analitos de interés. Se prepararon blancos de matriz (muestras
libres de fungicidas) y muestras fortificadas con BEH y MBC por separado a
concentracion de 1.0 mg L7, las muestras fortificadas fueron homogeneizadas con
10 mL de agua tipo | (acidificada con 5.0 uL de acido acético). Posteriormente se
realizd el procedimiento de extraccion con QUEChERS, se tom6 1.0 mL de los
extractos los cuales fueron acidificados con 5.0 uL de acido acético adicionales. Los
extractos se filtraron y analizados por HPLC-DAD. Para la evaluacion de excipientes,
se prepard una solucion de 100 mg L™ a partir de los productos comerciales de los
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fungicidas MBC y BEH, se adiciond 20 mg de cada uno (teniendo en cuenta que el
principio activo es del 50%) a un matraz de 100 mL. A partir de esta solucion se
prepard una solucion de concentracion de 1.0 mg L™ la cual se filtro y analizd por
HPLC.

Evaluacion efecto matriz

Muestras libres de fungicidas (blanco matriz) fueron fortificadas a concentracion
de 5.0 mg L con solucion estandar de MBC, posteriormente se realizd extraccion
con QUEChERS, el extracto se filtro y analizd por HPLC.

Efecto del pH en muestras fortificadas

45 g de muestra libre de fungicidas (blanco matriz) se dividio en 3 partes (15 g c/u),
las cuales fueron homogeneizadas con 10 mL de agua tipo | (acidificada con 5.0 pL
de acido acético) posteriormente fueron fortificadas a concentracion de 1.0 mg L™
Esta solucion representa el nivel medio (pH 4.25), posteriormente se realizo
extraccion con QUEChERS. Se prepararon dos extractos adicionales, uno con
adicion de 5.0 uL de NaOH en 1.0 mL del extracto para el nivel alto (pH=6.0) y en la
adicion de 5.0 pL de acido acético en 1.0 mL del extracto para el nivel bajo (pH=3.0),
este procedimiento se realizo de acuerdo a lo reportado por Michely Boguslaw [12],
los 3 extractos fueron filtrados y analizados por HPLC.

Efecto de la temperatura con muestras fortificadas

45 g de Muestra libre de fungicidas y homogenizada se dividio en 3 partes (15g c/u)
las cuales fueron homogeneizadas con 10 mL de agua (acidificada con 5.0 pL de
acido acético) posteriormente fueron fortificadas a concentracion de 1.0 mg L™ con
el estandar obtenido de las soluciones madre de BEH y MBC. Cada muestra fue
sometida a un bano de hielo a 0 °C nivel bajo, calentamiento a 90 °C, nivel medio
y 120 °C nivel alto. Posteriormente se realizo la extraccion con QUEChERS, los 3
extractos fueron filtrados y analizados por HPLC.

Linealidad del sistema cromatografico

Se realizd una recta de calibracion, para lo cual se prepararon soluciones de
concentracion conocida a partir del estandar de MBC en un rango de concentracion
de 0.07; 0.05; 0.10; 0.50; 1.00 y 5.0 mg L™".

Linealidad del método

Se determind analizando la matriz (blanco de arveja) fortificada con el estandar de
MBC en el siguiente rango de concentraciones: 0.01; 0.05; 0.10; 0.50; 1.0 y 5.0 mg L™.
Se trabajo con tres replicas para cada punto de la recta de calibracion, ademas se
determind el rango lineal a partir de herramientas estadisticas como ANOVA
utilizando el paquete estadistico Statgraphics centurion plus version XVII, para
validar el ajuste a los modelos matematicos establecidos, mediante el estadistico
Fy el R?y otros como T-student y G-cochran.
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Limites de deteccién y cuantificacion

Se estimaron a partir de la recta de calibracion para bajas concentraciones de los
analitos con 10 determinaciones individuales (n’), de la recta de calibracion se
determino la pendiente (b) y por extrapolacion a concentracion cero, se obtuvo un
estimado de la respuesta del blanco (Ybl), a partir de la desviacion estandar
correspondiente a cada concentracion, se determino la recta correspondiente y por
extrapolacion se estimd la desviacion estandar del blanco (Sbl), los limites de
deteccion y cuantificacion se calcularon a partir de las ecuaciones 1y 2, en las
cuales se considera 3y 10 veces la desviacion estandar del blanco respectivamente.

. y Y +3S 1
Limite de deteccion = -2722bL » — (1)
b Vn
. e Ypi+105S 1
Limite de Cuantificacion = % X = (2)
n

Como complemento a este método se llevo a cabo la determinacion de los limites
mediante las ecuaciones 3y 4

LOD =3 *% (3)
LOQ =10 *% (4)

Donde: N = desviacion estandar de 10 determinaciones individuales, b = pendiente
de la recta calibracion a bajas concentraciones de los analitos.

Precision

La repetibilidad del sistema se determino a partir de la solucion madre de 100 mg
L", se prepard una solucion estandar a concentracion de 5.0 mg L™ realizando 5
inyecciones de esta solucion. La precision del método se realizd fortificando
muestras libres de fungicidas (blanco matriz a una concentracion de 5.0 mg L™ con
una solucién estandar de MBC total, posteriormente se llevd a cabo el
procedimiento de extraccion QUEChERS, una vez obtenidos los extractos se filtraron
y se analizaron por HPLC-DAD. La reproducibilidad del método se evaluo realizando
6 inyecciones, entre dias diferentes y entre 2 analistas y valorando tres réplicas por

dia a partir de muestras libres de fungicidas (blanco matriz) fortificadas a
concentracion de 5.0 mg L con solucion estandar de MBC.
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Exactitud

Se evalud mediante estudios de recuperacion, para ello se llevaron a cabo 3
réplicas de cada extracto enriquecidos a 0.01; 0.05; 0.1; 0.5; 1.0 y 5.0 mg L7, la
evaluacion de este parametro tuvo como criterio de aceptacion el establecido por
el Codex para residuos de plaguicidas, que considera recuperaciones aceptables
entre 70% y 120% [13].

Preparacion de muestras

Las muestras se trituraron y homogeneizaron en un mortero por separado. Para la
muestra fresca se adiciond 10 mL agua tipo | (acidificada con 5.0 pL de acido
acético) garantizando una mezcla homogéneay para la muestra procesada se retird
el liquido de conservacion y se acidificd. Debido a que el LMR para Benomil
corresponde a la suma de los residuos de éste y de su forma hidrolizada activa
(Carbendazim) fue necesario asegurar la hidrolisis de BEH a MBC acidificando las
muestras antes de realizar el proceso de extraccion a pH 4.25, por ello se adiciond
acido acético, esto con tratamiento térmico a temperatura de 80 °C durante una
hora con agitacion magnética constante siguiendo los protocolos reportados para
estos compuestos [1,14]. El pH 4.25 mantiene estable al MBC. Para la extraccion de
los residuos de plaguicidas se aplico el procedimiento de extraccion QUEChERS [15]
utilizando el kit, que contiene sulfato de magnesio anhidro, PSA (amina primaria
secundaria), GCB (carbon grafitado), C18 (octadecilsilil), cloruro de sodio y citrato
de trisodio dihidratado. El procedimiento implico las siguientes etapas: se peso 10
g de la muestra ya homogenizada con tratamiento térmico, se trasvaso a tubos de
centrifuga y se adiciond 10 mL de acetonitrilo grado HPLC, se agito y se adiciono el
tubo contenedor de las sales (QUEChERS), se agitd vigorosamente durante 16
minutos, se centrifugd durante 20 minutos a 4500 rpm, se obtuvieron dos fases
separadas debido a la adicion de cloruro de sodio y cloruro de magnesio, se tomo
la fase superior donde se encontraron los analitos de interés, se anadieron los
citratos como agentes reguladores de pH, se tomd 1.0 mL del extracto al cual se le
realizo limpieza de la muestra con un filtro GHP de 0.45um x 13mm, quedando asi
listo para el analisis por HPLC.

Proceso de conservacion de la arveja

Una vez recolectadas las muestras de arveja de las variedades establecidas, se
procedid a realizar tres (3) tratamientos; TO solamente un lavado con agua a
temperatura ambiente, T1 = tratamiento térmico a 100 °C durante 5 min, T2=
exhausting y enlatado, para ello se utilizd la metodologia descrita por Pinchao y
Osorio [16] con algunas modificaciones, para el caso de T2 , el material fue
previamente seleccionado y escaldado a 100 °C por 5 minutos, se utilizaron latas
de 65 x 102 mm, con 165 g de arveja y completadas con liquido de cobertura
(temperatura del liquido 92-95 °C) hasta obtener un espacio de cabeza de 8 mm
aproximadamente. Posteriormente se llevd a cabo el exhausting por 1 minuto a 92-
95 °Cy se realizo el sellado hermético de las latas con una cerradora Julius M.J,, las
latas selladas se colocaron en autoclave All American Epss modelo 75X. Las
condiciones de operacion conforme al protocolo reportado por Pinchao y Osorio
[16], incluidas las etapas de venteo y esterilizacion, en esta Gltima se subid la
temperatura lo mas rapido posible hasta alcanzar la requerida del proceso.
Posteriormente el producto se enfrid en un freezer hasta alcanzar los 30°C, el
enlatado de arveja se conservo en refrigeracion para ser analizado por HPLC
utilizando la metodologia planteada para la preparacion de las muestras frescas.
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Resultados
Idoneidad del sistema

Los resultados de factor de capacidad y el niUmero de platos teoricos obtenidos a
partir de 5 inyecciones del estandar MBC + BEH a una concentracion de 5.0 mg L-1
se registran en la Tabla 1. La evaluacion de los parametros se realizd teniendo en
cuenta las especificaciones establecidas en AEFI [17].

Tabla 1. Datos de idoneidad del sistema para MBC

Inyeccion Area Tiempo de K’ Platos tedricos Resolucién
retencién (min)
(mV min-t)
1 726360 8.500 2.380 2235 7.660
2 745252 8.380 2.300 2350 8.450
3 756940 8.380 2.300 2223 8.250
4 752730 8.380 2.300 2353 8.480
5 743602 8.370 2.290 2223 8.330
Promedio 744976 8.420 2.310 2276 8.230
S 11745,0 0.090
% RSD 1.57 1.100

Donde K es el factor de capacidad. Limites de confianza al 95% del tiempo de retencion:
7.69-8.5.

Fuente: Elaboracion propia

Teniendo en cuenta los criterios establecidos se determind que el sistema es
confiable y se puede utilizar para la validacion de la metodologia y analisis de los
compuestos sometidos a estudio, debido a que cumple con los criterios de
aceptacion, los platos teoricos son mayores a 2000, el factor de capacidad y la
resolucion es mayor a 2.0 y el coeficiente de variacion de areas y tiempos de
retencion es < 2%, teniendo en cuenta que se permite un intervalo no mayor al 10%
en tiempo de retencion. El limite de confianza del tiempo de retencion para el MBC
esta en el rango de 7.69 a 8.51 min.

Selectividad

El cromatograma del experimento de hidrolisis acida para BEH y MBC se registra
en la Figura 1.A. Se observan 5 sefales (picos cromatograficos), a los 8.2 min
aproximadamente aparece la senal correspondiente al Carbendazim, a los 7.2; 8.7;
8.4y 12.2 min aproximadamente, aparecen senales correspondientes a compuestos
presentes en la matriz del extracto de arveja. No se observan picos que
correspondan a una posible degradacion del Carbendazim y este mantiene su
concentracion inicial de 1.0 mg L de acuerdo a la recta de calibracion. En el
cromatograma correspondiente a hidrolisis acida de BEH (Figura 1.B); se presentan
3 senales; en el rango de 8.2 a 85 min aproximadamente aparece las senales
correspondientes a la conversion de BEH a MBC; a los 11.6 min aparece un pico
correspondiente a componente de la matriz y a los 12.4 min aparece el pico
correspondiente a Benomil. En disolucion acuosa y pH acido (4.25) BEH se
transforma rapidamente en MBC con un tiempo de vida medio de 2 horas siendo
el Gnico producto de degradacion de Benomil a estas condiciones [12,14]. Por esta
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razon, los analisis reportados para estos dos fungicidas se determinaron de
manera conjunta como MBC total. Se realizo el analisis de un extracto fortificado
con Benomil al cabo de 1 hora con tratamiento térmico a 80 °C vy acidificado,
determinando que no existe presencia de Benomil; Gnicamente se observo la senal
correspondiente al Carbendazim, confirmando la efectividad del tratamiento de
hidrolisis acida.

Figura 1. A. Cromatograma de Carbendazim a 1mg/Ly luego acidificada. Deteccion a 285nm

o [ ]

<> .
8.227 min

0.0 LV 1Yol

5 7

00T

0 T T T T T ' T ' ] T 1 1 T
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0
0 0 0 0 0 0 Minyg 0 0 0 0 0

Fuente: Elaboracion propia

Figura 1.B. Comparacion de cromatogramas de soluciones de Benomil acidificadas. Deteccion
a 285nm
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Evaluacion del efecto matriz

El cromatograma correspondiente al efecto matriz (Figura 2) presenta 4 sefales
significativas en el rango de 7.4 a 8.4 min cercanas a la senal del MBC; a los 7.4; 7.7,
8.2 y 8.4 min aparecen las senales correspondientes a componentes de la matriz
la senal que aparece a los 8.0 min corresponde a la fortificacion de MBC. Ninguno
de los picos cromatograficos de la matriz interfieren en identificacion vy
cuantificacion del MBC.
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Figura 2. Cromatograma de senales cercanas a MBC en extracto de muestras de arvejg;
Deteccion 285nm
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Fuente: Elaboracion propia

Linealidad del sistema

El coeficiente de correlacion es igual a 0.9999, indicando una relacion
relativamente fuerte entre las variables; por tanto; se evidencia un
comportamiento lineal en el intervalo de concentraciones entre 0.01 a 5.0 mg L™
para MBC. De igual forma se evaluo la linealidad del método; fortificando muestras
libres de fungicidas utilizando soluciones estandares de MBC, con lo cual se obtuvo
un coeficiente de determinacion con valor de 99.98%, lo que indica una relacién
fuerte entre las variables; por lo tanto, se evidencio un comportamiento lineal en
el intervalo de concentraciones entre 0.01a 5.0 mg L™ para el método.

Limites de deteccién y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion para el método implementado presentan
valores de 3.9 y 4.8 ng L' respectivamente indicando que el método permite
determinaciones de benomil+carbendazim a nivel de trazas.

Precisién

Los valores obtenidos para la precision en términos de repetibilidad se registran
en la Tabla 2. El valor de la desviacion estandar relativa (RSD) para el sistema fue
de 0.55 y el analisis de varianza para los resultados de precision inmediata no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre dias y analistas; por lo
que el método es preciso desde puntos de vista de repetitividad y reproducibilidad.
Una vez calculados los %RSD obtenidos para la precision intra e interdia; se
evidencia que estos valores son aceptables; pues se ajustan a los rangos
establecidos al maximo establecido por el ANLA [18] para trazas en
concentraciones de 10 mg L' de analito.

Tabla 2. Precision del método cromatografico

Repetibilidad Reproducibilidad
Inyecciéon | AreamV s | Analista | Area cromatografica
Dia 1l Dia2
1 723112 713844 642442
2 728488
3 721719
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4 732899 762781 | 663829
5 727210
1 707692 | 682121
6 726884 684723 | 672478
Desv. 3990,00
Prom. 726718 684358 | 636176
% RSD 0.549
2 623390 | 683646

Donde %RSD: Valor de la Desviacion Estandar Relativa.
Fuente: Elaboracion propia
Exactitud

Los porcentajes de recuperacion para las muestras fortificadas estan en el rango
del 945 hasta 101.8% por lo cual; son adecuados seglin lo establecido en los
criterios de aceptacion reportados por Ambrus y Fajgel [19] en la validacion para el
analisis de residuos de plaguicidas para concentraciones mayores a 1.0 mg L-1.

Analisis de muestras

Las muestras de arveja procesadas seglin metodologia de Pinchao y Osorio [16] y
Garrote et al [20] presentaron concentraciones de MBC las cuales se registran en
la Tabla 3. En La primera etapa (T0) se encontraron contenidos de MCB de 0.56 y
0.22 mg L-1 para las dos variedades San Isidro y Alcala respectivamente; indicando
que después del tratamiento (T0) se presentan concentraciones que sobrepasaron
el LMR. Aplicando el tratamiento (T1) se disminuy6 los contenidos de MBC total sin
gue se llegaran a encontrar por debajo del LMR; mientras que el tratamiento final
(T2) dio como resultado que las muestras analizadas presentan concentracion
cuantificable, pero por debajo del LMR, lo cual le confiere al producto final
(enlatado) la caracteristica de apto para comercializacion y consumo segin el
Codex [6]. De acuerdo con los resultados obtenidos, se observa que la variedad San
Isidro presenta mayor concentracion de MBC total durante todo el procesamiento
por lo que existe una mayor bioacomulacion en las muestras de esta variedad con
respecto a la variedad Alcala [21]. Como analisis complementario se realizo la
extraccion y cuantificacion a las vainas de las dos variedades para determinar el
porcentaje de fungicida (MBC) remanente al momento de la cosecha.

Tabla 3. Cuantificacion de MBC total variedad San Isidro y Alcala

Variedad Tratamiento Concentracién LMR
mg L1 mg L1
San Isidro To 0.56 > 0.01
Ti 0.27 >
Tz 0.01<
Alcala TO 0.22 > 0.01
T1 0.17 >
T2 0.004 <

Donde TO: Lavado con agua a temperatura ambiente; T1: Calentamiento a 100 °C durante 5
min; T2: Exhausting y enlatado; LMR: Limites Maximos de Residuos.

Fuente: Elaboracion propia

Respecto al analisis de las vainas de arveja registrados en la Tabla 4, se determino
que las concentraciones encontradas en estas muestras sobrepasan en gran
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medida los LMR y aunque estas no son consumibles es notable la bioacomulacion
y persistencia que presentan. De acuerdo a las indicaciones de los productos
comerciales empleados en este tipo de cultivo, los agricultores agregan un
promedio de 1500 mg L-1 durante la siembra, crecimiento y cosecha, que
representarian la residualidad en las vainas de las variedades, que corresponden
a 3.69 % de la variedad Alcalay 2.52 % de la variedad San Isidro. Aunque el tiempo
de vida media de algunos fungicidas puede ser muy corto se puede observar que
algunos pueden ser muy persistentes en las plantas aunque no sean aplicados
directamente; No obstante las concentraciones pueden ser pequenas como se
observaron en las tablas de resultados pero muy posiblemente se presente una
bioacumulacién lo cual hace que aumente la concentracion gradualmente;
convirtiendo esto en un riesgo potencial para la salud humana y el medio
ambiente, teniendo en cuenta que estos desechos organicos son cominmente
utilizados como abonos o incluso como alimento para animales, lo que los
convierte en contaminantes de fuentes hidricas y suelos.

Tabla 4. Cuantificacion de MBC total en las vainas de las dos variedades

Variedad Concentracién (mg L-1) % Residualidad
Alcala 55.30 3.69%
San Isidro 37.86 2.52%

Fuente: Elaboracion propia

Conclusién

Los resultados de la validacion del método analitico fueron adecuados para la
separacion, identificacion y cuantificacion de los fungicidas MBC y BEH. La precision
alcanzd6 RSD % menores a 6%, determinando que el método es repetible y
reproducible, como también es exacto debido a que se encontrd un % de
recuperacion igual al 97.63 % en promedio, lo que permitid la cuantificacion
apropiada de los fungicidas. La extraccion a partir del método QUEChERS mostro
ser eficiente debido al menor tiempo de preparacion de las muestras y otorga
adecuados porcentajes de recuperacion, obteniéndose extractos adecuados para
ser analizados en el HPLC-DAD. Por otra parte, en cuanto a los tratamientos, Los
extractos de las arvejas del To y T1 mostraron una residualidad de MBC total
superior a los LMR establecidos por el Codex alimentarius para ambas variedades,
observandose un decrecimiento en las concentraciones de residuos a medida que
se avanzo en el proceso de conservacion, finalmente los extractos del T2
correspondientes al producto final (enlatado) de arveja no presentaron residuos
superiores al 0.01 mg L -1 permitido para el consumo.
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