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Resumen

En Ecuador, actualmente el brocoli (Brassica oleracea
var. italica) es un producto agricola de exportacion muy
importante desde el punto de vista econémico, social y
sanitario para el pais. El 80% de la produccion total del
brécoli, se destina a la exportacion y el 20% restante
tiene como destino el mercado nacional. Su proceso de
produccion involucra el uso de plaguicidas para el
control de plagas y de esta manera asegurar su
productividad, por lo que se consideré necesario
evaluar los niveles residuales de estas sustancias en
muestras de brocoli destinado a exportacion y al
consumo nacional, mediante el método multiresiduos
QUEChERS para determinar residuos de plaguicidas en
vegetales. Andlisis realizados en muestras, revelaron
que el 43,06% de éstas contenian residuos de
plaguicidas, sin embargo, ninguna de las muestras
excedio los limites maximos permitidos estipulados por
la Comision del CODEX Alimentarius.
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Abstract

In Ecuador, currently broccoli (Brassica oleracea var.
italica) is a very important agricultural product for export,
from a economic, social and nutritional point of view. The
80% of the total production of broccoli is exported and
the remaining 20% is to target the domestic market. Its
production process involves the use of pesticides to
control pests and ensure productivity, so it was
considered necessary to evaluate residual levels of
these substances in samples of broccoli destined for
export and domestic consumption, by the QUEChERS
multiresidues method, in order to determine pesticides
residues in vegetables, revealed that 46.06% of the
analyzed samples presented pesticide residues,
however none of the samples exceeded the maximum
allowable limits stipulated by the CODEX Alimentarius.

Keywords: Contamination in broccoli, maximum limit
residue, pesticide residues.

I. INTRODUCCION

El brécoli es una hortaliza originaria del Mediterraneo y
Asia Menor, a la que se le atribuye altas propiedades
nutricionales y anticancerigenas, por lo que su consumo
se ha incrementado en los ultimos anos a nivel mundial.
Su demanda ha aumentado considerablemente,
registrando una tasa de crecimiento anual promedio de
2,99%. [1]

En Ecuador el brocoli es un producto agricola de
exportacion, que entre los afios 2010 y 2012 incrementé
su produccién en un 43,79 %, registrando en el afo

ECUADOR ES CALIDAD: Revista Cientifica Ecuatoriana., 2015, Vol. 2, No. 2.



Pazmifio et al. Estudio de residuos de plaguicidas en brocoli.

2012 un volumen de produccion de 70000 TM y de
exportacion 57460 TM, [1] equivalentes en valor FOB
(Valor Libre a Bordo) a 35.527.553 USD (Banco Central
del Ecuador, 2013), [2] por lo que se lo considera muy
importante desde el punto de vista econémico, social y
alimentario para el pais.

Segun el Ill Censo Agropecuario Nacional 2012, [3]
existen alrededor de 3.639 hectareas sembradas de
brécoli, las mismas que son manejadas por pequefos
(generalmente menos de 1 hectarea) y medianos
productores. El uso de plaguicidas, para el control de
varias plagas y enfermedades que afectan este cultivo,
como polilla (Plutella sp), pulgdon (Brevicoryne
brassicae), Mildiu Velloso (Peronospora parasitica),
Alternariosis (Alternaria brassicae), Mancha Angular
(Xanthomonas campestris), etc. [4], se traduce en
posibles fuentes de contaminacién, por presencia de
sus residuos.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacioén y la Agricultura (FAO) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) a través del CODEX
Alimentarius  [5] ha  promulgado estandares
internacionales sobre limites maximos de residuos
(LMRs) de varios contaminantes, entre ellos los
plaguicidas, los cuales estan destinados a proteger la
salud de los consumidores y asegurar practicas
equitativas en el comercio internacional de alimentos.
LMR es la concentracién maxima de residuos de un
plaguicida o sus metabolitos (expresada en mg/kg),
recomendada por el CODEX, para que se permita
legalmente su uso en productos alimenticios. Los LMRs
se estiman en base a la exposicion dietaria, resultados
de estudios toxicolégicos, ensayos y usos supervisados
basados en buenas practicas agricolas, evaluados por
expertos intergubernamentales. [6]

En el cultivo de brocoli se aplican principalmente
plaguicidas de los grupos organofosforados,
carbamatos, piretroides, ditiocarbamatos, triazoles, etc.,
algunos de ellos clasificados como altamente téxicos,
los mismos que pueden generar serios problemas en la
salud de los consumidores. [7]

Considerando que los controles sanitarios de los
productos alimenticios que se consumen en el pais, son
muy débiles y escasos, aparte de existir muy poca
informacion sobre los productos agricolas de
produccion nacional y de exportacion que han
sobrepasado los Limites Maximos de Residuos, [8] se
consideré necesario establecer una linea base de
informacion sobre los niveles residuales de plaguicidas
en brécoli, que sirva de herramienta para la
implementacién de un programa nacional de control y
vigilancia de contaminantes. Por esta razon, se realiz
el presente estudio con el auspicio de la Agencia
Ecuatoriana de la Calidad de Agro - AGROCALIDAD,
como autoridad gubernamental de control y el apoyo de

la Organizacion Mundial del Comercio (OMC) y del
Instituto Interamericano de Cooperacién para la
Agricultura (IICA), cuyo objetivo fue conocer la situacién
sobre los niveles de contaminacién de brocoli de
consumo nacional y de exportacion.

Il. METODOLOGIA

La metodologia aplicada consistié en dos etapas, el
muestreo y el andlisis de muestras en el laboratorio.
Para el muestreo se consideré el numero de unidades
productivas en cada una de las provincias donde se
cultiva esta hortaliza, recolectando muestras en centros
de acopio y en centros de expendio (mercados). En
cada muestreo se tomo dos kilos de brocoli, conforme a
la Guia de Muestreo recomendada para determinacion
de residuos de plaguicidas a efectos de cumplimiento
de los LMRs del CODEX Alimentarius. [9]

Los muestreos se realizaron en las provincias de Azuay,
Cotopaxi, Chimborazo, Guayas, Imbabura, Pichincha,
Santo Domingo de los Tsachilas y Tungurahua, con dos
meses de intervalo. En la Tabla | se presenta el nUmero
de muestras obtenidas por provincias.

Los andlisis se realizaron en los Laboratorios de
AGROCALIDAD utilizando el procedimiento especifico
interno PEE/L-P/13 "Procedimiento para determinar
residuos de plaguicidas por QUEChERS en frutas y
vegetales”, que esta basado en el método de la AOAC
[10] y el método Sanco CSN EN 15662 [11, 12]. Afin de
establecer los parametros de viabilidad, el método fue
implementado y estandarizado para la determinacion
multiresiduos de plaguicidas en brécoli y luego validado
para cinco plaguicidas (Profenofos, Carbaryl,
Carbofuran, Methiocarb y Methomyl) por UPLC/MS/MS,
acorde a la Guia Sanco [13]. La repetibilidad y
reproducibilidad del método se obtuvo utilizando curvas
de calibracién con cinco niveles de concentracion entre
5y 60 ng/mL, con tres repeticiones durante cinco dias.
La precision y exactitud se determind utilizando blancos
fortificados de tres niveles de concentraciéon entre 5y 13
ng/g, con tres repeticiones durante tres dias.

Tabla I. Numero de muestras por provinicas

Provincia Cantén # de Muestras
Cotopaxi Latacunga 30
Chimborazo Riobamba 9
Guayas Guayaquil 6
Pichincha Quito 6
Tungurahua Ambato 6
Azuay Cuenca 5
Imbabura Ibarra 5
Sto. Domingo  Sto. Domingo 5

Total 72
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El procedimento empleado para la determinacion de los
analitos en las muestras se basa en la extraccion de los
compuestos de la muestra previamente homogenizada,
mediante el método QUEChERS, para lo cual se utilizd
el tubo 1 del kit (marca Waters) que contiene material
adsorbente de sulfato de magnesio, se adicioné
Acetonitrilo (marca Fisher, grado masas) acidificado
(1% de acido acético marca Fluka, 99% pureza), se
aplicé agitacion manual, agitacion en vortex y
centrifugacion a 3450 rpm durante 5 minutos. Luego se
realizé un proceso de limpieza o clean-up en 4 mL del
sobrenadante, en el tubo 2 del kit que contiene material
adsorbente de sulfato de magnesio mas aminas
primarias y secundarias (marca Waters), seguido de
centrifugacion. Finalmente el extracto de las muestras
se filiré6 en membranas de 0.22 micras de poro (marca
Millipore). 200 ul del extrato se trasvasé a un vial de 2 ml
y se afor6 a 1 ml con la fase mévil para analisis por
UPLC, mientras que 1 ml del extracto se evapord con
una corriente suave de nitrégeno y luego redisuelto con
1 ml de Ethyl Acetato para el analisis por GC-ECD. La
identificacion y cuantificacion de las moléculas se
realizé por cromatografia de gases acoplado a un
detector de captura de electrones (marca Varian modelo
3800) y una columna TR-5MS de 60m x 0.25mm ID x
0.25 um film, para los plaguicidas organoclorados y
piretroides y por cromatografia liquida con detector de
espectrometria de masas tipo tandem en modo
lonizacion Electrospray Positivo (ESI+) (marca Waters,
modelo XevoTQS) y columna Acquity UPLC BEH C18
de 1.7um x 2.1 x 10mm, para los plaguicidas
organofosforados y carbamatos. Los plaguicidas
incluidos en el estudio pertenecientes a los grupos
quimicos organoclorados y piretroides fueron a- HCH,
B-HCH, y- HCH (Lindano, 6-HCH, BHC, Heptacloro,
cis-Heptacloro epoxido,  Aldrin, a-Endosulfan,
B-Endosulfan, Endosulfan sulfato, Dieldrin, Endrin,
Clorotalonil, Oxi-clordano, Transclordano, p.p’- DDE,
p.p’-DDD, p.p-DDT, A-Cyhalotrina, Deltametrina,
Cypermetrina, Pendimetalina, Permetrina y Ciflutrin).
En la Tabla Il se presenta la lista de plaguicidas
incluidos en el estudio, que se analizaron por
UPLC/MS/MS, indicandose las masas del ién precursor
y de los fragmentos de cuantificacién y de confirmacion,
asi como la energia del cono y de colision.

ll. RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de muestreo se recolectaron las muestras
en las provincias productoras de esta hortaliza, tanto
para exportacién como para consumo local, alcanzando
72 muestras que se sometieron al analisis de laboratorio
por el método descrito en la seccion de Metodologia.

En la etapa de analisis, el método fue previamente

Tabla Il. Lista de plaguicidas incluidos en el estudio

Nombre T.R. Masa del Masade E.de E.de
Moléculas lon Precursor Fragmentos Cono Colision
Methamidofos 1.19 142.00 94.0 20 19
125.00 20 19
Metomil 2.20 163.08 88.10 20 8
106.00 20 10
Cyromazin 9.39 167.00 60.00 20 19
85.00 20 18
Propanocarb  1.60 189.10 102.00 20 17
144.00 20 12
Cymoxanil 3.37 199.00 111.00 20 18
128.00 20 8
Propoxur 4.34 210.14 111.10 20 14
168.10 20 8
Carbofuran 4.35 22211 123.00 20 21
165.10 20 16
Acetamiprid 3.15 223.00 56.10 20 15
126.00 20 20
Metiocarb 5.37 226.10 121.10 20 18
169.10 20 10
Ametrin 3.91 228.10 68.10 20 36
186.10 20 18
Dimethoato 3.12 230.10 125.00 20 20
199.00 20 10
Diuron 4.90 233.00 46.30 20 14
72.10 20 30
Oxamil 2.1 237.00 72.00 20 12
90.00 20 10
Imidacloprid 2.80 256.10 175.10 20 19
209.10 20 16
Metalaxil 9.26 280.10 192.10 20 17
220.10 20 13
Diazinon 5.99 305.10 96.90 20 35
169.00 20 22
Tebuconazole 6.00 308.00 70.10 20 22
125.00 20 40
Diflubenzuron 5.77 311.13 141.02 20 30
158.07 20 14
Fenamidone  4.10 312.10 92.20 20 33
236.10 20 19
Cyazofamid 6.40 325.00 107.90 20 20
261.00 20 10
Benalaxyl 6.11 236.10 91.00 20 34
148.00 20 20
Malathion 5.31 331.00 99.00 20 29
127.00 20 17
Propiconazol  6.11 342.10 69.10 20 33
159.00 20 37
Boscalid 5.42 343.00 139.90 20 27
307.00 20 27
Chlorpyrifos 6.87 349.90 197.98 20 18
96.98 20 32
Metoxyfenocide 5.47 369.20 133.00 20 31
149.10 20 23
Profenofos 6.51 373.03 128.07 20 42
302.92 20 18
Dimethomorph 4.23 388.10 165.00 20 40
300.90 20 20
Difenconazole 6.28 406.10 111.10 20 60
251.10 20 25
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Tabla Ill. Residuos de plaguicidas detectados

Provinicia # de Muestras Plaguicidas Concentracion
con Residuos Detectados encontrada (ng/g)
Cotopaxi M.1 Boscalid 20.47
M.2 Boscalid <LC
Chimborazo M.1 Cypermetrina, 146.73
M.2 Cypermetrina 131.13
Clorpirifos 62.01
M.3 Cypermetrina 53.54
Clorpirifos 184.30
Diflubenzuron 6.62
M.4 Cypermetrina 73.43
M.5 Cypermetrina 95.17
M.6 Cypermetrina 111.15
M.7 Cypermetrina 68.80
M.8 Cypermetrina 62.20
M.9 Cypermetrina 160.27
Guayas M.1 Cypermetrina 167.17
M.2 Cypermetrina 504.57
Endosulfan 25.66
M.3 Permetrina 677.47
M.4 Permetrina 318.99
M.5 Permetrina 588.56
M.6 Permetrina 505.96
Pichincha M.1 Cypermetrina 101.92
M.2 Cypermetrina 77.82
M.3 Cypermetrina 289.35
Tungurahua M.1 Clorpirifos 31.34
Cypermetrina 27.90
M.2 Cypermetrina 39.88
Difenoconazole 8.74
M.3 Difenoconazole <LC
M.4 Cypermetrina 24.34
Clorpirifos 60.19
Metalaxil <LC
M.5 Cypermetrina 38.62
A Cihalotrina 40.37
M.6 Cypermetrina 91.46
A Cihalotrina 17.87
Azuay M.1 A Cihalotrina 10.41
Imbabura M.1 Boscalid 69.09
Sto. Domingo M.1 Cypermetrina 19.43
Tsch. M.2 Cypermetrina 17.91
M.3 Cypermetrina 17.74

validado en la matriz de estudio, proceso que permite el
conocimiento de las caracteristicas de funcionamiento
bajo las condiciones particulares de trabajo y
proporciona un grado de confianza en su aplicabilidad y
en los resultados obtenidos, ademas evidencia que se
puede determinar varios analitos en la matriz
seleccionada, con un alto nivel de eficiencia. Como
resultado de la validacion, la linearidad fue de 0,9998 y

se la obtuvo del promedio de los coeficientes de
determinacion (r?) de la regresion linear del analisis de
soluciones estandares a cinco niveles de concentracion
para cada uno de los plaguicidas. Los datos de
repetibilidad (% CVr) y reproducibilidad (% CVR) se
calcularon del promedio y RSD de soluciones de
estandares a cinco niveles de concentracion durante
cinco dias, obteniéndose valores de 12,12% y de
11,38% respectivamente, ajustandose a los criterios
recomendados (% CVr <15% y (% CVR <25%). La
incertidumbre expandida fue de 0,0011ug/g, el limite de
deteccion de 0,0024 pg/g y el limite de cuantificacion
0.003 pg/g. Los datos de exactitud o porcentaje de
recuperacién se calcularon del promedio y RSD de
muestras fortificadas (spike) a tres niveles de
concentracion (5, 10 y 13 ng/g) durante tres dias,
obteniéndose resultados entre 87,8 y 99,6%, valores
que se encuentran dentro del rango recomendado de 70
y 120% del método para estudios de residuos de
pesticidas. [10]

Luego de evidenciar la idoneidad del método, se realizé
el analisis de las muestras de estudio, detectandose la
presencia de residuos de varios plaguicidas, cuyos
resultados se reportan en la Tabla lll, expresados en
ng/g (nanogramos de plaguicida encontrado por gramo
de muestra).

En la Tabla IV se indica el numero de muestras que
presentaron residuos de plaguicidas y su porcentaje, en
relacion a la provincia donde se realiz6 el muestreo.
Los resultados del analisis de las muestras indican que
en brécoli para exportacion, provenientes de los centros
de produccién y acopio en la provincia Cotopaxi, de las
30 muestras analizadas solo 2 muestras contenian
residuos del plaguicida Boscalid, que corresponde al
6,7%, mientras que en brocoli de consumo nacional,
provenientes de las provincias Chimborazo, Guayas y
Tungurahua, el 100% de las muestras contenian
residuos de los plaguicidas Cipermetrina, Permetrina,
Clorpirifos, lambda- Cyhalotrina, Difenoconazol,
Diflubenzuron y Metalaxil. El plaguicida organoclorado
Endosulfan, solo se detectd en un caso en la provincia
de Guayas. ElI 60 y 50% de las muestras provenientes
de las provincias de Santo Domingo de los Tsachilas y
Pichincha, contenian residuos del plaguicida
Cipermetrina, respectivamente. En las provincias de
Imbabura y Azuay solo se detectd residuos de los
plaguicidas Boscalid y lambda-Cyhalotrina,
respectivamente, que corresponde al 20% de las
muestras analizadas. En ninguno de los casos, las
concentraciones encontradas superaron los LMRs
establecidos, en tres casos se obtuvo valores bajo el
limite de cuantificacion (LC).

En la Tabla V se presenta los plaguicidas detectados
pertenecientes a los grupos quimicos organofosforados,
carbamatos, triazoles, benzimidazoles y acilalaninas,
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Tabla IV. NUumero de muestras con residuos de plaguicidas

Provincia # de # de % de Destino
Muestras Muestras Muestras con
Analizadas con Residuos Residuos
Cotopaxi 30 2 6,67 Exportacién
Chimborazo 9 9 100 Nacional
Guayas 6 6 100 Nacional
Pichincha 6 6 100 Nacional
Tungurahua 6 3 50 Nacional
Azuay 5 1 20 Nacional
Imbabura 5 1 20 Nacional
Sto. Domingo Tsch. 5 3 60 Nacional
Total 72 31 40,06
indicandose los rangos de concentracion, asi como las Difenoconazol, Diflubenzuron, Metalaxil,

medias, desviacidon estandar y coeficiente de variacion.
De las 72 muestras analizadas, el plaguicida
Cypermetrina presenté el mayor numero de casos (22),
correspondiendo al 54% del total de analitos
detectados, frente a 4 casos para los plaguicidas
Permetrina y Clorpirifos, 3 casos para Boscalid y
lambda Cyhalotrina, 2 casos para Difeconazol y 1 caso
para Diflubenzuron, Endosulfan y Metalaxil. Los
plaguicidas detectados se encuentran en la lista de
plaguicidas registrados en el pais, [14] observandose un
mayor uso de insecticidas del grupo piretroides, los
cuales presentan menor indice de toxicidad al hombre y
al ambiente. [15] Solo se detecté un caso de presencia
de residuos del insecticida organoclorado Endosulfan
(25,66 ppb), en una muestra proveniente de la provincia
del Guayas, pudiendo interpretarse este hecho como un
indicador de la drastica reduccion de los plaguicidas
organoclorados, en virtud a normativas de prohibicion y
restriccion de su uso, implementadas desde hace varios
afios en el pais. [16] El uso de plaguicidas

Tabla V. Plaguicidas detectados

correspondientes a la categoria toxicolégica Ill y el
Boscalid, de categoria toxicoldgica IV, indica que en
este cultivo se aplican plaguicidas de categorias
toxicolégicas de menor toxicidad. En la Tabla VI se
presenta la categoria toxicolégica establecida por la
Organizacion Mundial de la Salud, de los plaguicidas
detectados en el estudio. [17]

Los resultados revelan que en las muestras de brocoli
para la exportacion, hay una menor variedad de
plaguicidas y en concentraciones inferiores a los limites
permitidos, mientras que en las muestras destinadas al
consumo local, la variedad de plaguicidas detectados es
mayor, aunque los niveles de concentracion se
encuentran también por debajo de los limites
permitidos. El 43,06 % de las muestras analizadas,
presentd residuos de al menos un plaguicida. Los
niveles de Boscalid, lambda Cyhalotrina, Difenoconazol,
Diflubenzuron, Endosulfan y Metalaxil no excedieron los
limites residuales permisibles estipulados por el Codex
Alimentarius y por otros paises, solo los niveles de

Nombre Pesticida Grupo quimico  # de Mustras con Rango de Media SD %CV
Residuos Concentracion (ng/g)
Cypermetrina Piretroide 22 17,74 - 504,57 100.32 103.30 1.03
Permetrina Piretroide 4 318,99 - 677,47 522.74 152.83 0.29
Clorpirifos Organofosforado 4 31,34-184,3 8446  68.03 0.81
A Cyhalotrina Piretroide 3 10,41 - 40,37 2288 1560 0.68
Boscalid Organofosforado 3 20,47 - 69,09 4478 34.38 0.77
Difenoconazol Triazol 2 8.74 - - -
Endosulfan Organoclorado 1 25,66 - - -
Diflubenzuron Benzimidazol 1 6.62 - - -
Metalaxil Acilalaninas 1 <LC - - -
Total 41
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Tabla VI. Categoria toxicoldgica de los
plaguicidas detectados

Pesticida Categoria Toxicologica*

Cipermetrina ]
Permetrina ]
Clorpirifos I}
A Cihalotrina ]
Boscalid \Y
Difenoconazole I}
Endosulfan 1]

Diflubenzuron ]
Metalaxil I}

* Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS, 2009)

Permetrina y Clorpirifos superaron los LMRs
establecidos por la unién europea (0,050 p/g). En la
Tabla VIl se indican los valores de LMR de los
plaguicidas detectados, para brdcoli, establecidos por
varios paises. [18, 19, 20, 21]

Resultados de estudios realizados sobre residuos de
plaguicidas en brdcoli y otras hortalizas, en paises de la
region, evidencian concentraciones inferiores a los
limites permitidos, lo cual coincide con los resultados
encontrados en el presente estudio. [ 22, 23, 7]

Tabla VII. Limites maximos de residuos (LMRs) para

brécoli
Plaguicida EU? Japon® USA° CODEX‘
Hg/g  Hg/g  uglg  uglg
Cypermetrina 1 1 2 -
Permetrina 0,05 2 2 2
Clorpirifos 0,05 1 1 2
Boscalid 5 3 3 -
A Cihalotrina 0,1 0,5 0,4 -
Difenoconazol 1 0,2 1,9 0,5
Diflubenzuron - 1 - -
Endosulfan 0,05 0,05 3 -
Metalaxil 0,2 0,5 2 0,5

2 Limites establecidos por la Direccion General de
Sanidad y Consumo de la Union Europea, ° Limites
establecidos por el Ministerio de Bienestar Social de
Japon, ¢ Limites establecidos por la Administracion
de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de
América, d Limites establecidos por la Comisién
Conjunta del Codex Alimentarius de la FAO y la
OMS.

IV. CONCLUSIONES

Los resultados revelan que los residuos de plaguicidas
encontrados en el brdocoli, son principalmente de los
grupos Piretroides y Organofosforados, y los niveles de

concentracion, no superan los limites permitidos por el
codex, no obstante, los residuos son inferiores en los
cultivos destinados a exportacion, frente a los cultivos
de consumo local, por lo que se puede interpretar que
se aplican practicas agricolas mas controladas en las
plantaciones con fines de exportacion.

Los resultados del presente estudio aportan valiosa
informacion sobre la calidad del brocoli comercializado
para el mercado interno y externo. Dadas las
implicaciones en la salud publica, el medio ambiente,
asi como también implicaciones econdmicas, es
recomendable ampliar estudios a otros cultivos de
interés tanto econémico como alimentario, para contar
con un estudio base que apoye en el control y vigilancia
de la inocuidad alimentaria nacional.

De igual manera se evidencia la necesidad de aplicar
medidas de control mas eficaces asi como programas
de educacion a los agricultores, sobre uso racional de
plaguicidas, que contribuyan a mejorar la calidad e
inocuidad alimentaria de la poblacién.
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