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1. OBJETO Y SINTESIS.

La fabricacion de zumos y conservas vegetales junto con la manipuladion de
hortalizas vy frutas en fresco v la elaboradon de vinos son las actividades econdmicas mas
importantes del sector agroalimentario de la Region de Murcia. En los cultivos primarios
gque dan lugar a esta produccion industralizada se utilizan nuevos plaguicidas de los que
aun se pueden aportar nuevos conocimientos de sus caractersticas de persistencia v
procesos de degradacion, asi como de los efectos indirectos en los consumidores que
ingieren sus residuos a traves de estos alimentos agricolas. Concretamente, vy dentro de
las nuevas tendencias de uso de plaguicidas, se aplican inhibidores v reguladores del
crecimiento de insectos (RCIs), disefados en la década de los 90 como nuevos métodos

de control biormcionales,

En 2l trabajo desamollado en esta Memaoria, se estudian algunos de estos
compuestos, aplicados sobre diferentes cultivos de interés. Para allo, se han seleccionado
por su representatividad, dos inhibidores de la sintesis de quitina, lufenuron vy
flufenoxuron, y dos reguldores del crecimiento, fenoxicarb vy piriproxifen; v diferentes

cultivos de hortalizas, frutos citricos y de hueso y uva de vinificacion.

De ellos, conocemos sus datos de registro, especificados en las etiguetas de sus

formulados; por lo que parece interesante realizar estudios de disipacion en campo en
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diferentes condiciones de practica agricola, previos a su recoleccion y despugs de su
manipulacion. De esta forma, conoceremos sus niveles residuales en los vegetales en
condiciones de buenas practicas agricolas (BPA) vy en las condicionas mas desfavorables,
como la utilizacion sin observar plazos de seguridad, que denominamos criticas practicas
agricolas (CPA). Ademas, al no existir normativa legal sobre limites maximos de residuos
en los productos agricolas industrializados, es importante también conocer la influencia
que los diferentes procesos industriales, a los que se someten los productos agricolas

originales, tienen sobre su persistencia v desaparicion.

Por otra parte, al actuar directamente sobre la sintesis de quitina y sobre el
comportamiento fisiologico de los insectos, estos plaguicidas poddan afectar procesos
similares n las personas, por lo gue es necesario completar esta informacion con ensayos
de biodigponibilidad v estudios toxicologicos-estadisticos de ingestion, gue permitan

conocer su asimilacion en nuestro organismao.

El objeto, por tanto de esta Memoria, se puede resumir en:

= Obtencion y validacion de la metodologia analitica para la determinacion de Ios
residuos de los insecticidas seleccionados, de acuerdo con los criterios de calidad de
la norma ISO/IEC 17025 v las recomendaciones de la Guia SANCO (UE).

= Establecimiento de sus curvas de disipacian, vida media y residuos finales en
lechuga, pepino, pimiento, calabacin, albaricogue, melocoton, mandarina, naranja v
uva, tras su aplicacion en diferentes condiciones: buenas practicas agricolas y

condiciones mas desfavaorables.

= Sequimiento de los niveles residuales durante las operaciones realizadas en la
industria alimentaria para la transformacion de los productos en fresco en productos
congelados, de cuarta gama, Conservas, ZUmos y ving, y durante su correspondients

pericdo de conservacion.
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= Estudio de la biodisponibilidad de los plaguicidas en cada uno de los vegetales

seleccionados.

= Valoracion de la ingesta estimada de los plaguicidas estudiados.

En la Figura 1.1, se esquematiza €l plan de tmbajo seguido:

FReguladores & inhisidarss del
crecimiento da inseclos

¥

e T

QA‘JIH.‘HJJ-'.'M o )
-

-
i L

¥

valorae reslduales en reeco

Dot e epliraeion

Figura 1.1.- Fsquema de realizacion del frabajo.
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De esta manem y globalmente, se aportaran conocimientos del comportamiento
de los cuatro insecticidas en los alimentos agricolas seleccionados, en las condiciones
climaticas y de cultivo de nuestra Region, su eliminacion durante los procesos de
transformacion industrial, y una aproximacion de su absorcion en el organismo humano,
como aplicacion para futuras acciones legales de |a UE en materia de limites maximos de

residuos y como forma de ofrecer informacion adecuada al consumidaor,
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2. INTRODUCCION.

La etapa de mayor desamollo de los plaguicidas sintéticos, destinados a la
agricultura, comienza en el ano 1945 con el uso del DDT (Nebel v Wright, 1993). En
realidad, ¥ aungue se utilizaban desde hace mucho méas tiempo, ba sido en los Ultimos 63
anos cuando se han convertido en importantes agentes externos para luchar contra las
plagas y enfermedades que diezman nuestros cultivos. Al ser agentes biccidas, suscitan
dudas, son objeto de estudio ¥ s2 encuentran en entredicho por algunos sectores de la
poblacion. Son un tema de actualidad que genera controversia, y como ejemplo reciente,
podemos citar el de |la oscarizada pelicula Michag! Ciayton en este Oltimo invierno, en la
que intoxicaciones de trabajadores destapan un delito de falseo de documentos durante el

registro de un plaguicida para uso agricola.

El empleo de plaguicidas en la agricultura se remonta a muchos afos atras,
aunque en los primeros tiempos fusron mayoritariamente obtenidos de fuentes de la
naturaleza. Los primeros registros corresponden a la quema de azufre como fumigante en
el aho 1000 a.C. Mas tarde, se usaron materias como extractos de pimiento y tabaco,
agua jabonosa, aguacal, vinagre, trementina, aceite de pescado, salmuera vy lejia, entre
otras. Posterdommentz, empezaron a utilizar sustancias quimicas y mas tarde se
sintetizaron los primeros plaguicidas quimicos. Al comienzo de la I1 Guerra Mundial {1940],

la reserva de plaguicidas contenia por ejemplo compuestos arsenicales, aceites de
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petrdleo, nicotina, piretro, rotenoma, azufre, cianuro de hidrégeno y criclita, v con el fin de
esta Guerra vy las necesidades mundiales, se abrio el arsenal de la quimica moderna
{Casida y Quistad, 1998; Ware vy Whitacre, 2004).

Par tanto, los intentos del hombre por controlar las plagas €n los cultivos 25 una
cuestion antigua, unida a la necesidad de supervivencia, Ahora, la poblacion mundial se
multiplica, la espemnza de vida es mayor vy todos los consumidores necesitan alimentos

sanos ¥ seguros a buen precio.

En los ultimos afos, la actividad agricola ha aumentado para abastecer esta
demanda, gracias a la agricultura intensiva, a b produccion integrada v ecologica actual, a
las politicas de formacion, y a la tecnificacion del medio rural. 5in embargo, el 14,4% de
humanidad continda pasando hambre (FAQ, 2008a) v los riesgos derivados de una

agricultura intensiva amenazan la integridad del consumidaor y €l medio ambiente,

2.1. IMPLICACIONES DE LA AGRICULTURA SOSTENIBLE EN LA
ALIMENTACION.

Formalmente, la agrculiura sostenible pusde ubicarse entre la agricultura
productivista v la agricultura ecologica v entre otros, €l Ministerio Espanol de Agricultura,
Pesca y Alimentacion (MAPA), la define como "un sistema integrado de practicas de
produccion agricola, cuya aplicacion es dependiente de los ambientas o localidades, que a
largo plazo pueda satisfacer las necesidades de alimentos y fibras de la poblacion
mediante la utilizacion eficiente de insumos y tecnologias agrarias, sin comprometer la
conservacion de los recursos naturales, la calidad del medio ambiente y la competitividad
de los productos en precios y calidades que requiere el comercio internacional” (Jiménez,
2002; MAPA, 2003).

Un sistema adecuado de produccion agricola eficaz es clave en el nivel de
alimentacion y nutricion mundial. Actualmente, los productos agricolas significan mas del

50% de la produccion final agraria espancla y algo mas del 12% en la Union Eurcpea

-10 -
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{UE), destacando la produccion hortofruticola, el vinedo, el olivar v el cereal (MAPA,
2006a). 5in embargo, a pesar de que la agriculiura se ha desarrollado extraordinariamente
desde el punto de vista tecnologico en los Ultimos afios, con importantes avances en los
campos de irigacidon, drenaje, conservacion y sanidad, aln no se han resuelto las

situaciones de desnutricion en el mundo.

El hambre se considera ura situacion vinculada a la seguridad alimentaria. Segin
la Dedaracion firmada por los Jefes de Estado en la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion
de 1996, por invitacion de la Organizacion de las Naciones Unidas pama la Agricultura v la
Alimentacion (FAQ), la seguridad alimentaria es una condicion que "existe cuando todas
las personas tienen en todo momento acceso fisico v economico a suficientes alimentos
inocuos vy nutitivos parm satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias en
cuanto a los alimentos a fin de llevar una vida activa y sana” (FAQ, 199&). El hambre, por
tanto, se debe a la inseguridad alimentara promovida tanto por motivos economicos como
cuantitativos o cualitativos. En  términos absolutos, se& han registrado progresos
considerables en la cantidad de alimentos de origen vegetal disponibles en el mercado
mundial. Como se muestra en la Figura 2.1, se calcula que en el Oktimo decenio (1996-

2006), la produccion agricola mundial se ha incrementado de media en un 2,2%.

120
100
- 20
indicede .
produccion 60
5
agricals
mundial 45
20
]
R R O R R N RS R R
R e
Anao

Figura 2.1.- Fvolecion de la produccion agricola mundial
[Fuente: PROSTAT, 2008)
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El suministro ha crecido al mismo tiempo que la poblacion, por el aumento de la
productividad agricola entre otros factores, y €l numero de personas que padecen hambre
v estan malnutridas en el mundo ha disminuido considerablemente respecto a las cifras
del pasado (FAQ/FMFH, 20086).

En términos relativos, segun el informe anual de la Organizacion para la
Cooperacion ¥ € Desarrollo Economico (OCDE) y FAQ sobre la situacion agricola, el
aumento de los ingresos por habitante, unido a la urbanizacion creciente, estan
modificando los habitos alimentarios en la mayor parte de los paises en desarrollo, con un
alza del consumao de los productos animales, y por tanto de alimentacion para el ganado,
pero tambien de frutas, verduras y alimentos transformados (OCDE/FAO, 200%). En
consecuencia, la produccion agricola por persona se ha visto incrementada en el Oltimo

periodo (1996-2006) en un 1% de media, como se muastra en la Figura 2.2,

108

106

104

indicede 102
pProouceion
agricala por

persana qE

O

Y 2 ol e S T s e o
O R S LR L LG L Y S LR
SR K I N G A R

Afio
Figura 2.2.- Fvolscion de 3 produccion agidcofa mundial por persona
[Fuente: FADSTAT, 2008
Par tanto, actualmente se considera que &l problema del abastecimiento mundial
no es ya de cantidad, sino de seguridad, calidad v precio. Segun FAQ, el acceso a

cantidades suficientes de una variedad de alimentos seguros v de buena calidad es la base

del problema del hambre en estos momentos, incluso en aquellos donde &l suministro

-1z -
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nacional es adecuado (FAQ/FMFH, 2006). Aunque, los paises en vias de desarrollo siguen
adoleciendo de graves deficiencias en cuanto a la produccion cuantitativa de alimentos.
Segun los ukimos datos, como se muestra en la Figura 2.3, todos los pabkes siguen
presentando ciertas formas de hambre o malnutricidon. En concreto, las Ultimas cifras
indican que en &l mundo aun pasan hambre 862 millones de personas, aproximadameante
una de cada siete, lo cual representa una poblacion mayor que la que vive en Europa
{FAQ, 2008a).

" o o

Ezatle.

Porserisje de parssnae subnutridas

oM B- 2O EaELU R

Eaimes ino dbemo fles

]
h

Fummnbe SROVEEGEDNP ¢ S0RM, 00E

Figura 2.3.- Proporcion de personas subnutridas en ef mundo {1998-2008)
(Fuernte: FAOSAMFH, 2006)

En la parte econdmica del problema, los mas desfavorecidos son los paises en
desarrollo, yva que su poder adquisitivo s menor, Cuando una region de mercados amplios
v de funcionamiento estable pierde una cosecha, los productos basicos de sus reservas o
el excedente de alimentos de otras regiones fluyen normalmente hacia ese mercado pam
responder a la demanda v la posterior subida de precios, con lo que se alivia el deficit
local de alimentos y el agravamiento de precios (Bell et al, 2007). Sin embargo, la

probabilidad de que persistan problemas en la disponibilidad de alimentos es mayor en el
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caso de mercados no bien desarrollados o de funciomamiento deficiente. Entre las
circunstancias que con mayor probabilidad afectan a la adquisicion de productos agricolas
s& encuentran: la pérdida de bienes productivos, los salarios bajos vy los cambios en los

precios de los productos basicos.

En este sentido, las soluciones pasan por genemar tecnologias sostenibles para la
intensificacion agricola y en capacitar a los agricultores para aplicardas, de forma que se
puedan satisfacer a precios asequibles las necesidades de alimentos de las gensmaciones
futuras, que se camactarizaan por un aumento de la poblacion v la demanda efectiva, una
disponibilidad mas ajustada de los recursos del agua y suelo y mayores riesgos asociados

con los procesos de cambio climatico (FAQ, 2008b).

Par otra parie, es necesario que €l sistema productivo cumpla criterios de calidad y
seguridad. Un alimento sera totalmeante de calidad cuando sea seguro, cuando no suponga
peligros fisicos, quimicos o bioldgicos para el consumidor. En el campo de los plaguicidas,
es cierto que la llamada "revolucion verde” significo el avance esencial para alcanzar el
rendimiento de la superficie agricola que las previsiones de poblacion mundial exigian,
mediante la tecnificacion del medio rural, los avances en gengtica de cultivos v los
mé&todos de control de plagas, pero también que trajo consigo riesgos en la inocuidad de

los alimentos y par tanto en su calidad,

Hoy se requiere que todas las etapas, desde la produccion hasta el procesamiento,
la comerdializacion v el consumo, respeten la calidad e inocuidad de los alimentos v se
deberdn  realizar acciones apropiadas para gamntizadas. En esta cadena, las
responsabilidades en seguridad v calidad son compartidas v empiezan en la produccion
agroalimentaria. Proteger la salud de los consumidores v promover la produccion v el
comercio de alimentos sanos vy de calidad s una responsabilidad a nivel internacional,

regional y nacional y los consumidores asi o exigen.

La garantia de seguridad vy calidad en los alimentos, al igual que en &l aspecto

econdmico, solo pueden residir en su fomento y control dentro de un sector agrario en
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armonia con €l medio ambiente {Comision Europea, 1557 ). En otras palabras, s necesario
un modelo de agricultura competitivo v sostenible, orentado al mercado, que mejore las
condiciones de vida y abastezca a la poblacion, pero que respete el medio ambiente v la
salud. En las futuras practicas agricolas se deberan considerar las tendencias econdmicas,
tecnoldgicas, ambientales, sociales y politicas para (Jiménez Diaz y Lamo de Espinosa,
1958; Yudelman et al., 1998; FADQ, 2005):

Establecer una produccion sostenible, racionalizando las funciones del uso de la

tierra.

« Disponer de medios pam asegurar la renta de explotacion, sin tener en cuenta las

subvenciones.

« Incomporar componentas naturales de regulacion gque sustituyan imputs externos a

la explotacion.

« Minimizar la erosion del suelo, la polucion ambigntal, £l consumo de energia fosil y

los dafios a la flora y fauna.
= Conservar €l agroecosistema.
= Limitar los costes externos a la actividad agricola.

« (Obtener ura adecuada mlacion entre los costes vy beneficios en los aspectos

ambientales.
= Mejorar la eficiencia en el uso del agua y su economia.

2.2. INTEGRACION DE LOS PLAGUICIDAS EN LA
AGRICULTURA SOSTENIBLE.

FAD define el término plaguicida como "cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o0 controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de
enfermeadades humanas 0 de los animales, las especies de plantas 0 animalks indessables

que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion,

-15-



Introduccidn

Paula Payd Pefialver

elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, madera v productos de madera o alimentos para animales, o que pueden
administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas €n 0 sobre
sus cuerpos” (FAQ, 2006). Es una definicion amplia, en donde se recogen todas las

acciones posibles de un ingrediente activo.

En la aplicacion agricola, sus fines quedaron muy bien definidos en la
Reglamentacion Tecnico-Sanitaria para la fabricacion, comerializacion v utilizacion de
plaguicidas, aprobada por £l Real Decreto 334971983, hoy recogidos por administraciones
implicadas en este tema (BOE, 1984; MAPA, 2007; Consejeria Valenciana de Sanidad,
2008):

Combatir los agentes nocivos para los vegetales o prevenir su accion.

= Favorecer 0 regular la produccion vegetal con excepcion de los nutrientes o los

destinados a la enmienda de suelos.
= Conservar los productos vegetales,
= Destruir los vegetales indeseables.

= [estruir parte de los vegetales o prevenir un crecimiento indeseable de los

mismos.

Por estas funciones, los plaguicidas se consideran biocidas y fitosanitarios, ya que
pusden eliminar o prevenir la aparicion de plagas, enfermedades v malas hierbas {(BOE,
2002). Mo obstante, actualmente el termino biocida se reserva para aquellos plaguicidas
de utilizacion en sectores no agricolas como la conservacion de la madera, la desinfeccion
0 determinados usos domésticos; y los productos fitosanitarios para los plaguicidas de
aplicacion agricola o usos relacionados como la jardineria paisajista, mantenimiento de las

vias de transporte, silvicultura y jardineria doméstica (Comision Europea, 2002).
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Estos compuestos estan  disefados por tanto para  influir en  procesos
fundamentales de organismos vivos. Pero su potencial para controlar los organismos
nocivos ¥ mejorar la salud de las plantas puede causar efectos adversos sobre organismas
a los que no van dirigidos en el ambito de la salud humana y el medio ambiente. Son un
arma de doble filo ¥y ése &5 su inconveniente. Su utilizacion deperdera del grado de
compromiso que se alcance entre los beneficios para la agricultura v la alimentacion y los

riesgos para la salud y el medio ambiente,

2.2.1. CONTROL QUIMICO DE PLAGAS Y PRODUCCION AGRICOLA
INTEGRADA.

Ademas de las limitaciones ambientales, uno de los grandes retos con los que se
ha enfrentado la agricultura para lograr que progrese una cosecha es la proteccion de los
cultivos frente a las plagas, enfermedades y malas hierbas, integrados generalmente en el
t&émino de "plaga agricola”. Los agentes causantes estan repartidos entre infinidad de
especies, agrupandose biclogicamente en (Comuet, 1993; Carrero v Planes, 1995;
Cabello, 1997; MAPA, 2001; Garcia Mard v Femagut, 2002; Dominguez Garcia-Tejero,
2004; Agrios, 2005; Villarias, 2006):

a) Mamiferos.

* Roedores. En esta clase de vertebrados se encuentran algunos roedores £
insectivoros, tales como ratas, ratones v topos, que causan danos en las cosechas

¥ en las raices con sus galerias.

= Aves, Las grandes bandadas causan estragos en las siembias v n algunos arboles.

b) Artropodos.

+ Insectos. Constituyen el mayor nimero de plagas v las mas dafinas.
« Aracnidos. Algunos acaros son muy perjudicialas en épocas de calor y tiempo seco.

= (Crustaceos. Algunas cochinillas pueden ser nocivas.

-17 -



Introduccidn

Paula Payd Pefialver

£) Moluscos.

« Gasteropodos. Los caracoles y las babosas también pueden causar danos a

muchos cultivos.

d) Plantas fanerdgamas.

« Cuscuta.
= Hopo
£] Hongos.

+ Ectoparasitos.

* Endoparasitos.

f) Bacterias,

q) Vinus,

A lo largo del tiempo, estas plagas se han tratado de eliminar desde diferentes
estrategias, con los denominados metodos de “lucha” {termino hoy en desuso), métodos
de "control” o de "produccion”. Las técnicas vy su terminoclogia han ido evolucionando a
medida que el conocimiento de la fisiopatologia vegetal, la ecologia v la quimica agricol
avanzaban. Uno de los métodos mas antiguos empleados hoy son los medios agrondmicos

0 culturakes, con técnicas como (Carrerp, 1996; Marco y Pérez, 2004):

« Mangjo de la epoca de plantacion o siembra asi como la recoleccion precoz, para
disminuir los dafos de algunas plagas que atacan £n una determinada fase del

cultivo,
« Utilizacion de material de propagacion sano.

+« Mantenimiento del hugsped en oOptimo estado general, de modo que sea mas

tolerante al ataque de las plagas que si no gozase de €l
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* La rotacion de cultivos parma evitar la propagacion de plagas.

* La utilizacion de cultivos cebo gue atrasn a una determinada plaga para librar al

cultivo verdadero de su atague.

= Llas labores culturales que puedan destruir algunos agentes nocivos que tengan

alguna fase de su desarrollo en el suglo.

En 1545, con las necesidades alimenticias v de desarrollo tras la 11 Guerra Mundial,
la "lucha quimica” alcanza su maximo auge, con los plaguicidas organicos de sintesis, Sus
inicios constituyeron una verdadera revolucion en la problematica de las plagas, va que
efectividad vy bajo coste de estos nuevos productos supuso un gran salto cualitativo en la
proteccion de los cultivos v permitio durante muchos anos aumentar las producciones
agricolas para alimentar a la poblacion. Desde entonces han sido disefados para acabar
con todo tipo de especies (Barbera, 1989; Primo, 1991; Camero, 1996; De Linan, 2008;
Yagie y Yagile, 2008). Durante su desarrollo ha pasado por varias fases de utilizacion que

se pueden resumir en (Perez, 2000):

a) Control quimico indiscriminado. Basado en el empleo de plaguicidas de amplio
espectro, aplicados sistematicamente segin un esquema rgido y preestablecido o
calendarios, realizandose en muchas ocasiones tratamientos sin estar presente la plaga.
Gerermlmente, se combina un nimero reducido de materias activas, que se repiten varias

Veraes en una misma campafa. Las ventajas de este tipo de estiategia son:

« Inicialmente disminuyen los dafos producidos por las plagas.

+ Es un metodo sencillo y de facil aplicacion por los agricultores,

b) Control quimico aconsejado. Consiste en la racionalizacion de los tratamientos en
funcion de las recomendaciones dadas periodicamente por las Estaciones de Awvisos
pertenecientes a las Administraciones Autondmicas y por técnicos especialistas, basadas
en un profundo conocimiento de la biologia de las plagas, que permiten decidir el

momento adecuado para su realizacion asi como los productos fitosanitarios mas idoneos.

- 10 -



Introduccidn

Paula Payd Pefialver

Las ventajas que presenta este metodo son:

+ Se produce una reduccion del nimero de tratamientos y mejora su eficacia.

+ Disminuye la contaminacion ambiental v el riesgo de aparicion de residuos en

las cosechas.

Sus inconvenientes son:

= Las recomendaciones se realizan a nivel de zonas bastante extensas, no
considerando las diferencias microclimaticas gue existen dentro de cada area,
por lo que existe la posibilidad de realizar tratamientos fuera de plazo o con

una cadencia inadecuada.

= Las recomendaciones se realizan sin conocer la densidad de plaga en cada
parcela, por lo que se siguen empleando productos polivalentes y poco

selectivos.

* Sigue existiendo riesgo de aparicion de resistencias.

¢) Control guimico dirigido. El control dirigido no se limita Unicamente a determinar &l
momento oportuno de tratamiento de uma plaga v el producto mas efectivo, sino tambien
la necesidad real de la interverncion. Se introduce el concepto de "umbral econdmico de
danos”, definido como la densidad de plaga a partir de la cual los danos gue se ocasionan
son superores al coste de las medidas de control que los evitaria. Las ventajas de su

empleo son:

= Spo produce un buen control de plagas y enfermedades,

« Se ufilizan productos mas selectivos vy de baja toxicidad, respetando los

organismos auxiliares 0 enemigos naturales de las plagas.

* Se reduce el nimero de tratamientos que se aplican en cada campata y el

nivel de residuos en cosecha,
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= Al disminuir €l numero de tratamientos, se reducen los costes de produccion.

Como inconvenientas hay que citar:

« Exige una mayor dedicacion por pante del agricultor y/o técnicos especialistas

en la determinacion de los niveles de plhgas de cada parcela.

= El agricultor tiene gue asumir un mayor grado de riesgo en sus decisiones,

Hoy en dia sabemos que el uso prologando del control quimico como la alternativa

efectiva v rapida contra las plagas, vy €n ocasiones su abuso, ha influido negativamente en

los seres vivos y €l medio ambiente. Debido a aesto, en los Ultimos afos, ha surgido una

gran preccupacion por el uso de estos productos, llegando incluso algunos sectores de la

agricultura, como s la agricultura ecoldgica, a prohibir su uso de manara general.

Los problemas mas importantes generados por este exceso del control gquimico, se

pueden resumir en {Perez, 2000; Marco y Perez, 2004; Coscalla, 2006 ):

Aparicion de resistencias. Es frecuente que al realizar aplicaciones continuadas con
un mismo plaguicida su efectividad contra determinada plaga vaya disminuyendao,
a pesar de ir aumentando la dosis, ya que los organismos nocivos ponsn £n
funcionamiento determinados mecanismos  bioldgicos que les  proporcionan

resistencia a dicho plaguicida,

Aumento de los costes de los tratamientos con agroquimicos. Debido al aumento
del nimero de tratamientos, dosis y €l tiempo necesario para acabar con las

resistencias,

Aparicion de plagas secundanas. Al alterar el equilibrio del ecosistema eliminando
una poblacion, se favorece la aparicion de otras controladas naturalmente por la
primera al principio v que pueden convertirse en una nueva plaga, tambien por la
trofobiosis de las plantas de alrededor provocada por los cambios fisiologicos en la

planta para mejorar su calidad nutritiva y su cantidad, etc.
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« Contaminacion ambiental. Los residuos de estos productos pueden permanecer
largo tiempo en &l suglo 0 en el cultivo, estar presentes en la atmosfera o también

en aguas superficiales y subterransas.

= Peligrosidad parm otros integrantes del ecosistema. Los plaguicidas no selectivos
destruyen tanto las plagas como la fauna Otil (enemigos naturales y polinizadores).
Asimismo, a consecuencia de la contaminacion ambiental, pueden afectar la salud
de los seres vivos, incluido €l hombre como aplicador o consumidor, ¥ en el buen

estado del medio ambiente,

Mo obstante, resulta interesante conocer las corresponsabilidades con otros
factores como la contaminacion atmosférica, la influencia del estilo de vida y la gengtica,
en la salud humana. Asimismo, esta aln por determinar el grado de relacion entre los
factores que condidonan la compatimentacion medioambiental de los residuos en aguas,
suelos v cultivos, junto a indices iddneos de riesgos ambientales ¥ humanos por aplicacion
de plaguicidas, que incluyan los aspectos economicos de los diferentes tipos de control.
Asi lo demuestra la evolucion de numerosos articulos de investigacion y revision sobre
estos aspectos (Pimentel et al., 1992; Al-Saleh, 1994; Stephen, 1995; van der Werf, 19965;
Pimental v Greiner, 1997; Wijnands, 1997; Tykva, 1998; van der Werf y Zimmer, 1998;
Maroni et al., 1999; Levitan, 2000; Reus v Leendertse, 2000; Finizio v Villa, 2002; Reus et
al., 2002; Sanbom &t al., 2002; Vercnuysse y Steurbaut, 2002; Bues et al., 2004; Padovani
et al., 2004; Sharpe € Irving, 2004; e Smet et al., 2005; Cross v Jones, 2006, Matthews,
2006; Rubio, 2006; Travisi et al., 2006; Stenrad et al., 2008; Travisi y Nijkamp, 2008,

A pesar de esto, es obwio que la contribucion de los plaguicidas en €l deterioro de
Ia salud v el medio ambiente es clara y se debe minimizar mediante &l cumplimiento de
una serie de normas que aseguren una correcta aplicacion, enmarcadas siempre en el
ambito del control guimico dirigido (Matthews, 1999, 2000; Holland vy Sinclair, 2004; Marco

v Perez, 2004). Entre ellas, cabe destacar:

= Frectuar tratamientos Unicamente cuando sea necesario.
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= Flegir adecuadamente el producto y siempre que sea posible de baja toxicidad,
selectivo v de bajo efecto residual,

= Sgguir las recomendaciones indicadas en el producto a aplicar v realizar la

consulia oportuna cuando exista duda,

= Aplicar la dosis recomendada en cada momento, pues una dosis mayar puede

acarrear resistencias y un aumento del residuc.
= Alternancia de grupos quimicos vy modo de accion parma evitar resistencias.
= Realizar tratamientos localizados cuando sea necesario.

» Realizar una aplicacion comecta, con una maquinaria &n buen estado vy
debidamente calibmda, Tener en cuenta las causas de derivas en parcelas

colindantes v no realizar nunca la limpieza de los tanques n cursos de agua,

= Aplicar el producto en el momento adecuado respetando los plazos de

seguridad.
= Llevar un control de la evolucion de las plagas.

= Usar productos compatibles con el actual control bioldgico.

Actualmente, uno de los métodos de control que estd en auge es el control
biclogico. Consiste en la destruccion de los agentes nocivos mediante agentes beneficiosos
hast@ llevar a la poblacion de la plaga a niveles sin peligro. Esto habia sido usado en el
pasado con sueltas de hormigas {(Calasoma sycophanta) contma Lymantia dispar 0 de
Rodofia cardinaifs contra la cochinilla acanalada de los citricos, existiendo en 1925 mas de
30 casos de establecimiento de enemigos naturales. S5& ha realizado con enemigos
naturales autdctonos contra artropodos como Diglyphus fsaea, Fretmoceris mundus,
Encarsia futea y Encarsia transvena, etc., aunque potencialmente la fauna Otil o auxiliar
contra una plaga la puede integrar cualquiera de sus agentes bidticos parasitos. También
se est realizando con productos microbiologicos formulados, como por ejemplo micelios,

conidios y esporas de hongos, con el fin, en ambos casos, de que los beneficiosos
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establezcan relaciones parasitarias con los perjudiciales (Gerling, 1986; Pena, 1988;
Vifuela v Jacas, 1993; Rodriguez et al., 1994; Sanchez, 1994; Malais y Ravensberg, 1995;
Alcazar et al., 2002; Barmnco, 2003).

Cuando se emplean enemigos naturalas se conoce como lucha macrobiclogica,
existiendo ya una extensa disponibilidad comercial, v si s con formulados microbiologicos,
como lucha microbiclogica. Hasta ahora, los objetivos han sido la arafa roja, minadores,
mosca blanca, Bemmisia tabaci, Autographa gamma, Chrysodetxis chaicites vy Spodoptera
exigua, malas hierbas (Samways, 1990; Strobel, 1991) v enfermedades (Forsythe, 1992;
Thun, 2001; Jacas et al., 2005). Hoy en dia se considera como un método seguro,
efectivo, permanente y economico para reducir el efecto de plagas sobre los cultivos. Sin
embargo, necesita apoyarse en estrictos estudios sobre dinamica de poblaciones v un gran
conocimiento sobre las especies v los ecosistemas para alcanzmr su maxima utilidad,

estribando en esto la mayor dificultad para la implantacion de este tipo de control.

Otro concepto relacionado con el control bioldgico, es el control por métodos de
interferencia, va sean hormonales o feromonales, o también conocido como control
eticlogico (Carrero, 1996). Mediante sustancias quimicas con base hormonal, se actla
sobre el comportamiento de los organismos nocivos pero sin provocar suU muerte como por
gjemplo: esterlizandolos, atrayéndolos hacia algin lugar con trampas, impidiendo &

puesta, dispersandolos, etc.

Existen ademas otras estrmategias posibles como las cuarentenas legislativas,
enmarcados en el control legislativo; la modificacion de las condiciones ambientales en las
gque viven las plagas, conocidos como control fisico, muy utilizado en el almacenamiento
de las cosechas; v el control gengtico, donde se aumenta la resistencia de la planta
mediante manipulacion genrética, creando plantas transgénicas o provocando la

esterilizacion de las especie plaga, entre otros {Carmraro, 1996).

Todos los mecanismos de control anteriores tienen cabida en la produccion agricola

con control integrado. Es la apuesta del presente y del futuro, Aungue el concepto de
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lucha integrada se inicid en Alemania y Norteamérca a finales de la década de los
cincuenta vy fue definido por FAD a nivel internacional en 1967, su desarrollo ha sido lento
pero constante y actualmente ha adquirido plena vigencia con la identidad de "produccion
integrada” 0 "mancjo integrado de plagas” (Dik y Albajes, 1999). La Organizacion
Intemacional para el Control Biologico & Integrado de Animales y Plantas Nocivos junto
con la Seccion Regional del Palearctico Oaste (IOBC/AWPRS) la define como el sistema de
produccion sostenible de alimentos de alta calidad mediante métodos respetuosas con el
medio ambiente ¥y manteniendo los ingresos de la explotacion (IOBCAWPRS, 1999; MAPA,
2003). Su objetivo es una combinacion de tecnicas gue pemmita reducir las poblaciones de
plagas de forma que no originen dafos economicos pero que no se altere el
funcionamiento del ecosistema ni suponga riesgos toxicologicos. Sus lineas de actuacion

50N:

* Tiene en cuenta el medio ambiente para intentar conservar los recursos
{edafologicos, geneticos, hidmulicos, etc) vy mejomr el medio (paisaje,

ecosistemas, seguridad e higiene de la poblacion ruml, etc.).

= Mo pretende eliminar |a plaga sino mantenerla por debajo de umbrales de

tolerancia previamente fijados.

« Utiliza una serie de técnicas culturales, varietales, mecanicas, quimicas y sobre

todo biologicas, dando prioridad siempre a los procedimientos no quimicos.
= Uso racional de insumos (energéticos, fitosanitarios, fertilizantes, etc.).
« Gestion adecuada de residuos, tanto solidos como liquidos.

* Solo se justifica la aplicacion de medios de control cuando el nivel de plaga
sobrepasa un umbral de tolerancia econdmica.
= Los medios de lucha empleados no deben impedir, dentro de lo posible, la

accion de los factores naturales de mortalidad de la plaga.

* FEl metodo de lucha debe proteger adecuadamente el cultivo v permitir la

obtencion de cosechas rentables.
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La aplicacion de este sistema de control requiere por tanto gran estudio y
conocimiento del ecosistema agrario junto con un sistema de evaluacion vy gestion que
permita decidir la estrategia de control v 2l modo de gjecutada. Los factores que se deben

tener en cuenta se pueden resumir en (Albajes, 19927:;

= Factores inherentes al cultivo. Susceptibilidad varietal, fenofase susceptible,

estado fitosanitano de la planta v vigor, etc.

« Factores inherentes a la plaga. Miveles poblacionales, fuentes de inoculos,

capacidad de diseminacion, agresividad, especificidad, fauna auxiliar, etc.

= Factores abidticos o inberentes al medio. Cordiciones edafoclimaticas como

tipo de suelo, altura, temperatura, humedad relativa, precipitaciones, etc.

La aplicacion de un programa de produccidon agrcola integrada responde
indudablemente a un estadio superior en el conocimiento del cultivo ¥ su entomo. La
armonizacion de los métodos a utilizar no puede prefijarse, sino que se emplearan en el
momento mas adecuado. Debido a esto, el establecimiento de este tipo de produccion se
hace casi imposible a nivel individual, por lo que son necesarias las asociaciones entre

agricultores a nivel local.

El MAPA reguld en 1983 un tipo de agrupaciones conocido como ATRIAS
{Agrupacion para e Tratamiento Integrado en la Agricultura) en las que se orenta a los
agricultores desde asociaciones hacia |a puesta a punto de las tecnicas de control
integrado v la formacion del personal técnico v especializado en la direccion y aplicacion
de dichas tecnicas, teniendo en cuenta los sistemas de cultivos locales (MAPA, 1983; Arias
et al.,, 1987; Lozano vy Balduque, 2001). Espaia, v en particular Andalucia v Catalufa, ban
sido pionaras en el desamollo de estos programas en el cultivo de algodon, extendidos
posteriormente a otros cultivos como vina, olivar, frutales, horticolas, etc. en regiones
como Murcia, Valencia y Baleares (Tora et al, 1995; Caballero, 1998; Cruz, 1998).

Posteriormentg, en el ambito valenciano se tradujeron en ADY (Asociaciones de Defensa
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WVegetal) (Coscolla, 1998a, 1998b) Las ATRIAS han sido casi siempre 2l primer paso hacia

la inclusion en programas oficiales de produccion integrada.

Con estas asociaciones, se ha ido desarrollado la produccion integrada como marca
de garantia, impulsada y regulada por el MAPA, entre otros, con el fin de conseguir un
instrumento de apoyo a la comerdializacion de productos que satisfagan la demanda de
los mercados mas exigentes, y en estos momentos ya cuenta con un significativo
reconocimiento por parte de los grandes importadores en el marco de la UE. S5on ya mas
de 460.000 Ha las contempladas en este sistema de produccion a nivel nacional, con once
Comunidades Autonomas al frente, cada una con un logotipo especifico como marca de
garantia, ademas del que existe a nivel nacional. Estas Comunidades son Andalucia, La
Riocja, Ammagon, Galicia, Pais Vasco, Catalufa, Extremadura, Navarra, Castilla-Leon, Region
de Murcia y Comunidad Valenciana (MAPA, 2008b).

Actualments, &l control integrado de phgas se realiza dentro de los programas
oficiales de produccion integrada que se desamollan a través de decretos y ordenes
correspondientes, que establecen un  reglamento genérico autondmico y  tantos
reglamentos especificos como cultivos sobresalientes en el area en cuaestion, establecidos
por el MAPA. En los diferentes decretos siempre existen una serie de puntos comungs
como la definicion del programa, la promocion de productos obtenidos, reglamento basico,

comision coordinadora, consejo y sanciones.

Para los agricultores, la inclusion oficial en estos programas regulados vy sus
tramites supone dificultades anadidas al tipo de produccion, que ya de por si es compleja.
De hecho, la mayoria de las Regiones han tenido fluctuaciones a la baja en las hectareas
dedicadas a este tipo de produccion con el paso de los anos, entre allas Murcia, Cataluna,
Valencia, Mavama, Castilla-Leon, La Rioja v Pais Vasco, aungue otras como Andalucia,
Extremadura, Galicia y Armagon, han experimentado subidas v a nivel nacional la
produccion integrada ha logrado aumentar en el COltimo pedodo (2002-2007). En
particular, Murcia cuenta con aproximadamente 11,400 Ha para hortalizas y frutales,

representado un 2 ,47% respecto de la produccion integrada espanoh, incluyéndose todos
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los cultivos v sus transformados objeto de estudio de esta tesis en este tipo de produccion
a excepcion del albaricoque, aungue el almendro ha supuesto tradicionalmente la mayoria
de la superficie. A nivel nacional, Andalucia y el olivar representan los mayores exponentes
de este tipo de produccion, mientras que cultivos como los citricos, frutales, horticolas y
vid han ido disminuyendo, estacandose o en cualquier caso han tenido algun repunte
aislado (MAPA, 2008b).

A pesar de esto, los €xitos gue s2 estan obteniendo en la aplicacion de este tipo de
programas £n varias zonas espanolas, especialmente en lo gue se refiere a la reduccion
del consumo de fitosanitarios, permite augurar un importante futuro pama el control
integrado de plagas, enfermedades y malas hierbas. Se esperan resultados superiores en
la cantidad v calidad de la produccion con rentabilidad economica y preservacion del

medio ambiente y la seguridad.

2.2.2. APARICION DE LOS INHIBIDORES Y REGULADORES DEL
CRECIMIENTO DE INSECTOS.

De las mas de 1.000.000 de especies conocidas de insectos, unas 10.000 se
alimentan de cultivos, y de ellas, a nivel mundial, aproximadamente 700 causan la mayor
parte del dafo a los cultivos de la humanidad, tanto en campo como n almacenamiento
{Ware y Whitacre, 2004).

Las Cltimas cifras publicadas por la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de
los Estados Unidos (U5 EPA), indican que en el periodo 2000-2001, a nivel mundial, se
emplearon l,2'l[!lm kg de ingredientes activos, Como muestra la Figura 2 4, los herbicidas
representaron la mayor proporcion, seguida por el uso de insecticidas y fungicidas (US
EPA, 2007).

Sin embargo, en total, la cantidad de plaguicidas utilizados en 2l mundo disminuyo
con respecto al periodo anterior para todos los tipos de plaguicidas, como muestra la
Figura 2.5, siendo los insecticidas los mas regulares en cuanto a su uso en el mundo (US
EPA, 2007).
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Figura 2.4.- Fmplec de plaguicidas en ef mercado mundial en el 2000-2001
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{(Fuerte: US EPA, 2007

Con el objetivo de integrar plenamente el control guimico dirgido en la produccion
agricola integrada y conseguir una agricultura sostenible, se crearon nuevos mecanismaos
de control conocidos como "métodos biorracionales”. Se basan en la modificacion de algin
proceso fisioldgico o de comunicacion especifico de la plaga, para controlar finalmente 2l
nivel de poblacion perjudicial. Comprenden el uso de diversos productos quimicos, en su
mayora semegjantes o idénticos a sustancias producidas por insectos y plantas. Hoy dia
estan incluidos en el manejo integrado de plagas (Bellés, 1988; Vinuela et al.,, 1991;

Marco v Pérez, 2004). Los mas importantes son:
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a) Uso de feromonas. De los distintos tipos que se pueden distinguir segun su
funcion biclogica, solo dos han sido utilizados hasta €l momento en el control de plagas:
las sexuales {parm seguimiento de poblaciones de insectos, trampeo masivo, control por
confusidn y control por atraccion y muerte) v, en menor medida, las de agregacion

{fundamentalmente para el trampeo masiva).

b) Empleo de cairomonas. Son metabolitos secundaros de las plantas gue
intervieren en la atraccion de los insectos por parte de ellas, pudiendo ser utilizadas pam

el seguimiento de poblaciones de especies fitdfagas v para el trampeo masivo,

¢} Utilizacion de alomonas. Son tambien metabolitos secundarios de las plantas,
pero en este caso las utilizan para defenderse del atagque de los insectos. Segln el tipo de
alomona, pusden actuar como tdxicos, cesadores de la alimentacion o antiapetitivos,
repelentes v alteradores del balance hormonal. Un caso practico lo representa

azadiractina.

d) Utilizacion de reguladores del crecimiznto de los insectos (RCI). Incluyen una
amplia gama de compuestos capaces de alterar el desarrollo y crecimiento de los mismos,
La mayoria de ellos interfiere la formacion normal de la cuticula del excesqueleto de los
insectos. En este grupo se incluyen los plaguicidas objeto de sestudio de esta tesis,
fenoxicarb, pirproxifen, lufenuron y flufenoaron. 52 pueden establecer los siguientes

subgrupos:

« Hormona juvenil I, II y III, juvencides y juvendgenos. Relacionados con el
mecanismo de accion de la hormona juvenil natural de los insectos. En aste

subgrupo se incluyen fenoxicarb y pinproxifen.

« Antihormonas juveniles o precocenos I, II y III. Su uso practico €5 nulo hasta

ahora.
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Ecdisona u hormona de la muda v ecdisoides. Algunos de sus compongntas estan
en el mercado tras el descubrimiento de ecdisoides quimicamente no esteroidales

¥, por tanto, no similares a homonas de vertebrados,
Antiecdisoides. Son compuestos antagonistas de la hommona de la muda,

Inhibidores de la formacion de la cuticula. Estos compuestos, bien inhiben la
sintesis de algin compuesto fundamental de la cuticula, bien alteran la
estabilizacion de su estructura. En este grupo destacan los inhibidores de la
sintesis de quitina que han presentado un impontante desarrollo practico con un
numero de compuestos registrados superior al de lbs demas grupos de
reguladoras. Entre ellos, sobresalen los pertenscientes al grupo quimico de las

benzoilfenilureas, entre las que se encuentran lufenuron vy flufenoxuron,

Ciromacina. Es un compuesto incluido dentro de los reguladores del crecimiento de
insectos, cuyo modo de accion primaric no es todavia conocido, pero cuya
manifestacion externa muestra muchas caracteristicas comunes con las de las
benzoilfenilureas, actuando como éstas sobre el tegumeanto (Budia et al, 1988;
Marco v Pérez, 2004; Van de Wouw et al., 2006). En Espafa se trata de un
compuesto registrado para su uso comercial frente a dipteros, al presentar una

accion muy selectiva frente a larvas de este orden de insectos.

Aunque la sintesis de los RCI data de los ahos 80, comenzaron a usarse con

asiduidad en la década de los 90, cuando se tiene que hacer frente al gran problema de

las resistencias originadas por los anteriores insecticidas {Gerling, 1986; Horowitz et al.,
1982; Denholm et al., 199%; Liu v Chen, 2001; Palumboa et al., 2001; Namnjo et al.,

2004). Desde entonces se han usado ampliamente, tal y como lo demuestran las cifras del
consumo en Almeria, durante 2000/2001 (Figura 2.6) (Cavalloro v Pelerents, 1989; AEPLA,
2002; IOBC/WPRS, 2004 Liu v Stansly, 2004; Richardson y Lagos, 2007).
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En estos momentos, son varios los RCI registrados en vid con una clara tendencia
a su incremento y particularmente en Espana ya se pueden utilizar el juvenoide fenoxicarb
fremte a cochinillas, polillas del mcimo v otros lepiddpteros; las benzoilfenilureas
inhibidoras de la sintesis de quitina como flufenoxuron para las plagas de lepidopteros v
acaros tetraniquidos de los géneros Fotetranychus, Tetranychus vy Panonychus, v
Iufenuron y teflubenzuron, ambos contra el piral (Marco v Pérez, 2004). Asimismo, destaca
el uso de piriproxifen en citricos, v en el control de Bemisia argentifolif v Bemisia tabaci en
cultivos como €l algodon (Elbert v Nauen, 2000; Li et al., 2003; Otoidobiga et al., 2003).
Finalmente, hay que sefalar que la principal actividad insecticida de las benzoilfenilureas
25 su accion como larvicidas y ovicidas, encontrandose tambigén reduccion de ha
fecundidad de la especie plaga y cierto efecto como acaricidas (Vinuela et al., 1991;
Tomlin, 2005).

Los RCI son catalogados también como insecticidas de cuarta generacidn o
insecticidas selectivos, porque fueron disefados en el marco del control quimico dirigido,
con £l objetivo de conseguir una alta especificidad y baja toxicidad para los organismaos a
los que no estan dirigidos (abejas, otros insectos, peces, etc.), con dosis muy bajas y baja
persistencia en el medio ambiente (Denhalm et al.,, 1999 Blimel et al, 2000). Sin

embargo, se ha constatado una falta de selectividad, yva que no solo afectan a la especie
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objetivo, sino tambien a otras especies de artropodos (Bi et al,, 2002; Cutler et al., 2006;
Prabhaker et al., 2007; Prabhaker y Toscazo, 2007).

En la practica, los RCI se usan con el proposito de impedir el desarrollo pupal o la
formacion de los adultos, ¥y de esta manesra mantenar los insectos en los estados
inmaduros, lo cual finalmente implicara su muerte. En general, los efectos que surgen del
empleo de estas sustancias dependen del estado en que se encuentra el ciclo vital v sus
condiciones fisiologicas en el momento de la aplicacion, porgue tambign existe el peligro
de induccion de estados supemumerarios y multiplicacion de la plaga (Vinuela et al.,
15981; Darvas, 1997; Schneider et al., 2008). Bien aplicados, los efectos que provocan en

las especies-plaga pueden ser:

+ Inhibicion del desarrollo de las larvas, de forma que no lleguen a realizar la

ninfosis,
= Ruptura de la metamorfosis, impidierdo la emergencia de los adultos,

» Alteracion del sistema reproductor v del metabolismo, induciendo incluso la

diapausia o interrumpiéndaola.

Por tanto, el mecanismo de accion de los RCI se basa en la alteracion del
crecimiento y desamollo de los insectos, y todos parecen interferir de alguna manera en la

formacion nommal de la cuticula o exoesqueleto de los insectos {Vinuela et al., 1991).

Una de las caracteristicas mas importantes de los insectos es la existencia de un
tegumento externg, gque determina su forma y que s el responsable en gran medida de
su evolucion viable a la forma adulta. Este tegumento consta de una membrana basal, una
epidermis v una capa externa no celular o cuticula que constituye el exoesqueleto. La
cuticula realmente es la capa mas importante en la comrecta formacion del insecto porgue
lo defiende de las agresiones externas, permitiendo que el insecto realice sus procesos
fisiclogicos. La cuticula tiere una estructura laminar, con capas dispugstas en paraklo a la

superficie, que van atravesadas por numerosos poros canales. En la capa mas exterior o
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epicuticula se distinguen de fuera hacia dentro, la capa de cemento {para proteccion), la
capa de ceras (que evita las pérdidas de agua v &5 una barrerm a la entrada de
insecticidas) y la cuticulina, que es quizas la capa mas importante por ser una barrera
permeable selectiva y limitar el crecimiento al ser inelastica. La zona intema o procuticula
esta formada esencialmente por una matriz proteica en la que van embebidas gran
niumero de fibms de quitina con disposicion helicoidal. La zona extermra puede
esclerotizarse constituyendo la exocuticula y el resto la endocuticula. El principal
compaonente de la procuticula es la quitina (polisacarido con enlaces glicosidicos B-1,4 de
N-acetil-D-glucosamina), de la gue se conoce que su proporcion va aumentando con la
profundidad de la capa, oscilardo el contenido medio entre un 25-50%. Otros
componentes fundamentales de la procuticula son proteinas, conociéndose al menos 20
tipos de ellas v las celulas epidémicas, que secretan la mavoria de la cuticula e
intervieren en la impermeabilidad del tegumento al modificar €l flujo de ceras desde su
membrana. Es de comprender que la cuticula se usara como estrategia de control
selectiva de los insectos, aunque &sta la comparten con aracnidos, crustaceos e insectos
bereficiosos, y por ello han surgido resistencias cnizadas con estos organismos vy
toxicidades en algunos casos (Mendel et al., 1994; Dhadialla et al., 1998; Tuberty vy
Mckenney, 2005; Campiche et al,, 2008). La quitina también esta presente en las paredes
celulares de los hongos, en quetas de anglidos y perisarco de cnidarios (Vinuela et al.,
1991; Nation, 2002). 32 ha bablado del pamlelismo que existe entre la quitina, de
naturaleza glucidica, ¥ la queratina del hombre, de caracter proteico, porgue ésta también
posee funciones estructurales en el hombre {(en pelo, uhas, etc.), sin embargo no ha sido
posible encontrar ninguna evidencia de efectos adversos cruzados por residuos de los
RCIs. De hecho, el hombre posee enzimas con actividad quitinasa en jugos gastricas v
sangre para prolegerse de las posibles infecciones provocadas por los arganismos que la
presentan (Hakala et al,, 1993; Escott y Adams, 1995; Renkema et al., 1995; Paoletti et
al.,, 2007).

En concreto los juvenoides, entre los que se enmarcan fenoxicarb y pirproxifen,
s0n compuestos analogos o mimetizadores de la hormona juvenil. Este tipo de

compuestos altera la formacidn de la cuticula mediante un mecanismo hormonal, entre
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otros efectos como impedir la diferenciacion y el desarrollo embrionario (Henrick, 1995;
Minakuchi et al., 2003, 2008). Principalmente, la proporcion entre la hormona juvenil v la
ecdisona, u hormona de la muda, determina si la muda sera juvenil o llegam a adulta.
Cuando este equilibrio se altera con exceso de hormaona juvenil, se impide €l desarrollo del
ciclo vital del insecto hasta el estado adulto, originandose malformadciones en la cuticula
como anomalias externas, alteraciones de la sintesis 0 contenido de proteinas y falta de
diferenciacion en las células epidérmicas de la cuticula (Vinuela et al, 1991; Nijhout, 1994;
Nation, 2002). Los fundamentos bioldgicos de la hormona juvenil ya se conocian en 1856
v por ello se propuso utilizarla como insecticida. Sin embargo, al ser ésta de sintesis
costosa y mpidamente degradable, se crearon los juvenoides y juvendgenos, compuestos
de sintesis mas sencilla o aislables de plantas v animales. De hecho, se dice que en un
experimento paralkelo entre Estados Unidos ¥y Hungria, se observd gque los insectos
pasaban por un estado inmaduro extra antes de converirse en adulio. Se revisaron los
métodos sin encontrar diferencia, hasta que se amalizaron las toallas de papel que se
usaban en los dispositivos de alimentacion de los insectos y se descubrio que procedian de
diferentes arboles en ambos paises, siendo ura de ellas la conifera Abies balsamea, con
presencia de un analogo de la hormona juvenil, juvabiona, gue les inducia una muda
supernumeraria. Posterdomments, se aisld otro analogo de la hormona juvenil en la
albahaca (Ocimum basificum), juvocineme I, del que se derivaron sintéticos mas estables
al medio y resistentes al metabolismo del insecto, como piriproxifen vy fenoxicarb
{Dhadialla et al., 1958; Siva-Aguayo, 2002; Tunaz v Uygun, 2004; Ishaaya et al., 2007).
Por este motivo, en ocasiones a estos juvencides se les denomina también insecticidas
vegetales o de origen botanico (Henrick, 1995; Silva-Aguayo, 2002). Hay gue sefalar que
en los seres humanos no se da la hormona juvenil, por o que la toxicidad cruzada por
este mecanismo no es de esperr, aungue si con otros artropodos como aracnidos v

crustaceps.

Los inhibidores de la formacion de la cuticula lo consiguen a traves de la inhibicion
de algunos componentes fundamentaks de esta parte del tegumento o debilitando su
estabilidad. Se consideran RClIs porque sus efectos tardan un tiempo en manifestarse,

pero realmente responden mas al nombre de inhibidores del crecimiento de insectos, ya
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que a diferencia de los juvenoides por ejemplo, no estan implicados en ningln equilibro
fisiologico del insecto, sino que inhiben un proceso vital como es la deposicion de la
cuticula {Vifuela et al., 1991). En concreto, los inhibidores de la sintesis de quitina evitan
la incorporacion del mondmero N-acetil-glucosamina en el polimero de la quitina, v tienen
una accion citostatica sobre las células epidérmicas de la cuticula. Las benzoilfenilureas
fueron los primeros en descubrirse, a principios de los afos 70, dentro de los inhibidores
de la sintesis de quitina, al observarse anormalidades en la zona endocuticular como
perdida de la apariencia laminar. El mecanismo de accion de las benzoilfenilureas no esta
del todo claro, pero parece gue lo que ocurre es una inhibicion de la quitina sintetasa o de
5U sintesis y a consecuencia acumulacion del precursor del mondmero o que lo que ocurma
sea la inhibicion del transporte de los precursores hasta la membrana apical de los

microvilos epidérmicos para la sintesis (Vinuela et al., 1991; Tunaz v Uygun, 2004).

Finalmente, se han constatado algunas resistencias para RCIs como piriproxifen y
buprofezin en especies de insectos como Bemisia tabaci (Vinuel et al., 1991; Ma =t al,,
2007, aungue se incCide en gue aparecen lentamente, £n un bajo porcentaje 0 que puede
ser consecuencia del uso de los insecticidas anteriores (Toscano et al., 2001). Por tanto,
debido a la baja aparicion de resistencias, su alta selectividad sobre insectos y su baja
toxicidad para mamiferos, los RCIs contindan siendo apreciados en el mangjo integrado de

plagas actualmente,

2.3. RIESGOS DE LOS RESIDUOS DE PLAGUICIDAS.

Los plaguicidas se disehan con objetivos biocidas y por tanto su utilizacion puede
sUpONEr nesgos para los seres vivos a los que no van dirgidos. Estos riesgos se presentan
en los aplicadores o trabajadores de la agricultura, €l medio ambiente v el consumidor,
como consecuencia de los residuos que pueden generarse por su utilizacion, Las
toxicidades que pueden aparecer estaran relacionadas con la propia molécula o0 sus
metabolitos, coadyuvantes de la formulacion, potenciaciones toxicoldgicas por sinergismo
entre plaguicidas, como el caso de algunos fosforados, o biomagnificacion de los residuos

n la cadena alimenticia (Repetto, 1997). Los posibles o probables efectos peligrosos de
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los plaguicidas para los consumidores, segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) o
World Health Organization (WHO), se pusden resumir en carcinogéneasis, mutagénesis,
teratogengsis, procesos alergicos, neurotoxicidad, alteraciones de la reproduccion y del

metabolismo, a corto vy, sobre todo, a largo plazo (WHO, 20027,

Actualmente, se dispong de un vademecum de productos fitosanitarios muy
amplio, compuesto por plaguicidas de naturaleza quimica muy variada. Existen pues
diferencias en su modo de accion, penetracion en el organismo, metabolismo, eliminacion
v toxicidad pam los seres humanos, lo que hace dificil las generalizaciones sobre su
peligrosidad. La OMS clasifica los RCIs estudiados en esta tesis, segln su toxicidad aguda,
en ligeramente peligrosos o tipo III (fenoxicarb v lufenuron) y con baja probabilidad para
presentar toxicidad aguda en condiciones normales de uso o tipo U (piriproxifen vy
flufenoxuron), va que las dosis kelales medias, para conseguir una motardad del 50%, de
los animales de ensayo (ratas) fueron muy altas, tanto en la administracion oral como en
la dérmica en las formas solida vy liquida (Tomlin, 2005). Sin embargo, se debe tener en
cuenta que en condiciones no apropiadas, como incumplimiento de los plazos de
seguridad o de las dosis de aplicacion establecidas en cultivos, estos compuestos son
susceptibles de originar mayor toxicidad, Estas situaciones pusden acarrear mayores

peligros para la salud de los consumidores v de los aplicadores,

La exposicion que afecta a la poblacion en gereral es de tipo cronico. Son diversos
los tipos de plaguicidas que en periodos prolongados, desde multiples fuentes y a dosis
bajas poddan penctrar en el organismo utilizando distintas vias (WHQ, 2002). Las
principales fuentes de exposicion en la poblacion son los alimentos de origen vegetal
{frutas, hortalizas v cereales) o animal (carne, pescado, productos lacteos, huevo, etc.) v
en menor grado el agua, la atmosfer, suelo, fauna v la flom contamirados (Simcox et al.,
1985; Lee et al., 2002; Ritter et al., 2002; Hamilton et al., 2004; Goldman, 2007). 5e debe
considerar también los productos industrializados de uso cotidiano, que pueden contengr
residuos de plaguicidas, y por tanto afectar de manera directa o indirecta al ser humano,

Los casos de exposicion aguda suelen ser mas infrecuentes (Ekstrim et al., 1996,
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La exposicion ocupacional a plaguicidas en trabajadores agricolas suele suponer
niveles de exposicion e intoxicaciones agudas porque normalmente el contacto €5 en un
tiempo breve y a altas dosis {Ramirez y Lacasafa, 2001). Los efectos tdxicos variaran en
funcion del tipo ¥ la cantidad de plaguicida al que se estuvo expuesto. Para algunos de los
plaguicidas estudiados en esta tesis, como lufenuron y fenoxicarb, se han comunicado
aisladas intoxicaciones agudas en trabajadores con cuadros de afectcion respiratoria,
imitacion de mucosas y depresion del sistema nervioso central (De LiRan, 1997). Los
episodios de tipo accidental estan relacionados con un mayor nimero de aplicaciones del
producto, olvidos en las medidas de proteccion, faka de observacion de las medidas de
limpieza de los dispositivos utilizados en l|a mezcla, incumplimiento de las distancias
minimas de aplicacion, falta de calibracion de los equipos o almacenamiento inadecuado
de los productos {(Alavanja et al., 1999; Mage et al., 2000; Keim vy Alavanja, 2001; Maroni
et al., 2006). Estos fallos no solo provocan riesgos para el aplicador sino también en la
seguridad del consumidor, Por eso, resulta esencial la observancia estricta de buenas

practicas agricolas {BPA) en la aplicacion de fitosanitarios.

Actualmente, en las BPA de aplicacion de plaguicidas, se recomienda usar el
plaguicida Unicamente en el cultivo para €l que fue aprobado y solo bajo las condiciones,
dosis e intervalos autorizados. En contraposicion, unas criticas practicas agricolas (CPA),
conducen a casos donde la seguridad alimentaria, la salud de trabajadores y consumidores
v el medio ambiente se ponen grmavemente en peligro. Ademas, suponen perdidas
econdmicas cuantiosas en la produccion y recursos humanos porque la deteccion de esta
imregularidad en los alimentos es un impedimento inevitable para el comercio nacional e

internacional,
2.3.1. SEGURIDAD ALIMENTARIA.

Los casos escandalosos de alamma sanitana, 0 incluso crisis, por la presencia de
contaminantes o patogenos toxicos en los alimentos, como la enfermedad de las vacas

locas, las dioxinas, el aceite de colza en Espana o la fiebre aftosa en el Reino Unido, nos

han obligado a considerar la necesidad de promover y garantizar la seguridad de los
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alimentos. El control de alimentos ¥ la gestion de estas situaciones han mejorado mucho
desde entonces, pero la realidad 25 gque no se pusde perder de vista la inocuidad
alimentaria, como demugstran los redentes brotes de fiebre aftosa en el Reino Unido o la
contaminacion del aceite de girasol en Europa del 2007, El peligro de los alimentos, frente
a otras fuentes de exposicion, radica en que resultan un vector de toxicidades de
expansion rapida y facilmente accesible y por ello, su seguridad v la proteccion de la salud

publica se hacen indispensables.

La falta de seguridad alimentaria, rodeada a wveces de un problema de
transferencia clara de informacion, genera rios de tinta en la opinion poblica, gran
preccupacion entre los consumidores vy estrepitosas perdidas para  agricultores,
distribuidores, fabricantes y comarciantes. El hecho de que un producto de consumo
basico pueda ser nocivo provoca en el consumidor rechazo o sencillamente prevencion a la
hora de consumido. Si a esto unimos el alcance v la predisposicion del consumidor hacia la
idea de la agricultura ecoldgica en la alimentacion, segin estudios de intencion en
poblacion europea, aungue les suponga un mayor coste, queda claro que la inocuidad
alimentaria, con los residuos de plaguicidas a la cabeza, 25 un requisito exigido dia a dia
por la poblacion y un valor de mercado para decidirse a comprar entre un producto u otro
{Boccaletti y Nardellab, 2000; USDA, 2001; Canavan et al., 2002; Wier y Calverley, 2002;
Grunert, 2005).

No en vano, cuando en el Ultimo Eurcbarometro del aho 2005 se les preguntaba a
los europeos por sus preccupacionss en cuanto a los riesgos asociados a la alimentacion,
respondian gque su prioridad eran los residuos de plaguicidas en frutas, hortalizas y

cereales, tal y como se muesta en la Figura 2.7 (European Comission, 200&).

Un afo mas tarde, en el Barometro realizado por el Centro de Investigaciones
Sociologicas (CIS) dependiente del Ministerio Espanol de la Presidencia, los espanioles los
situaron igualmente entre sus principales preccupaciongs, como podemos observar 2n la
Figura 2.8 {CIS, 2006).
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Figura 2.7.- Respuesta de fos ewropeos en la sequridad alimentaria
{1 = no preocupado, 1-33 = no muy preocupado, 3467 = bastante preocupado, 68-100 = muy preocupado
[Fuznte: European Commission, 200603
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Figura 2.8.- Respuesta de los espatoles en 13 ssquridad alimentaia
MUmers de eneuestados = 2487 (Fuente: C15, 20063

Mo obstante, hay que decir gue los casos de inseguridad alimentaria por residuos
de plaguicidas han disminuido drasticamentz en los Ultimos ahos, gracias a factores como

la promocion de la produccion integrada vy mejores herramientas en el control analitico de
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alimentos, tal y como lo demuestra por gjiemplo los resultados de la vigilancia realizada en
Murcia durante la campana 2001 (Figura 2.9) (Fuster, 2002).

Porcentaje de muestras > LIMR

gus 20 3% FH B Hortalizas de hojs
0
8% ]

40% Haralizss de tallopoven
Hortalizas Brassica
M Solanacens
36%

CuctFitarans

B Ol s

Frutasde husss

W Eavas y frutos peoueios

Figum 2.9.- Incumplimiento de fos I MRs en B Region de Murcia {campana 2001)
[Fuerte: Fuster, 2002

Como se observa, la presencia de residuos de plaguicidas en frutas y hortalizas es
especialmente relevante en la proteccion de la seguridad alimentaria. Por un lado, estos
alimentos facilmente podran contener residuos porque los fitosanitarios son necesanios la
mayora de las veces en la produccion a gran escala de este tipo de cultivos. Como se ha
mostrado, en la mayoria de ocasiones no superan los limites maximos de residuos (LMR),
pero aungue sea £n niveles traza, pueden seguir conteniendo residuos vy por tanto siendo
un foco de futuras toxicidades cronicas. Por otra parte, la promocion pam aumentar la
presencia de este tipo de productos agricolas en la dista babitual por parte de las
autoridades sanitarias, debido a su contenido en vitaminas, minemles, fibra vy
antioxidantes y a su aplicacion contra la obesidad, diabetes, trastomos cardiovasculares,
problemas intestinales, tumores de colon y recto, gota o cataratas; las nuevas formas de
presentacion de mavyor caducidad y tipo "listos pam tomar” junto con la mayor
disponibilidad y diversidad a través del comercio, hacen que su difusion en la poblacion en
estos momentos esté en expansion, y que su control sea, si cabe, aln mas necesanio
{USDA, 2001; USDA, 2004).
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2.3.2. ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN FRUTAS Y
HORTALIZAS.

El control analitico rutinario de los residuos de plaguicidas en alimentos es la
herramienta fundamental para asegurar €l cumplimiento del principio basico de las nomas
de seguridad alimentaria para plaguicidas, en otras palabras, la obligada observancia de
los LMRs. Sin equipos instrumentales apropiados, actualizadas metodologias analiticas v
personal adecuadamente formado, dificimente se podra afrontar las tolerancias cada vez
mas bajas impuestas por la UE en la Directiva 91/414/CEE vy el siguiente Reglamanto
3596/2005 del Parlamento v el Consejo Europeo {Consejo Europeo, 1991; Parlamento
Europeo y Consgjo Europeo, 2005].

Debidoc a la relevancia del analisis de plaguicidas para la salud de los
consumidores, hay una continua necesidad de revision en busca de nuevos métodos
analiticos que sean fiables, mas sensibles y mas selectivos, de forma gue permitan el
cumplimiento de los requisitos  establecidos en los  reglamentos nacionales e
internacionales. La fiabilidad de un método la asegura un comecto procedimiento de
validacion. ¥ como la validez de los resultados depende fundamentalmente del protocolo
que se sigue en los métodos analiticos, se hace esencialmente necesario la utilizacion de

méetodos armonizados en todos los labormtarios.

En el analisis de plaguicidas, el objetivo principal para el desamrollo de un nuevo
método analitico es obtener un procedimiento que cumpla cientificamenta los criterios
establecidos en la validacion, para que el método sea ampliamente aceptado y utilizado
para determinar el cumplimiento de los LMRs, Otros aspectos que se deben considerar en

la aceptabilidad de un nuevo metodo es que sea economico, sencillo y rapido.

La aceptabilidad de los resultados analiticos se corresponde directamente con los
criterios utilizados para validar el m&todo. Hay varias guias pam la validacion de un
metodo (Fajgeli v Ambrus, 2000). Intemacionalmente, los criterios recomendados en el
Documento Mo, SANCD/2007/3131, conocido como Guia SANCO, promovido por la
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Comision Europea a traves de su Direccion General para la Sanidad v Consumidores (DG
SANCO), son los aceptados para la vigilancia de los residuos de plaguicidas en la UE, Estas
directrices describen el control de calidad analitico, los requisitos, los parmametros y sus
valores para apoyar la validez de los resultados (DG SANCO, 2007). Estas
recomendacionas son complementarnias a las exigencias de la noma [S0/1IEC 17025:2005.
Esta norma europea especifica los requisitos generales en las competendias para llevar a
cabo ensayos yfo calibraciones, incluida l|a toma de muestras; cubriendo los ensayos vy
calibraciones realizados mediante métodos estandarizados, métodos no estandarizados v

aquellos desarrollados en los laboratorios (150, 2005).

Uras 400 sustancias activas estan aprobadas pam su uso como plaguicidas
agricolas en uno o varios Estados Miembros de la UE. Potencialmente, alrededor de 1.000
productos quimicos diferentes, entre ingredientes activos ¥y metabolitos, son analitos de
interés (Pesticide Safety Directorate, 2001). Hay alrededor de 250 alimentos diferentes en
la lista del Sistema Global de Vigilancia del Medio Ambiente/Dietas Regionales de
Alimentos, segin la OMS (WHO, 2003). Por lo tanto, hay alrededor de 250.000
combinaciones posibles de analito/alimento para analizar. Normalmente, esto se lleva a
cabo de una manera racional y focalizada, en colaboracion con los programas organizados
por la UE; vy asi por ejemplo, en el Reino Unido cada afo se analizan entre 3.000 y 4.000
muestras dentro de los programas de vigilancia de residuos en los alimentos (Wells, 19983
v en Espana en el afo 2006 se realizaron algo mas de 1.300 muestras de frutas, alrededor
de 1.900 de hortalizas y algo mas de 300 de cersales, segin la Agencia Espanola de

Seguridad Alimentaria ¥ Nutricion (AESAN) v el MAPA (AESAN v MAPA, 2006).

Como no se puede usar un método de extraccion para cada combinacion posible,
las muestras se amalizan por un metodo, o varios, gue identifigue y/o detemming la
mayora de productos, pertenecientes a diferentes clases quimicas, que con mayor
probabilidad pueden estar presentes. Durante muchos anos, los cientificos han estado
investigando en el desamollo de procedimientos de extraccion muktirresiduos para la

determinacion simultanea de los residuos de plaguicidas en alimentos.
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Entre los multirresiduos vy multiclases mas ampliamente utilizados a lo largo del
tiempo se encuentran los basados en las publicaciones de Mills, Mills et al. vy Luke
{shemna, 1995, 1997; FDA, 1999; USDA, 2007a) En el procedimiento basado en la
publicacidn de Mills, los residuos no polares se extraen de alimentos con alto contenido en
grasa mediante éter de petroleo vy dietil éter v después se separmn de b grasa extraida
para un obtener extracto limpio adecuado para la determinacion por cromatografia de
gases (CG) (Mills, 1959). En el procedimiento basado en el trabajo de Mills et al., se
consigue que residuos relativamente no polares en alimentos con bajo contenido en grasa
sean extraidos con acetonitrilo o una mezcla de agua/acetonitrilo, después se realiza
particion con éter de petroleo y posteriormente una purificacion del extracto primario con
Florisif® para obtener un extracto final limpio v adecuado para la deteminacion de CG
{Mills et al., 1963). En e método multirresiduos desarrollado por Luke v colaboradores, v
sus modificaciones posteriores, los residuos no ianicos en alimentos con bajo contenido en
grasa, se extragn con acetona 0 una mezcla de acetona/agua, se realizan lavados con un
disolvente organico mas apolar y finalmente se purifica el extracto cuando sea necesario
para su determinacion por CG o cromatografia liquida (CL) con diferentes detectores (Luke
etal., 1975, 1981).

En la UE, l]a norma suropea EN 12393:1998 recoge cinco metodos multimesiduos
multiclases {Métodos L-P) para determinacion en alimentos con bajo contenido en grasa
como frutas y hortalizas con analisis por CG. Se encuentran en esta norma porque han
sido wvalidados y/o se utilizan ampliamente en toda Europa (Thier, 1997; European
Committee for Standardization, 1998; Schenzler v Thier, 2001). El método L incluye
extraccion con acetona, particion liquido-liquido con diclorometano vy purificacion con
columna de silica-gel/charcoal {United Kingdom Ministry of Agriculture, Fisheries and Food,
1991). El método M, basado en parte en el de Luke et al., incluye extraccion con acetona,
particion liquido-liquido con diclorometano y eter de petrolec v si s necesario purificacion
con Florisil®; v el método N incluye extraccion con acetona, particidn liquido-liquido con
diclorometano y purficacion por cromatografia de pemeacion en gel (Thier y Zeumer,
1987; Thier v Kirchhoff, 1992). El método O incluye extraccion con acetonitrilo, particion
liquido-liquido con éter de petroleo vy limpieza en columna de Florisil® (Helrich, 1990). EI
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méetodo P incluye la extraccion de compuestos organofosforados con acetato de etilo v, en

£as0 necesario, purificacion con cromatografia de permeacion en gel { Greve, 1988),

Estos métodos multiresiduos vy multiclases son los oficiales pero continuamente se
trabaja en el desamollo de otros que mejoren los anteriores, en aspectos tan importantes
en un labormatorio como €l ahorro de tiempo, facilidad de uso, bajo coste v bajos riesgos
para el personal de laboratorio que los lleva a cabo asociados con la utilizacion de
productos guimicos como los disolventes halogenados. Entre los disolventes de extraccion
mas comungs, encontramos los citados anteriormente, como son acetona, dietil eter, eter

de petrdleo, diclorometano, acetonitrilo, acetato de etilo, metanol y hexano.

En este sentido, hay que destacar un nuevo método multirrresiduos y multiclases
gque esta teniendo uma progresiva implantacion en los labomatordos de residuos v que
pronto sera incorporado a la lista de métodos oficiales. Conocido como método
QUEChERS, porque responde a las siglas inglesas de rapido, facil, barato, eficaz, robusto y
seguro, se publicd por primera vez en 2003 y se corresponde con un nuevo enfoque para
el analisis de multiples residuos de plaguicidas en diversos productos alimenticios basicos
{Anastssiades et al., 2003). Desde su publicacion se han producido distintas versiongs
con el objetivo de incluir 2l mayor nimero de plaguicidas y matrices posibles. 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 solida
en dispersion mediante adicion de una amina secundara y otros componentes, segln
requiera el caso. Este metodo abarca plaguicidas altamente polares, menos polares, asi
como muy Acidos o basicos y matrices muy variadas en composicion, con alto y bajo
contenido en grasa. Ademas, hace honor a su nombre, realmente es economico, sencillo,
v rapido, en comparacion con la mayorda. El extracto se puede amlizar tanto por CG como
por CL. Actualmente, esta reconocido internacionalmente por FAOQ, UE, USDA v muchos

otros laboratorios de plaguicidas.,

Otro metodo multirresiduos que merece sehalarse, es el multiclases basado en

extraccion con acetato de etilo para frutas y hortalizas. Desarrollado en los laboratorios
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oficiales de control de Holanda, fue muy bien acogido por los laboratorios, basando
algunos de sus métodos en este tipo de extraccion, como los casos de Suecia y Espana,
donde este tipo de extraccion es oficial, o en Chima, Japon, Reino Unido, Republica Checa,
Holanda v Suiza, donde tambign se usa con asiduidad {Agilera et al., 2000, 2002; Garrido
Frenich et al., 2004; Ortelli et al., 2004). Recientemente ha sido modificado para mejorar
caracteristicas como la sencillez, robustez, facilidad y velocidad de extraccion y la
manipulacion. Los nuevos aspectos estudiados incluyen  purificacion en fase sdlida en
dispersion con grafito de carbon y la misma amina secundara que se usa en QUEChERS,
impadir la adsorcion de plaguicidas de estructura planar con el uso del grafito por adicion
de tolueno e inyeccion de grandes volimenes (20 pl) pam CG. Este método ba sido
validado para 341 plaguicidas v productos de degmadacion que se analizan por OG5 o CL
con detectores de masas {Andersson y Pdlsheden, 1991; Jansson et al., 2004; Mol et al.,
2007).

Los multirresiduos y multiclases que utilizan metanol v hexano comao disolvente de
extraccion son mas minoritarios, debido a la alka polaridad del metanol v a la baja del
hexano y por lo tanto presentan mas inconvenientes de primeras en una extraccion de
diferentes plaguicidas en extractos limpios que no requiermn muchas etapas, aungue se
han usado con éxito en frutas, hortalizas y productos de alimentacion infantil, entre otros
{Tadeo et al., 2000; Ahmed, 2001; Sanda et al., 2003).

Se emplean también métodos multirresiduos selectivos de ciertas familias, por
ejemplo para ditiocarbamatos, M-metil carbamatos, acidos carboxilicos v fenoles, que son
hoy por hoy necesarios en la mayoria de laboratorios dedicados al analisis de residuos de
plaguicidas (Motohashi et al., 18%6; Ahmed, 2001).

Ademas, el analisis de determinados plaguicidas como folpet, captan, dicofol,
piretrinas, azadiractin, etc., en alimentos requiere métodos de extraccion practicamente
especificos, ya que sus peculiaridades de estabilidad v rapida degradacion en metabolitos,
dificultan su inclusion en metodos multimesiduos de mavor alcance (Bamreda et al., 2006;
Paya et al., 2008a, 2008b),
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Los procedimientos de extraccion de esta tesis han preterdido proporcionar ante
todo medios fiables de analisis, que fussen lo mas econdmicos, sencillos v rapidos que
permitia la extraccion de estos compuestos en las matrices estudiadas. La eleccion fue
acetonitrilo en aquellas matrices de menor contenido en componentes lipofilicos vy acetona
con particion en diclorometano-eter de petrolec en aquellas con mayor contenido. Solo fue
necesaria purificacion del extracto en las muestras de citricos v frutos de hueso, por su
elevado contenido de sustancias interferentes como aceites esenciales, pigmentos vy
azucares. El analisis de las benzoilfenilureas requeria unas condiciones especificas, como
va habian estudiado antes otros autores, ya gue el grupo ureico en estos plaguicidas, sus
radicales halogenados, su tamaho molecular ¥ su baja polaridad en soluciones acuosas
condicionaban los disolventes de extraccion {Marsella et al,, 2000; Anastassiades et al.,
2001; Moltd v Berrada, 2004). Asimismo, su inestabilidad t2rmica v luminosa se tuvieron
en cuenta a la hom de desamollar los metodos de extraccion gue las incluian, como se
vera en los capitulos siguientes (Tomlin, 2005). En conjunto, el analisis de N-etil
carbamatos como fenoxicarb y benzoilfenilureas habia sido abordado antes con analisis
por OG pero esto implicaba procesos de derivatizacion costosos que requerian mas tiempo
{5tan y Klaffenbach, 1991}, En este trabajo, los cuatro plaguicidas han sido determinados
simultaneamentz con una técnica sencilla de laboratorio, como CL con detector
espectrofotométrico ultravioleta y fotodiodos, en condiciones analiticas simples y en un

tiempo total de 15 min,

El analisis por CL y CG con detectores espectrofotométricos, captura de electrones,
nitrogeno-fosforo v masas (MS) representan técnicas analiticas basicas en cualquier
laboratorio ¥y al alkcance de casi todos. Sin embargo, por si solos adolecen de falta de
sensibilidad v selectividad en comparacion con los detectores de masas en tandem
{MS/MS) 0 los nuevos detectores de tiempos de vuelo con masas (TOF/MS) sl se guieren
analizar simultineaments un gran numero de plaguicidas. En este sentido, varios articulos
han sido publicados recientemente donde se incluyen la determinacion de algunos de los
plaguicidas estudiados en esta tesis mediante CG-MS/MS y CL-MS/MS &n frutas y
hortalizas (Martinez Vidal et al., 2002; Taylor et al., 2002; Paya et al., 2007a).
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Finalmente, existen técnicas altermativas para mejorar la eficiencia de la extraccion
como extraccion acelerada con disolvente, con asistencia de microondas, con fluidos
supercriticos vy determinacion por metodos inmunoenzimaticos o electroforesis capilar en
las que los plaguicidas de esta tesis tambign han sido estudiados, aungue representan una
baja proporcion de los métodos de analisis empleados para estos analitos {O'Keeffe, 2000;
Ahmed, 2001; Lehotay, 2002; Martinez Vidal y Gamido Frenich, 2005).

2.4. PERSISTENCIA Y DEGRADACION EN LA CADENA
AGROALIMENTARIA.

La Estrategia Global de Inocuidad de los Alimentos de WHO se proponia como
meta reducir el impacto social v de salud de las enfermedades de trmansmision alimentaria,
incluyendo los residuos quimicos (WHO, 2002). Establecia tres lineas de actuacion

principales:

= Promover y apoyar £l desarrollo de sistemas sostenibles £ integrados de inocuidad
de alimentos fundamentados en riesgos.

= Formular medidas fundamentadas en ciencia a lo largo de toda la cadena de
produccion alimentaria que prevengan la exposicion a niveles inaceptables de
agentes microbiologicos y de productos quimicos en los alimentos,

« FEvaluar y gestionar los riesgos de transmision alimentaria y transferir informacion,

£n cooperacion con otros sectores y aliados.

En concreto, FAO/WHO establecen que las preocupaciones sobre los riesgos
alimentarios se centran en general, por motivos dentificos v sociologicos, en los residucs
de plaguicidas, los riesgos microbiologicos, utilizacion inadecuada de los aditivos
alimentarios, presencia de otros contaminantes quimicos, adulteracion de los alimentos,
organismos  genéticamente  modificados, presencia de  alérgenos, residuos  de
medicamentos veterinarios y hormonas que promueven €l crecimiento de la produccion

animal (FAQO/MWHO, 2003). En este sentido, expertos de la OMS advierten que el vehiculo
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de exposicion de plaguicidas mas importante son los alimentos, responsables de un 90%

de las exposiciones, frente a un 10% por agua (WHO, 2002).

Ademas, FAQ/WHO establecen los criterios para conseguir esta inocuidad de los

alimentos y gamntizar por tanto la segurdad alimentaria, recogiendo aspectos como
{FAOQMHO, 2003):

Lograr la maxima reduccion de riesgos aplicando el principio de prevencion en la

medida de lo posible a lo largo de toda la cadena alimentaria.
Considerar el continuo "de la granja a la mesa”,

Establecer procedimientos de emergencia para hacer frente a riesgos particulares

{por ejemplo, retirada de productos).
Establecimiento de estrategias de control de los alimentos de base cientifica.

Establecimiento de prioridades basadas en el analisis de riesgos v en b eficacia en

la gestion de riesgos.

Establecimiento de iniciativas distintas e integradas que tengan en cuenta los

riesgos y efectos del bienestar econdmico.

Reconocimiento de que el control de los alimentos &5 una responsabilidad
ampliamente compartida que requiere la interaccion positiva entre todas las partes

interesadas.

Por tanto, el control de residuos de plaguicidas a lo largo de toda la cadena

agroalimentaria, tanto en produccidn como en transformacion, es fundamental para

establecer los riesgos derivados de la exposicion a los alimentos. No basta con el

cumplimiento de los LMRs a través de los programas oficiales de control de alimentos, sino

gue el control de residuos se debe hacer tambien en el producto transformado que le llega

al consumidor para denvar actuaciones futuras.,
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De hecho, las autoridades interpacionales como FAQ y OMS, inciden en la
importancia de promover sistemas nacionales de control de los alimentos que estén
basados en principios y directrices de camcter cientifico y que abarquen todos los sectores
de la cadena alimentaria para que la produccion, manipulacion, almaceramiento,
elaboracion vy distribucion sean inocuos, sanos y aptos pam el consumo humano y

cumplan los requisitos de inocuidad v calidad, de acuerdo con las disposicionss de la ley.

Los estudios de persistencia v disipacion de residuos de plaguicidas durante la
etapa de produccion y transformacion de alimentos agricolas se enmarcan en los objetivos
anteriores en cuanto a la proteccian de la seguridad alimentaria. Con el cumplimiento de
los LMR, controlados por las autoridades sanitarias vy agrcolas nacionales e
internacionales, propuestos por la Comision para Residuos de Plaguicidas del Codex
Alimentarius, se aseguran niveles de ingestion inferores a los niveles maximos ad misibles
respecto de la toxicidad del producto activo v a la proporcion del alimento fresco en la
dieta normal. Pero se necesita conocer el desting de los residuos de plaguicidas durante el
procesamiento de los alimentos basicos para una estimacion mas realista de la ingesta
alimentaria de los plaguicidas, lo que ayudaria a formular directrices normativas para la
gestion de los residuos en dichos productos fijando o reevaluando niveles maximos para

su garantia y control de calidad .

2.4.1. PERSISTENCIA Y DISIPACION EN LOS CULTIVOS.

El contexto o marco metodoldgico que FAQ/WHO propone para los estudios del
comportamiento de los residuos de plaguicidas en cultivos o alimentos son los
denominados "ensayos supervisados®, que se arientan hacia el establecimiento de LMRs,
Se realizan comprobando el proceso por el gue pasa un plaguicida para gue finalmente su
uso sea autorizado en determinados cultivos, contribuyendo también al conodimiento de
las dinamicas en que su disipacion transcurre, a lo largo de un tiempo determinado, pam
establecer los plazos de seguridad correspordientes. Estos ensayos se realizan en
experiencias de campo con la aplicacion del plaguicida en condiciones controladas vy

conocidas como la localidad, que sera una zona tipica de produccion; especie y variedad
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del cultivo; condiciones agroecologicas; modo de aplicacion; dosis y formulacion; nimero
v tipo de aplicacion; métodos de muestreo representativo v programa fitosanitario, entre
otras variables. La seleccion de estas condiciones permite una interpretacion adecuada de
los resultados obtenidos y a veces extrapolaciones del comportamiento del residuo a otros
cultivas (DG SANCO, 2008).

Estas experencias se deben efectuar con aplicadiones lo mas tardias posibles, con
el mayor nimero de éstas que se recomiende en el uso del plaguicida, a las dosis mas
altas vy teniendo en cuenta el menor plazo de seguridad que esta estudiandose. Se trata
de que las condiciones sean realmente similares a la practica agricola habitual, pero lo
mas desfavorables posible para sobreestimar por seguridad los residuos en los cultivos.
Ademas estos ensayos deben repetirse en diferentes localidades, al menos cuatro veces
para los cultivos mayores ¥y como minimo en dos tempomadas de produccion, para gue

5ean mas representativos (DG SANCO, 2008).

Par tanto, se puede pensar que los ensayos supervisados de residuos exigidos a los
productores de fitosanitarios para autorizar oficialmente el uso de un plaguicida vy fijar su
LMR, queda sujeta a una sobregstimacion importante y ademas con sesgos, porque
tampoco cuatro ensayos son representativos de todas las situaciones posibles en
agricultura, incluyendo las diferentes condiciones climatologicas entre regiones. Por elio, el
objetivo de esta tesis fue estudiar la disipacion de residuos y la observancia de los LMR y
los plazos de seguridad establecidos mediante la realizacion de ensayos supervisados en
condiciones normales de uso en un area de produccion agricola tan importante en al
panorama nacional e internacional como la Region de Murcia, siguiendo las buenas
practicas agricolas que se deben tener siempre en cuenta en un tratamiento fitosanitario,
entendiendolas como “ef wso seguwro, recomendado, autorzado o registrado 8 escala
nacional de los productos fitosanitarios en condiciones reales, en cualguier fase de s
producdon, almacenamiento, transporte, distribucion y transformacion de alimentos (.. )
{Parlamento Europeo v Consejo Eurppeo, 200%). Adicionalmente, se realizo otra aplicacion
en condiciones criticas para la practica agricola {CPA) con el fin conocer las diferencias de

niveles de residuos en la cosecha y en el producto agricola terminado, respecto a las
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condiciones BPA, obteniendo un establecimiento del resgo mas real, que abarca tanto

practicas agricolas correctas como incomectas.

Los ensayos supervisados de residuos durante los plazos de seguridad, no sdlo
sirven para establecer los LMR, sino que tambign se puede procesar estadisticamente la
informacion generada en allos, en cuanto a niveles de residucs en relacion al tiempo, para
establecer las curvas de degradacion o disipacion de los residuos en el cultivo, Estas
curvas permiten conocer la cingética del comportamiento de los residuos durante la fase
agricola, con la posibilidad de anticipar en qué momento se cumplen los LMR, establecer
diferentes plazos de seguridad, conocer el deposito inicial y la vida media de los residuos y
determinar su velocidad de disipacion en el cultivo. Son conocidos como "estudios de
disminucion de residuos” v normalmente esta informacion solo se exige en la autorizacion
de un producto fitosanitaric cuando éste se aplica en cultivos con parte consumible

directaments, como &5 €l caso de los cultivos estudiados en esta tesis (DG SANCO, 2008).

Los estudios de disminucion de residuos son ensayos de residuos en los que
normalmente se mussirea n Cinco ocasiones diferentes, dos de las cuales son
normalmente fechas fijas: el dia de la aplicacion {en caso de ser multiple, se debe tomar
después de la aplicacion final) y en €l momento de la cosecha. Esta manera de realizacion
del ensayo &5 la habitual pero tambign se pueden hacer estudios de disminucion de
residuos "a la inversa”, recomendados especialmente cuando €l intervalo pre-cosecha o
plazo de seguridad se presupone relativamente largo, basandose en los astudios de la
sustancia activa realizados con anteroridad para €l registro y los datos disponibles
similares. En este tipo de estudios, se tratan parcelas vecinas segun diferentes intervalos
pre-cosecha v en el momento de la cosecha se muestrean todas las parcelas a la vez,
obteniendo una progresion de los niveles de residuos con el tiempo pero a la inversa del
méetodo tradicional (DG SANCO, 2008).

A pesar de que estas experencias suponen mayores costes de ensayo y analisis,

este tipo de estudios tiene varias ventajas sobre la obtencion Unica de valores de residuos

n el momento de la cosecha, en el sentido de que ofrecen la oportunidad de evaluar el
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comportamiento del residuo durante un perodo de tiempo v ademas con la curva de
disipacion obtenida es posible hacer una estimacion relativamente fiable de los residuos en
el momento de la cosecha, por ejemplo, mediante la identificacion de valores anomalos
v/o conocer la importancia de los factores que influyen en la disminucion relativa de los
residuos tales comao el crecimiento de la planta vy los efectos del clima. Asimismo, hacen

posible el seguimiento de los depositos iniciales (DG SANCO, 2008),

Estos estudios son paticularmente importantes y necesarios cuando se tiene gue
determinar un plazo de seguridad porque no se puede extrapolar de datos anteriores. La
Comision Europea recomienda que en estudios con un plazo de seguridad previsto de 3
dias, se debe tomar muestra a los a los 0 v 3 dias como minimo. Cuando el plazo es entre
4-7 dias, se puede establecer 3 tomas de muestra. Solo en algunas circunstandias
especificas {(especialmente en sustancias sistémicas que son tomadas por las maices) puede
ser necesanio tomar mugstras mas alla del plazo de seguridad propuesto. Si un producto
fitosanitardo se utiliza varias veces durante la temporada de crecimiento de un cultivo, se
recomienda gque la primera muestra se tome inmediatamente antes de la aplicacion final,
para poder determinar la influencia de las aplicaciones anteriores en £l nival de residuos.
En cienas circunstancias, por gjemplo en el caso de las solicitudes de un producto
fitosanitario en el sector de los cereales antes de la floracion, debido al hecho de que el
materal de l|a musstra no 5 compamble durante su crecimiento, es  suficiente llevar a

cabo ensayos que consten de menos de cinco tomas de muestras (DG SANCD, 2008),

La experiencia ha demostrado que, en algunos casos, £l conocimiento obtenido a
partir de 2-3 valores de residuos en la cosecha, procedentes de diferentes ensayos, puede

ser comparable con la obtenida a partir de un Unico estudio de disminucion de residuos
(DG SANCO, 2008).

Los aspectos que determinan la disminucion de residuos en estos estudios son las
caractersticas de persistencia, 0 en su aspecto opuesto, la disipacion de un producto en
un cukivo pam un ambito agricola determirado. La tendencia hacia la persistencia o la

disipacion de los residuos viene determinada por la velocidad de disipacion y los niveles
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iniciales. La velocidad de disipacion es el resultado de las velocidades de las reacciones de
degradacion ambientales que experimenta el residuo (generalmente elevadas o rapidas),
las reacciones de metabolizacion (gereralmente bajas o lentas), los mecanismos de
transporte medicambientales y las caracteristicas del plaguicida (mecanismo de accion y
propiedades fisicoguimicas) que lo hacen propicio pam unos U otros procesos (Seiber,
2001). El depdsito inicial viene determinado fundamentalmente por la forma de aplicacion
del preparado (dosis, nimero de aplicaciones y tipo de formulado), las condiciones
ambientales v las camctensticas externas del sustrato. En suma, la disipacion de los
residuos o5 consecuencia de la interaccion de tres  sistemas,  planta/fresiduo

quimico/ambiante.

La disipacion de los residuos del plaguicida en el vegetal se produce
fundamentalmente por cuatro procesos (Coscolla, 1993; Celik et al.,, 1995; DG SANCO,
2002; Whitmyre et al., 2004):

« Volatilizacion a la atmosfera,
= Arrastre de los residuos del vegetal por precipitaciones, viento, etc.
» Degradacion por la incidencia de la luz en la superficie, temperatura, humedad.

= Metabolizacion vegetl  Principalmente se dan  reacciones  hidroliticas,

fotoquimicas y redox,

+ Metabolizacion microbiologica.

Entre las caracteristicas del plaguicida que determinan la facilidad para gue se

produzcan estos procesos, se pueden citar (Coscolla, 1593; Montemurro et al., 2002):

« Coefidente de paticion {Kow) del plaguicida. En sustratos vegetales de
naturaleza lipofila, la penetracion aumenta con la liposolubilidad del ingrediente

activo, o la inversa.
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Wolumen molar y estructura molecular. Ciertas estructuras tienen mayor
facilidad de penetracion en el fruto por determinados transportes moleculares o

radicales, como por gjemplo los grupos amida que se hidrolizan faciimante,

Tension de vapor de la sustancia. A menor tension, mayor facilidad para

gvaporarse.

Formulacion del plaguicida. Normalmentz los tensoactivos favorecen la

penetracion.

Grado de osparcimiento del plaguicida. Cuanto mas extendido esté, mas

superficie de peretracion.

Mecanismo de accion. Los plaguicidas de contacto, a diferencia de los
sistémicos, estan mas expuestos a las degradaciones ambientales y por tanto la

penstracion es menar.

Las condiciones ambientales mas influyentes son {Coscolla, 1993; Antan, 2004):

Temperatura. Es un factor de degradacion y volatilizacion.
Humedad. Es un factor de degradacion.

Liuvias ¥ viento, Producen el armstre 0 derivas a otros medios como aguas
superficiales, suelos y atmdsfera. Igualmente, el viento favorece el fendmeno
de volatilizacion, ya que renueva las capas de aire en torno a las plantas,

impidiendo que éstas se saturen con el vapor del plaguicida.

Tambign influyen las caracteristicas del vegetal (Coscolla, 1993):

Tasa de crecimiento.
Drlucion provocada por el crecimiento del vegetal.

Naturaleza del vegetal. De hoja, citricos, desecados, etc.
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= Composicion del vegetal,
= Fomna, volumen, peso y supeicie.

= Estructura y composicion guimica de su cuticula, epidermis v parenguima (lisa,

cérea, pilosa, porosa, etc.).

El resultado integral de estos procesos s2 expresa cingticamente v en general,
como una primera disminucion rapida seguida por otra mas lenta, conodido como una
disipacion en dos fases o bicompartimental, formada por una etapa de disipacion rapida
en b supericie del cultivo v otra de persistencia lenta en el interor (DG SANCO, 2002;
Whitmyre et al., 2004). Este tipo de cinética ha sido estudiada por diversos autores en
profundidad, intentando ajustar los datos experimentales a ecuaciores lingares, no
lineares vy modelos mecanisticos. Sobresalen los trabajos realizados por Timme vy
colaboradores y por Walter e investigadorgs, que propusieron un programa informatico
para ajustar astas cinéticas a ecuaciones de regresion de primer orden logantmicas en
base 10; de orden 1,5; de segundo orden, vy funciones de miz de primer, 1,5 v segundo
orden (Timme y Freshe, 1980; Timme et al., 1986; Walter et al., 1953). 5in embargo, se
puede afirmar que en la mayora de los estudios, aste tipo de cinéticas sigue ecuaciones
exponenciales, obtenidas por inferencia de su correspondiente ecuacion de regresion lineal
de pseudo-primer orden [Ln Concentracion = f {Tiempo}] a partir de los datos
experimentales, mediante el método de minimos cuadrados (DG SANCO, 2002; Lopez-
Lopez et al., 2003a; Martinez Galera et al., 2003; De Melo et al., 2006).

Por lo tanto, habitualmente una cinética bifasica es exponencial, sobre todo para
plazos de seguridad largos {mas de treinta dias) en los que da tiempo a observar las dos
fases (Genemlitat Valenciana, 2001; Martinez Galera et al., 2003), aungue a5 posible
también observar cinéticas lineales cuando la disipacion esté marcada mas por las
degradaciones rapidas que por los procesos de metabolizacion vy transporte.
Analbgamente, en los plazos de seguridad cortos (hasta un mes), la disipacion suele
seguir cinéticas lineales de primer orden, observandose un modelo de disipacion

monofasico 0 monocompartimental, produciéndose una disipacion rapida en la superficie
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del cukivo debido a las reacciones de degradacion. Estos modelos se investigan en la
disipacion de plaguicidas en suelos, follaje, cultivos al aire libre vy en invernadero, siendo
los conocimientos tedricos que se derivan de ellos muy Gtiles en el estudio de los cultivos
de esta tesis (Willis y Mcdowell, 1987; Coscolla, 1993; Miliadis et al., 1994; Beulke vy
Brown, 2001; Montemurro et al., 2002; Lopez-Lopez et al., 2003a; Martinez Galera &t al,,
2003; Antonius, 2004; Juraske, 2007; Juraske et al., 2007; Li et al., 2008). No obstante,
se debe asumir que el estudio de las cinéticas es de las cuestiones mas complejas en el
conocimientoc de  un  proceso  biologico, puesto que se  pretende modelizar

matematicamente algo que no siempre sigue un patron constante,

Para el posterior establecimiento del riesgo, actualmente se comprusgba un
marcado interes cientifico por aquellos estudios de disminucion o desaparicion de residucs
bajo condicionas de uso agricola en la practica; interesando mas los datos de residuos gue
abarcan todas las rutas de pérdida que Ios estudios centrados en el metabolismo vegetal.,
Ademas, hay un gran intergs en conocer la desaparicion en las primeras semanas después
de su aplicacion, lo que ofrecera datos de la disipacion del producto en el medio vegetal.
Por lo tanto, los valores de tiempo de disipacion medio (DTS0) u otros descriptores de la
disipacion, como el tiempo de vida media, deben ser derivados de este intervalo de
tiempo, no de periodos posteriores (Antonius ¥y Snyder, 1994; Brouwer et al, 1997; DG
SANCO, 2002; Antonious, 2004; Li et al.,, 2008). En este sentido, Willis v Mcdowell,
publicaron una revision de aproximadamente 450 valores de DTR0 para 81 plaguicidas en
un amplio espectro de alimentos de origen vegetal (gramineas, cereales, cultivos
farrajercs, algodan, hortalizas, tabaco, follaje de arboles frutales), resultando la media de
valores de DTG0 vy las desviaciones estandar para el total de residuos (Willis y Mcdowell,

1687):

= QOmanoclorados: 5.8 £ 6,0 dias.
= Organofosforados: 3.3 £ 2,6 dias.
= Carbamatos: 2,7 £ 1,2 dias.

= Piretroides: 5,9 £ 5,0 dias.
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Incluso los propios autores informaron que debido al plan de muestreo, estos
valores podian estar sobreestimados. Por tanto, esto indica que la desaparicion de los
residuos en el matenal vegetal es de forma global bastante rapida, incluso en el caso de

que los residuos sean parsistentes en otros medios (DG SANCO, 2002,

2.4.2. PERSISTENCIA Y DISIPACION EN LA TRANSFORMACION Y
ALMACENAMIENTO DE LOS PRODUCTOS AGRICOLAS.

Fara evaluar el comportamiento de residuos de productos fitosanitarios, no solo
s0n necesanos los resultados de ensayos de residuos levados a cabo en plantas y
productos vegetales, sino también los obtenidos en ensayos de residuos en productos
vegetales transformados 0 en estudios de procesado. Incluso cuando los productos
fitosanitaros se utilizan comectamente, conforme a BPA, los residuos en los vegetales y
productos derivados son inevitables. Dado que muchos de ellos son procesados antes de
gue lleguen al consumidor, el estudio de la disipacion de los residuos durante estos
procesos permite una mejor estimacion de la exposicion y un cakulo mas realista de la
ingesta de las sustancias activas de productos fitosanitarios y/o sus metabolitos, y por lo
tanto, una mejor evaluacion del rdesgo. Ademas, estos estudios pueden proporcionar
resultados relativos a los residuos en productos basicos empleados posteriorments para

fabricar productos de alimentacion animal, preparados cosméticos, et

MNo es necesario analizar sistematicamente los productos transformados sino tienen
LMR establecido, por tanto el control de sus residuos se escapa nomnalmente a los
mecanismos oficiales de vigilancia. En esta tesis, se presentan los niveles de residuos en
productos transformados por frio, conservas, zumos y vino a partir de muestras agricolas
tratadas bajo BPA y CPA, para obtener conclusiones acerca de la transkerencia de los
residuos a los diferentes productos que se obtienen en cada uno de estos procesados

alimentarios.
Debe sehalarse que el conocimiento de los residuos en los productos vegetales

transformados es un requisito previo para la estimacion de los factores de transferencia a

los que se refiere la Directiva 97/41/CEE. Esta Directiva indica que “en &f caso de
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productos desecados vy transformados para fos que o Anexo IT no fije expiicitamente
contenidos maximos, ef contenido maximo de residuos apiicable serd ef que figure en
dicho Anexo, teniendo en cuenia, respectivamente, 18 concentracion provocada por ef
procedimiento de desecado o la concentracion o diucion provocada por el tratamiento
aplicado. {...) Podrd determinarse para algunos productos desecados o transformados un
factor de concentiacion o diucion que reflefe I3 concentracion provocada por

determinadas operadones de desecacion o transformacion” {Consejo Europen, 1997).

Por tanto, los resultados de estudios de transformacion no sodlo contribuiran a dar
una estimacion mas realista de la ingesta alimentaria y una mejor compamacion de la
exposicion entre paises, sino que tambien pueden ayudar a lograr una implantacion mas
amplia del control de LMRs a nivel nacional € intemacional, a través del establecimiento de
factores de transferencia, obtenidos, entre otros medios, mediante la relacion entre los
niveles de residuos del producto agricola procesado y €l mismo en fresco (DG SANCO,
1997).

Un estudio de residuos en el procesado alimentano se puede realizar con los

siguientas objetivos:

Obtener informacion acerca de productos de degradacion o de reaccion que

puedan requerir una evaluacion del riesgo por separado.

« Determinar la distribucidn cuantitativa de los residuos en los diferentes
productos intermedios v productos finales, para conocer las reducciongs vy

concentraciones que expermentan vy estimar los factores de transferencia,

* Permitir una estimacion mas realista de la ingesta alimentaria de los productos

fitosanitaros.

= [En casos especiales, utilizar 1os resultados de los estudios como base para la
fijacion de LMRs en los diversos productos alimenticios transformados de

arigen vegetal.
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Definidos por estos objetivos, se pueden realizar distintos tipos de estudios de

residuos de plaguicidas en el procesado alimentano (DG SANCO, 19971

a) Estudio del efecto en la naturaleza del residuo. La naturaleza de la mayoria de
los procedimiantos de transformacion es tal que serda imposible llevar a cabo un estudio
utilizando radiomarcadores de productos quimicos de una manerm@ representativa de las
condiciones normales de las experiencias en la practica. 5in embargo, el parametro que es
mas probable que afecte a la naturaleza del residuo en la mayoria de las operciones de
tratamiento es la hidrolisis, porgue procesos tales como un calentamiento {operacion muy
habitual en un procesado alimentario para higienizar los alimentos) inactiva enzimas
presentes en el sustrato, dejando a las reacciones de hidrdlisis como el mecanismo mas
importante de degradacion. No obstante, los efectos de procesos distintos a la hidrolisis
tambign se estudian, en gereml cuando se sabe que por las propiedades de la sustancia
activa 0 sus metabolitos se pueden generar productos de degradacion toxicologicamente

significativos como resultado de las operacionss alimentarias,

b) Estudio del efecto en los niveles de residuos. El objetivo de éstos es determinar
la distribucion cuantitativa de los residuos en los diversos productos intermedios vy
productos finales; lo que permite conocer las reducciones de las concentraciones de los
niveles de residuos y apreciar los factores de transferencia, ademas de logmar una
estimacion mas realista de la ingesta alimentaria y un establecimiento mas amplio de los
LMRs. Con el fin de alcanzar estos objetivos, se puede diferenciar dos tipos de estudios de

procesado:

= FEstudios de balance. Este tipo se suele asociar con los estudios de procesado,
también conocidos como estudios basicos. 5u objetivo es determinar la
distribucion o balance de los residuos en todos los productos intermedios v
finales v, en su ¢aso, en los productos de desecho derivados de la
transformacion. De esta manerm, se puede conocer cualguier concentracion o
reduccion de los residuos en todos los productos obtenidos en el proceso. Sin

embargo, se debe tener en cuenta que, en caso de residuos voldtiles o
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termolabiles, o con los residuos durante el transformacion metabdlica, los
factores de transferencia solo se pusden determinar hast cierto punto.

Asimismo, se deben detamminar los productos formados por hidrdlisis,

Estudios de seguimiento. Orientados a conocer la distribucion de los residuos
en los productos finales o productos intemmedios importantes pam el
consumidar, ya le lleguen de un modo directo, como producto final, o se
utilicen para fabricar otros que le puaden llegar indirecamente, 5on estudios
mas especificos, escindidos a veces de los anteriores, donde se obtienen los
factores de transferencia para los productos relevantes en la seguridad
alimentaria, En este tipo de sstudios 5 en &l que se han centrado las

investigaciones realizadas para esta tesis.

La decision para llevar a cabo un tipo de estudio u otro debe depender de (DG
SANCO, 1997):

La importancia del producto transformado en la dieta humana y animal,

El nivel de residuos en la planta o producto vegetal que vaya a ser

transformadao.

Las propiedades fisicogquimicas de la sustancia activa 0 los metabolitos

pertinentas,

La posibilidad de que Ios productos de degradacion de significacion toxicologica
se puedan encontrar después del procesamiento de la planta o producto

vegetal.

Pussto que no se conocen metabolitos tdxicos de los plaguicidas estudiados en

esta tesis, siendo £l residuo legislado el propio plaguicida, ni se encontraron niveles de

residuos alarmantes en campo, ni persistencia a grandes niveles, se considerd mas

oportuno realizar estudios de seguimiento de residuos en el procesado, con la intencion de

discemir la verdadera ingesta de estos plaguicidas tanto en alimentos en fresco como

transfarmados muy comungs en la dieta humana.
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En las consideraciones sobre los niveles de residuos que se deriven de  estos
estudios es necesario tener en cuenta la importancia de los alimentos en la digta, las
propiedades fisicoguimicas de la sustancia(s) que constituyen €l residuo, la distribucion de
los residuos en B parte comestible ¥ no comestible de los alimentos {gjemplo, citricos),
los niveles de residuos de partida y su ingesta diaria maxima admisible (IDA) v dosis de
referencia aguda (DRfA). Expenencias anteriores indican que, cuando los niveles de
residuos en los productos en fresco no son significativos {menor de 0,1 mg/fkg), los
residuos gue quedan en el alimento transformado despues de los procesados mas
comunes son minimos. DG SANCO recomienda realizar este tipo de estudios con
productos que incurran en residuos; aungue admite que, pusden ser necesarias
fartificaciones de los productos agricolas mediante practicas como el aumento de las tasas

de aplicacion o la reduccion de los intervalos pre-cosecha (DG SANCO, 1997),

Paor otra parte, es importante estudiar la transferencia de residuos en procesados
que impliquen operaciones comunes en el tratamiento industrial y casero de los alimentos
en fresco, con el fin de estimar los factores de transferencia mas relevantes para el
consumidor, D2 hecho, en las autorizaciones de fitosanitarios para las que se exigen
estudios de balance o seguimiento, se piden resultados para las operaciones basicas de
transformacion. Asimismo, los astudios de procesado deben ser fidedignos de como se
realizan en realidad en la industria 0 en los hogares, realizandose técnicas lo mas similares

posible.

Revisiones de la literatura publicada sobre estudios de procesado de alimentos
muestran que en la mayoria de los casos las opemciones tecnologicas, ya sea en la
industria o en casa, dan lugar a grandes reducciones en los niveles de residuos en los
alimentos preparados, especialmente mediante el troceado, pelado, lavado vy
calentamiento. Estas disminuciones se producen por reacciones de hidrdlisis, enzimaticas o
redox y por degradaciones asociadas a cambios significativos de temperatura © a la accion
de los microorganismos, producidas durante la transformacion de los alimentos {Elkins,
1989; Farris et al., 1992; Holland et al,, 1994; Celik et al., 1985; Timme y Walz-Tyka,
2004; Coscolla y Coscolla, 2006).
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Con el pelado y troceado, se reducen los niveles de la mayora de insecticidas o
fungicidas aplicados directamentz a los cultivos gque tienen una penetracion limitada en la
cuticula. Ademas, la mayoria de los trabajos publicados hasta el momento apoyan que con
el pelado de ciertas frutas, como citricos, aguacate, platanos, kiwi, mango y pifa, se
alcanzan practicamente niveles indetectables en su parte comestible v por tanto, los LMRs
para las frutas citadas son de importancia limitada en la evaluacion de la exposicion a los
plaguicidas con la dieta (Holland et al., 1994). Sin embargo, la piel de estas frutas se
utiliza con frecuencia en la produccion de piensos 0 aceites esenciales {citricos), entre
otros, presentando una gran concentracion de los residuos respecto a la fruta enterm v
justificandose asi el control de los LMR en la fruta total. Asimismo, se ha comprobado que
desechar las hojas exteriores de hortalizas como la lechuga contribuye a una reduccion de
los residuos, puesto que alli es donde se acumulan la mayor parte de ellos tras una
aplicacion. Los LMRs legislados parma estas hortalizas de hoja yva contemplan un deshojado
inicial y eliminacion de la tierra pegada en el procesamiento de las muestras agricolas v
por lo tanto, en determinados casos, cabe esperar reduccionas de los niveles de residuos
presentes en la muestra de campo. Esta operacion es también muy comin en la
preparacion doméstica de ensaladas. Aungue debe sefalarse que esas hojas en
industria a veces se aprovechan para fabricacion de piensos y por tanto, los residuos
eliminados del alimento humano son susceptibles de ingresar en la cadena alimentaria v

verse sometidos a biomagnificacion.

El lavado de los alimentos vegetales, produce uma reduccion de niveles mas
significativa en aquellos plaguicidas de contacto, que al estar en la superficie son mas
susceptible a este efecto, aungue tambien éste depende del tiempo que ha transcurrido
desde el dltimo tratamiento; hemos de teper en cuenta que los residuos tienden a pasar
de la cuticula exterior a las capas céreas mas profundas de la superficie externa del
vegetal, donde son mas dificilmente accesibles. Por supuesto, tambien depende de su
coeficiente de particion (Kow) que determina su solubilidad en agua y marca la tendencia a
introducirse en dichas capas céreas, vy de la temperatura y el tiempo del lavado, pudiendo

afirmarse que el escaldado v lavado quimico, realizados normalmentz en la industra, son

-R5 -



Introduccidn

Paula Payd Pefialver

mas efectivos que el lavado en frio habitual de los hogares, va que se provoca una

hidrolisis de mayor magnitud.

Los procesos que implican un calentamiento de los alimentos son muy varados v
entre ellos destacan coccion sencilla, pasteurizacion y esterilizacion. Las especificaciones
de tiempo, temperatura, €l grado de pérdida de humedad y el tipo de sistema {abierto o
cerrada) son importantes para cuantificar los efectos sobre los niveles de residuos. Con el
aumento de la tempe@tu@a se aumentan las tasas de degradacion vy volatilizacion de los
residuos (Elkins, 1989; Famis et al., 1992; Holland et al., 1994; Celik et al.,, 1995; Timme y
Walz-Tyka, 2004; Coscolla y Coscolla, 2006).

Los niveles de residuos en los zumos de frutas dependeran de los Kow O sU
particion entre la pulpa v €l zumo o el mosto en el caso de la uva. La pulpa o el orujo, éste
ultimo incluye a menudo el hollegjo de la uva, es5 un reservoro de residuos mas apolares.
De este modo, los residuos moderadamente o menos polares, no son transferidos al zumo
0 mosto, reducigndose su concentracion incluso mas con  operaciones como el
centrifugado vy la filtracion {(Famis et al., 1992; Holland et al., 1994). Aungue debemos
sefalar que como generalmente los jugos contienen restos solidos (parte de las
membranas de las vesiculas de la corteza en los citricos, parte de su albedo y aceites
esenciales o restos de hollgjo en el caso del mosto), es posible encontrar residuos de los

plaguicidas de mayor Koy,

En la fabricacion de conservas, se combinan operaciones de troceado, pelado,
lavado vy calentamiento, entre otros, y por tanto los efectos antes descritos se pueden
hacer patentes {Holland et al., 19%94; Timme y Walz-Tyka, 2004; Coscolla v Coscolla,
2006). En la produccion de vinos intervienen los procesos citados anteriommente en la
fabricacion de zumos, pero se debe tener en cuenta que, a diferencia con la produccion de
cerveza, este proceso no implica dilucidon con agua, y por tanto la probabilidad de
encontrar residuos en el producto final es @ priori mayor. En el caso de la vinificacion,
tiene gran importancia la separacion del onujo ¥ demas partes solidas con opemciones

como la filkracion, a lo que se debe afadir la estabilidad de los residuos a la fermentacion
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v a los agentes de clarificacion (Holland et al., 1994; Tsiropoulos et al,, 1999a, 2005; Ying
v Williams, 1999; Cabras v Angioni, 2000; Cabras et al.,, 2000a, 2001; Navarro =t al,,
1999, 2000; Fernandez et al., 2005a, 2005%b; De Melo et al, 2006; Oliva =t al.,, 2006,
2007a, 2007b).

Finalmente, en el almacenamiento de alimentos en frio, conserva 0 como zZumaos,
las reacciones y degmadaciones citadas, causantes de la disminucion de residuos de
plaguicidas en los alimentos transformados, quedan ralentizadas porque los alimentos se
encuentran en estado de conservacion, preservados de las condiciones de degradacion,
dependiendo su efecto sobre la concentracion de residuos del tipp y periodo de
conservacion, debiendo estudiarse los cambios en los niveles de residuos a lo largo del
periodo de caducidad de los productos agricolas transformados (Schafer v Kegley, 2002;
Pose et al., 2006; DG SANCO, 2007).

2.5. DETERMINACION DE LA EXPOSICION.

La evaluacion de la exposicion de los consumidores a los residuos de plaguicidas es
un area de la ciencia que se ha desarrollado rapidamente durante la Gltima década. Desde
calculos mas simplistas donde se estudiaban modelos deterministas de exposicion
continuada an adultos, los procedimientos de evaluacion se han diversificado de manem
gque se han logrado estimaciones mas realistas de la exposicion a largo plazo pam los
adultos, escolares, nifos pequenos y lactantes junto con la estimacion de las exposiciones
a corto plazo para los adultos y nifios pequenos. La evaluacion final dal riesgo se centra en
una compamacion numéerica 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 (Harris et al., 2001; Ferrer &t al., 2002; Tomerlin y Petersen,
2004; Schreider et al., 2007).

La evaluacion de la exposicion es una de las partes principales del proceso de

evaluacion de riesgos. Solo la ingestion de cantidades significativas toxicologicamente
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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 et al., 2002; Renwick, 2002; Schneider et al., 2007);

= 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 produccion de alimentos,

= La forma de determinar los patrones de consumo de cada uno de los alimentos

que contengan los residuos,

= |a forma de integrar tanto la probabilidad de los consumidores de comer
grandes cantidades de alimentos, como que los residuos esten presentes en

estos alimentos en niveles significativos,

[ estos puntos, el primero ha sido abordado en los estudios de procesado de esta
tasis; el segundo purto se trata con estadisticas proporcionadas por el Instituto Nacional
de Estadistica de Espafa (INE), diferenciando entre el ambito nacional, local ¥ medios
urbano ¥ no urbano, junto con encuestas de consumo de alimentos practicadas en grupos
representativos de nifos, adolescentes, adultos v edades avanzdas de la Region de
Murcia; el tercero se ha enfocado asumiendo que los residuos que s2 encontraban en los
productos finales de campo y procesado llegaban al consumidor v por tanto conociendo su
ingesta, se puede obtener la ingesta diaria estimada (IDE) de los residuos de plaguicidas
estudiados en esta tesis y comparada con el valor de 1IDA establecido parma cada uno. Este
enfoque de evaluacion del riesgo en la ingesta es determinista, puesto que no entra en
juego ningun calculo de probabilidades relacionado con la presencia de residuos en los

alimentos o con su consuma, como lo realizan los metodos probabilisticos.

Se debe tener en cuenta que hoy la estimacion del riesgo por estos métodos esta
sobreestimada, ya que se considera que la dosis ingerida del residuo es la absorbida,
obviando toda una serie de factores de absorcion y metabolismo hepatico de primer paso,

previos a que el plaguicida llegue a su lugar sistémico v pueda producir un efecto en 2l
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organismo humano, que son claros limitantes en la absorcion oral humana. Por tanto pam
evaluar con exactitud el riesgo toxicologico asociado a k8 ingesta de residuos de

plaguicidas en alimentos, s preciso (Haris et al., 2001; Luetzow, 2003);

= (Obtener estimaciones adecuadas de la presencia v cantidad de un determinado

residuo en un alimento y en la dieta en general.

= Evaluar los patrones de consumo de alimentos que contengan estas sustancias,
especialmente los sectores de la poblacion de alto consumo 0 més sensibles a

la accion de los residuos.

= Desarmollar y aplicar herramientas para predecir con fiabilidad el riesgo derivado

del consumao de alimentos gue contengan residuos de plaguicidas.

Estos objetivos se deben integrar en un sistema de evaluacion de la exposicion
rentable que pemnita categorizar con fiabilidad los productos fitosanitarios segun los
riesgos toxicologicos que impliqgue la ingesta de sus residuos con los alimentos,
Inevitablemente, esto pasa por una recopilacion exhaustiva de los resultados que se

deriven de estudios enfocados de esta manem.

2.5.1. BIODISPONIBILIDAD DE LOS RESIDUOS EN LOS ALIMENTOS.

5in obviar Ia importancia de los plaguicidas, tanto en la agricultura como en las
actividades de salud pdblica, son innegables los efectos taxicos que generan en el ser
humano. Su biodisponibilidad en el organismo depende de su toxicocingtica: absorcion,
distibudon, metabolismo y eliminacion. Estos procesos estan influenciados tanto por
factores externos relacionados con los patrones de exposicion ¥ con la sustancia quimica
{tipp de empleo, tempemtura ambiental, tipo de plaguicida, frecuencia, intensidad y
duracion de la exposicion, etc.), como por factores inherentes al individuo (edad, sexo,
dotacidn genética, estado de salud, estado nutricional, estilos de vida, via principal de
absorcion, etc.) (Fait y Colosio, 1998; Ramirez y Lacasana, 2001). Las dietas bajas o
carentes de proteinas y los estados de deshidmatacidn son factores que influyen en la

gravedad del dafo a la salud. En animales de laboratorio sometidos a dietas hipoproteicas,
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las dosis letales medias (L50) de algunos plaguicidas pueden disminuir entre 4-2.100
veces, situacion que podria ser extrapolable al ser humano. A este respecto, una gran
proporcion de la poblacion laboral y general expuesta vive en paises subdesarrollados o en
vias de desarrollo, donde 2l uso de plaguicidas €5 tan comun como las carencias

nutricionales mencionadas.

La biodisponibilidad es un término esencialmente famacéutico que alude a la
porcion de la dosis de un farmaco administrado de manera exdgena, que llega hasta el
argano o tejido en el que lleva a cabo su accion. Como determinar la concentracion en un
tejido resulta excesivamente invasivo, se acepta el valor de la concentracion del mismo en
gl plasma. Puede expresarse en porcentaje 0 en tasas. Este concepto se utiliza pam
cuantificar el grado en que una sustancia es aprovechada por el organismo. Hoy dia, el
ambito del estudio de la biodisponibilidad de un xenobidtico se ha extendido a otros
campos vy asi se encuentran multitud de estudios en nutrientes vy algunos en
contaminantes. Para los residuos de plaguicidas este valor viene implicito en los estudios
de toxicidad por ingestion que se realizan en bs animales de experimentacion en el
registro de una sustancia pero se aplica la sustancia en estado purg, sin mezclar con los
alimentos, y se ha demostrado ampliamente en el campo farmacéutico que la presencia de
los alimentos puede disminuir sensiblemente, 0 en algunos casos aumentar, la
biodisponibilidad de un xencbidtico 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 realmante penetra en &l. Los trabajos publicados por nuestro
grupo de investigacion han sido los primeros que contemplan este aspecto en los

alimentos, aunque si es posible encontrar diversos trabajos en suelos,

Cuando un xenobidtico entra en contacto con el organismo, bien voluntaria o
involuntariamente, lo primero gue ha de oourir es que se absorba, es decir, |1 llegada del
xenobidtico a la sangre {puede ocurrir a traves de la piel, aparato digestivo, respiratorio,
etc.), una vez en la sangre puede metabolizarse, pero la mayor pane se distribuye,
pudiendo quedar muy restringido a algunos tgjidos o gue sea una distribucion muy

homogenea, pero siempre en equilibrio entre la concentracion de la sangre vy los tejidos;

-R5 -



Introduccidn

Paula Payd Pefialver

va dentro del tejido podra metabolizarse. El principal ¢rganc metabolizador de los
xenobidticos es el higado. El rifon filtra k& sangre para excretar sustancias, pudiendo
excretar el xenobidtico tal cual o los metabolitos resultantes. La mayor parte de los
xenobidticos se excretan por la orina, pero hay otras vias de excrecion como son heces,

sudor, respiracion, etc.

La absorcion de un xencbiotico al torrente sanguinec comienza con una
concentracion plasmatica igual a 0 e ira subiendo a medida que pase el tiempo, hasta que
se alcance una concentracion maxima vy a partir de ese momento la concentracion ira
disminuyendo de manera gradual debido a la metabolizacion, hasta que liega a
desaparecer del plasma. Pam esta curva de distribucion se definen dos pamametros, &
concentracion minima eficaz, gue es la concentracion minima a partir de la cual aparece el
efecto; ¥ la concentracion minima tdxica, gue es la concentracion minima a partir de la

cual se observan efectos toxicos.

La absorcion de los farmacos va a depender de la via por la que llegan al
organismo. Existen varias vias de administracion como la oral, parenteral, respiratoria,
sublingual, intramuscular, démmica, etc. En ellas los factores que pueden influenciar la
biodisponibilidad de un xenobidtico difieren mucho. Por ejemplo, en la via parenteral
intravenosa, no hay absorcion propiamente dicha, porgue no se traspasan membranas
celulares, yva que el agente extemo se introduce directamente a la sangre, por tanto se
puede decir que se trata de ura absorcion del 100%. En la via parenteral extravascular,
los capilares del musculo o la piel son vasos pequenos gue tienen pocas capas celulares,
siendo la absorcion bastante rapida. En cambio, en la via de absorcion omal, el residuo de
plaguicida debe traspasar el epitelio gastrointestinal, que es una capa de células bastante
gruesa, encontrandose ademas gue muchos xenobidticos son inestables en el medio acido
del estomago o mas basico del intestino, degradandose con facilidad. En la Tabla 2.1 se

esponen las diferentes vias de administracion y los epitelios implicados en la absorcion.
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Tabla 2.1.- ias de absorcion humanas.,

Tipo de estrato | Via de administracion Lugar de absorcion
Parenteral, intravascular No hay
Parenteral, extravascular Endotelios capilares
Qral Epitelio gastrico, intestinal v cdlico
Sublingual ¥ bucal Epitelios bucales
Subcelular Nasal Epitalio nasal
Ccular Epitelio de la cornea v conjuntiva
Pulmonar Epitelio del tracto respiratorio v de los alveolos
Rectal Epitelio rectal
Pluricelular Dermica o autanea Epidermis {piel)

La biodisponibilidad es muy dependiente de la via de administracion; en primer

lugar, la mavyor biodisponibilidad la presenta | via intravascular (intravenosa ©

intrarteral), debido a su modo de administracion, a continuacion la via intrmamuscular y

sublingual, seguidas por la oral y por dltimo la rectal. Ademas, en la via oral, 5 en la que

mayores interaccionas se encuentran (Johnson, 1957; Hodgson y Smart, 2001; Ross et al.,

2001). Los factores gue influyen la biodisponibilidad oral son:

pH. 5e va modificando a lo largo del tubo digestivo, encontrando los valores
mas bajos en el estomago y aumentando a lo largo del intestino. El pH
condiciona el grado de ionizacion, de manera que los xenobidticos que sean
acidos debiles se absorberdn mejor en el estomago, caso contrario a los
xenobidticos que sean bases debiles que se absorberan mejor en el intesting.

También puede alterar la estabilidad de determinadas sustancias.

Vaciado gastrico. Limita el grado vy la velocidad de absorcion de los xenobioticos
que se absorben en el intasting, ya que si se produce un retmso en el vaciado,

permanscen mas tiempo en el estomago y se retrasa su absorcion intestinal.

Motilidad intestinal. Importante en la absorcion intestinal, ya que cuando se
disminuye la motilidad intestinal aumenta la absorcion. La influencia de la
presencia de fibras en la dieta es importante porgue se acelera la motilidad

intestinal.
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Presencia de los alimentos. Van a hacer que el xenobidtico permanezca mas o
menos tiempo en el estomago, influyendo en su absorcidn. Hay alimentos que
limitan la absorcidn formado complgjos insclubles con el agente extemo,
también alimentos que compiten con los mecanismo de transporte celular en la
absorcion de la sustancia, otros que aumentan la secrecion gastrica, haciendo
gue las sustancias inestables en medio acido se degraden con mas facilidad o
los de gran componente graso que pueden vehiculizar mejor a los agentes

externos a traves de las membranas lipoproteicas del endotelio gastrointestinal.

Metabolismo presistémico. Se debe al metabolismo que, por distintas causas,
pueden sufrir las sustancias antes de ser absorbidas. Por gjemplo, en las
paredes intestinales hay muchos enzimas que participan en la degradacion de

los xenobidticos, coma algunas isoformas del citocromo Pysg.

Efecto de primer paso hepatico. Una parte de la dosis s2 metaboliza en el
higado, antes de distribuirse por la circulacion sistémica, pero una vez que ha

pasado las barreras celulres de la via de absorcion,

Microflora bacterdana. El metabolismo bacterano puede afectar la degradacion

de los xenobidticos y provocar una disminucion presistémica.

El efecto individual de estos factores en la absorcion oral de plaguicidas no se

conoce. Pero de ellos, en el caso que nos ocupa, el de mavyor relevancia es el efecto de la

presencia de alimentos, puesto que los residuos de plaguicidas en la dieta nunca penstran

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 bamreras biologicas. Por ello,

los estudios de biodisponibilidad oral que se presentan en esta tesis se han centrado en la

influencia de la maturaleza particular del plaguicida para la absorcion v el efecto de los

alimentos, estudiando tanto la influencia de los frescos como los preparados,

La bicdisponibilidad oral puede expresar b velocidad v/o la cantidad de la forma

que accede a la circulacion sistémica y, por b tanto, esta disponible para acceder a los
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tejidos y producir un efecto. La cantidad absorbida suele valorarse mediante el area bajo
la curva de las concentraciones plasmaticas o la fraccion de absorcion biodisponible v la
velocidad de absorcion expresada como la concentracidn maxima entre el tiempo en que
se alcanza. Se debe decir que, la biodisponibilidad no depende sdlo de los procesos de
absorcidn sing también de los de distribucion y eliminacion. Ahora bien, cuando la
distibucién y la eliminacion se mantienen constantes, las variaciones en la
biodisponibilidad reflejan diferencias en la absorcion del xenobidtico, sea en la velocidad

de absorcion, en la cantidad absorbida 0 en ambas,

En gereral, se suglen utilizar dos tipos de modelos para el estudio de la
bicdisponibilidad oral en farmacos v xenobioticos, i1 vive e in vitro. Los modelos in vive
con animales de experimentacion son los mas facilmente correlacionables con los
humanos, de hecho se puede aplicar el mismo factor de seguridad citado en los estudios
toxicoldgicos de registro de una sustancia, pero plantean problemas de coste, tiempo v
&tica. En cambio, los in vitro son aceptables en el estadio inicial de una investigacion por
ser buenos indicadores de lo que ocurre en un medio fisiologico y por contra son mucho
mas economicos, sencillos y rapidos (Chiou y Barve, 1998). Los ensayos in vitro de
biocdisponibilidad oral se realizan frecuentemente con montajes de bolsas y canulas en
laboratario para imitar los compartimentos gastrointestinales y vasos del organismo, con
cultivos celulares o con membranas de dialisis (Audus et al., 1990; Artursson y Borchardt,
18873, La alternativa habitual es el uso de una membrana semipermeable a modo de
intestino delgado, porque es el epitelic donde se produce mayoritariamente la absorcion
oral, al ser el mas preparado celulamente por la presencia de sus microvellosidades in
vivo para que asi ocurra (Miller et al., 1981; Schricker et al., 1981; Gil-Izquierdo et al.,
2002; Bollinger et al., 2005). 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, ¥ se mide su aparidon en el lado opuesto, o sea, en el interior de la
membrana, una vez que ha logrado traspasar la superficie de la membrara por difusion
pasiva (Artursson, 1990). La permeabilidad de esta membrara es el factor fundamental
para que estos experimentos sean correlacionables, yva que la caracteristica esencial de las

membranas biologicas es que son semipermeables (Artusson y Karlsson, 1991; Camenisch
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et al, 1998a, 1998b). Para estudiar este proceso adecuadaments, hay disponibles
membranas comerciales, celulosicas, de pemeabilidad aproximada a las condicionas
fisioldgicas ¥y en monocapa, como €l epitelio intestinal. Ademas, la integridad v viabilidad
de la membrana deben ser vigiladas durante todo el proceso, mas si Como en este caso,

hay por lo menos cuatro horas de procedimiento,

Resulta de gran interés disponer de un método in vitro que pemita realizar de
manera rapida un bamrido exhaustivo de un gran nimero de compuestos en las primeras
fases de desarrollo a fin de seleccionar los candidatos menos biodisponibles para €l ser
humano oralmente, que sus resultados puedan dar idea de lo que occurre en un medio
fisiclogico v que este conocimiento se pueda completar posteriomente en estudios in

vive.

2.5.2. INGESTA DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS CON LOS ALIMENT OS.

En b evaluacion de la exposicidon a los residuos de plaguicidas en los alimentos,
sea cual se el modelo de estimacion que se utilice, se sigue un paradigma para 2l

establecimiento del riesgo {Renwick, 2002):

« Identificacion v caracterizacion del agente de riesgo. En esta fase se evallan
los efectos del tdxico y su relacion dosis-respuesta. Como resultado, se
obtendid el nivel de exposicion humana sin efectos adversos significativos parm

la salud.

« Evaluacion de la exposicion al agente o estimacion de la ingesta de los
consumidores, Implica encuestas de digtas 0 consumo y conocimiento de los

niveles de residuos de los aimentas.

« Caracterizacion del riesgo. Se compara la ingesta estimada anterior con la
ingesta segura 0 admisible derivada de la camacterizacion del agente de riesgo v
se establece el nivel de riesgo para el consumidor 0 la probabilidad de efecto

para la salud,
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El riesgo, &5 decir, |a probabilidad de gue se produzcan efectos toxicos y su
magnitud, depende de la dosis y de las carmacteristicas de cada sustancia. Por ello, es
preciso llevar a cabo en cada caso una evaluacion de riesgo en la que ademas de
caractenzarlo, se identifiguen grupos especiales de riesgo, si es que los hay. La evaluacion
de riesgos a5 el primer paso del proceso global de analisis de riesgos, que incluye ademas
la gestion de riesgos y la comunicacion de riesgos. Las estrategias para la gestion de
riesgos pueden ser de tipo legislativo, de formulacion de recomeandaciones o de cambios
tecnologicos, entre otros, v tienen en cuenta no solo los resultados de la evaluacion sino
otros factores, principalmente de tipo socioecondmico. Como resultado de las acciones de
tipo legislativo se han regulado los contenidos maximos de muchas de estas sustancias en
los alimentos v se bhan adoptado planes de prevencion vy vigilancia. Finalmente la
comunicacion de riesgos ha de realizarse como un proceso interactivo de intercambio de
informacion y de opiniones entre los evaluadores del riesgo, los gestores del riesgo, los
consumidores y todos los grupos que pusdan tener intereses de cualguier tipo en estos

temas.

En la identificacion y camcterizacion del agente de riesgo, se realizan diversos
estudios de toxicidad aguda vy cronica, en los que se examinan aspectos como la toxicidad
genética, neurotoxicidad, carcinogenicidad e inmunotoxicidad. En los estudios de toxicidad
subcrénica o cronica, en los gque se alimenta a los animales de experimentacion durante
90 dias en los primeros 0 1 @ 2 anhos, en los segundos, segln sean no roedores o
roedores, respectivaments, se obtieng, entre otros, un parametro toxicologico lamado
NOAFL {No Observed Adverse Effect Level), que dividido por un factor de seguridad de
100 {producto de un factor de variabilidad de 10 entre animal-humana y otro de 10 entre
humano-humano), resulta gl valor de la 1IDA (Huijbregts et al., 2000; Renwick, 2002). La
IDA por tanto define la cantidad {mg) de un residuo de plaguicida que puede ser
consumida diariamente con el alimento durante toda la vida de la persona, sin efecto
adverso pam ¢lla, segin ha demostrado l|a experiencia hasta ese momento. Debido a la
gran diferencia de peso entre personas, indicativo de su nivel de desamrollo fisiolégico, la
IDA siempre se expresa como myg del residuo en funcion de kg de peso corporal. Un claro

gjemplo lo constituyan €l grupo de los nifios, donde la cantidad admisible de un residuo

_?4_



Introduccidn

Paula Payd Pefialver

con la dieta serd mucho menor gque un adulto, debido a que su mecanismos de defensa
para xenobidticos se encuentran en estado de desamrollo aln y son mas susceptibles a los
posibles efectos toxicos del plaguicida. Por ello, &l conocimiento de la ingesta en grupos
sensibles de la poblacion como éstos constituye uno de los mayores retos en el

establecimiento del riesgo de los residuos de plaguicidas en los alimentos.

El criterio de la IDA en el establecimiento del riesgo se viene realizando desde hace
40 anos y casi desde el principio han surgido crticas en cuanto al factor de seguridad.
Algurnos lo consideran un pobre indicador de la vanabilidad entre animales vy humanos
aungque otros piensan que s demasiado conservador. Lo cierto es gue es el criterio con el

gue se compara la ingestion cronica actualmente.

No obstante, en el esiablecimiento del riesgo de esta manerm hay un sesgo
importantisimo, que es la variabilidad en los niveles de residuos entre las unidades de
alimentos en un mismo lote. En 15996, estudios sobre residuos de organofosforados vy
carbamatos en frutas sirvieron para reconocer esta variabilidad (Hamis et al,, 2001). Hasta
entonces, se considermba el nivel de residuos representativo de un lote v Ia cantidad o
porcion del alimento que se consumia, pero em necesario introducir estudios de
exposicion aguda para aquellos alimentos gque se consumian de urma pieza y/o para
residuos especialmente toxicos, en donde la ingestion de una determinada unidad, quizas
con mayor residuos que el nivel representativo del Iote, podia conllevar un serio peligro de
toxicidad aguda. De esta manem, en los estudios de toxicidad aguda, se obtiene un
NOAFL, que dividido por el factor de seguridad para humanos, da la DIRFA {Huijbregts et
al., 2000; Renwick, 2002). Este parametro, indicador de la ingestion aguda, marca la
cantidad de un residuo que puede ser ingerido de una vez {una comida o un di), sin
danos para el consumidor, con los conocimientos que se tienen hasta ese momento. Igual,
que la IDA, también se refiere a kilbogramos de peso corporal. La variabilidad de niveles de
residuos entre unidades de alimentos se ha estudiado a estos efectos, encontrandose que
generalmente es independiente del tipo de plaguicida, cukivo, tamafo de la unidad vy el
nivel de residuos representativo. El depdsito de plaguicidas en la unidad individual durante

la aplicacion es probablemente el factor mas importante, Teniendo en cuenta estos
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aspectos, se ha publicado que se puede considerar un factor de variabilidad entre el nivel
de residuos de un lote y &l nivel por unidad igual al triple del nivel unitario situado en el
percentil 97,5 de los resultados de analisis por unidades de un mismo lote (Hamilton et al.,
2004). Este valor es el recomendado por el Codex a instancias del JMPR (Join Meeting
Pesticide Residug), aungque la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EF5A)
establece un factor de 5 en vez de 3 para los alimentos de peso unitario mayor de 250 g v
uno de 7 para aquellos entre 25-250 g (CE, 2005).

En la evaluacion de la exposicion, se determina mediante encuestas de consumo v
los niveles de residuos encontrados en las mueastras, la IDE en caso de exposicion cronica
0 la ingesta aguda estimada (IAE) para una exposicion aguda con los alimentos (Lowik et
al., 1999; Petersen et al.,, 2001; Kroes et al., 2002). En teoria, s posible estimar las
ingestas de cualquier sustancia en una poblacion dada si se conocen estos dos tipos de
datos. Incluso, el sumatorio del producto del consumo de todos los alimentos donde el
residuo esta presente por las concentraciones en cada uno de ellos, nos puede dar la

ingesta total del residug,

En la practica, se realizan diferentes encuestas de consumo, cada una Con unas
ventajas £ inconvenientes, entre las que destacan los cuestionarios de frecuencia de
consumo a lo largo de un afo; el método de recuerdo de 24 h; el diario de alimentos de
una semana; duplicidad de raciones; o los estudios de dieta total, en los que se registra &l
consumo de los alimentos de una dieta habitual en todas sus formas de presentacion parma
un determinado periodo. En esta tesis, s& han escogido los cuestionanios de frecuencia de
consumo como encuesta de habito de consumo por sus valores de acertada aproximacion
v alta practicabilidad. En cualguier caso, las dietas utilizadas para el calculo de las ingestas
estimadas deben proceder de distintas encuestas en hogares con un nimero suficiente de
consumidores, para alcanzar el requisito de representatividad del grupo de poblacion que
se estudia v determinar adecuadamente la cantidad de los alimentos que consumen, 5e
debe distinguir qué grupo de la poblacion es5 sometido a encuesta, clasificados por su
lugar de residencia, edad, sexo, tc., ya que los patrones de consumo vardan mucho entre

grupos y no se estmblece un patron de consumo generalizado (Rawn et al, 2004).
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Asimismo, en las encuestas de exposicion cronica ¥ en el posterior establecimiento del
riesgo, se deben distinguir las diferentes formas en que se consumen los alimentos, ya sea
2N zumos, conservas O frescos, por gjiemplo, porgue los niveles de residuos asociados con
las diferentes tipos de presentacion y sus patrones de consumo pueden ser muy diferentes
{Kroes et al., 2002),

Por lo que se refiere al contenido de los residuos de plaguicidas de interés en los
alimentos, en la practica pueden presentarse algunos inconvenientes, como por gjemplo,
gque no haya datos de la concentracion del nivel de residuos en todos los alimentos en los
que puede estar presente y ademas, los alimentos de los que haya datos pueden no ser
representativos de la dieta de la poblacion objeto de estudio o mas frecuentemente, la

falta de conocimiento £n el nivel de residuos de los alimentos procesados.

Por otra parte, las ingestas estimadas pueden ser calculadas por metodos
deterministas 0 probabilisticos. Los métodos detemministas comprenden aquellos en los
que se calculan valores concretos pam las ingestas, ¥y como gjemplo se pusden citar
aquellos que calculan la ingasta en el peor de los casos (gl plaguicida se aplico en su dosis
mayor, €l plazo de seguridad fue el menor y que los residuos que quedaron en la porcion
comestible fueron los mayores posibles), los que utilizan estudios de dieta total, o los que,
como en esta tesis, emplean encuestas de consumo de alimentos. En los métodos
probabilisticos, enmarcados en los métodos estocasticos de estimacion de ingestas, la
distribucion del consumo de alimentos en la dieta y la distribucion de los posibles residuos
se combinan en repetidos calculos probabilisticos para obtenar una distribucion posible de
la ingesta de residuos para un tiempo dado (Hamey, 2000; Petersen, 2000; Hamilton et
al., 2004). El desarmollo de los metodos probabilisticos es complejo, va que ademas de
complicados tratamientos matematicos, necesita contar con gran cantidad de informacion,
tanto analitica como relacionada con la produccion v preparacion de los alimentos vy su
consumo. Entre ellos destaca el denominado "Proyecto Montecano” (“Desarrollo,
validacion v aplicacion de modelos estocasticos parm evaluar la exposicion humana a
sustancias quimicas vy nutrientes vehiculados por los alimentos™). Se desamolld entre

septiembre de 2000 y octubre de 2001 como proyecto de colaboracion internacional en 2l
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que participo la Direccion de Salud Publica del Pais Vasco y actualmente se encuentra en

implantacion (Jalon, 2006).

En la caracterizacion del riesgo, se establecen los factores de seguridad o riesgo
entre las ingestas estimadas, aguda y cronica, y su comrespondiente valor aceptable, DRA
g IDA, respectivamente., Es posible encontrar estas relaciones expresadas como
porcentajes de IDA o DRfA cubiertos en la exposicion o como factores expresados en
valores enteros absolutos. Ademas, es importante sefalar gue el cumplimiento del LMR de
un producto en un alimento en fresco asegura la ausencia de riesgos 8n una ingesta
cronica o aguda, segun el caso, ya que para fijar el valor de un LMR, ademas de las
experiencias supervisadas de campo, se necesita que considerandolo como el valor de
residuos de la muestra, l|a IAE sea inferior a la DRfA, si se debe establecer segun el cultivo
v gl plaguicida, vy siempre que la IDE sea inferior a la IDA. Por tanto, el criterio
agronomico, ademas del de ingestion y el toxicoldgico, también interviene en la

caracterzacion del riesgo.

Finalmente, muchas de las investigaciones actuales estan orientadas Unicameante al
establecimiento del riesgo en la franja de edad infantil, ya que a su mayor susceptibilidad
toxicoldgica, se le une que las frutas y varduras son practicamenta constantes en su dieta,
vy gstos alimentos precisamente son de los mas tatados con fitosanitarios. En estos
estudios se ha encontrado bajas exposiciones a uno 0 mas plaguicidas, sin sobrepasar en
la mayoria de casos los limites de ingestion aceptables {Adgate et al,, 2001; Boon &t al,

2004; Givens et al., 2007 ).
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MATERIALES.

3.1.1. PLAGUICIDAS ESTUDIADOS.

A continuacion se resumen las principales caracteristicas vy propiedades
fisicoguimicas de los productos estudiados (Tomlin, 2005; De Linan, 2008; MAPA, 2008a).
Aungue se clasifican en reguladores £ inhibidores del crecimiento de insectos,
gengricameante se conocen como “reguladores del crecimiento de insectos”, ya que de una

u otra forma alteran dicho proceso,
3.1.1.1. REGULADORES DEL CRECIMIENTO DE INSECTOS.

La hormona juvenil junto con la ecdisona, producidas por cada especie de insectos
en determinadas €pocas, son las que regulan la muda de las larvas y su evolucion a
crisalida. Los reguladores del crecimiento de insectos mimetizan a la hormona juvenil,
alterando el equilibric hormonal del insecto v afectando su crecimiento. Al utilizar un
producto quimico de esta naturaleza, como fenoxicarb y piriproxifen, la larva muda,

aumentando de tamano, pero sin evolucionar a crisalida, con lo que se detiene |
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metamorfosis; £l insecto nunca llega al sestado adulto y acaba muriendo porque s
inviable. Asi, estos plaguicidas ejercen su control regulando el ciclo de crecimiento de

ciertos insectos,
3.1.1.1.1. Fenoxicarb.

Insecticida perteneciente al grupo quimico de los carbamatos. Fue descubierto en
1881 v comercializado por primera vez en 1985 {Dorn et al., 1981). Mimetiza a la haormona
juvenil al inhibir las esterasas especificas de ésta. Inhibe la muda de los primeros estadios
larvarios, la metamorfosis hacia el estado adulto y dificulta la embriogénesis. Solo muestra
su actividad cuando el insecto produce bajos niveles de la hormona o en ausencia de ésta.
Actla por ingestion vy contacto, v no presenta accion neurotoxica. No es sistémico, aungue

penetra mpidamente en el interior de los tejidos.

Momenclatura vy estructura.

i ) u:;::~<’;\‘~>—oc:|—|2cHQMHCr;)zcl—bn::l—h1
Nombre comun Fenoxicarb. @

Nombre guimico segun TUPAC: etil 2-(4-fenoxifenoxi) etilcarbamato.

Propiedades fisico-guimicas.

Se presenta en cristales de amarillentos a incoloros, practicamente inodoros y no
25 Corrosivo. Su punto de fusion es de 53-54 °C v el de inflamacion de 224 °C; presenta
una tensidn de vapor de 8,67 x 107" mPa (25 °C) y un coeficiente de particion n-
octanolfagua (Kayw) de 4,07 {25 °C), 5u densidad es de 1,23 g/ml (20 °C); su solubilidad
en agua 7,90 mg/l {pH 7,55-7,84; 25 (), en etanol 510 g/l, en acetona 70 g/l, en tolueno
630 g/l, en n-hexano 5,30 g/l ¥y en noctanol 130 g/l. Es estable a la luz y a la hidrolisis

en disoludiones acuosas conpH 3, 7y 9, a 50 7C,
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Aplicaciones,

Apto para el control de lepidopters £ insectos trepadores v chupadores en frutas
fincluidos citricos), algodon, olivo, vid vy omamentales; Cokeoptera and Lepidoptera en
productos de almacén; y también parma cucarachas, pulgas, larvas de mosquito y hormigas

rojas en casos de salud plblica,

Formulaciones.

Fenoxicarb 25% [WG] P/P: Insegar®, Yoruba®, Grial®, Carofen®, Atrezzo® v Nictol®.

También se comercializa en mezdas: Lufox® (fenoxicarb 7,5% + lufenuron 3% [EC] PAY).

Aspectos toxicoldgicos.

Clasificacion de la OMS: 11

Clasificacion de la UE: N; R50, R53.

DLy, oral y aguda: en ratas > 10.000 mg/kg.

NOEL: en ratonas 5,5 mg/kg peso (18 meses); en ratas 8 mg/kg peso (2 ahos).
IDA: 0,055 mg/kg peso.

Temtogénesis: en ata no teratogeno hasta 300 mg/kg/d.

Mutagénresis: no mutageno it vivo e i vitro.

Reproduccion: sin efectos sobre rata o congjo.
En caso de intoxicacion: aparecen sintomas de decaimiento, temblores, vy
sudoracion, entre otros. Se desconoce el antidoto, el tratamiento seria sintomatico v si

persona estuviera consciente se le podria provocar €l vomito.

Aspectos metabdlicos v medicambientales.

En ratas, la principal ruta metabdlica es la hidroxilacion del anillo para formar etil [2-

[p-{p-hidroxifenoxi)fenoxiletillcarbamato. En las plantas se degrada m@pidamente. Posee
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baja movilidad en al suelo, sufre una degradacion relativamente rapida en suelo y agua, v
no presenta bicacumulacion. Se describe un tiempo de vida media de 1,7 a 2,5 mesas en

laboratorio vy sobre 31 dias en campo.
3.1.1.1.2. Piriproxifen.

Insecticida que mimetiza a la hormona juvenil, perteneciente al grupo quimico de
las piridinas. Fue comercializado en 1989 con fines de salud publica v en 1995 con fines
agricolas. Al mimetizar a la hommonma, logm suprimir |2 embriogeénesis 2 inhibir la
metamorfosis y reproduccion. Tambien produce desequilibrios en la fisiclogia endocrina de
la diapausa, con lo que los insectos se ven expuestos a condiciones ambientales

desfavorables. Actia por contacto e ingestion.

Nomenclatura v estructura,

[ ge] o]
[;:j# \CH_CH; \I::IHO’E:;J
Nombre comum. Piriproxifen, # fEHa

Nombre guimico segun IUPAC,  4-fenoxifenil { RS)-2-(2-pindiloxi)propil &ter.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales o liquido viscoso, de color amarillo palido a mamron, de débil
plor. Su punto de fusion es 47 °C y su punto de inflamacion 119 °C; su tension de vapor <
0,013 mPa {23 °C) v su Ky, 85 5,37; su densidad es igual a 1,24 g/ml {25 °C). Poses
una solubilidad en agua de 0,54 mg/l (20 °C). La solubilidad en hexano 400, en metanol
200 v en xileno 500 (g/kg, 20-25 °C). Es estable al calor y a la radiacion luminosa (= 300

nmj.

Aplicacionges.

Recomendado para el control de mosca blanca y trips en citricos, entre otros.

También para el control de plagas de insectos relacionados con salud plblica {moscas,
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escarabajos, mosquitos, pulgas) en sitios como establos, gallineros, pantanos, etc. Los
mejores resultados se obtienen cuando se aplica sobre insectos en estado larvanio. No es
recomendable aplicar si se encuentran mezclados individuos en distintos estados de

desarrollo. 5u efecto de chogue aumeanta si se mezcla con aceite minemal,
Formulaciones,

Piriproxifen 10% [EC] P/V: Juvinal 10 EC®, Atominal 10 EC®, Muligan®, Discolo®,
Expadient 10 EC®, Alazin®, Proxy 10 EC®, Delta plus®, Piriprox®, Cominal 10%, Promex® vy

Proximo®.

Aspectos toxicoldgicos.

Clasificacion de la OMS: U.

L5 oral ¥ aguda: en ratas » 5.000 mg/kg.
NOEL: en ratas 7,04 mg/kg peso (2 ahos).
IRA: 0,10 mg/kg peso.

Aspectos metabolicos v medicambientales.

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

con el insecto 0 de que sea ingerido por &l

3.1.1.2. INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO DE INSECTOS.

Otro grupo importante de los plaguicidas biorracionales lo integran los inhibidores
del crecimiento de los insectos o inhibidores de la sintesis de quitina (compuesto
estructural del esqueleto exogeno de los insectos), con lo que las larvas de los insectos no
pueden desarrollarse, pues al llegar €l momento de la muda gquedan desprotegidos sin

formar el exoesqueleto. Estos productos evitan también la eclosion de los huevos vy si
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alguno llega a buen fin, las larvas recien emergidas sucumben al poco tiempo. Dentro de

este gnipo se encuentran las benzoilfenilureas y entre ellas, flufenoxuron v lufenuron,

3.1.1.2.1. Flufenoxuron.

Acaricida e insecticida perteneciente al grnupo gquimico de las benzoilureas. Fue
presentado en 19856 y comercializado por primera vez en 1988 (Anderson et al., 198&),
Con su estructura de benzoilfenilurea g5 capaz de inhibir la sintesis de quitina y afectar a
la muda. Repercute tambign &n la robustez de las mandibulas y en la efectividad de los
musculos, impidiendo la alimentacion v la reproduccion de las larvas. Posee accion por

ingestion y contacto. No es sistémico y posee efecto translaminar.

Nomenclatura y estructura.

I R

Fﬁ@—D—Q—NH CONH co@
Nombre comin: Flufenoxuron.

F
Nombre guimico segun IUPAC  1-[4-{2-cloro-o, o, a-trifluoro- p-toliloxd) -2 fluorofenil ] -

3-{2,6-difluorobenzaoil)urea.

Propiedades fisico-guimicas.

Se presenta en cristales blancos, inodoros. Su punto de fusion es 169-172 °C; su
tension de vapor 6,52 10 mPa {20 °C) ¥ su Kow &5 4,00 {pH 73; su densidad es igual a
1,57 g/ml (20 °C) y no es autoinflamable. Posee una solubilidad en agua de 1,86 x 107
(pH 4), 1,52 = 107 (pH 7), 3,73 = 107 {pH 9) {mg/l, 25 °C). La solubilidad en acetona es
B2; en xileno 6; en diclorometano 24; en n-hexano 0,11, en ciclohexano 55, en
diclkorometano 18,8 v en metanol 35 (g/l, 25 °C). Es estable a Ia luz matural v a
tempemturas de hasta 190 2C. No es explosivo,
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Aplicaciones,

Recomendado para el control de estados inmaduros de acaros fitofagos (Acudus,
Brevipaipus, Panonychus, Phyliocoptiuta, Tetramychus spp.) v plagas de insectos de vid,
citricos, t&, algodan, maiz, soja, horticolas y omamentales, entre otros.

Formulaciones.

Flufenoxuron 10% [DIC] P/V: Cascade®, Cascade-10% v Kimlux®.

Aspectos toxicologicos.

Clasificacion de la OMS: U.

Clasificacion de la EPA: formulacion 111,

DL oral v aguda: en ratas y ratones = 3.000 mg/kg; en perros > 5.000 mg/kg.

NOEL: en perros 100 mg/kg dieta (1 ano) o 3,60 mg/kg peso (diariamente); en ratas 50
mg/kg dieta (2 afos) ¢ 2,50 mg/kg peso (diariamenta); en ratones 1.000 mg/kg dicta (2
anos) 0 170 mg/kg peso (diariamente).

IDA: 0,025 mg/kg peso.

No se conocen los sintomas en caso de intoxicacion ni su antidota. El tratamiento

seria sintomatico.

Aspectos metabdlicos v medioambientales.

Se adsorbe fuetemente en suglos,

3.1.1.2.2. Lufenuron.

Acaricida e insecticida pertensciente al mismo grupo de las benzoilureas, 5e

presentd en 1989 vy fue comercializado por primera vez en 1990, Analogamente al
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anterior, inhibe la sintesis de quitina, afectando a la muda. Impide tambign la alimentacion
de las larvas. En algunos casos posee efecto ovicida, en parte por su caracter
transovarico, favoreciendo gue los embriones no eclosionen. Actla mas por ingestion que

por contacto. No es sistémico ni tiene accion de vapor.

F
; )
CF;CHFCRFO HCONHCO .

Nombre comun: Lufenuron. [
Nombre quimico segun IUPAC.  (RS)-1-[2,5-dicloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluocropro-
poxifenil]-3-{ 2,6 -difluorobenzoil)urea.

Nomenclatura y estructura.

Propiedades fisico-quimicas.

Se presenta en cristales incoloros. Su punto de fusion es 168,70-169,40 °C; su
tension de vapor < 4 x 107 mPa (25 °C) v su Koy €5 5,12 (25 °C); su densidad es de 1,66
g/ml {20 °C). Posee una solubilidad en agua < 0,06 mg/l {25 °C). La solubilidad en etanol
g5 de 41, en acetona de 460, en toluena 72, en n-hexano 0,13 v en n-octanal 8,50 {g/l, 25

°(C). Es estable a la luz y al aire.

Aplicaciones,

Recomendado para el control de larvas y ninfas, como larvas de lepidoptera v
Coleoptera en algodon, maiz, horticolas, frutales v vid; también para mosca blanca vy

acaros de citricos, entre otros.

Formulaciones.

Lufenuron 3% [RB] P/P: Adress®. Lufenuron 5% [EC] P/V: Match 5 EC® y Match®.

Tambien se comercializa en mezda: Lufox® {fenoxicarb 7,5% + lufenuron 3% [EC] P/V).
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Aspectos toxicoldgicos.

Clasificacion de la OMS: 11

Clasificacion de la UE: R43| N; RS0, R53.

L5 oral ¥ aguda: en ratas y ratones > 2.000 mg/kg.
NOEL: &n ratas 2,0 mg/kg peso diariamente (2 anos).
IDA: 0,01 mg/kg peso.

No tiene potencial mutageno ni disminuye las funciones reproductoms.

Los sintomas descritos en caso de intoxicacion son imitacion de piel, dolor de
cabera, mareos, somnolencia, nauseas, vomitos, diamea, temblores vy alteraciones
respiratorias. Mo se conoce su antidoto. El tratamiento es sintomatico. No se debe

provocar el vomito, ni dar leche ni grasas, evitar tambien depresores centrales.

Aspectos metabolicos v medicambientales.

En animales existe una baja tasa de degradacion de este compuesto v la principal
via de eliminacion son las heces. Tampoco en plantas s han encontrado metabolitos en
cantidades significativas. Es muy persistente sobre las hgjas vy permanece principalmente
sobre la superficie de las partes tratadas de la planta. En suglos se ha observado ura
rapida degradacion bajo condiciones biologicas aerdbicas, una fuerte adsorcion y baja
mavilidad tanto del compuesto original como de sus metabolitos. No 85 muy agrasivo

contra acaros € insectos beneficiosos.
3.1.2. ALIMENTOS AGRICOLAS ESTUDIADOS.

A continuacion se exponen las caractersticas de intergs de los alimentos agricolas
estudiados {Carrero v Planes, 1995; Moore et al,, 1998; Pamplona, 1999; Souci et al.,
1989; Mazza, 2000; Trichopoulou &t al., 2000; Moreiras et al., 2006; Rieger, 2006; UsSDA,
2005, 2008).

- 5O -



Materlales vy métodos

Paula Payd Pefialver

3.1.2.1. HORTALIZAS.

En el afio 2000, el promedio anual mundial de suministro de hortalizas per cépita
fue 102 kg, con el nivel mas alto en Asia (116 kg), v los niveles mas bajos en Sudamérica
{48 kg) v Africa (52 kg), lo que est relacionado con el nivel de desamollo e
industrializacion de los paises (WHO/FAO, 2003). De acuerdo con la USDA, el valor
mundial de las exportacionas de hortalizas y sus productos se sitta en la segunda posicion
dentro de la exportacion mundial en el sector de las frutas y hortalizas y sus exportaciones
continlan aumentado, lo que supone gque una mayor variedad y cantidad de hortalizas

esta lliegando a mas mercados que antes (Huang, 2004).

En particular en la UE, Italia v Espana son los principales productores de hortalizas
{con un promedio en el periodo 2003-2005 de 16.000°10° Tm vy alrededor de 12.000-103
Tm, respectivamentz). Concretamente, la Comunidad Autdnoma de Murcia es el segundo
productor de hortalizas de Espafa {1.701,7-10° Tm en 2003) (DG Agriculture and Rural
Development, 2006; MAPA, 2006b).

3.1.2.1.1. Calabacin (Cucurbita pepo).

La procedencia de este alimento no esta bien definida, pudiera ser de la India o de
América del Sur, siendo una de las especies que introdujeron los espanoles en Europa
durante la €poca del descubrimiento. Actualmente s una planta cultivada en las regiones

calidas de la Tierra (Figura 3.1).

Figura 3.1.- fofografia de 1a variedad de alabacin utifizada en este estudio
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Clasificacion cientifica.

Fruto en baya de la planta del calabacin. Perteneciente al reino Plantae, division
Magnofiophyta, Clase Magnofiopsida, orden Cucurbitales, familia Curcurbitaceae, genero
Cucurbita y especie C. pepo.

Varedades.

Las variedades que se siembran n mayo 0 junio son de piel verdi-blanca mientras

que las sembradas en marzo son de piel oscura,

Requerimientos edafocliméticos.

El calabacin se desarrolla de forma oOptima a una temperatura de 20-30 °C. La
humedad relativa optima del aire en el invermadero oscila entre el £5-80%. Es un cultivo
exigente en agua, por lo que el rendimiento dependerm en gran medida de la
disponibilidad de agua en el terreno. Una mayor insolacion repercutira directameante £n un
aumento de b cosecha. Es poco exigente en suelo, adaptandose con facilidad a todo tipo
de suelos, aungue funciona mejor en aquellos de textura franca, profundos y bien
drenados. Sin embargo, se trata de una planta muy exigente en matera organica.
Los valores de pH dptimaos oscilan entre 5,6-6,8, aunque puede adaptarse a terrenos con
valores de pH 5-7. Es una espede medianameante tolerante a la salinidad del suelo vy del

agua de riego.

Plagas v enfermedades.

Las mas comunes son arana roja, mosca blanca, pulgdn, trips, minadores de hoja,
orugas, nematodos, "ceniza” u oidio de las cucurbitaceas, podredumbre gris, podredumbre
blanca, podredumbre blnda, virus de mosaico amarillo del calabacin, virus del mosaico

del pepino, virus del mosaico de la sandia v virus de las venas amarillas del pepino.
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Composicion.

Contiene fundamentalmente agua (92,2%), 2,1% de hidratos de carbono, 0,4% de
lipidos y 1,6% de proteinas, respecto de 100 g de porcion comestible. Es rico en
minerales, sobre todo calcio, v en vitaminas A, B y C. 5u piel puede presentar diversas
intensidades de verde, determirado por su composicion en clorofila, segun la variedad de

que se trate.

Propiedades.

La presencia de mucilagos confiere a esta hortaliza propiedades emolientes sobre
el aparato digestivo, por lo que al tratarse de un alimento facil de digerir v con ligero
efecto laxante, resulta adecuado en caso de problemas digestivos como dispepsia, gastritis

v astrefimiento.

3.1.2.1.2. Lechuga romana {(Lactuca sativa).

Su antecesor 85 L. scarols, que se encuentra en estado silvestre en la mayor
parte de las zonas templadas. El cultivo de la lechuga se remonta 2 500 afos atras, siendo
conocida por griegos v romanos. Las primeras lechugas de las que se tiene referencia son
las de hgja suelta, aunque las acogolladas eran conocidas en Europa en &l sigla X1
{Figura 3 2).

Figura 3.2.- Aofografi de la variedad de lechuga wiillizada en este estudio
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Clasificacion cientifica.

La lechuga es una planta anual ¥y autdgama. Perteneciente al reino Plantae, division
Magnofiophyta, Clase Magnofiopsida, orden Asterales, familia Astergoese, subfamilia

Cichorioideas, tribu Lactuceae, genero {actuca , especie L. sativa y variedad longifolia.

Varedades.

Entre las variedades de lechuga destacan las de hoja larga o varedad longifolia,
donde se incluye la lechuga romana, arrepollada o variedad capitata, v de colores rojizos o
variedad inmtybacea. La lechuga romana es de cogollo largo, con hgjas aproximadamente
lancecladas, menos gruesas que las de iceberg v crujientes. En Espana también se e

conoce a esta variedad como "orgja de mulo”,

Reguerimientos edafoclimaticos.

La tempemtura Optima de geminacion oscila entre 18-20 °C. Durante la fase de
crecimiento del cultivo se requieren temperaturas entre 14-18 ®Cporeldiay 58 °Cporha
noche, pues la lechuga exige que haya diferencia de tempemturas entre el dia v la
noche. Durante €l acogollado se requieren temperaturas n torno a los 12 °C durante &l
dia v 3-5 °C por la noche. El sistema radicular de la lechuga es muy reducido en
comparacion con la parte aérga, por kb que s muy sensible a la fata de humedad vy
soporta mal un periodo de sequia, aunque éste sea muy breve. La humedad relativa

conveniente para la lechuga es del 60-80%.

Su cultivo en invemadero presenta problemas por el incremento de la humedad
ambiental, por lo que se recomienda su produccion al aire libre, cuando las condiciones
climatologicas lo permitan. Los mejores suglos son los ligeros, arenoso-limosos, con buen
drenaje, situando el pH optimo entre 6,7-7 4. En los suglos humiferos, |a lechuga vegeta

bien, pero si son excesivamente Acidos sem necesario encalar. Aungue no admite
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sequia, es conveniente que la superficie del suelo esté seca para evitar en todo lo posible

la aparicion de podredumbres de cugllo,

Plagas v enfermedades.

Trips, minadores, mosca blanca, pulgones, antracnosis, botritis, mildiu velloso,

escleratinia, septoriosis, virus del mosaico de la lechuga y virus del bronceado del tomate.

Composician.

Contiene mayoritariamente agua representada por un 85%, 1,1% de hidratos de
carbono, 0,2% de lipidos v 1,3% de proteinas, respecto de 100 g de porcion comestible.
Entre sus vitaminas destacan la A, Bl1, B2, B3, BS, C, E v K. En &l aporte de minerales
destaca el potasio. Contieng flavonoides, fundamentalmente quercetina, seguida de
kaempferol, miricetina, luteolina vy apigenina. La lechuga también aporta pequenas
cantidades de fitoesteroles como beta-sitosterol, estigmasterol v campesterol. En sus

hojas destaca la presencia de clorofila, que le aporta su color verde caracteristico.

Propiedades.

Posee propiedades antioxidantes, favorabks en procesos inmunes, cancerigenos,
enfermedades cardiovasculares, etc., debido a su aporte de vitaminas. Su contenido en
acido folico o vitamina B9 contribuye tambien a evitar la anemia megaloblastica y se
asocia con un menor rigsgo de sufrir alteraciones del crecimiento, de la funcion mental y
malformaciones congénitas fetales. Al aportar fitoesteroles puede contribuir a la reduccion
de los niveles séricos de colesterol v en la proteccion frente a algunos tipos de cancer v
con el aporte de quercetina se consigue tambien actividades antioxidante, antitrombotica v
anticarcinogénica. Ademas se le han atrbuido propiedades calmantes y sedantes
probablemente debidas a la presencia de sustancias como lactucina y lactucopicring,
Ademas a la clorofila se ke atibuyen importantes propiedades antiinflamatorias v

antioxidantas,
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3.1.2.1.3. Pepino espaiiol {Cucumis sativus).

Se cultiva desde hace mas de 6.000 afos a.C. Se cree que es oriundo de la India.
Fueron los romanos quienas lo introdujeron en Europa v los espanoles quienas ko llevaron

a América (Figura 3.3).

Figura 3.3.- Fofografia de la variedad de pepino utilizada en este estudio
Clasificacidn cientifica.

Fruto €n baya de la planta del pepino que es una planta herbacea trepadora anual.
Perteneciente al reino FPlantae, division Magnofiophyta, class Magnofiopsida, orden

Violales, familia Cucurbitaceae, género Cucumisy especie C. sativis,
Varedades.

La mayor parte de las variedades cultivadas de pepino son hibridas, habiéndose
demostrado su mayor productividad frente a las no hibridas. Se pueden englobar en
pepino corto v pepinillo o “tipo espanol”, pepino medio-largo o “tipo frances” v pepino
largo o "tipo holandés”. En el "tipo espanol”, el fruto es pequeno (longitud maxima de 15

cm), de piel verde y rayada de amarillo o blanco.
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Requerimientos edafocliméticos.

Las tempemturas que durante el dia oscilen entre 20-30 °C apenas tienen
incidencia sobre la produccion, aungue a mayor temperatura durante el dia, hasta 25
2C, mayor es la produccion precoz. Por encima de los 30 °C se obsaervan desequilibrios en
las plantas que afectan directamente a los procesos de fotosintesis y respimcion y
tempem@turas noctumas iguales o inferiores a 17 °C ocasionan malformaciones en hojas y
frutos. El umbral minimo critico noctumo es de 12 °Cy a 1 °C se produce la helada de la
planta. El empleo de dobles cubiertas en invernaderos tipo parmal supone un sistema Gtil
para aumentar la temperatura y la produccion del pepino. Es uma planta con elevados
requermientos de humedad, debido a su gran superficie foliar, siendo la humeadad relativa
optima durante el dia del 60-70% v durante la noche del 70-90%. Sin embargo, los
excesos de humedad dumnte el dia pueden reducir la produccion, al disminuir la

transpiracion y en consecuencia la fotosintasis, aungue esta situacion no es frecuente,

El pepino es una planta que crece, florece y fructifica con normalidad incluso en
dias cortos, aunque también soporta elevadas intensidades luminosas v a mayor cantidad
de radiacion solar, mayor s la produccion. Puede cultivarse en cualquier tipo de suelo de
estructura suelta, bien drenado y con suficiente materia organica. El pH optimo del suelo

oscila entre 5,5-7, ¥ &5 una planta medianamente tolerante a la salinidad.

Plagas y enfermedades.

Arafa roja, arana blanca, mosca blanca, pulgan, trips, minadores de hoja, orugas,
nematodos, oidiopsis, "ceniza” u oidio de las cucurbitaceas, podredumbre gris,
podredumbre blanca, chancro gomoso del tallo, virus del cribado del melon, virus de
mosaico amarillo del calabacin, virus del mosaico del pepino, virus de mosaico de la sandia

v virus de las venas amarillas del pepino,
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Composicion.

Contiene fundamentalmente agua representada por un 96,8%, 1,8% de hidmatos
de carbono, 0,2% de lipidos v 0,69 de proteinas, respecto de 100 g de porcion
comestible. Tiene bajos contenidos en minerales, con excepcion del potasio, cuyos niveles
son medios. Tiene elevados contenidos en vitamina C, aungue €stos son muy variables
dependiendo de las condiciones ambientales y la forma de cultivo, Aporta cantidades de
provitamina A, luteina, vy proporciones alin menores de otras vitaminas del grupo B, como
folatos, niacinag, tiamina y riboflavina. También presenta una pequena proporcion de beta-
sitosterol. Su piel puede presentar diversas intensidades de verde con lineas amarillas,
determinado por su composicion en clorofila v carotenos, segin la variedad de que se

trate.

Propiedades.

A este alimento se k2 han atribuido efectos beneficiosos para |a pigl en casos como
dermatitis, quemaduras & hinchazon de ojos. Los posibles efectos beneficiosos del pepino
a este nivel se han relacionado con la presencia de vitamina C y acido cafeico. Su aporte
de beta-sitosterol, compuesto con actividad antiinflamatoria, hipoglucémica y moduladorm
de la respuesta inmunitaria, entre otras, puede resultar beneficioso en enfermedades

como la artritis reumatoide, diabetes, cancer e hiperplasia benigna de prastata.
3.1.2.1.4. Pimiento morrén verde { Capsicum annuum).
Se trata de una planta originaria de M&jico que tras el descubrimiento se extendio

a Asia Orental v Europa. Su cultivo en Espana se inicio a finales del siglo XV v despues

llego a Italia. Es cultivado mundialmente en zonas calidas y de climas secos (Figura 3 4).
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Figura 3 .4.- fotografia de 13 variedad de pimiento utilizada en este estudio

Clasificacion cientifica.

Fruto de la planta del pimiento, herbacea, perteneciente al reino Plantae, division
Magnofiophyta, clase Magnotiopsida, subclase Asteridas, orden Sofgnafes, familia

Solanaceae, genero Capsicum y especie C. annuim,
Variedades.

Dentro de esta especie se pueden encontrar numearosas vanedades, generadas por
diferencias en el clima y las condiciones del suslo entre otros factores, pero las mas
populares son el pimiento momon v el jalapeno. El pimiento morrdn suele ser rojo, verde o

amarillo, aungue hay gjemplares de color anaranjado, morado 0 incluso negro.

Reguerimientos edafoclimaticos.

Es una planta exigente en temperatura. La coincidencia de bajas temperaturas
durante el desarrollo del boton floral (entre 10-15 2C) da lugar a la formacion de flores
con anomalias como pétalos curvados y sin desarrollar, formacion de multiples ovarios que
pueden evolucionar a frutos distribuidos alrededor del principal, acortamiento de
estambres y de pistilo, engrosamiento de ovaro y pistilo, fusidn de anteras, etc. Las bajas
tempemturas tambien inducen la formacion de frutos de menor tamano, gue pueden
presentar deformaciones, reducen la viabilidad del polen y favorecen la formacion de

frutos partenocarpicos. Las altas tempematuras provocan la caida de flores ¥ pequenos
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frutos. La humedad relativa optima oscila entre el 50-70%. La coincidencia de altas
tempermturas v baja humedad relativa puede ocasionar la caida de flores v de frutos
recién cuajados. Es una planta muy exigents en luminosidad, sobre todo en los primeros
estados de desarrollo v durante la floracion. Los suelos mas adecuados para &l cultivo del
pimiento son los franco-arenosos, profundos, ricos, con un contenido en matera organica
del 3-4% vy principalmente bien drenados. Los valores de pH optimos oscilan entre 6,5-7
aunque puede resistic ciertas condiciones de acidez (hasta un pH de 5,5), en suelos
enarenados puede cultivarse con valores de pH praximos a 8. En cuanto al agua de riego
el pH gptimo es de 5,5-7. Es una especie de moderada tolerancia a la salinidad tanto del

suelo como del agua de riego.

Plagas v enfermedades.

Las mas comunas son arana roja, mosca blanca, pulgon, trips, minadores de hoja,
orugas, nematodos, oidio o "ceniza” de las cucumbitaceas, podredumbre gris, podredumbre
blanca, podredumbre blnda, 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. En
suelos con antecedentes de Phytophthora sp. es conveniente realizar una desinfeccion

previa a la plantacion,

Composicion.

Contiene fundamentalmente agua representada por un 93,4%, 2,1% de hidmatos
de carbono, 0,1% de lipidos y 0,9% de proteinas, respecto de 100 g de porcion
comestible. El pimiento presenta una elevada cantidad de vitamina C, aungue hay
diferercias entre variedades (los de color verde suelen presentar mayor contenido),
Asimismo, contiene cantidades importantes de carotenos, en forma de provitamina A, vy
capsantima, Entre sus minerales destaca el potasio y el selenio. 5u piel puede presentar
diversas intensidades de verde, determinado por su composicion en clorofila, segun la

variedad de que se trate.
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Propiedades.

La vitamina C, los carotenos y &l selenio hacen de esta hottaliza una buena fuente

de antioxidantes. La capsantina tambien ha demostrado poser actividad anticancerigena.

3.1.2.2. CITRICOS.

Los citricos constituyen las frutas de mayor exportacion a nivel mundial en
t&rminos de valor econdomico. La produccion mundial de citricos ha experimentado un
crecimiento continuo desde las dltimas décadas del siglo XX, llegando a un 138% mas de
produccion en el periodo 1998-2000 respecto de 1970-1972, lo que se debe al aumento
de las superficies de cultivo (FAO, 2003a). Segun la USDA, el mayor productor mundial de
citricos en el perodo 2006-2007 fue Brasil, seguido por China, Estados Unidos, Mgjico v
Espafia (USDA, 2008).

3.1.2.2.1. Mandarina satsuma { Citrus unshiu).

La mandarina proviene de las zonas tropicales de Asia, en concreto la variedad

satsuma procede de Japon. Su cultivo se introdujo en Europa en &l siglo XIX {Figura 3.5).

Figumm 3.5.- Fofografia de I3 variedad de mandarinag vtilizada en este estudio
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Clasificacion cientifica.

Fruto del arbol mandarino. Perteneciente al reino Plantae, division Magnofiophyta,
clase Magnofopsida, subcdase Rosidse, orden Sapindsies, familia Rutaceses, subfamilia

Aurantioidea, genero (itrus y especie C. unshiu,

Varedades.

En Espana, las mandarinas se clasifican en cuatro grandes grupos, ckementinas,
clementillas, hibridos y satsumas. Las satsumas son las mas precoces, con frutos de

mayor tamaino v peor calidad gustativa.

Requerimientos edafoclimaticos.,

Es mas resistentz al frio y mas tolerante a la sequia que el naranjo, pero los frutos
s0n sensibles. El factor limitante es la tempermtura minima, ya que no tolem las inferiores
a 3 °C, pues la temperatura determina el desamollo vegetativo, floracion, cuajado vy
calidad de los frutos. Las tempemturas altas constantes mantienen altos niveles de
clorofilas v su color s persistentemente verde. Necesitan suelos pemmeables v poco
calizos v un medio ambiente himedo @nto en el suelo como en la atmosfem.
Se recomienda que el suclo sea profundo pama garantizar el anclaje del arbol, una amplia
exploraciin  parm gamntizar una buena nutricion ¥y un  crecimiento  adecuado.
Los suelos deben tener una proporcion equilibrada de elementos gruesos v finos, pam
garantizar una buena aireacion vy facilitar el paso de agua, ademas de proporciorar una
estructura gque mantenga un buen estado de humedad v una buena capacidad de cambio

cationico. No toleran la salinidad v son sensibles a la asfixia radicular.

Plagas vy enfermedades,

Minador de los citricos, cochinilla, mosca blanca, mosca de la fruta, pulgones, prays

o polila de los citricos, nematodo de los citricos, gomaosis, podradumbre de la base del
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tronco v cuello de la raiz, podredumbre de raices absorbentes, alternaria altemata pv. citrf

v virus de la tristeza,

Composicion.

Contiene fundamentalmente agua representada por un 86,7%, alto contenido en
hidratos de carbono con un 10,1%, 0,3% de lipidos y 0,79% de proteinas, respecto de 100
g de porcion comestible. Es una buena fuente de carotenos, vitamina B v C, asi como de
bioflavonoides, potasio, fosforo, bromo v cinc. El color de su piel v pulpa es anaranjado-
rojizo, debido a su contenido en carotenoides (carotenos y xantofilas). Ademas, los citricos
son plantas cargadas con aceites esenciales, lipofilicos v muy aromaticos. Estos aceites se
encuentran en unmas glandulas o vesiculas compuestas por celulas especificas que los
segregan. Estas glandulas estan distribuidas en la planta por las hojas, flores vy se hallan

particularmente concentradas en las coriezas de los frutos,

Propiedades.

Posee propiedades digestivas v tonicas, y debido a su contenido en bromo, resulta

un buen sedante del sistema nervioso.

3.1.2.2.2. Naranja navelina {Citrus sinensis).

La naranja &5 originaria del sureste de China vy norte de Birmania, aungue se la
conoce en el area mediterranea desde hace aproximadamente 3.000 ahos. Desde su lugar
de origen al cultivo se extendio a Japon v la India, llegando a Occidente por la Ruta de la
Seda. Los arabes la introdujeron en el sur de Espafa en el siglo X, aunque el naranjo
dulce no fue conocido hasta 1450, A partir de ese momento fue extendiendose por toda
Europa, alkcanzando gran popularidad durante la segunda mitad del siglo XV, Una singular
mutacion en 1820 en un hugrito de naranjas dulces plantadas en un monasterio de Brasil

condujo a la variedad "navel” donde se incluye la naranja navelina (Figura 3 6],
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Figura 3.6.- Fofografia de fa variedad de naranja utilizada en esfe estudio

Clasificacion cientifica.

Fruto en baya del naranjo, arbol de hoja perenne. Perteneciente al reino Plantae,
division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, subclase Rosidae orden Sapindaics, familia

Rutaceae, subfamilia Aurantioidea, genero Citris y especie C. sinensis.

Varedades.

Existen variedades amargas y dulces. En las dulces, destacan cinco grandes grupos
que son las navel o naranjas de ombligo, blancas selectas, blancas comunes, sanguinas y
tardias. En el grupo navel se induyen las varedades navelina, navel v navelate. La
mutacion causa que en la narmanja de ombligo se desarrolle parte de una segunda naranja

en su base, resultando un hibrido con una corteza facil de pelar y muy resistente al frio.

Reguerimientos edafoclimaticos.

El factor imitante mas importante es la temperatura minima, ya gque no tolera las
inferiores a -3 ?C. No tolera las heladas, ya que sufren tanto las flores v frutos como la
vegetacion, que pueden desaparecer totalmente. Presenta escasa resistencia al frio (a los
3-5 2C bajo cero la planta muere). No requiere horas-frio para la floracion. No presenta
reposg invernal, sino una parada del crecimiento por las bajas temperaturas, que
provocan la induccion de ramas que florecen en primavera. Necesita temperaturas calidas

durante el verano para la correcta maduracion de los frutos. Requiere importantes
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precipitacionss {alrededor de 1.200 mm), que cuando no son cubiertas hay que recurrir al
riego. Necesitan un medio ambiente himedo tanto en el suglo como en la atmdsfera. Es
una especie avida de luz para los procesos de floracion y fructificacion, gue tienen lugar
preferentemente en la parte exterior de la copa vy faldas del arbol. Es muy sensible al
viento, sufriendo pérdidas de frutos en precosecha por transmision de la vibracion.
Necesitan suelos permeables y poco calizos y un medio ambiente humedo tanto en el
suelo como en la atmdsfera. Se recomienda que el suelo sea profundo para gamntizar el
anclaje del arbol, una amplia exploracion pam una buena nutrcion ¥ un crecimiento
adecuado. Los suelos deben tener una proporcion equilibrada de elementos gruesos v
finos, parm garantizar ura buena aireacion y facilitar el paso de agua, ademas de
proporcionar una estructura gue mantenga un buen estado de humedad v una buena
capacidad de cambio catiomico. Mo toleran la salinidad v son sensibles a la asfixia

radicular.

Plagas v enfermedades.

Minador de los citricos, mosca blanca, mosca de la fruta, pulgones, coccidos o
cochinillas, nematodo de los citricos, gomosis, podradumbre de la base del tronco y cuello
de la raiz, podredumbre de raices absorbentes, altemaria alternata pv. ditri y virus de la

tristeza de los citricos.

Composicidn.

Contiene fundamentalmente agua representada por un 85,7%, alto contenido en
hidratos de carbono con un 8%, 0,2% de lipidos v 1% de proteinas, respecto de 100 g de
porcion comestible. Destaca su aporte de vitamina C pero tambien es fuente de vitaminas
A, By E v minerales como potasio, hierro, cinc. Presenta un aporte interesante de luteina
v zeaxantina, acidos organicos como el acido malico v el acido citrico, acidos
hidroxicinamicos como el fertlico, cafeico y pcumarico y flavonoides. El color de su piel v
pulpa se debe a su contenido en carotencides. Su piel contiene un alto nimero de

vesiculas cargadas de acgites esenciales.
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Propiedades.

La vitamina C esta implicada en la produccion del colageno, necesario para €l
crecimiento v reparacion de células, mejora la cicatrizacion y sistema inmunitario, y al
igual que los carotenos, posee actividad antioxidante. La luteina y la zeaxantina se asocian
inversamente con €l riesgo de padecer cataratas y degeneracion macular. El acido citrico
potencia la accion de la vitamina C, favorece la absorcion intestinal del calcio y facilita la
eliminacion de toxinas como el acido drico. Los acidos hidroxicinamicos tambien poseen
actividad antioxidante ¥ pueden inhibir la oxidacion de las LDL. Los flavonoides presentan
actividad antiinflamatoria, analgésica, hipolipidémica, antihipertensiva vy diurética en
animales de experimentacion. En cuanto a la tangeretina v nobiletina, algunos estudios

han sugerido que poddan tener un papel en la prevencion del cancer.

3.1.2.3. FRUTOS DE HUESO.

El t&rmino “fruto de hueso” implica el fruto de las especies del género Prunus. Se
llaman asi porgue tienen ura Unica ¥ gran semilla encemrada en una cascarm 0 hueso muy
duro, En este grupo de frutas se incluyen los melocotones, nectannas, Ciruelas,
albaricoques v cerezas. Las exportaciones mundiales de frutas frescas de hugso sumaron
mas de 1-10% € en 2004, sin incluir el comercio intemo de la UE. Los mayores
exportadores de estas frutas son Estados Unidos, Chile, UE, Sudafrica y Australia (USDA,
2005).

3.1.2.3.1. Albaricoque balida {Prunus armeniaca).

El centro de diversidad del albaricogue es €l noreste de China, cerca de la frontera
rusa. De ahi s2 propagd en todo el osste de Asia Central. El cultivo en China se remonta a
3.000 anos. Los romanos los introdujeron en Europa en los anos 70-60 a.C. a través de

Gredia e Italia (Figura 3.7).
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Figura 3.7 .- Fotografia de I3 variedad de albaricogue vtilizada en este estudio

Clasificacion cientifica.

Fruto en baya del arbal albaricoquero. Parteneciente al reino Plantae, division
Magnofiophyta, clase Magnofiopsida, orden Rosales, familia Rosaceae  subfamilia

Prunoideae, genero Prunus, subgenero Prunus v especie P. armeniaca.

Variedades.

Destacan las variedades canino, nancy, paviot, maniqui v bulida. La variedad bllida
g5 de fruto grande, surco poco profundo, color amarillo, hueso grande con quilla vy came

dulce, jugosa y perfumada.

Requerimientos edafocliméticos.

Es un arbol bastante rlstico, propio de climas templados, aungue resiste bien los
frios invemales. Debido a lo temprano de su flormacion, puede sufrir por las heladas tardias
en las localidades frias. Exige calor estival para la completa madurez de la fruta. Es
resistente a la sequia. 5e da mgjor en exposiciones aireadas v soleadas de las mesetas v
colinas que en las llanums. En cuanto a suelo, poco exigente pero son mejores los suelos
calidos, secos, ligeros y profundos, no adaptandose a los suglos fuertes, frios y himedos.
La permeabilidad del subsuelo tiene una gran importancia en este cultivo, pues todo
estancamianto de agua 85 negativo para 2l albaricoguero. En tierras profundas toma un
gran desarrollo v los frutos son de buena calidad. En laderas secas, los arboles se

desarrollan menos, pero los frutos son mas perfumados.
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Plagas v enfermedades.

Pulgin verde del melocotonero, pulgdn verde del almerdro, pulgén ceroso,
barrenillos, cochinilla perniciosa o picjo de San Josg, mosca de la fruta, oidio, cribado,

manilia, roya, gomaosis, chancro del melocotonero y de otros frutales de hueso y viruela,

Composicion.

Contiene fundamentalmente agua representada por un 85,3%, alto contenido en
hidratos de carbono con un 8,5%, 0,1% de lipidos y 0,9% de proteinas, respecto de 100 g
de porcion comestible. Representa aporte de vitamina C y de minerales como potasio. Los
tonos de su pigl oscilan entre rojizos, blancos, amarillos o anaranjados, por los diferentes

contenidos en carotenoides dependiendo de la variedad.

Propiedades.

El aceite de albaricogue se utiliza como demulcente de la piel ¥ en Indochina se
usa como antiséptico en enfermedades respiratordas. Las semillas se usan para tratar la

tos y el estrefimiento &n medicina china.

3.1.2.3.2. Melocoton catherina { Prunus persica).

El melocotonero es originario de China, donde las referencias de su cultivo se
remontan a 3.000 afos. Fueron llievados probablemente a Persia a través de las rutas
comerciales, llegando a ser conocidos alli como fruta pérsica, de ahi el nombre "persica” o
melocotan. Hacia el afo 330 a.C., los melocotones llegaron a Grecia, y durante la Edad
Media su cultivo se extendid por toda Europa. En el siglo XIX se constata que el
melocotonero aparece va como cultivo en expansian. A principios del siglo XX se empiezan
a seleccionar genotipos de melocotoneros a partir de poblaciones procedentes de semilla v

se fijan par madio de injerto (Figura 3 .8).
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Figura 3.8.- fofografia de 13 variedad de mebcoton utilizada en este estudio

Clasificacion cientifica.

Fruto en baya del arbol melocotonero. Tambign lamado tambign llamado presco o
dumzno. Pertencciente al reino Planize, division Magnofiophyta, clase Magnofiopsida,
orden Rosales, familia Rosaceae, subfamilia Prunoideae, género Frunus, subgenero Prunus

v especie P. persica.

Variedades.

El melocotonero €5 la especie de mayor dinamismo varietal dentro de los frutales,
cada ano aparecen numerosas novedades en el mercado y la renovacion varietal es de las
mas rapidas. Debido a las carcteristicas climaticas v de produccion, la distribucion varietal
no solo varia con el tiempo sino tambign en las areas de cultivo. Se clasifican en tres
grandes grupos, de pulpa blanca, de pulpa amarilla y tipo pavia. En 2l ultimo destaca la

variedad catherina, de pulpa dura o semidura adberida al hueso.

Requerimientos edafocliméticos.

Se trata de un frutal de zona templada no muy resistente al frio, su area de cultivo
se extiende entre 30 y 40° de latitud. Las temperaturas minimas invernales que el

melocotonero puede soportar sin morir giran en torno a los -20 °C. A -15 °C en la mayorda
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de las variedades se producen dainos en las yemas de flor. Requiere de 400 a 800 horas
de frio v los nuevos cultivares requigren incluso menos. La falta de frio puede ser un
problema si la eleccion varicetal es emdnea. Las heladas tardias pusden afectarle, los
organos mas sensibles a las minimas térmicas son los ovulos, el pistilo y la semilla. Es una
especie avida de luz v la requiere para conferirle calidad al fruto. Sin embargo el tronco y
las ramas sufren con la excesiva insolacion, por lo que habra que encalar o realizar ura
poda adecuada, Los diferentes patrones le permniten cualquier tipo de suelo, aungue
prefiere suelos frescos, profundos, de pH moderado vy arenosos. El melocotongro es muy
sensible a la asfixia radicular, por ello hay gue evitar los encharcamientos de agua v
asegurar una profundidad de suelo no inferior a 1-1,5 m. También es muy sensible al
contenido en caliza activa, que no debe ser superior al 2-3%, ya que pusde producir

clorosis farrica.

Plagas v enfermedades.

Anarsia, polila oriental del melocotonero, mosca de la fruta, pulgon negro del
melocotonero, pulgon harinoso del melocotonero, pulgon verde del melocotonero, pulgon
cigarrero del melocotonero, piojo de san josé, araha roja, abolladura, cribado, oidio,
fusicocum, maoniliosis, roya, amarillez del melocotonero, nematodaos y tumor o agallas del

cuello ¥ de las mices.

Composicidn.

Contiene fundamentalmente agua representada por un 87,5%, alto contenido en
hidratos de carbono con un 8,9%, 0,1% de lipidos v 0,8% de proteinas, respecto de 100 g
de porcion comestible. El abanico de vitaminas hidrosolubles que contiene es amplio,
sobre todo carotenos v vitamina C. Entre los minerales destaca €l potasio, necesano para
la actividad muscular. También destaca su rigueza en fibrm. Tiene la piel v la pulpa de
color rojizo-amarillento debido a los carotenoides. El tacto aterciopelado de su piel es muy
caracterstico, debido a la presencia de una fina capa de pelusa blanca, formada por

cadenas de aminoacidos.
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Propiedades.

La fibrm mejora el transito intestinal. La vitamina A procedente de los carotenos
contribuys con un buen estado de la vision, de la piel, cabello, mucosas, hugsos, sistema

inmunoldgico y tiene accion antioxidantz.

3.1.2.4. UVA.

La viticultura representa hoy en dia una de las actividades agricolas de mayor
importancia. Engloba el cultivo de uva de mesa y de vinificacion. En 2004, el vifedo
mundial alcanzd uma superficie total de 7.923.220 Ha, cercana a la de 2003, pero
comparandola con anos atras se hace patente una pausa del ritmo de crecimiento debido
fundamentalmente a las medidas de incitacion al arrmnque de la UE v de los amrangues
considerables efectuados por la ex URSS {(Organizacion Intemacional de la Vina v el Ving,

2004).

3.1.2.4.1. Uva tinta de vinificacien { Vitis vinifera var. Monastrell}.

Se considera que la vid es originaria de la zona del Mar Caspio, extendigndose su
cultivo a Europa y el antiguo Egipto mediante los comerciantes fenicios, El culivo de la vid
para la produccidn del vino es una de las actividades mas antiguas de la civilizacion,
probablemente contemporanea al comienzo de ésta. La mayora de la uva cultivada
provieng de la aspecie V. vinifera o vid comin, natural de la Europa mediterranga y Asia

central,

Clasificacion cientifica.

Baya obtenida de Ia vid, arbusto lehoso trepador. Perteneciente al reino Slantae,
division Magnoliophyta, clase Magnofiopsida, orden Vitales, familia Vitaceae, género Vitis,

especie V. vinifera y variedad Manastrell,
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Variedades,

Las principales variedades para vinificacion en Espafa se agrupan en variedades de
uva blanca, de uva tinta y de uva tintorera. Las de uva tinta se caracterizan por una pulpa
amarillo-verdoso ¥y un hollejo azul-viclaceo. Entre las variedades de uva tinta en nuestro
temritorio destacan: Bobal, Cabernet Sauvignon, Garnacha, Graciano, Jaén Tinta, Mazuela,
Mencia, Merlot, Monastrell, Pinot Naoir, Prieto Picudo y Tempranillo. La variedad Monastrell,
caracteristica de toda la zorma levantina, predomina en las denominaciones de origen
Jumilla, Yecla, Alicante y Almansa. La cepa de Monastrell es de porte erguido, con
sarmientos gruesos, cortos y poco ramificados, sus @cimos son pequenos-medianos v
bastante compactos, con bayas esféricas de tamano mediano, con un hollejo grueso azul-
negro y pulpa carnosa y blanda (Figura 3.9). Es una variedad de gran rusticidad y elevada

resistencia a la sequia y necesita buena insolacion.

Figura 3.9.- Fofografia de Ia variedad de uva utilizada en este estudio

Requerimientos edafocliméticos.

En inviemo, las tempematuras minimas que puede la vid aguantar son de hasta —20
0C. Las temperaturas demasiado altas (30-34 @C), especialmente si van acompahadas de
sequedad, viento caliente vy seco, son temperaturas que queman hojas y racimos. Las
tempermturas optimas para el culivo de la vid en sus distintas etapas de desarrollo
son: apertura de yemas, 9-10 °C; floracion, 18-22 oC; de floracion a cambio de color, 22-

26 °C; de cambio de color a maduracion, 20-24 °C v en vendimia, 18-22 °C. En relacion
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con las lluvias, la distribucion de eéstas en el cultivo seria aproximadamente: durante la
brotacion, 14-15 mm; durante la floracion, 10 mm; de la floracion al cuajado de los frutos,
40-115 mm; entre el cuajado vy la maduracion, 80-100 mm y durante la vendimia, 0-40

mm. El granizo s el fendmeno climatologico mas dafino para la viticuliura,
La vid se adapta a muchisimos terrenos donde la materda organica s un
componente fundamental del terreno para el buen crecimiento de la vid. El pH a5 de

fundamental importanda para la eleccion del portainjerto.

Plagas y enfermedades.

Peronospora o mildiu, oidio, botrytis dnerea, araha roja, amaha gallo, tortrix,

filoxerm, cigarrero y cigarra, polilla del racimo v podredumbre acida.

Composicion.

Contiene fundamentalmente agua representada por un 81,1%, un muy alto
contenido en hidratos de carbono con un 15,6%, 0,3% de lipidos vy 0,7% de proteinas,
respecto de 100 g de porcion comestible. Destacan dos tipos de nutrientes, los azicares,
principalmente glucosa y fructosa, v las vitaminas, principalmante el acido folico v
vitamina B6. Entre los minerales, el potasio es el mas abundante mientras que el
magnesio y el calcio estan en cantidades moderadas. Se debe resaltar su contenido en
antocianos, flavonoides y taninos ya que son sustancias de reconocidas propiedades
dietoterapéuticas. En el hollejo o piel destacan los antocianatos, responsables del color
rojizo v flavonoides, responsables del tono amarillo; polisacaridos v taninos. En sus

semillas destaca su gran contenido en taninos.,

Propiedades.

El acido folico interviene en la produccion de globulos rojos v blancos, en la sintesis

materal genético y la formacion anticuerpos del sistema inmunoldgico. La vitamina B6
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ayuda a mantener la funcion normal del cerebro, actia en la formacion de globulos rojos e
interviene en el metabolismo de las proteinas. El potasio 5 necesario para la transmision
vy generacion del impulso nervioso, para la actividad muscular normal € interviene en el
equilibrio de agua dentro y fuera de la célula. Los antocianos, flavonoides y taninos son
responsables del color, aroma y textura caracteristicos de esta fruta y de sus actividades
antioxidantes, que k confieren sus propiedades dietoterapéuticas en prevencion

cardiovascular, envejecimiento, procesos cancerigenos, etc.
3.1.3. ESTANDARES Y PRODUCTOS QUiMICDS.

Se utilizaron estandares analiticos de los cuatro insecticidas, de pureza = 98%,
proporcionados por Dir. Ehrenstorfer (Ausgburg, Alemania). En las experiencias de campao,
se aplicaron los formulados comerciales: Atominmal 10 CE (piriproxifen 10% [EC] P/Y), de
Comercial Quimica Massd SA. {Barcelona, Espana); Cascade (flufenoxuron 10% [DC]
P/, de Bast Agro BY (Wiadenswil/Au, Suiza); Match 5 CE (lufenuron 5% [EC] P/V) de
Syngenta Agro S.A. (Madrid, Espana) e Insegar (fenoxicarb 25% [WG] P/P), de Syngenta
Crop Protection AG (Basilea, Suiza).

Se empled sulfato sodico anhidro, de pureza 999, de Panreac (Barcelona,
Espana); bicarbonato sodico, con pureza de 99%, de Scharlau (Barcelona, Espana);
pepsina porcina de mucosa gastrica, de Sigma Aldrich Chemie (5t Louis, US4); disolucion
de 4 g de pepsina en 25 ml de HClI 0,10 M; acido clorhidrico al 37%, de Schadau
{Barcelona, Espana); sales biliares, de Sigma Aldrich Chemie {St. Louis, USA); pancreatina
de pancreas porcino, de Sigma Aldrich Chemie (St Louis, USA); disolucion de 04 g de
pancreatina, 2,5 g de sales biliares v 0,84 g de bicarbonato sddico en 100 ml de agua
milli-Q; hidroxido sddico, con 98% de pureza, de Scharlau (Barcelona, Espafa); formiato
amonico, de pureza 95%, de Fluka (Buchs, Suiza); sulfato magnésico anhidro, de pureza
979, de Fluka {Buchs, Suiza); cloruro sadico, de pureza 99,5%, de Fluka (Buchs, Suiza);
citrato disodico sesquihidratado, con pureza de 99%, de Aldrich {Milwaukee, USA) v citrato
trisddico dihidratado, con pureza de 99%, de Sigma {St. Louis, USA).
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Los disolventes empleados fueron: acetonitrilo de calidad cromatografia liquida en
gradiente, de Scharlau (Barcelona, Espana); agua milli-Q, procedente de un sistema
Millipore de Purificacion Pak (Billerica, USA); acetona y diclorometano para analisis de
residuos, de Panreac (Barcelona, Espanfa), vy &ter de petrdleo 4060 °C vy

dimetiltercbutileter para analisis de residuos, de Merck {Whitehouse Station, USA).

En el proceso de extraccion se usaron filtros de papel separador de fases de 150
mm de diametro, de Filtros Ancia (Barcelona, Espana); v en la preparacion de los
congelados y alimentos de cuarta gama, bolsas de poliamida/polietileno (PA/PE) de
Cryovac Division {Elmwood Park, USA)

3.1.4. INSTRUMENTACION.,

La aplicacion de productos fitosanitarios se realizo con mochila, lanza v boguilla
modelo Maruyama M50730 {(Aubum, USA). Los equipos analiticos utilizados fueron dos
cromatografos liquido-liguido HPLC, series 1100, de Hewlett-Packard (Palo Alto, USA) con
bomba cuatemaria, autoinyector y compartimiento termostatizado de la columpa. Uno
acoplado a un detector UV fotodiodos {DAD), software HPChemstation revision A.10.02 y
una columna cromatografica C8 en fase reversa, Zorbax Eclipse XDB, 4,6 x 150 mm, de 5
pm de tamano de particula, todo de Agilent {Palo Alto, USA). El otro, acoplado a un
detector de masas {(MSD) de trampa de iones, software HPChemstation revision A.10.02 vy
una columna cromatografica C18 en fase reversa, Zorbax SB, 2,1 x 50 mm, de 3,5 pm de
tamano de particula, todo de Agilent (Palo Alto, USA).

5e utilizaron los siguientes aparatos: Trituradom de alimentos, modelo Cyclo-trol,
de Oster {Shelton, USAY; homegeneizador de alta velocidad, Polytron, de Kinematica AG
{Lucerna, Suiza); bafo de ultrmsonidos, de P-Selecta (Barcelona, Espana); rotasvaporador,
de Bilchi (Flawil, Suiza) acoplado a un bano de agua Univeba-400 de P-Selecta (Barcelona,
Espana) v bomba de vacio V-500, de Bichi (Flawil, Suiza); centrifuga Heraesus Cristo
{Osterode, Alemania); sellador de bolsas con calor v vacio, de Talleres Guasch {(Barcelona,

Espana); Biogon de Il Division de Gases de Linde (Pullach, Alemania); congelador
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CFZ301C, de Zanussi (Luton, Reino Unido); camara de refrigeradon semi industrial con
control de temperatura; bafo con agitacion y control de tempermtura, de Julabo
{Seelbach, Alemania); pH-metro Crison {Barcelona, Espafia); micropipetas parm volimenes
de 10-1000 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 3000 g con precision de 0,1 g, de Gram Precision {(Barcelona, Espana);
dispensadores de volumen de 1-10 ml v 2,5-25 ml, de Brand (Wertheim, Alemania).
También se utilizaron: viales ambar de 1.5 ml, para autoinyector, 32 x 11,6 mm, con
capsula v septum, v viales ambar de 20 ml con tapdn a rosca para consenvar los extractos,
todos de Ziemer GmbH (Mannheim, Alemania); membrana de dialisis, con tamano de poro
de 12.000 Da, procedente de la casa Sigma (St. Louis, USA); cartuchos Sep-Pack®
megabondelut-NH2, de Varian (Harbor City, USA); equipo para SFE, de Supeko
{Bellefonte, USA), acoplado a bomba de vacio Vaccubrand (Wertheim, Alemania) y tubos
de centrifuga de polipropileno, 114 x 28 mm, de 50 ml, con tapdn a rosca v de un Unico
uso, de Sarstedt {(NOmbrecht, Alemania).

3.2. METODOS.

En esta apartado, se describen las etapas de los diferentes metodos de extraccion
v analisis empleados para los plaguicidas y alimentos seleccionados, la validacion de la
metodologia analitica v el control de calidad realizado en el laboratoro. Finalmente, se
explica la interpretacion de las cinéticas de disipacion de los residuos, como estimar el
riesgo para €l consumidor mediante ensayos de biodisponibilidad in vitro v la realizacion

de modelos de calculo de consumo humano.,

En la revision bibliografica realizada, encontramos meétodos gque incorporan
cromatografia de gases (CG) para el analisis de fenoxicarb y piriproxifen {(Natangelo et al.,
1999; Stépan et al, 2004; Ochiai et al., 200%). Sin embargo, es conocido que las
benzoilfenilureas, flufenoxuron v Iufenuron, no pueden ser analizadas directamente por

esta técnica, debido a que son temolabiles y por tanto se degradan por las altas
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tempemtuas que se alkcanzan para la volatilizacion de la muestm (Arastassiades at al.,
2001). No obstante, en publicaciones recientes, se pueden encontrar autores gque las
identifican y cuantifican, mediante la derivatizacion previa a la inyeccion en cromatografia
de gases {(Moltd y Berrada, 2004; Hirahara et al., 2005; Kedar et al., 2008). Asimismao, se
ha estudiado la dervatizacidon postcolumna de las benzoilfenilureas mediante induccion
fotoquimica, para detectar por fluorescencia los compuestos previamente separados por
cromatografia liguida en muestras de hortalizas como pepino y tomate (Martinez-Galera et
al., 2001; Gil Garcia et al., 2004). Existen también referencias a metodos enzimaticos
{ELISA 0 EIA) para B deteccion vy determinacion semicuantitativa de estos plaguicidas en
muestras de alimentos de origen vegetal {(Wang et al., 1998, 1999; Srurdoki et al.,, 2002;
Le et al., 2003). En nuestro trabajo, se ha optado por la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) como tecnica analitica que presenta el mejor balance coste-eficacia v

gque permite el analisis simultaneo de los cuatro plaguicidas.

En los trabajos publicados recientemente, se pueden encontrar diversos métodos
de extraccion y analisis para los plaguicidas y alimentos seleccionados. Existen métodos
para la determinacion de fenoxicarb y pirproxifen por cromatografia liquida vy detector
masas-masas (CL-M5/M3) en diversas frutas (naranjas, uva, manzanas, perms y fresas) y
en vino (Bicchi et al., 1990; Wang et al., 2000; Soler et al., 2004). El método desamollado
por Andersson y colaboradores, basado en extraccion liguido-liquido con ace@to de etilo,
ha sido utilizado y adaptado en distintas ocasiones para el analisis de flufenoxuron y
lufenuron en hortalizas como pimiento, pepino, calabacin, lechuga y tomate; y frutas como
manzanas y pems, con identificacion v cuantificacion por CL con detectores de DAD vy
MS(M5) (Balinova, 1958; Tsiropoulos et al., 1999b; Agiiera et al., 2004; Garrido Frenich et
al., 2004; Andersson et al., 2006; Mol et al., 2007; Pihlstrdm et al., 2007). Otros autores
han determinado flufenoxuron ¥ lufenuron mediante HPLC-DADR v CL-MS con extraccion
liguido-liguido usando acetona v mezclas de diclorometano:éter de petroleo, basindose en
el método de Luke, en naranja y albaricoques {Gamon et al., 1998; Hiemstra et al,, 1999;
Valenzugla et al., 2000). Pero también se ha determinado flufenoxuron en albaricoque
mediante un metodo gue incuia una extraccion en fase solida (SPE) con acetonitrilo,

basado en el método de Mills y analisis por CL-MS (Zrostlikova et al., 2003). El método
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QUECHhERS, en su version de utilizacion de citratos, ha sido tambien recientements
publicado para el analisis de los cuatro reguladores de crecimiento en pepino, naranja, uva
v productos procesados como vino tinto; analizandose pirproxifen tanto por CG-MS{MS)
como por CL-MS{MS) y lufenuron, flufenoxuron y fencoxicarb por CL-M5{MS) (Paya et al,
2007a). Anteriormente, de los RCIs y alimentos procesados estudiados en esta Memaria,
s0lo se extraian lufenuron y flufenoxuron en vino, utilizando SPE y se analizaban por
HPLC-DAD (Miliadis =t al, 1999). Ademas, algunos investigadores compararon
procedimientos basados en dispersion de matriz en fase sdlida (MSPD), SPE y extraccion
por absorcion en barma agitadora (SBSE), en combinacion con cromatografia capilar
electrocinética micelar (MEKC-DAD), HPLC-DAD y CL-MS para el analisis de piriproxifen y
flufenoxuron en lkechuga, wa v naranja (Valenzuela et al., 1999; Blasco et al., 2002; Juan-
Garcia et al., 2008). Finalmente, en los Ultimos afos se han desarrollado metodos basados
en SPE vy determinacion por CG-MS o CL-MS {Kaihara et al., 2000; Blasco et al., 20065;
Garrido Frenich et al., 2005; Ono et al., 2006).

En este trabajo, se ha empleado una metodologia basada en la extraccion liquido-
liquido con acetonitrilo y posterior purificacion para hortalizas, v en la extraccion en fase
solida, requiriendo mayores volimenes de disolventes como acetona y diclorometano:eter
de petroleo, de menor polaridad, pama citricos y frutos de hueso. La determinacion se
realizd mediante detector de fotodiodos DAD. En uva vy vino, se utilizo el moderno método
QUEChERS con la adicion de sales tampon y analisis por CL-MS. En todos los casos, los
productos frescos, procesados v procedentes de los ensayos de biodisponibilidad i vitro,
fueron extraidos vy analizados siguiendo el protocolo del correspondiente grupo de

alimentas.

Cualquier metodo anmalitico debe ser validado antes de ser utilizado rutinadamente,
es decir, deben realizarse las comprobaciones gque aseguren que el método es
cientificamente correcto en las condiciones en que va a ser aplicado. En el proceso de
validacion se comprugban sus caractersticas técnicas en cuanto a selectividad vy

especifiddad, sensibilidad, linealidad, limite de deteccion, limite de determinacion o
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cuantificacion, exactitud y precision, teniendo como referencia guias internacionales y/o

directivas comunitarias.

Entre las directivas comunitarias, destaca la norma ISOJIEC  17025:2005,
actualmente en vigor. En ella se especifican los requisitos genermaks para levar a cabo
ensayos y/o calibraciones, incluyendo el muestreo, mediante el uso de métodos
normalizados, métodos no estandarizados y métodos desamollados por el laboratorio. Es
aplicable a todas las entidades gue gjecuten ensayos y/o calibrmaciones y quieran poseer la
acreditacion de cumplimiento de esta norma. Los dientes del labomatorio, las autoridades
reguladoras v los organismos de acreditacion pueden usarla en la confimacion o el

reconocimiento de la competencia de los laboratonios (150, 2005).

Entre las guias internacionales, se puedean citar las elaboradas por la DG SANCO, la
Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos Intemacional {AOAC Intemational), EURACHEM vy
Ia Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) (Hill y Reynolds, 1599; Alder et
al,, 2000). Actualmente, la mas relevante es la denominada "guia SANCO” Esta guia
puede ser considerada como un complemento de la norma ISO/IEC 17025:2005 v recoge
recomendaciones para la realizacion de analisis fiables de residuos de plaguicidas en
productos alimenticios. Describe detalladamenta el proceso de validacion analitica de un
método vy los requerimientos en el control de calidad analitico con los objetivos de
sustentar la validez de los datos utilizados para comprobar £l cumplimiento de los LMR, la
adopcion de medidas coercitivas en caso contrano o la evaluacion de la exposicion de los
consumidores a los plaguicidas en la UE. Sin embargo, en caso de que un método vaya a
ser acreditado, antes de que se generen datos de validacion, se recomienda consultar el
organo de acreditacion correspondiente. Los diferentes organismos de acreditacion

pueden requerir diferentes criterios para la validacion de métodos (DG SANCO, 2007).

Los procedimientos correspondientes a todas estas guias van encaminados al
control de la calidad en el laboratorio, que ha de ser implantado de acuerdo a las nomas
internacionales. En esta Memoria, los metodos analiticos fueron validados atendiendo los

criterios de la noma ISOYIEC 17025:2005 v las recomendacionss de requisitos de
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validacion y control de calidad analitico de las guias SANCO disponibles en ese momento
(DG SANCO, 2004a, 2006, 2007).

La metodologia analitica validada fue la heramienta para alcanzar los fines
centrales de esta tesis, el estudio de la persistencia, degradacion y biodisponibilidad de los

residuos en los alimentos seleccionados v sus consecuencias en la exposicion humana.

Actualmente, a los estudios de persistencia v degradacion se les conoce como
estudios de disipacion de residuos, ya sea en campo, procesado alimentario o incluso
durante el almacenamiento de los alimentos. Hay diferentas técnicas para estudiar estos
procesos. Algunos autores han tmbajado con isdtopos como marcadores de la molécula
del plaguicida (Zhang et al., 1991; Gizek et al., 1999), pero mayoritariamenta se realizan
por determinacion de residuos. Con estos ensayos se intenta buscar modelos asociados a
las cinéticas que siguen los residuos en la matriz estudiada. Esto sirve para fijar los LMRs,
examinar si los plazos de seguridad responden a las situaciones habituales de la
agricultura, conocer €l comportamiento del plaguicida v predecir sus residuos en los
alimentos. Las cingéticas de disipacion se calculan mediante métodos informaticos
comunas. Perp, dada su complejidad ya que en ellas influyen la fisicoquimica del
compusesto ¥y la variabilidad del medio natural, s& ha llegado incluso a tratarlas con
aplicaciones de programas como "Backpropagation Meural Network™ (Domine et al,, 1993)
v modelos tipop "Root Function” (Martinez Galera et al, 2003), basados en unma
interrelacion larga y compleja de factores dependientes del plaguicida y del medio
ambiente, con el fin de obtener cinéticas de orden superior, aungue se encuentran en un
estadio inicial para el campo de la Quimica Agricola. Finalmente, se ha encontrado que la
mayora de las cingticas de disipacion se ajustan a un modelo de primer orden (Aguilera et
al., 1999; Kontou et al., 2004) o de pseudo primer orden {Cabras et al., 2000a; Arrebola

et al., 2001}, calculadas por medios informaticos convencionales.
Los estudios de disipacion en campo se realizan mediante ensayos supervisados,

registrando las condiciones ambientales, el marco de plantacion, caracteristicas del cultivo,

situacion de la parcela experimental, caractersticas de aplicacion de los formulados vy 2l
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muastreo escogido (FAD, 19907, Por ley, estos estudios son obligatorios para registrar un
producto fitosanitario y se deben realizar en condiciones de BPA (Padamento Buropeo vy
Consgjo Europeo, 2009). 5in embargo, es conocido que no siempre se aplican estas
normas, con lo que el residuo que ingresa en la cadena alimentaria puede ser mas alto de
lo previsto, encontrandonos con una situacion de practica agricola ciitica. Ademas, como
las condiciones ambientales de los ensayos influyen tanto en la cinética de disipacion de
los residuos en campa, se requiere que los ensayos supervisados bajo BPA sean realizados
en los distintos ambitos agricolas tipicos de produccion de un cultivo, de manema gue se
pueda asegurar que el LMR vy el plazo de seguridad {P5) establecidos reprasentan la
realidad. Por tanto, parece obligado evaluar minuciosamente suUs consecuencias pam &l

consumidor.

En la revision bibliografica realizada, se pueden encontrar algunos autores que han
definido €l comportamiento de diversos plaguicidas en cultivos de hortalizas vy frutas bajo
condiciones de BPA {Cavanna y Maolinari, 1998; Caboni et al.,, 2002; Antonious, 2004;
5ingh y Battu, 2005; Tsiropoulos et al.,, 2005; Raballe et al., 2006) pero muy pocos ko han
hecho en situaciones bajo CPA (Angioni et al., 2005). Pam los RCI, aperas se encontraban
referencias cientificas para experiencias realizadas bajo BPA {Lopez-Lopez et al., 2003a) v
ninguna parm trabajos bajo CPA, antes de que se publicaran los resultados de esta tesis
(Paya et al., 2007b, 2007c, 2007d).

Los estudios de disipacion durante el procesado alimentaric son de  vital
impartancia, ya que no s igual &l nivel de residuos que llega al consumidor con la
mayora de los productos agricolas transformados que cuando éstos se consumen en
fresco. 5e ha observado una eliminacion significativa de diversos residuos de plaguicidas
durante la elaboracion industrial v casera, por lo gque se deben tener en cuenta los
factores de transferencia o transformacion pam conocer el residuo final gque liega al
consumidor, en muchos casos muy por debajo del LMR del producto. 52 han encontrado
referencias en este sentido, para preparados tan distintos como infusiones, aceite de oliva,
Zumaos, purg de frutas y¥ verduras, mermeladas, frituras, vino, conservas, pan, etc., aungue

no se encontraron referencias para los RCIs estudiados (Mergnat et al., 1995; Burchat et
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al., 1998; Abou-Amb, 1999; Navarro et al, 1999, 2000; Soliman, 2001; Cabras et al.,
2000a, 2000b, 2001, 2002; Chrstensen et al,, 2003; Rasmusssen et al., 2003; Kumar et
al,, 2004, 2005; Pugliese et al., 2004; Tewary et al., 2004, 2005; Fernandez et al., 2005a,
2005b; Kumar et al,, 2005; Ruiz et al., 2005; Sharma et al., 2005; De Melo et al., 2006;
Guardia et al., 2006, 2007; Oliva et al., 2007a, 2007b).

Los estudios de disipacion en el periodo poscosecha o de almacenamiento de los
productos frescos vy elaborados es igualmente importante, ya gque las diferentes
condiciones de conservacion pueden afectar en la degradacion de los residuos de
plaguicidas (Marin et al., 2003; Ticha et al., 2008). Para el caso de los RCIs, solo s ha
encontrado una referencia gue estudiaba este aspecto en harina de trigo para lufenuron

(Ahire et al., 2008).

Para juzgar qué capacidad tienen los plaguicidas de afectar al consumidor a traves
de los alimentos, se debe conocer su biodisponibilidad, ya que &sta "mide el acceso
fisicoquimico de un tdxico a los procesos bioldgicos de los organismos” (US EPA, 2006).
Las plaguicidas pueden ingresar en €l organismo humano por via oral, dérmica o
pulmonar. En esta etapa, comienza el proceso conocido como "ADME” o absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion del xenobidtico en un organismo. La absorcion es
por tanto la barrera que debe superar £l plaguicida para llegar a su diana celular v la
biodisponibilidad el proceso que mide esa capacidad de superacion. En la dieta que
contiene rasiduos de plaguicidas, s fundamental por tanto deteminar la biodisponibilidad
via oral de estos productos para conocer su absorcion vy poder extrasr consecuencias
toxicoldgicas para el consumidor. Los trabajos encontrados sobre esta cuestion se pueden
agrupar en aguellos que la estudian mediante mé&todos probabilisticos, teniendo en cuenta
las relaciones estructura-actividad del compuesto {Blaauboer, 2002, 2003; Gubbels-van
Hal et al., 2005; Gillden v Seibert, 2005; Valcke et al., 2005; Gilden et al., 2008); los que
trabajan con métodos i1 vive utilizando animales de experimentacion o incluso
manitorizardo a voluntarios (Nolan et al., 1584; Sabbioni v Neumann, 1990; Woollen,
1993; Timchalk et al., 2002) v los que trabajan con metodos in vitro empleando tejidos
celulares 0 modelos de laboratorio (Gad, 2000; Poet et al, 2003). 5in embargo, muy
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pocos han considerado la influencia de los alimentos en la biodisponibilidad oral de los
plaguicidas, y de €stos la mayoria la han estudiado en animales (Shahamat et al.,, 1987;
Sandermann et al., 1990, 1992; Mathew et al., 1998) En concreto, para los reguladores
de crecimiento, solo se han publicado trabajos relacionados con su  distribucion,
metabolismo y eliminacion en mamiferos como pemos vy gatos v roedores como ratas y
ratones pero no se ha estudiado la absorcion o la biodisponibilidad oral de este familia de
compuestos (Mackichan y Hink, 1993; Matsunaga et al., 1995; Yoshino et al,, 1995 v
1886; Grant, 199&),

Otro aspecto importante a valorar, relacionado con la absorcion via oral, s la
exposicion a los residuos de plaguicidas con la dieta. Se ha calculado tradicionalmente
usando metodos deterministas, mediante estimaciones puntuales de la ingesta. Sin
embargo, los inconvenientes y limitaciones de este enfoque han sido reconocidos a escala
internacional, aumentando el interds por el uso de métodos probabilisticos o estocasticos
para su calkulo. Una de las organizaciones que ha reconocido €l empleo de los métodos
probabilisticos es el Codex Alimentarius en su Comité sobre Residuos de Plaguicidas
{CCPR, 2001). En la actualidad, hay autores que prefieren calcular la ingesta de residuos
de plaguicidas a partir de estimacionss puntuales de dietas {Moschandreas et al., 2002)
pero mavyoritariamente los expertos se decantan por métodos probabilisticos pam su
calculo (Hamey, 2000; Gibney et al., 2003; Gilsenan et al., 2003; Leclercq et al., 2003;
Lopez et al., 2003b; Paulo et al., 2005; Ferrier et al., 2006; Allcroft et al., 2007; van der
Voet y Slab, 2007).

En este tmbajo, se estudia el efecto matriz que podian ejercer los patrones y los
distintos productos agrcolas, frescos v procesados sobre la biodisponibilidad oral de estos
plaguicidas, mediante un protocolo de ensayo i vitro, que previamente habia demostrado
tener una buena comelacion con los procesos biolagicos (Miller et al., 1581; Schricker et
al,, 1981; Gil-lzquierdo et al,, 2002). Los estudios de exposicion se realizaron teniendo en
cuenta las encuestas de consumo en Espana del Instituto Macional de Estadistica y las

realizadas por nosotros en poblacion de diferentes edades de la Region de Murcia.
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3.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de campo y procesado se trituraron finamente con €l fin de obtener
una muastra analitica homogénea con tamafo de particula reducido, y asi maximizar la
superficie de contacto entre extractante y plaguicida y garmantizar una mayor eficacia del
procedimiento de extraccion. Se trituraron las partes de los cultivos indicadas el Anexo 1
del R.I. 280/1994 (BOE, 1994). La trituracion se realizo a temperatura ambiente en todos
los casos. Las muestras de laboratorio en los ensayos de campo fuesron obtenidas
mediante la técnica de cuartos opuestos a partir de la muesta total (2 kg). Para su
trituracion, a las unidades de lechuga se les elimind la tierm, al pimiento se le quitaron las
pepitas y el padunculo, a los frutos de hueso se les separd el hueso y el pedunculo, la uva
se triturd sin raspon ni caliz v los citricos, calabacin v pepino fueron triturados sin
pedunculo. El procedimiento de homogeneizacion asegurd gue las sucesivas submuestras
fuesen representativas de la anteror. Las porciones analiticas fueron extraidas después de
la trituracion. Alicuotas de los extractos fueron conservadas en congelador a -20 + 2 0C,

Su descongelacion, en el caso necesario, se realizd a 15+ 2 °C,

3.2.2. PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION.

Los procedimientos de extraccion se eligisron considerando la composicion
fundamental de los alimentos, sus pigmentos naturales y cems, v las propiedades
fisicoquimicas de los plaguicidas (Otterstitter, 1999; Souci et al., 1999; Tomlin, 2005;
USDA, 2007b). Los cuatro plaguicidas coinciden en que poseen un Keqyy de valor intermedio
{4,07-5,37), lo gque determina su carmcter moderadamente apolar a la hom de =
extraccion. En cambio, los alimentos, a pesar de que estan clasificados de una manem
general en las categorias de "alto contenido en agua” (hortalizas v frutos de hueso) y "alto
contenido en acidos” (citricos v uva) por la Guia SANCO, poseen caracteristicas

diferenciadoras gque determinan un procedimiento de extraccion u otro (DG SANCO, 2007).
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3.2.2.1. EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO EN HORTALIZAS.

Las cuatro hortalizas contienen mayoritariaments agua (92,2-96,8%) v muy pocos
lipidos (0,1-0,4%0), proteimas {0,6-1,6%) € hidratos de carbono (1,1-2,1%). Sin embargo,
tienen una gran carga de pigmentos, sobre todo clorofilas, que son liposolubles. Esto
exige una buena separacion en la extraccion, de manerm que los pigmeantos sean extraidos
lo menos posible en la fase organica y haya una bugna particion de ésta con la fase
acuosa, con proteinas, azlcares, vitaminas y minerales solubilizados. Por ello, se
desarrolld un metodo de micro-extraccion liguido-liguido online, cuyo esguema de

procedimiento se muesta en la Figuma 3.10.

Analsis | &
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Sal Ui pat Lidion

Soporacion de fases |

Figura 3.10.- Diagrama de I3 extiaccion en horalizas
La extraccion se realizd a partir de 10 g de muestra. Se adicionaron 30 ml de

acetonitrilo, seleccionandose este disolvente por su alta polaridad ademas de su

compatibilidad con las fases moviles de HPLC, Se anade 1 g de sulfato sodico anhidro, que
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absorbe el agua residual de la muestra, aumenta la particion y consigue una extraccion
mas eficaz, sin ser necesaria una fase de purificacion. Posterorments, la muestra se
homogeneizd durante 3 min a velocidad media, se filtrd a través de un filtro separador de
fases y se evapord la fase organica mediante un rotaevaporador a vacio a 30 °C. H
extracto seco se disolvid en acetonitrilo:agua 50:50 {(V:V) con una concentracion de matriz

de 1 g/ml

3.2.2.2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA EN CITRICOS Y FRUTOS DE HUESO.

La mayor dificultad en la extraccion de los ditricos es el alto caracter lipofilico de los
aceites esenciales de su corteza, Para ambaos tipos de fruta, se debe tener en cuenta el
alto contenido en carotenoides vy pigmentos liposolubles. En su parte comestible, todos
poseen un alto contenido en agua (85,3-87 5%), pocos lipidos {0,1-0,3%) v proteinas
{0,7-1%) v un moderado contenido en hidratos de carbono (0,1-8,59%). Es necesario por
tanto, una buena particion con la parte acuosa y una limpigza profunda del extracto. En
consecuencia, se desarrolld una extraccion en fase sdlida, cuyo esquema se representa en

la Figura 3.11,

A 15 g de muesta se ke ahadieron 30 ml de acetona ¥ se homogeneizo a una
velocidad media durante 30 s. A continuacidn, se afadieron 60 ml de diclorometano:étar
de petrdoleo 50:50 {V:V) v se homogensizd durante 60 s a la misma velocidad.
Posteriormenta se llevd a cabo la fase de purificacion. Pam ello, los cartuchos de grupos
aminopropilo se acondicionaron con 15 ml de hexano. Despugs, el cartucho se cargd con
25 ml del extracto llevado a sequedad en el rotaevaporador a vacio (30 °C) y disuelto en 2
ml de hexano, ¥ se realizaron una serie de eluciones. Una primera elucion tuvo lugar con ©
ml de hexano v 8 ml de hexano:dimetiltercbutileter 80:20 (V:V). La segunda elucidn se
realizo con 5 ml de acetonitrilo:agua 50:50 (V:V). Pirproxifen fue obtenido en la primerm
elucion y fenoxicarb, lufenuron, flufenoxuron en la segunda. El extracto seco se disolvio en

acetonitrilo:agua 50:50 (V:V) con una concentracion de matriz de 1 g/ml.
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Figura 3.11.- Diagrama de la extraccion en ciftricos y frutos de hueso

3.2.2.3. METODO QUECHERS EN UVA TINTA DE VINIFICACION.

La uva contiene una alta proporcion de agua (81,19%) v de hidratos de carbono
{15,6%)), en comparacion con otras frutas. Esto implica que la particion de la fase
organica y acuosa debe ser notoria. En cambio, su contenido en lipidos {0,3%) v proteinas

{0,7%) no es alto. No es necesario por tanto purficacion del extracto.

La extraccion y particion en esta matriz se llevd a cabo de acuerdo con el método
QUEChERS en su version de utilizacion de sales tampon de citratos (Anastassiades et al.,

2003, 2007). En la Figura 3.12, s& muestra un diagrama esquematico del procedimiento.

La extraccion se realizd a partir de 10 g de matriz congelada en tubos de centrifuga
de 50 mil, de polipropileno. Se anadieron 10 ml de acetonitrilo. El tubo se cierra vy se agita
vigorosamente durante 1 min a mano. Para inducir la separacion de fases y la particion, a

la suspension anteror se ahade una mezcl de sales tampon v de panticion, que consta de
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4 g de sulfato de magnesio anhidro, 1 g de cloruro de sodio, 0,5 g de dtrato disodico
sesquinidratado v 1 g de citrato trisddico dihidratado. El tubo se ciera y se agita
engérgicamente durante 1 min a mano. A continuacion se centrifuga a 3500 rpm durante &

min. El extracto obtenido se puede analizar directamente,

L | Pesar muestra

CGUEChERS

B muastras f15 min

Agitar

| Saks de particikdn v tampdn |

Figura 3.12.- Diagrama del méindo QuEChERS empleado
(Fuente: adapfacion de www.sprngerinkoom)

3.2.3. ANALISIS DE RESIDUOS.

Los aspectos que se deben tener en cuenta en el desamrollo de un metodo analitico
han sido definidos por autoridades y organismos intemacionales, por ejemplo la Comision
Europea, la U5 EPA v AOAC Intemational, en diferentes ocasiones. Recogen, entre otros,
el establecimiento de Bs matrices que se van a analizar, definicion de los analitos,
instrumentos, reactivos y disolventes, preparacion de la muestra, comentarios sobre
estabilidad y efecto matriz, cromatogramas, espectros, precauciones y referencias (US

EPA, 1682; AOAC International, 1998; DG SANCO, 2000, 2004b).
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3.2.3.1. CL-DAD EN HORTALIZAS, CITRICOS Y FRUTOS DE HUESO.

Se utilizd una fase movil en gradiente de dos componentes, A: acetonitrilo v B:
agua. Se realizd a un flujo de 1 ml/min. El gradiente comenzd con 509 A {(50% B), llegd
hasta 70% A (30% B) en 7 min ¥ s& mantuvo en estas condiciones durante 8 min. El
volumen de inyeccion fue 20 pl v la columna cromatografica se encontraba a 25 °C. La
longitud de onda del detector fue seleccionada en 230 nm con una anchura de banda de

16 nm.

3.2.3.2. CL-MS EN UVA TINTA DE VINIFICACION.

Se utilizo fase movil en gradiente, con dos componentes, A: formiato amonico 5
mM en agua v B: formiato amonico ® mM en metanol, a un flujo de 0,3 mimin. El
gradiente comenzo con 100% de A, akanzd gradualmente 60% A {40% B) en 3 min,
posteriormente 10% A (50% B) a los 22 min, mantenigéndose esta proporcion durante 8
min vy luego se restauraron las condiciones iniciales en 0,1 min v s& mantuvo asi hasta los
38 min después de la inyeccion. La temperatura de la columra fug de 40 °C y el volumen
de inyeccion de 5 pl. La deteccion por MS se realizd en MRM {multiple reaction monitoring )
v la fuente fue ESI {electrospray ionization) en modo positivo. El voltaje de ionizacion fue
5500 V y el gas nebulizador fue aire sintético a 40 psi. La evaporacion de disolventas en la

fuente tuvo lugar con la asistencia de un gas de secado que fue aire sintético a 350 °C.

3.2.4. VALIDACION ANALITICA.

La validacion de un método analitico se define como el proceso de caracterizar el
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 camctersticas, 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 analisis

de las muestras. Siempre que sea posible, la evaluacion de la exactitud (sesgo) deberia
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incluir 2l analisis de materiales de referencia certificados, | participacion en ensayos de
aptitud, o de otras comparaciones interlaboratorios” (DG SANCO, 2007). A continuacion,
se describen los aspectos camcterizados y los criterios de aceptacion adoptados en
validacion analitica de los métodos. El tratamiento estadistico de los datos fue realizado
mediante los programas suministrados con los equipos de analisis, Minitab 14 y 15 vy
Microsoft Office Excel del 2003 v 2007,

3.2.4.1. IDENTIFICACION, CONFIRMACION Y CUANTIFICACION.

La identificacion de las materias activas se realiza por comparacion de los tiempos
de retencion (t) encontrados en B muesta con los de un patron externo, inyectados
ambos en el sistema cromatografico con las mismas condiciones analiticas. Se admitiran
como identificaciones positivas las gue tengan un rango de ty £ 2%. En la Figura 3.13, se
muestra, a modo de gjemplo, un cromatograma realizado en HPLC-DAD v los tiempos de

retencion de los compuestos estudiados.

T TR e S W i R, S AT R T

BN HaE
L SET  FIRFRALE

o T YR FLUPER A

e e TR

CoTAmT R T

Figura 3.13.- Cromatograma en HELC de una mezcla patrdn de | pg/mi de cada insecicida

En el caso del detector DAD, la confirmacion de los analitos se realizd mediante el
analisis de su espectro, siendo valida la confimmacion si el espectro tiene una pureza

superior a 0,950,
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En la Figura 3.14, s muestran algunos espectros obtenidos pam estos

compliestos.

FeseSipra Peak s £ FiE Sk e [P S |

A g e

A (L RE-11 ) 1 ANT AW L
a) Comfirmacion de feroxicarh per Lv-V b} Confirmacion de fufermmon por L=y
T e
il F m

i

&) Confirmacidn de piiprosifen por Lv-y t) Confirmacion de fufenowuaron por LIV-Y
Figura 3.14.- Confirmacidn por espectros en wliraviolketa-visible para un patron de 1 ug/mf

Para MS, primero s2 seleccionaron las transiciones MRM v energias de colision mas
optimas, ¥ se confirmd mediante espectro de masas, siendo el criterio de aceptacion que
los dos iones mayaritarnios superaran una abundancia de 5000, En la Figuma 3.15, se

muestran gjemplos de los espectros de masas para Cada compuesto.

Para los extractos analizados por CL-DAD, la cuantificacion se realizd por area
cromatografica, mediante comparacion con patron externo, preparados en el mismo
disolvente que los extractos. Para CL-MS, el criterio tambign fue el Area cromatografica,

mediante comparacion con patron externo, pero esta vez preparados en matriz en blanco,

La selectividad v especificidad se estudiaron mediante el método de adiciones, que
s& basd en adicionar una cantidad conccida de matera activa, equivalente a una
concentracion en muestra entre 0,05 mg/kg v 2 mg/kg, a extractos de la matera vegetal

objeto de estudio y posteriorments, se compard la respuasta de la muestra, que contiena
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posibles interferencias, con el resultado © respuesta de un patron de la misma

concentracion, sin observar diferencias significativas entre ambas.

gl RIS T - Fiudd L aeam

&) Esperkro de masas de fenoxicarh &) Espertro de masas de ufenuron

VAR i
) ’ AT WAETE R, SR . AR

] i = ¥ )

&) Espectro de masas ofe piriproxifen ) Especko de masas de fufernosor on

Figura 3.15.- Fiemplos de espectros de masas para unl patron de ! pgimi
3.24.2. LINEALIDAD DE RESPUESTA DEL DETECTOR.

La linealidad de respuesta de los detectores se determind con tres puntos de
calibracion {(menor, intermedia v mayor concentracion del rango de analisis propugsto) v
una sola inyeccion de cada uno, para cada materia activa. El ajuste lineal de los datos a
una curva de regresion se evalud parmm cada materia activa mediante 2l método de
minimos cuadrados, aceptando la linealidad de respuesta del detector entre las
concentraciones inyectadas siempre que el coeficiente de comelacion lineal (r®) fuera
superior a 0,98 vy Ia desviacion estandar < 20% parma los factores de respuesta. La recta de

regresion no fue forzada a pasar por el origen.
3.2.4.3. LIMITES DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION.

Paa cada materia activa se calculo el limite de deteccion (LDY) como la menor
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cantidad de disclucion patron que fug detectada en las condiciones experimentales del
instrumento utilizado, teniendo en cuenta gue la respussta presentara una relacion

sefnalfruido mayor de 3.

El limite de cuantificacion (LQ) se calculd para cada uno de los productos objeto de
analisis en las matrices seleccionadas, deteminando la menor concentracion de materia
activa presente en el extracto vegetal cuya respuesta en el cromatograma fue
cuantificable sin emror, es decir que se puede cuantificar con exactitud y precision (relacion

senalfruido = 10)

3.2.4.4. PRECISION Y EXACTITUD.

La repetibilidad permite determinar gl grado de concordancia entre los resultados
de mediciones obtenidas de forma independiente, para un mismo tipo de musstra, baijo
unas mismas condiciones experimentales, y por un mismo operador. Se evalla mediante
la obtencidn del coeficiente de variacion (CV) o desviacion estandar relativa (RSD) de
estos resultados. Para el calculo de este parametro se realizaron de forma consecutiva
cinco inyecciones de un mismo estandar preparado a la menor y mayor concentracion del
rango de linealidad del plaguicida y lo mismo se realizd parm muestras fortificadas. Los
resultados obtenidos fueron sometidos a tratamiento estadistico y &l criterio de aceptacion
fue que el valor de RS0 obtenido fuese = 20%,

La reproducibilidad pemite determinar €l grado de concordancia entre los
resultados de mediciones obtenidas de forma independiente, para un mismo tipo de
muestra, bajo las mismas condiciones experimentales pero a distinto tiempo o por
distintos operadores. Tipicamente, la reproducibilidad se evalla en comparaciones inter-
laboratorio, con distintos operadores. Sin embargo, se acepta genemlmente gue este
aspecto sea evaluado intra-laboratorio, mediante evaluacion de los resultados de los
controles de calidad del laboratoro v su variabilidad, suponiendo que, a o largo del
tiempo ha podido haber cambios en material o instrumentacion gue afectaran al resultado

de los analisis. Para el calkculo de la reproducibilidad intra-laboratorio, se tomaron cinco
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valores de recuperaciones introducidas como controles de calidad vy cinco valores de
patrones, a la concentracidon mayor v menor del rango analitico, abarcando todas las
secuencias analizadas para cada grupo de alimentos, ¥ se sometieron a tratamiento
estadistico, con €l fin de obtener el parAmetro RSD. Se aceptd la reproducibilidad intra-
laboratorio como valida cuando el RSD fug = 20% en patrones y recuperaciones y ademas

el valor medio de las Ultimas estaba comprendido entre 70-120%.

La exactitud o porcentaje de recuperacion del analito de la matriz vegetal mediante
el metodo de extraccion se evalla con la realizacion de fortificaciones comprendidas en al
rango lineal. Asi, se prepamron cinco réplicas a las concentraciones menor y mayor del
rango lineal y se hallaron sus recupemaciones respecto de patrones preparados a las
mismas concentraciones vy analizados todos en la misma secuencia. El criterio de
aceptacion fue que la recuperacion media para cada conjunto de cinco réplicas estuviese
comprendida entre 70-120% con un O = 20%.

3.2.5. CONTROL DE CALIDAD.

El control de calidad intemo se llevd a cabo de marera rutinaria, incluyendo en
cada secuencia de analisis tres puntos de calibracion, analisis de blancos de disolvente y
blancos de mugstra y fortificacionas a la concentracion mayor y menor del rango. Ademas,
gl blanco de disolvente fue inyectado a lo largo de las secuencias en aquellos puntos
donde habia mas probabilidad de efectos de arrastre. Los datos obtenidos se revisaron en
blusqueda de contaminaciones e interferencias vy en particular, las recuperacionss vy

calibraciones sirvieron para examinar la reproducibilidad intra-laboratorio,
3.2.6. EXPERIENCIAS SUPERVISADAS. CINETICAS DE DISIPACION.

La informacion generada en las experiencias supervisadas fue procesada
estadisticamente para la confeccion de curvas de disipacion. Este fendmeno fue

representado por un modelo matematico exponencial. Despugés, a tmavés de

procedimientos de transformacion de variables y regresion lingal por minimos cuadrados,
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s& obtuvieron ecuaciones para interpretar la disipacion en las condiciones del ensayo. El

modelo exponendal fue:
C=C, e™

siendo € la concentracion de residuo para un tiempo dado (mg/kg); Ce, la concentracion

inicial para t = 0 {mg/kg); k, la tasa de disipacion (d™*); t, el tiempo (d).

Pugsto que una ecuacion exponencial es mas dificl de comelacionar
estadisticaments, las variables se transformaron para conseguir una ecuacion logaritmica,

de primear orden y lineal, definida por:
InC=InCy—kt

siendo In C, el logaritmo neperiano de la concentracion; In C,, el logaritmo neperiano de
concentracion inicial a t = 0; k, la tasa de disipacion (d*); t, el tiempo (d) (Timme y
Freshe, 1980; Timme &t al., 1985].

En la Figura 3.16, se representa una curva tipo de disipacion de plaguicidas,
transformada en su regresion lineal, en donde se distinguen perfectamente las tres etapas

de la cingtica de disipacion de un plaguicida.

Latencia

.

Disipacian

-

Concentracién plaguicida

| | 1 | | | |
Tiempo

Figurm 3.16.- Representacion qrafica de una cuiva de disipacion
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La comrelacion lineal de esta ultima ecuacion, por etapas o globalmente, que define
el comportamiento exponencial de la disipacion de residuos, se defing por el coeficiente de
regresion  lineal (rzj. El criterio pam aceptar que el modelo exponencial definia
correctamente la disipacion de los residuos, fue que r° = 0,90, En los casos positivos, a
partir de la ecuacion logaritmica, se pudieron obtener parametros como la tasa de
disipacion (k) y €l tiempo de vida media {t,.), que se define como el tiempo necesario en
dias para gque la concentracion inicial del plaguicida se reduzca a la mitad, ¥ se cakula

introduciendo estos supuestos en la ecuacion v calculando:

tuz =In 2;"{

Hay ciertos valores que son especialmente significativos en la disipadion de un
plaguicida v que se deben interpretar para conocer su comportamiento. Por un lado, Gy,
que representa el deposito inicial del plaguicida en el cultivo, relacionado sobre todo con
formas de aplicacion, condiciones ambientales y camactenisticas externas del vegetal; k, la
tasa o0 velocidad de degradacion o disipacion, relacionada fundamentalmente con las
condiciones climaticas, metabolismo vegetal y tipo de plaguicida; ty., gque indica la
persistencia del plaguicida en el cultivo. Por otra parte, en B ecuacion exponencial, al
introducir el correspondiente LMR, es posible determinar el plazo en que se akanzarian 2l
nivel maximo pemmitido en tales condiciones. Finalmente, las curvas de disipacion
exponencial permiten identificar varias fases: periodo inicial, en el que se encontraria el
mayar residuo a tiempo cerg, aungue a veces, debido a gue el plaguicida tarda un tiempo
en distribuirse por | planta, 2l nivel mayor de residuos aparece en los primeros dias de
muestreo ¥ entonces se conoce como periodo de latencia; periodo de disipacion o
degradacion, cuando la incidencia de las variables climaticas en el fendmeno es muy alta;
v periodo de persistencia, en el que la velocidad se atenua porgue el fendmeno es cada
vez mas dependiente de las condiciones internas (metabolismo del medio) v del propio

plaguicida (estabilidad del principio activo, solubilidad, etc.)

El tratamiento estadistico de los datos fue realizado mediante los programas
Minitab 14, 15 ¥ Microsoft Office Excel 2003, 2007,
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3.2.7. ENSAYOS DE BIODISPONIBILIDAD IN VITRO.

En los ensayos de biodisponibilidad fin vitro se simularon la  digestion
gastrointestinal y el proceso de absorcion intestinal. 40 g de muestra en blanco fueron
fortificadas en el rango de concentraciones encontradas en los productos frescos v
procesados que entraran en el mercado (0,05-2 mg/kg), ssgun los ensayos de campo v
de procesado realizados en esta tesis, bajo las dos condiciones agricolas estudiadas, BPA y
CPA, v a concentraciones mucho mayores (5-100 mg/kg), con la intencion de estudiar en
profundidad el porcentaje de dialisis para cada caso. Las mismas concentraciones se
ensayaron en 40 ml de estandares de los plaguicidas, preparados en acetonitrilo:agua
50:50 (V:V) Las muestras fueron diluidas 1:1 paa permitir una mezcla adecuada con las
soluciones enzimaticas, acidas y basicas del ensayo. En la Figura 3.17 se expone un

esquema del procedimiento.

Inicialmente, el pH de la musstra se mide y se valora con HCI hasta pH 2.
Entonces, se afaden & ml de la solucion de pepsina y se realiza la digestion acida durante
2 horas, a 37 °C, en un bafo con agitacidn moderada constante, imitando los
peristaltismos y la temperatura corporal humana. Durante este tiempo, se verifico el
mantenimiento del pH en 2. En segundo lugar, una alicuota de la muestra, a la que se
anaden 5 ml de la solucidn de sales biliares y pancreatina, se valora con NaQOH hasta pH 7,
mientras la otra alicuota permanece en un banfo de hielo con la digestion acida detenida.
En tercer lugar, esta segunda alicuota se somete a la segunda digestion y a la dialisis, a
37 9C, dummnte 2 h v en un bafo con agitacion 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 Milli-Q). Media hora
despues, se anaden los 5 ml de la solucidn de sales biliares y pancreatina. Finalmente, se

recoge el dializado, se mide y analiza,
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Muestra

Dilucian 1:1

Digestian scida con pepsina
[pH Z, 37 °C, agitacion, 2 h)

Alicuota | Alicuota I

Makracion Bano de ‘

[MalH) hiek

|

Digestion con pancresting y sales bilares
Dizlisis con membrana semipermeakble tubular
[pH ¥, 27 °C, agitacion, 2 h)

Analisis del
dialzado

Figura 3.17.- Protocole del ensavo de bicdisponibilidad in vitro

3.2.8. ESTUDIOS DE CONSUMO.

Cualquier sustancia pusde considerarse toxica cuando la dosis &5 lo
suficientemente alta. Sin embargo, s muy extrafio que la ingestion de alimentos
vegetales con presencia de residuos de plaguicidas pueda provocar una toxicidad aguda en
gl consumidor, siempre gue se hayan cultivado siguiendo EPA. Ahora bien, la presencia de

estos fitosanitarios en niveles superiores al LMR si podria provocar una toxicidad cronica.
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,
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media de consumo de las personas que en realidad se comen &l producto o &l consumao de

grupos de poblacion de riesgo, por ejemplo, los nifos.

En la prediccion de ingesta de residuos de plaguicidas, se reflejaran los habitos
de consumo de alimentos a largo plazo vy no las variaciones del dia a dia, para permitir
asi una comparacion 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 (FAD, 1993, 1995, 2002; Urieta =t al., 1996; WHO, 1597; United
Kingdom Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, 2004).

El calculo de la ingesta diaria estimada (IDE) (mg de plaguicida/peso en kg) se ha
determinado a partir de la ingesta diaria caloculada (IDC) {(mg de

plaguicida/persona), de acuerdo con la formula siguiente {(Navarro Garcia et al,, 1592).

IDC = (Zc/N)x{C/D)
Siendo:
Zc: 5Suma de concentraciones del plaguicida encontrado en cada vegetal
(mg/kg).
N: Mimero de muestias con presencia del plaguicida.
C: Consumo anual por persona del producto vegetal (kg/persona).
D: 365 dias.

Se realizaron encuestas de habitos de consumo de la poblacion de nuestra Region,

seleccionada por edades, con las que se calcularon tambign la IDE.

Asi, se ha calkculado la IDE de estos cuatro insecticidas, teniendo en cuenta los
indices de consumo del INE v las encuestas de habito de consumo realizadas en la Region
de Murcia. Se han utilizado los dltimos indices de consumo compamtivos publicados
{1990-91) y parm comprobar su validez se realizaron 30-40 encuestas por nivel de

consulta, agrupando la poblacidon en cuatro sectores: ninos {(edad media 10 afos),
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procedentes de Murcia capital v Espinardo; adolescentes (edad media 20 anos),
estudiantes universitarios de Murcia;, adultos (edad media 32 afos), de diversa
procedencia con nivel académico superior; y edad avanzada (edad media 66 anos),

procedentes de Guadalupe y Totana,

El calculo de ingestas se ha realizado obteniendo la IDC como producto del valor
de residuos encontrados en cada tipo de muestra analizada por el consumao diario del
producto alimenticio C/D {obtenido al dividir €l consumo anual C, por persona, por 365
dias). Posteriormente, se calcula 2 IDE dividiendo los valores de IDC por 60 kg pam
adolecentes, adultos y edad avanzada {peso medio por persona) ¢ por 30 kg para ninos
{peso medio por persona)l,

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

potencial de la ingestion de los residuos de los plaguicidas estudiados.
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4. EXPERIMENTAL.

4.1. PERSISTENCIA, DEGRADACION Y BIODISPONIBILIDAD
IN VITRO DE FLUFENOXURON, LUFENURON Y PIRIPROXIFEN
EN CALABACIN, PIMIENTO, LECHUGA Y PEPINO Y 5US
PREPARADOS CONGELADOS Y CUARTA GAMA.

Segln la dltima encuesta anual del gasto familiar, publicada por el INE para el afo
2005, solo en hortalizas cultivadas por su fruto (frescas o refrigeradas), se invirtieron
1.611.383.210 £, siendo su consumo total el primero en el grupo de frutas y hortalizas
{INE, 2005). Considerando las estadisticas de produccion del Ministerio de Agricultura, se
observa que la produccion de lechuga, pepino, pimiento v calabacin ha aumentado en
todos los casos entre los afos 1990-2005, hasta alcanzar en el 2005 una produccion
global minima del orden de 300°10° Tm de calabacin hasta una mé&xima de unas

1.000-10° Tm de lechuga (MAPA, 2006b).

En la Region de Murcia y segun datos de su Consejeria de Agricultura v Agua, en
2004 el grupo de las hortalizas constituye casi el 100% de los cultivos herbaceos, con una
produccion total de mas de 1,7-10° Tm anuales; de ellas, algo mas de 811-10° Tm

corresponden a los cuatro cultivos antes citados y por tanto, se pueden considerar base
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de nuestra rigueza comercial, tanto por su consumo en fresco como industrializado
{congelados v refrigerados) (CARM, 2006,

Por otra parte, la comodidad de preparacion de los alimentos es un factor cada vez
mas impotantz en la seleccion de hortalizas por los consumidores. Las mas populares son
las que se encuentran en presentaciones precocinadas, que a menudo incluyen formas de
procesamiento; se constata cada vez mas que el consumidor elige hortalizas ya
preparadas, siendo los tratamientos en fiio una de las formas de presentacion mayoritaria,
debido a su ventaja en la conservacion de alimentos perecederos v a la fadilidad de
preparacion culinaria gue representan. En | actualidad, las hortalizas frescas
transformadas representan una proporcion cada vez mavyor del total de productos frescos
del mercado agricola, con un crecimiento estimado de 10-25% por ano desde 1990 en
Europa occidental (Ragaert et al, 2004). En particular, la introduccion de hortalizas
refrigeradas ha propiciado un incremento considerable del consumo de  diferentes
productos, siendo las ensaladas embolsadas un gjemplo claro. El consumo de productos
congelados también se ha incrementado, por ejemplo en Estados Unidos ha habido un
aumento de un 44% en los dos Ultimos decenios (Pollack, 2001). Por tanto, €5 necesario
evaluar la exposicion de los consumidores a los residuos de plaguicidas en el caso de estos
nuevos procesos de acondicionamiento de hortalizas, y por £llo, en esta experiencia se

estudia el comportamiento de los RCIs seleccionados en estas hortalizas,

La experimentacion englobd a RCI de diferentes grupos quimicos, en hortalizas
frescas v transformadas por frio, pertenecientes a diferentes familias como solanaceas,
cucurbitaceas de piel comestible y hortalizas de hoja.  Se aplicaron las materias activas
Iufenuron, flufenoxuron vy pirproxifen, segun criterios de BPA v CPA en ensayos de campo
supervisados, para determinar diferencias en niveles de concentracion v disipacion;
monitoreando los residuos desde la aplicacion hasta la cosecha, durante la elaboracion
industrial y en la posterior conservacion de los alimentos. El estudio se realizo a lo largo
de la cadena de produccion agroalimentaria de pimiento, calabacin, pepino y lechuga para

evaluar la exposicion humana a estos residuos como Ultimo fin, Pimiento y calabacin se
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transformaron en productos congelados v lechuga y pepino en productos de cuarta gama
envasados en atmosfera modificada (EAM o MAP),

Se debe sehalar que en este apartado no se estudid fenoxicarb, al no estar
autorizado por el Ministerio de Agricultura en ninguna de las hortalizas ensayadas (MAPA,

2008a).

4.1.1. ESTUDIOS DE CAMPO Y PROCESADO.

En los ensayos de campo supervisados, se aplicaron los  productos fitosanitarios
segln las autorizaciones registradas en el Ministerio de Agricultura pam cada cultivo de
interés (MAPA, 2008a). En pimiento, se aplicaron flufenoxuron, lufenuron y piriproxifen; en
calabacin, piriproxifen; y en lechuga y pepino, flufenaxuron. En la Tabla 4.1, se puede
observar un resumen de las caracteristicas de aplicacion de estos plaguicidas pam los

cultivos seleccionados.

Tabla 4.1.- Caracteristicas de registro de los plaguicddas estudiados en hortalizas.,

. Producto Dosis LMR PS5
LA Plaga Lo comercial (%) (mg/kg) | (dias)

Arafna, Spodoptera | Flufenoxuron | Cascade 0,05-0,1 0.5 7

Pimiento Spodoptera, Trips Lufenuron Match 0,04-0,2 0,3 7
Mosca blanca Piriproxiften Atominal 0,05-0,07% 1 3

Pepinog Spodoptera, dcaros | Flufenoxuron | Cascade 0,05-0,1 0,2 7
Lechuga Spodopfera Flufenoxuron | Cascade 0,05-0,1 1 7
Calabacin Mosca blanca Piripraxifen Atominal 0,050,075 0,05 3

PE: Plazo de sequridad,

Todas las parcelas experimentales se ubicaron en fincas productoras de la Region
de Murcia, elegidas como representativas del cultivo de nuestra Region. En todos los
casos, se tomaron parcelas control, situadas lo suficientemente cerca de las tratadas pam
garantizar idéntico cultivo v condiciones climaticas, pero suficientemente separadas pam
excluir cualquier resgo de contaminacion procedente de los  tratamientos. Las

caractersticas de las parcelas utilizadas se pueden observar en la Tabla 4.2,
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Tabk 4.2.- Caracteristicas de 135 parcelas experimentales.

Alimento Calabacin Lechuga Pepino Pimiento
Forma de Cultive lnvema{.:h_ar_o Aire libre Invema{.:h_ar_o lnvema{.:lwlelj{]
{suelp artificial) {suelp artificial) | {suelo artificial)
Siembra Caballon Caballon Tres bolillo Tres bolillo
Antigiedad 9 meses 1,5 mes 1 mes 5 meses
Localizacion® Balsicas Siscar Mazarron Balsicas
37 83165; 38,07425; 37,54517; 37.81126;
GPS (°N; °W,; m) -0,95406; 112 | -1,03128; 38 -1,38776; 38 -0,96281;101
Area (m%) 168 55 85,5 16
Marco {cm} B0 x110 40 x 70 60 x 450 BO0x 25

* Regidn de Murcia.

El muestreo de las parcelas se realizd al azar, tomando muestras de todas vy cada
una de las parcelas; incluyendo tanto frutos cubiertos por hojas como aquellos mas
expuestos a la luz, evitandose los puntos de inicio v final de la aplicacion por posibles

derivas y sobretratamiento.

Las muestras fueron recogidas con adecuadas medidas de proteccion, evitando
contaminaciones entre areas vy procurando una minima manipulacion. Se muestred en
orden creciente de dosis de aplicacion, de marera que primero se tomd mugstra en el
area control v después en el area de aplicacion. Una vez recogidas, fueron envasadas en
bolsas opacas de polictileno inequivoccamente identificadas. Durante el transporie al
laboratorio, las bolsas se mantuvieron a temperatura ambiente, en posicion estable,
protegieéndolas de golpes y se evitd su exposicion directa a la luz. Se recogieron
aproximadamente 2 kg, resuliado de al menos 12 unidades procedentes de 12 plantas por
area de ensayo, de acuerdo con las recomendaciones de FAQ pam la realizacion de
ensayos supervisados para estos cultivos (FAD, 1990), excepto en el caso de la muestm

dedicada a la industrializacion para la que se recogieron unos 10 kg.

Los primeros ensayos supervisados realizados en las parcelas fueron siguiendo el
codigo de BPA (FAQ, 2003b; CARM, 2003). Parma ello, se respetaron dichas normas y las
dosis v plazos de seguridad registrados en cada caso. Las dosis aplicadas se encontraban

situadas en el punto minimo o medio del intervalo pemitido por el MAPA.
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Las dosis de aplicacion de piriproxifen, flufenoxuron y lufenuron &n pimiento fueron
0,05, 0,075 v 0,04%, respectivamente. En lechuga, flufenoxuron fue aplicado al 0,075%.
En calabacin, piriproxifen se aplico a una dosis de 0,05%. En pepino, flufenoxuron se
aplico al 0,075%. Se realizd un muestreo periodico desde la aplicacion hasta el momento
del plazo de seguridad establecido. La primera muestra se recogio 2 h después de la
aplicacion, establecido como tiempo de secado, de manem que el producto quedase fijado
en la planta. En la toma de muestra a plazo de seguridad, se recogio una muestia
adicional gue seria sometida al procesado alimentario. Se megistraron las condiciones
ambientales mas relevantes del tratamiento, esto es, temperatura ambiental v humedad

relativa. Ambas fusron medidas en una localizacion representativa de la parcela.

En los ensayos supervisados bajo CPA, se introdujeron dos condiciones criticas
desde el punto de vista de la presencia de residuos: nueva dosis transcumido el plazo de
seguridad vy toma de muestra inmediata, de manerm que no se respetaron los plazos de
seguridad preceptivos en ningln caso. Asi, el dia que cumplia el plazo de seguridad en 2l
ensayo bajo BPA, v una vez finalizado éste, se aplicaron otra vez las mismas dosis sobre
los cultivos; posteriormente, se recogieron muastras 2 h después, una destinada al analisis

en el laboratorio y otra que ingresaria en el procesado alimentario.

Las condiciones en las gque se practicaron ambos tipos de ensayo se pueden

observar en la Tabla 4 .3.

Tabla 4.3.- Condiciones de los ensayos realizados Dajo 8PA y CRA.

Dosis Temperatura Humedad Muestreo
Cultive V({I} {1f ha} {°C} { %o} {dias)}
BPA CPA BPA CPA EPA | CPA BPA CPA
Calabacin | 15 892 85 | 892,85 25 19 65 72 0-1-3 0
Lechuga | 4,7 | 854,54 | 854,54 21 21 35 49 | 0-1-3-7 4
Pepino 7,15 | 836,25 | 836,25 30 29 40 39 | 0137 4
Pimiento 5 3.125 3.125 27 21,57 74 78" | 0-1-3-7 4]

a, wakr medio de los dos tratamientos practicades (21 00, 22 003,
b, walor medio de los dos tratamisntes practicades (7 2%, 54%).
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Aungue el uso de bajas temperaturas para prolongar la vida de los alimentos, en
particular las hortalizas, reduce los procesos de degradacion, puede suponer también una
ralentizacion en la metabolizacion de los residuos de plaguicidas, ya que B luz v
tempem@tum son los factores mas importantes en su desaparicion (Holland et al., 1994;
Marn et al., 2003).

Los estudios de procesado por fric de las hortalizas seleccionadas se realizaron
separadamente para cada cultivo y cada tipo de tratamignto en arigen, siempre en orden
creciente de dosis de aplicacion, para evitar riesgos de contaminacion. El procesado de los
alimentos vy su manipulacion tuvo lugar tal ¥ como lo realiza la industria alimentaria paa
obtener congelados de calabacin o pimiento v productos de cuarta gama con lechuga o
pepino. Los congelados se fabricaron en el laboratorio v los productos de cuarta gama en
una camara frigorifica situada a 4 °C, manteniendo en todos los casos las condiciones de
asepsia requeridas en cuanto a material y personal parm procesos de transformacion
alimentaria de este tipo. Los procesos fueron secuenciales, recogigndose una muestra de

1 kg en cada etapa influyente en la disipacion de residuos.

Fara el procesado por congelacion, la muestra fue cuarteada inicialmentz en la
forma de presentacion procedente, pimiento en tiras y calabacin en rodajas, se lavaron
para eliminar los restos del cultivo; se escaldaron a 95 °C; se enfriaron y se desinfectaron
por inmersion en solucion acuosa de NaClO a 10 mg/l y por Ultimo, se realizo el envasado
en bolsas de plastico de calidad alimentaria que fueron selladas por calor y almacenadas a

-25 £ 29C

En el caso de procesado de cuarta gama, las lechugas se trocearon inicialmente
mientras que los pepinos, debido a la baja resistencia de su pulpa para este proceso, se
mantuvieron enteros hasta el final. Una vez hecho esto, se realizd un primer lavado para
eliminar los restos del cultivo; un segundo lavado en una solucion acuosa de NaClO a 100
mg/l para la desinfeccion; un tercer lavado para reducir la concentracion de cloro activo, v
finalmente, las piezas de lechuga fueron centrifugadas a 800 rpm durante 5 min, con o

que se eliminod el agua sobrante de las hojas, v los pepinos se hicieron rodajas. Por Gltimo,
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el producto fue envasado en atmosfera modificada, consistente en una mezcla inerte
compuesta por CO.: N, (20:80), en bolsas especificas de calidad alimentarda, gue fueron
termaoselladas v almacenadas a 5 °C. En las Figuras 4.1 v 4.2 s mugstran esquemas de

los procesos estudiados.

Troceada

l

Lavada

Escabade ————"

Enfriamisnts &
Higksnzacisn

1

Envasaday
Almacsnamisnta

Figura 4.1.- £laboracion de hortalizas congeladas

Los productos elaborados fueron almacenados hasta su vida Otil manteniendo la
cadena del frio. Los congelados se conservaron durante un mes a -25 £ 2 2C y las bolsas
de cuarta gama pemanecieron 10d a5 £ 2 °C Durante el periodo de caducidad, los

productos fusron muestreados aleatoriamente con 1 kg por muastra vy analizados,
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Papino &n unidades Lechuga treceada

Desinfaccian

Troceadao Centrifugaciin de las
de peping piszas de kchuga

N,/

Envasado en atmésfara
madificada y
Almacsnamisnto

Figura 4.2.- Flaboracion de hortalizas de cuarta gama

4.1.2. ANALISIS DE RESIDUOS.

A continuacion se muestran los resultados de los analisis de residuos realizados en
las experencias de campo v de procesado junto con los valores de la validacion analitica v

de los controles de calidad.

4.1.2.1. VALIDACION ANALITICA.

La metodologia analitica descrita en el apartado 3.2.2.1 de metodologia, basada en
una microextraccion online con acetonitrilo v determinacion por CL-DAD, fue validada
teniendo en cuenta los criterios descritos en la Guia SANCO vy la norma intemacional 150
17025:2005 (IS0, 2005; DG SANCO, 2007 ).
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En todos los casos el LQ se fijo en 0,05 mg/kg y el LD estuvo comprendido entre

0,61 v 1,23 ng, como s muestra en la Tabla 4.4,

Tabla 4.4.- [imifes de defeccion v cuantificacion en horializas.

Matriz RCI LD {ng} LO:r {(mag/kq} LOQe{mafkqg}
Lufenuron 0,82 0,06 0,05
Pimianto Piriproxifen 0,65 0,04 0,05
Flufenoxuron 1 0,08 0,05
Lechuga Flufenoxuron 0,61 0,05 0,05
Pepino Flufenoxuron 1,23 0,10 0,05
Calabacin Piriproxifen 0,62 0,05 0,05

Lr establecido tedricamerte, L fijado experimertalm e,

En todo el proceso de validacion, el intervalo de concentracion ensayado fue

0,05-1 mg/kg para todas las matrices. Asi, la linealidad de respuesta del detector se

estudid en este rango; precision vy exactitud fueron estudiadas en 0,05 mg/kg v 1 mg/kg

con cinco réplicas por nivel, empleandose multipatrones para fortificar las muestras en

blanco previamente analizadas. En la Tabla 4.5, se musastran los resultados obtenidos,

Tabla 4.5.- Resulados de 13 validadon analitica en hortalizas.

Matriz/ Parametros R2 RSD RSD In_tr_a_- Recuper_aciﬁn
Plaguicida (%) Repetibilidad | Reproducibilidad Media

Nivel(ppm) | 0,05-1 | 0,05 1 D,05 1 D,05 1
Patrdn en Flufenouron g9 4.3 2.5 6,7 18 - - - -
disolvente Lufenuron 100 3.8 0.5 3,9 1,4 - - - -
Piriproxifen 100 2.8 1,8 2.9 1,5 - - - -

Flufenaoxuron - - 8.9 3,b 16,8 4.1 ah,7 75,0

Pimiento Lufenuron - - 19,4 2,3 19,4 46 89,7 72,5

Piriproxifen - - 17,8 2,6 13,9 4,0 79,2 72,8

Calabacin Piriproxifen - - 2,2 58 18,7 7,1 103,7 80,8

Lechuga Flufenoxuron - - 11,0 45 11,7 3.5 103,7 724

Pepino Flufenaxuron - - 8.8 16,4 2,b 11,3 76,3 81,7

Como se muestra, los niveles validados (0,05 v 1 mg/kg) abarcaron los LMRs
fijados para estas hortalizas (rmango 0,05-1 mg/kg). El LO (0,05 mg/kg) para todas las

combinaciones plaguicida-matriz fue siempre igual o inferior al LMR establecido. Los

coeficientes de correlacion lineal fueron = 99%, indicando uma respuest lineal del

detector adecuada para cada plaguicida en el intervalo analitico estudiado.
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La precision en patrones fue muy consistente, siendo el RSD < 7% en todos los
casos. En las muestras fortificadas, Ios valores de RS0 en repetibilidad fueron < 20%, con
dos tercios de los valores < 10%. La recuperacion media se mantuvo en todas las
fortificaciones entre 70-120%, con un valor maximo de 103,7% en pirproxifen y
flufenoxuron, en calabacin y lechuga, respectivamente, al nivel de 0,05 mg/kg, y con valor
minimo de 72,4% para flufenoxuron en lechuga a 1 mg/kg. Por Oltimo, los resultados de
R3 en la reproducibilidad intra-laboratorio de las muestras de hortalizas fortificadas

fueron < 20%, siendo la mitad de ellos < 10%,

4.1.2.1.1. Controles de calidad.

En todos los casos, las recuperaciones de los controles de calidad estuvieron
comprendidos entre 70-120%. En la Tabla 4.6, se pusden observar los valores medios,
Las inyecciones de blancos de matriz y disolvente, incluidas en las secuencias de analisis

de las muastras, confirmaron la ausencia de contaminaciones 0 interferencias.,

Tabla A.6.- Media de los resuffados de los controfes de calidad analizados en el Rboratorio.

Control de calidad | Nivel (mg/kg) Lufenuﬁ‘“,‘:‘?{;ﬁﬂ,ﬁﬁ“‘,‘;‘.ﬂ:ﬁ,{m o
Pimiento DID 3 ?ﬂ ;g g ggg
Lechuga G’ES ?3:?

Pepino 0'105 ?g:;
Calabacin D’ID L — l?Di E_;;D —

4.1.2.2. RESIDUOS EN PRODUCTO FRESCO.

La Tabla 4.7, muestra los resultados de los residuos de RCIs encontrados en los

productos en fresco durante los ensayos de campo realizados.
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Tabla 4.7.- Residuos de RCIs encontrados en los cultivos horticolas durante los ensayos de campo
supervisados cuando se aplican BRA v CPA.

Ensayo de campo BPA CPA
Muestra {(mg/kg} 2h 1d 3d 7d 2 h
Flufenoxuron/Pimiento 0,07 0,12 0,05 < L0 0,06
Lufenuron/Pimiento < L3 < L0 < L0 <LQ | <LQ
Piriproxifen/Pimiento 0,05 0,16 < LO - < LQ
Piriproxifen /Calabacin < LQ < L0 < LO - < LQ
Fiufenoxuron/Lechuga 1,06 1,01 1,02 0,52 1,14
Flufenoxuron/Pepino = L < L0 < L0 <LQ | <1Q

En condiciones de BPA, no se superaron los LMRs fijados n ningln caso, para los
plazos de seguridad establecidos legalmente, Igualmente ocurrid £n la situacion de CPA,
aunque &l nivel de flufenoxuron en lechuga fue muy cercano al LMR del producto.  Hay
que destacar que en calabacin y en pepino, no se encontraron residuos = al LQ en

ninguna de las dos aplicaciones agricolas.

En las Figuras 4.3, 4.4 v 4.5, se pueden observar la representacionas de las curvas

de disipacion de los residuos encontrados en los cultivos estudiados.

Cancentraciin [malka b

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Tiempo (diash

Figura 4.3.- Cuna de disipacion def residuo de flufenoxuron en el cultivo de pimiento durante el
plazo de sequridad previo 4 13 cosecha en caso de un Fatamiento realizado con 8P4
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Concentracion [magfkg}

Tiempo (dias}

Figura 4.4.- Ciurva de disipacion del residue de piriproxifen en el cultivo de pimiento durante e
plazo de sequridad previo 4 13 cosecha en caso de un Fatamiento realizado con 8P4

Caoncentracian (mafka)

Tiempo [dias]

Figura 4.5.- Cuna de disipacion del residuo de flufenoxuron en ef cuftivo de lechuga duranie ef
plazo de sequridad previo 4 I3 cosecha en so de un Batamiento realizado con 8PA

Las curvas de disipacion de los residuos de flufenoxuron y piriproxifen en pimiento
describen una primera fase en la que &l residuo duplica o triplica su concentracion inicial y
alcanza su maxima concentiacion (0,14 mg/kg de media) un dia después de la aplicacion;
v una segunda fase, donde se da una rapida degradacion que llega a niveles < LQ (0,05
mg/kg), entre 2 v 3 veces inferiores a los anterores, en los dos dias siguientes del ensayo.
La primera fase se puzde interpretar como el tiempo de distribucion del plaguicida por
todos los frutos de la planta, v la segunda fase se comesponde con un rapido proceso de
degradacion, motivado fundamentalmente por factores ambientales como la incidencia de

Ia luz solar, humedad, tempermtula ambiental, etc,

- 159 -



Experimental

Paula Payd Pefialver

La curva de disipacion de flufenoxuron en lechuga es completamente distinta a las
anteriores, aungue también se distinguen dos fases en ella. En los tres primeros dias o
primera fase, se observa que la concentracion del residuo se mantiene (aproximadameante
1 mg/kg), pero en los cuatro dias siguientes o segunda fase, la concentracion decrece
hasta la mitad (0,52 mg/kg). La primera fase seria un proceso de persistencia del residuo
en gl cultivo v la segunda se identificaria con un proceso de degradacion, mas ralentizada
que en pimiento, debido fundamentalmente al metabolismo interno de la planta. En la

Figura 4.6 se presenta la regresion lineal de estos resultados.

Regresidn logartmica de los residucs de flufenoxuron en kchuga
InC= 1788 - 0,1113 ¢

1,04 ——— PRegreson
—— md
95% FI
454 T~ - 5 0 131909
R-5q AL, L%
R-Gq(ad]] 85,5%

InC

-1,5

T | T T T
I 1 2 3 4 5 B 7

t (dias)

Figura 4.6.- Modelo de disipacion exponencial para los residuos de fiufenoxuron en lechuga

O Corpentraciin (mofel. £ Tempo (8051 O Interwlo de confanza, PL Infenalo de predieeitn. 5 varanza, R-5a.
Creficiente de regrestan, B-Safadl), Coeffclente de regresion afustaco.

A la vista de los resultados, ha sido posible calcular parametros estadisticos que
nos informan de la disipacion encontrada en lechuga. Los parametros establecidos se

muestran en la Tabla 4.8.
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Tabla 4.8.- Parametros de [a disipacion encontrada en horializas,

Muestra Ecuacion de disipacion {m:;kg) t;‘:;“ (:."'1) :H’;
Flufenoxuron/Lechuga C =119 glitist 1,19 2 0,1113 | 6

Coezlmncentracién imcial, tLMR = Tiempo para aeanzar &) LMA, Wa = velbreidad o tasa de disipacion. te = Tiempo de vida
medid,

Solo los residuos de flufenoxuron en lechuga siguieron un modelo exponencial de
disipacion, como indica su coeficiente de correlacion en la regresion lineal (91,196). Su
tiempo de vida media (6 d) se alcanzo durante la fase de degradacion descrita en la curva
de disipacion y en el segundo dia del ensayo los residuos se encontraban exactamente al
nivel de su LMR.. Asimismo, se ha encontrado una velocidad de disipacion moderada para

flufenoxuron en lechuga (0,1113 d™).

En las Figuras 4.7, 4.8 v 4.9, se musstran los porcentajes de disipacion de los

residuos gue quedaron en los cultivos tras la aplicacion agricola en condiciones de BPA.

# Porcentajeremanents de flidenaduron en pimiental

41,7

g '- <10
i R

Cdias 1dias ddias 7 dias

Figura 4.7 .- Disipacion de los residuos de flufenoxuron en ef cuftivo de pimiento durante ef plazo
de sequridad previo d 1a cosecha en caso de un tratamiento realizado con B8PA
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# Porcentaje remanente de piviprodifer en pimianto

J20,0%

O dias 1dias Acias

Figura 4.8.- Disipacion de los residuos de piriproxifen en el cuftivo de pimiento durante ef plazo de
sequridad previo @ Ia cosecha en caso de un tratamiento realizado con BPA

@ Porcentae remanente de flufenaxaron en Techuga

100,04

| 83.1% #5,4%

Codizs Ldizs 3 difas Jdias

Figura 4.9.- Disipacion de los residuos de fufenoxuron en ef cuftivo de lechuga durante el plazo
de sequridad previo a la cosecha en caso de un tratamiento realizado con BPA

Los residuos de flufenoxuron en pimiento solo aparecen en los tres dias siguientes
a su aplicacion, con un valor maximo de 0,12 mg/kg para la muestra del dia posterior a la
aplicacion. El incremento en el nivel remanente se debe por tanto a la distribucion

completa del plaguicida por la planta 24 h después de la aplicacion fitosanitaria. Una vez
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ocurre asto, se observa una disipacion del 58,3% en los 2 dias siguientes, que continla

hasta niveles inferiores al LY en el plazo de seguridad.

En pimiento, los residuos de pirproxifen fueron cuantificables en las muestras de
campo los dias previos al plazo de segurdad, con un valor maximo de 0,16 mg/kg en la
muestra del dia posteror a la aplicacion. Al igual que antes, durante el primer dia del
ensayo se observa la distribucion total del plaguicida en la planta, alkanzando un
porcentaje remanente superior al del pimer dia. En los 2 dias siguientes se produce una
disipacion considerable, llegando finalmente a niveles menores que el LG en los 3 dias que

durd el ensayo.

En lechuga, el nivel inicial de residuos de flufenoxuron fue 1,18 mg/kyg,
encontrandose el 44,1% en la muestra a plazo de seguridad. Por tanto, se produjo una
disipacion del 55,9% en el ensayo de campo realizado bajo BPA. Sin embargo, la
magnitud de la disipacion encontrada en los dias intermedios del ensayo fue moderada,
16,9% en el primer dia, manteniéndose en los dos siguientes; por lo que la verdadera
disipacion ocurrid en los cuatro ultimos dias del ensayo en los que los nivekes de residuos
descerdieron hasta la mitad. En la Figura 4.10, se comparan los niveles de residuos

significativos entre los supusstos de BPA v CPA,

e L Lo

BP&PS ol
<L
1,18
BP& D |
i U, e Uk LeF s 1 L. 14
Flifermauror-lechara i melke] @ P srosifen-prmiento imedke)

B Fluternomrurar-pimiertod me/og)

Figura 4.10.- Comparacion de niveles de residuos entre I3 aplicacion bajo BPA v CPA.
PE. faro de sequridad
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5e observa que en condicionas de CPA se encontraron concentraciones similares a
las que inicialmente quedaron en la planta tras la aplicacion bajo BPA. Finalmente, se debe
sefalar que no se observd la presencia de residuos de los tres compuestos en las

muestras control de las parcelas de ensayo.

4.1.2.3. RESIDUOS EN PRODUCTOS ELABDRADOS,

Para flufenoxuron y piriproxifen en pimiento, no se encontraron residuos = LQ en
las muestras de los procesados congelados v almacenados, en ninguna de las dos
condiciones de aplicacion; puesto que los niveles residuales del producto en fresco en la
entrada de la cadena industrial fueron inferiores o muy proximos al LQ. Analogamente

ocurrio con lufenuron en pimiento, flufenoxuron en pepino v piriproxifen en calabacin.

En cambio, se observaron efectos de disipacion a lo largo del procesado y del
periodo de almacenamiento de las ensaladas cuarta gama elaboradas con las muestras de
lechuga recogidas. Los niveles de residuos encontrados se muestran €n la Tabla 4.9, y se

representan graficamente en las Figuras 4.11 v 4.12.

Tabk 4.9.- Residuos de flufenoxuron encontrados durante f3 elaboracion v almacenamiento de
ensaladas cuarfa gama de fechuga romana cuando se aglican BPA v CP4A en ef cultivo.

Practica Cuarta gama con atmosfera modificada | Almacenamiento
Lavado | Desinfeccion | Lavado | Centrifugado | Embolsado 5d 10d
BPA 0,20 0,22 0,32 0,19 0,13 0,08 0,09
CPA 0,39 0,41 0,43 0,20 0,21 0,20 0,19

En condiciones de BPA, se encontraron Unos porcentajes remanentes del 25% en
la bolsa final y del 69,2% a los 10 dias de almacenamiento, de los niveles iniciales de cada
proceso. Por lo tanto, hubo una disipacion del 75% durante la elaboracion v del 30,8%

durante el almacenamiento.
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Figura 4.11.- Disipacion de fos residuos de flufenoxuron durante la elbboracion de ensafadas
cuarfa gama con kduga romana
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Figura 4.12.- Disipacion de los residuos de Aufenoxuron duante la caducidad de las ensaladas
cuarta gama de fechuga romana

En las condiciones de CPA, después de la elaboracion quedd un porcentaje
remanente del 18,4% vy del 20,5% a los 10 dias de almacenamiento del producto. En
consecuencia, se produjo una disipacion del 81,6% vy 9,5%, en el proceso de EAM vy
almacenamianto, respectivaments, respecto a los niveles iniciales en cada caso. Asi, se
puede establecer que la disipacion de flufenoxuron se produce mayortariamente durante
la elaboracion del producto ¥ no en la conservacion de las bolsas de ensalada fabricadas.
Ademas, se observa que n la elboracion, es el primer lavado e que contribuye
mayoritariamente a la eliminacion de los residuos iniciales y en el almacenamiento, es en
los cinco primeros dias donde hay una disminucion mas significativa de éstos, que se

mantiere hasta el final del pericdo de caducidad de las ensaladas cuarta gama.
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4.1.3. DIALISIS EN PATRONES, HORTALIZAS FRESCAS Y PROCESADAS.

En los ensayos de biodisponibilidad i vitro realizados sobre muestras de lechuga
fortificadas al nivel de los residuos del plazo de seguridad, condiciones criticas v productos
elaborados (0,05-1 mg/kg), no se detectd la presencia del insecticida en el dializado.
Muestras de pepino, pimento y calabacin fortificadas al LQ (0,05 mg/kg) tampoco
presentaron dialisis. En los ensayos realizados sobre estandares de concentracion analoga
a las muestras fortificadas, no se observd didlisis para los niveles de 0,05 v 0,1 mg/kg.
Este proceso comenza a partir de 0,25 mg/kg ¥ continud hasta 1 mg/kg. En ningln caso &l
porcentaje de RCI dializable superd el 7% de la cantidad sometida a dialisis. Los

resultados se pueden observar en las Figuras 4. 13, 4.14 y 4.15,
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Figura 4.13.- Didfisis de @antidades de estandares analogas a 1as encontradas.
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Figura 4.15.- Concenfracion del residuo encontrade en Iz membrana de didlisis en los estandares

Finalmente, se ensayaron cantidades crecientes de los plaguicidas en mugstras de
hortalizas hasta encontrar un intervalo de dialisis. Para flufenoxuron en lechuga v pepino,
Ia dialisis fue detectada a partir de niveles de 70 mg/kg hasta 100 mg/kg. En cambio, &l
nivel minimo de dialisis de flufenoxuron en pimiento fue 90 mg/kg. Lufenuron, analogo de

flufenoxuron, dializd en pimiento a partir de niveles de 70 mg/kg. La dialisis de piriproxifen
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en pimiento comenzo a partir de 7,5 mg/kg, pero en calabacin lo hizo a partir de 5 mg/kg.
En ningln caso el porcentaje de dialisis superd el valor de 0,35%. Los resultados se

presentan graficamente en las Figuras 4.16, 4.17 v 4.18,

Se puede observar como al aumentar la concentracian inicial en la muestra, el
parametro indicador de la capacidad de dialisis, llamado porcentaje de dialisis o porcentaje
de compuesto dializable, no varia significativameante, excepto pam aquellas muestras de
gran concentracion, donde el proceso de dialisis se vio favorecido por un importante
efecto de difusion pasiva a favor de gradiente durante las 2 horas gque durd esta ctapa.
5in embargo, cuanto mayor es la cantidad de plaguicida sometida a digestion o mayor es
la concentracion inicial de la muestra, mavor es la cantidad de plaguicida dializado. Asi, la
concentracion de los residuos en la membrara tubular de didlisis depende exclusivamente
de la concentracion de la muestra o de la cantidad digerida de forma directa, ya que el

volumen de dializado no vario significativamente entre muestras.
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Figura 4.16.- D&lisis en muestras de hortalizas fortificadas con estandares.
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Figura 4.17.- Porceniajes de didlisis enconfrados en horfalizas
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Figura 4.18.- Concenfracion de! residuo encontrade en Ia membrana de didfisis en hortalizas

4.1.4. ESTUDIO DE DIETAS Y CALCULO DE INGESTAS.

En las Tablas 4.10 v 4.11, se exponen los valores del consumo anual y diario de los

productos horticolas estudiados.
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Tabla 4.10.- Valores de! consumo anual de las horializas en distintos ambitos seqiin ef INE.

C = Consumo Anual (kg/persona " aiio)
Ambito Lechuga Pepino Pimiento Calabacin
Macional 8,64 0,64 3,56 0.7
Murcia 8,08 3,15 2,92 0,66
Urbano 8,65 0,66 3,42 0,82
No urbano Bb2 1,48 3.7 0,56

Tabla 4.11.- \&lores del consumo diario de las horializas en distintos dmbitos sequn ef INE.

_ C/D = Consumo Diario (kg /persona - dia)
Ambito Lechuga Pepino Pimiento Calabacin
Nacional 2,37E-02 1,80E-03 8,80E-03 1,90E-03
Murcia 2,21E-02 8,60E-03 8,00E-03 1,80E-03
Urbano 2,37E-02 1,80E-03 8,40E-03 2,20E-03
Mo urbano 2,36E-02 4,10E-03 1,01E-02 1,50E-03

En la Tabla 4.12, se exponen los valores de la relacion entre la ingestion estimada

y la diaria admisible (IDE/IDA).

Tabk 4.12.- Refacion IDE/IDA en horializas a partir de B estimacion de consumo del INF,

IDE/IDA de Flufenoxuron
Ambito Alimento Lechuga Pepino Pimiento Cakbacin
Fresco BPA 3,73E-03 2,66E-05 148E-04 - -
Nacional Fresco CPA 8,18E-03 2,66E-08 1,77E-04 - -
Elaborado BPA 8,33E-04 2,6BE-08 148E-04 - -
Elaborado CPA 1,51E-03 2,66E-05 148E-04 - -
Fresco BPA 3,45E-03 1,31E-04 1,21E-04 - -
Murci Fresco CPA 7,bBE-03 1,31E-04 145E-04 - -
Elaborado BPA 8,72E-4 1,31E-04 1,21E-04 - -
Elaborado CPA 1,41E-03 1,31F-04 1,21F-04 - -
Fresco BPA 3,73E-03 2,74E-05 142E-04 - -
Urbano Fresco CPA 8,19E-03 2,74E-05 1,70E-04 - -
Elaborado BPA 9,34E-04 2,74E-05 142E-04 - -
Elaborado CPA 1,51E-03 2,74E-05 142E-04 - -
Fresco BPA 3,72E-03 6,14E-05 1,54E-04 - -
No urbano Fresco CPA 8,16E-03 b,14E-05 1,84E-04 - -
Elaborado BPA 9,30E-4 6,14E-05 1,54E-04 - -
Elaborado CPA 1,50E-03 6,14E-05 1,54E-04 - -
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Tabla 4.12 (cont).- Relacion IDE/IDA en hortalizas 3 partir de  la estimacion de consumoe del INE,

IDE/IDA de Lufenuron
Ambito Alimento Lechuga | Pepino | Pimiento Calbacin
Fresco BPA - - - - 1,48F-04 - -
: Fresco CPA - - - - 1,48F-04 --
Nacional Elaborado BPA . . 1,48E-04 .
Elaborado CPA - - - - 1,48E-04 - -
Fresco BPA -- - - 1,21E-04 - -
Murcia Fresco CPA -- - - 1,21E-04 - -
Elaborado BPA - - - - 1,21E-04 - -
Elaborado CPA - - -- 1,21E-04 - -
Fresco BPA - - - - 142E-04 - -
Fresco CPA -- - - 142E-04 - -
Urbano L
Elaborado BPA - - -- 142E-04 - -
Elaborado CPA -- -- 1,42E-04 - -
Fresco BPA - - - - 1,54E-04 --
Fresco CPA - - - - 1,B4E-04 - -
No urbario Flaborado BPA - - 1,54F-04 i
Elaborado CPA - - - - 1,54E-04 - -
IDE/IDA de Piriproxifen
Ambito Alimento Lechuga Pepino | Pimiento Cakbacin
Fresco BPA - - -- 148E-04 2,91E-05
Nacional Fresco CPA -- -- 148E-04 2,%91E-05
Elaborado BPA - - -- 148E-04 2, %41E-05
Elaborado CPA - - -- 148E-04 2, %1E-05
Fresco BPA -- -- 1,21E-04 2, 74E-05
Murca Fresco CPA - - -- 1,21E-04 2,74E-05
Elaborado BPA - - -- 1,21E-04 2,74E-05
Elaborado CPA - - - - 1,21E-04 2, 74E-05
Fresco BPA - - -- 142E-04 3,40E-05
Fresco CPA - - -- 142E-04 3,40E-05
Urbano L L
Elaborado BPA - - - - 142E-04 3,40F-05
Elaborado CPA - - -- 142E-04 3,40E-05
Fresco BPA - - -- 1,54E-04 2,32E-05
No urbano Fresco CPA - - - - 1,54E-04 2,32E-05
Elaborado BPA - - -- 1,54E-04 2,32E-05
Elaborado CPA -- -- 1,54E-04 2,32E-05

*En color amarilleo se identifican los resultados sakubdes con uma concertrazidn de residucs hipotdtica igual al LG D05
Mgl kg ) Aurdue 2585 muestras prasentaron nivelkes inferiores 2n 8 realidad,

En ella, se puede comprobar que en ningln caso esta relacion es superior a 8,19E-
03, lo que supone un factor de seguridad de 122 en cuanto a la ingestion de estos
insecticidas; siempre considerando los calculos realizados con los valores estimados de

consumo del INE.
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Respecto a los valores calkculados segln las encuestas de habitos de consumo
realizadas en nuestra Region, en las Tablas 4.13 y 4.14, se exponen los consumos

calculados en funcion de raciones y semanas disponibles, tanto anual como diario.

Tabla 4.13 .- Consumo anual de hortalizas seqiin las encuesta s realizadas.

€ = Consumo Anual (kgfpersona " afio)
Ambito Lechuga Pepino Pimiento Calabach
Mifios B, 24 4,13 0,87 501
Adolesaantes 12,65 6,92 2,38 7,37
Adultos 13,09 10,31 6,72 17,68
Edad avanzada 11,87 814 6,50 10,61

Tabla 4.14.- Consumo diario de hortalizas sequn 135 encuestas realizadas.

C/D = Consumo Diario (kg/persona " dia)

Ambito Lechuga Pepino Pimiento Calabacin
Nifios 1,71E-02 1,13E-02 2,37E-03 1,37E-02
Adolescantes 3 47E-02 1,89E-02 6,53E-03 2,02E-02
Adultos 3,59E-02 2 83E-02 1,84E-02 4,84E-02
Fdad avanzada 3,72BE-07 2,43F-07 1,78F-02 2,91F-02

Finalmente v de forma analoga a lo realizado con la encuesta del INE, en la Tabla
4,15, se exponen los resultados de la relacion IDE/IDA, calculada con los consumos

valorados con las encuestas.

Tabla 4.15.- Refacion IDEADA en hovialzas a partir de fa valoracion de las encuestas de consumo.

IDE/IDA de Flufenoxuron

Ambito Alimento Lechuga Pepino | Pimiento Calabacin
Fresco BPA h39E-03 | 342E-04 7, 19E-05 --
Nifios Fresco CPA 1L18E-02 | 342E-04 8,63E-05 - -

Elaborado BPA 1,35E-03 | 342E-04 | 7,19E-05 - -

Elaborado CPA 2,18E-03 | 3,42E-04 | 7,19E-0h - -

Fresco BPA 546E-03 | 287E-04 | %,89FE-05 - -

Adolescentes Fresco CPA 120602 | 287E-04 | 1,19E-04 - -
Elaborado BPA 1,37E-03 | 2,87E-04 | 9,89E-05 - -

Elaborado CPA 221603 | 2,87E-04 | 9,89E-05 - -

Fresco BPA 565E-03 | 4,28E-04 | 2,79E-04 --

Adultos Fresco CPA 1,24E-02 | 428E-04 | 3,35E-04 - -
Elaborado BPA 141E-03 | 428E-04 | 279E-04 - -

Elaborado CPA 2,28E-03 | 428E-04 | 2,79FE-04 - -

Fresco BPA 513E-03 | 3,38E-04 | Z2,70E-04 - -

Fdad avanzmda Fresco CPA L12E-02 | 338E-04 | 324E04 - -

Elaborado BPA 1,28E-03 | 3,38E-04 | Z,70E-04 - -

Elaborado CPA 207603 | 3,38E-04 | Z2,70E-04 - -
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Tabla 4.15 (cont).- Refacidn IDE/IDA en horializas a partir de I3 valoracion de las encuestas de

COTSUAT.
IDE/IDA de Lufenuron
Ambito Alimento Lechuga Pepino | Pimiento Calabacin
Fresco BPA - - - - £, 1GE-05 - -
NiFos Fresco CPA - - - - F1SE05 - -
Flaborado BPA - - - - 7,19E-05 - -
Elaborado CPA - - - - 7,19E-05 - -
Fresco BPA - - - - 9,85E-05 - -
Fresco CPA - - - - 8,85E-05 - -
Adolescentes Elaborado BPA —- - 9,89E-05 i
Elaborado CPA - - - - 9,8GE-05 - -
Fresco BPA - - - - 2,79E-04 - -
Fresco CPA - - - - 2,79E-04 - -
Adultos Flaborado BPA i - 2, 79F-04 _
Elaborado CPA - - - - 2,79E-04 - -
Fresco BPA - - - - 2, 70E-04 - -
Fresco CPA - - - - 2,70E-04 - -
Bdad avanzda Flaborado BPA . . 2,70E-04 i
Elaborado CPA - - - - 2,70E-04 - -
IDE/IDA de Piriproxifen
Ambito Alimento Lechuga | Pepino | Pimiento | Calabacin
Fresco BPA - - - - 7,19E-05 4,16E-04
Nifios Fresco CPA - - - - 7,19E-05 4,16E-04
Elaborado BPA - - - - 7,1GE-05 4,16E-04
Elaborado CPA - - - - 7,19E-05 4,16E-04
Fresco BPA - - - - 9,89 E-05 3,06E-04
Fresco CPA - - - - 9,8GE-05 3,06E-04
Adolescertes Flaborado BPA i i 9,80FE05 | 3,06F-04
Elaborado CPA - - - - 9,89 E-05 3,06E-04
Fresco BPA - - - - 2,79E-04 7.34E-04
Fresco CPA - - - - 2,79E-04 7,34E-04
Adultos t t
Elaborado BPA - - - - 2,79E-04 7,34E-04
Elaborado CPA - - - - 2,79E-04 7,34E-04
Fresco BPA - - - - 2,70E-04 4,40E-04
Edad avanzmda Fresco CPA - - - - 2,70E-04 4,40E-04
Elaborado BPA - - - - 2,70E-04 4,40E-04
Elaborado CPA - - - - 2,70E-04 4,40E-04

*En color amarills se identifican los resultados sakukbdes con uma concentradidn de residucs hipotdtica igual al UG 0,05

mof ko) ungue 2sas muestras presentaron niveles inferiores 2n la realidad,

Los resultados son similares a los obtenidos anteriommente, aunque el valor

maximo de la relacion en este caso es 1,24E-02, lo que supone un factor de seguridad

entre ingestion v toxicidad crdnicas de B1. La diferencia con los resultados anteriores se

debe a diferencias metodologicas entre las encuestas de consumo de las dos fuentes.
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4.1.5. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos en la validacion del método analitico, basado
en una microextraccion en linga, fiable, sencilla v rapida, se pusde asegurar que es
suficientements preciso, sensible v exacto para el proposito de esta experiencia. Cumple
los requisitos establecidos en la Guia SANCO para el rango seleccionado (0,05-1 mg/kg),
suficientemente amplio para abarcar los niveles de residuos encontrados. Por tanto, la

metodologia desamrollada fue eficaz para alcanzar £l objetivo de esta expenencia.

Los resultados obtenidos en pimiento y calabacin indican que no se sobrepasan los
LMR en ninguno de los tratamientos realizados ¥y que no se detectaron residuos en la
muestras de los cultivos tratados en condiciones de BPA. 5i se consideran los residuos
antes de la cosecha v el hecho de que la duracidon maxima de los plazos de seguridad en
ambos cultivos fue 7 dias, se puede afirmar que se trata de productos de rapida
degrmadacion v baja persistencia en estas hortalizas. Ademas, tanto flufenoxuron como
piriproxifen mostraron tendencias similares para la disipacion de residuos en pimiento
durante el intervalo de tiempo previo a la cosecha. Debido a una acelerada degradacion
de los residuos de lufenuron en pimiento y de piriproxifen en calabacin, no se encontraron
niveles de estos compuestos en las mugstras de campo, cuando se aplicaron bajo normas
de BPA. Las diferencias en los niveles de residuos de piriproxifen n calabacin y pimiento
se pusde explicar por las diferencias en las dosis de aplicacion {3.125 vy 892,85 |/ha,
respectivamente) y los cultivos (mayor proporcion de superficie/masa en pimiento gue en

calabacin), a pesar de el hecho de que la dosis aplicada fue la misma (0,05%).

En el segundo tratamiento en el momento de la cosecha y el musstreo 2 horas
mas tarde, tratando de reproducir una situacion de peligro parm el consumidor, se
obtuvieron aproximadamente los mismos niveles que el dia de la aplicacion del primer
tratamiento (concentraciones residuales en las hortalizas inferiores al LQ). Solo se
encontraron residuos superiores al LQ pam flufenoxuron en pimiento (0,06 mg/kg). Por lo
tanto, incluso en las condiciones menos favombles para la cosecha no hubo infraccion de

los LMR. En el proceso de congelacion v almacenamiento, las hortalizas con niveles
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superiores al LQ, caso de flufenoxuron en pimiento bajo CPA, después de la primera etapa
o lavado inicial, el nivel de residuos disminuyd por debajo del LQ. De este modo, el
proceso de congelacion contribuyd a la disipacion de los residuos en el producto

elaborado.

Los niveles de residuos obtenidos en los estudios de campo de lechuga vy pepino
revelaron diferencias significativas en la disipacion entre hortalizas de hoja v cucurbitaceas
de piel comestible. Aunque las dosis aplicadas fueron similares en lechuga y pepino (854.5
v 836,2 IYha, respectivamente) para la misma concentracion de plaguicida (0,075%), los
niveles de residuos fueron claramente inferiores en el segundo. Esto se debe a las
diferentes morfologias de los dos tipos de hortalizas. La morfologia del pepino hace gue la
adsorcion del insecticida sea mas dificil que en las hojas de la lechuga. Asi pues, los
factores ambientales pudieron teprer ura mayor incidencia en la degradacion del
compuesto en el peping que en la lechuga. Por otra parie, 2l pepino mugstra un mayor

factor de dilucion en su crecimiento que una hortaliza de hoja como la lechuga.

Los resultados indican que los residuos de flufenoxuron encontrados a plazo de
seguridad, para los tratamientos realizados bajo BPA, cumplieron los LMR pemnitidos, Al
considerar los niveles de residuos hasta la cosecha, v teniendo en cuenta que £l plazo de
seguridad parmm estas horalizas es de 7 dias, los resultados obtenidos muestran gue
flufenoxuron es un producto de rapida degradacion y baja persistencia en estos alimentos.
Los niveles de residuos obtenidos para el segundo tratamiento fueron aproximadamente
los iniciales del primer tratamiento. En los ensayos de campo bajo CPA, solo flufenoxuron
presentd un nivel en lechuga (1,14 mg/kg) cercano a su LMR {1 mg/kg). Cabe remitirse a
la interpretacion que realizan los Estados miembros de la UE en cuanto a la evaluacion de
residuos en  alimentos, indicandose urma  incertidumbre  por defecto del 50%
{comespondients al 95% de nivel de confianza) para estos casos, a falta de una
estimacion mas concreta y siempre que los criterios de calidad analitica se hayan cumplido
{DG SANCO, 2007). Por lo tanto, podria no considerarse este nivel como una infraccion del
LMR. Definitivamente, el proceso de elaboracion de productos de cuarta gama contribuyo

eficazmente en la desaparicion de los residuos en aquellas mugstras que presentaron
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niveles superiores al L al comienzo del proceso, caso de flufenoxuron en lechuga para las
dos practicas agricolas; principalmente mediante el lavado inicial o primera etapa del
proceso. Durante el periodo de almaceramiento, no se apreciaron  variaciones

significativas en los residuos de flufenoxuron en los productos elaboradaos.

Se debe senalar que las diferencias en los niveles de flufenoxuron encontrados en
lechuga y pimiento se deben a diferencias morfologicas entre los cultivos. Pimiento
presenta menoras niveles que lechuga porgue su factor de dilucion es mayor v porgue la
la fijacion en el fruto es mas dificil, v por tanto la incidencia de los factores ambientales en
la desaparicion del residuo es mayor, a pesar de gue la tasa aplicada fue mayor en
pimiento {3.125 I/ha) que en lechuga (854,54 I/ha) para una misma dosis del ingrediente
activo {0,075%).

Mo se detectd biodisponibilidad in vitro de los insecticidas a partir de muestras que
contenian los niveles de residuos determinados tras los tratamientos fitosanitarios y/o
procesado. La dialisis comenzo a niveles que en ningln caso presentaban las mugstras (5

mg/kg).

En los ensayos de biodisponibilidad in vitro, se observd que la dialisis de
piriproxifen comenzo a distintas concentraciones para calabacin y pimiento, encontrandose
en calabacin menor efecto matriz que en pimiento para este compuesto. En cambio, se
observd que la dialisis de flufenoxuron comenzd a la miema concentracion en lechuga y
peping, v que para concentraciones iguales de la muestra, los valores de dialisis son muy
similares. Sin embargo, comparando los valores de dialisis de flufenoxuron entre las tres
hortalizas donde se estudid, se demuestra gue en pimiento disminuye su capacidad de

dialisis frente a lechuga v pepino.

Todas las hortalizas impidieron significativamente la dialisis de los tres compugstos,

en comparacion a cuando €stos se ensayaron en disolvents,
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Entre los tres productos, piriproxifen es el compuesto donde mayor indice de
biodisponibilidad it vitrp se observa. Parm una misma matriz, pimiento, piriproxifen
presentd un valor medio de porcentaje de RCI dializable & veces superior al de lufenuron y

&ste 2 veces superior al de flufenoxuron.

Los resultados indican que la biodisponibilidad de los compuestos esta influida por
su naturaleza quimica, concentracion en la muestra, caracteristicas de la matriz donde se

estudia ¥ selectividad de la membrana de dialisis.

En los estudios de consumo realizados con los datos proporcionados por el INE se
obtiene un factor de seguridad de 122 entre la IDA e IDE de cada producto pama las
hortalizas seleccionadas. Con las encuestas practicadas, este factor se queda en B1,
debido a diferencias metodoldgicas entre ambas estadisticas. Por tanto, ambos calculos
indican un factor de seguridad muy amplio entre la ingestidn de estos productos y su
riesgo de toxicidad cronica para un consumidor que abarca todas las zonas de residencia v

principales grupos de poblacion,

4.1.6. PRODUCCION CIENTIFICA.

4.1.6.1. COMUNICACIONES & CONGRESOS.

Paya, P., Mulero, 1., Oliva, 1., Barba, A., Morillas, 1., Zafrilla, P. 2006, In vitro
availability of insect qrowth reguiators from vegetables. 58 International Symposium on
Crop Protection, Ghent (Belgium).

Mulero, 1., Paya, P., Oliva, 1., Barba, A, Morillas, 1., Zafrilla, P. 2005 Fstudio de
biodisponibifidad  "in vitro™ de insecticidas reguladores del crecimiento en cultivos de

hortafizas, 1 Congreso Intemacional de Seguridad Alimentaria, Murcia (Espana).
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Paya, P., Oliva, 1., Barba, A.,, CAmara, M.A. 2005. Analtical methodology for the
control of fenoxycarb, flufenoxuron, lufenuron and pyriproxifen residues by HPLC-DAD, 44
Intemational Symposium of Pesticides in Food and the Environment in Mediterranean
Countries and MGPR Annual Meeting 2005, Aydin (Turkey).

Paya, P., Oliva, 1., Barba, A., Camara, M.A. 2005. Disappearance of three IGRs
residues in pepper and zucchini by vegetable freezing. 40 International Symposium of
Pasticides in Food and the Environment in Mediterranean Countries and MGPR Annual
Mesgting 2005, Aydin {Turkey).

Paya, P., Oliva, 1., Barba, A., Camara, M.A. 2005, Inflvence of modified atmosphere
processing (MAFP) In the efimination of IGRs residues in cucumber and lettice. 4t
Intemational Symposium of Pesticides in Food and the Environment in Meditermnean
Countries and MGPR Annual Meeting 2005, Aydin (Turkey).

4.1.6.2. ARTICULOS CIENTIFICOS.

Paya, P., Mulero, 1., Oliva, 1., Barba, A., Morillas, 1., Zafrilla, P. 2006. I vitro
avaliabitity of Insect growth regulators from vegetables. Comm. Appl Biol. 5ci, Ghent
University, 71(2B), 519-553.

4.1.6.3. CAPITULOS DE LIBRO.

Mulero, 1., Paya, P., Oliva, 1., Barba, A, Morillas, 1., Zafrilla, P. 2005. Fstudio de
biodisponibifidad  "in vitro” de insecticidas reguladores del crecimiento en cuftivos de
hortatizas. En: Libro de actas I Congreso Internacional de Seguridad Alimentaria, ISEN 84-
923537-8-3. Ed. Ikre. Colegio Oficial de Veterinarios de la Region de Murcia, Murcia,
Espana, pp. 107,
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4.2. PERSISTENCIA, DEGRADACION Y BIODISPONIBILIDAD
IN VITRO DE FENOXICARB, FLUFENOXURON, LUFENURON Y
PIRIPROXIFEN EN MANDARINA Y NARANJA Y 5US
PREPARADOS EN CONSERVA Y ZUMO.

Los citricos {frescos o refrigerados) son el segundo grupo de alimentos al que las
familias espafolas destinan mas dinero anualmente (1.107.209.120 €), dentro de las
frutas y hortalizas, segin la ukima encuesta de gasto familiar (INE, 2005). Si se
consideran las estadisticas de produccion del MAPA, se observa que paa mandarina y
naranja la produccion ha aumentado significativamente an los (ltimos anos (1990-2005),

hasta llegar en 2005 a cantidades del orden de 2-10° Tm {MAPA, 2006b).

En la Region de Murcia, los citricos suponen el 50% de los cultivos lehosos, con
una produccion de 818.119 Tm anuales aproximadamentz v por tanto son base de
nuastra rigueza comercial, segln datos de la Consejerda de Agricultura v Agua de la
Comunidad Autonoma de Murcia en el 2003 (CARM, 2006). Dentro de ellos, los de mayor

produccion, son, por este orden, el limonero, el naranjo y el mandarino.

El Departamento de Agricultura de EE.UU. en sus estimaciones del afo 2005 sobre
el consumo per capita de alimentos frescos y procesados, referidos a peso fresco
equivalente para la poblacion estadounidense, establecio que una persona consume al ano

36 kg de naranja € hibridos, de los cuales el 869 los toma en procesado y €l resto en
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fresco. El consumo de mandarinas € hibridos par capita anual es 1,6 kg, de los que se
consumieron el 70% en fresco v el resto como procesado. Ademas, se destaca como
forma de procesamiento la elabom@cion de zumo de naranja (USDA, 2007b). Podemos
considerar, por tanto, que la ingestion de zumos de namanja vy mandarina en la dicta
habitual es elevada y justifica la necesidad de conocer la exposicion del consumidaor a los

residuos de plaguicidas presentes en ellos,

Esta experigncia tiene por finalidad el estudio de los residuos de fenoxicarb,
flufenoxuron, lufenuron y piriproxifen en los cultivos de mandarina v naranja, tanto en la
fase de campo como durante su transformacion en conservas ¥y zumaos, pama finalmente

evaluar el riesgo toxicologico que supondria para el consumidor.,

4.2.1. ESTUDIOS DE CAMPO Y PROCESADAQ.

En los ensayos supervisados de campo, se aplicaron los productos fitosanitarios
autarizados para ambos cultivos: flufenoxuran, lufenuron, pinproxifen y fenoxicarb {MAPA,
2008a). En l|a Tabla 4.16 se resumen las caracteristicas mas significativas de los

formulados utilizados.

Tabla 4.16.- Caracteristicas de registro de los plaguicidas estudiados en diricos

RCI Formula Plaga Dosis LMR PS
(m.a.) (%) | (mg/kg) | (dias)
Fenoxicarb Insegar | Caparreta, pinilocnisiis, pigjos 0,02-0,06 2 45
Fufenoxuron | Cascde ﬁkcaroE, phvifocnistis 0,025-0.1 0,3 28
Lufenuron Match Mosa blanca, pfyillocnistis 0,1-0,15 0,3 28
Piripraxifen Atominal Caparreta, piojos, serpeta 0, 025-0,075 0,5 30

m.d.; Materia activa, P5: Plazo de seguridad,

Las parcelas experdmentales ubicadas en fincas productoras de la Region de
Murcia, seleccionadas como representativas del cultivo, fueron divididas en un area control
v un area de aplicacion. Las parcelas control estaban situadas lo suficientemente cerca de
las parcelas tratadas como para garantizar idéntico cultivo v condiciones climaticas, pero
suficientemente separadas para excluir cualquier riesgo de contaminacion cruzada
procedente de la aplicacion. Las camacteristicas de las parcelas utilizadas se exponen en la
Tabla 4.17.
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Tabla 4.17.- Caracteristcas de 135 parcelas experimentales.

Arbol Mandarino Naranjo
Forma de Cultivo Airg libre Airg libre
Siembra Injerto Injerto
Antigiiedad {afios} 5 10
Localizacion Cabezo de Torres (Murcia) | Casas Nuevas (Murcia)
GPS (9N; "W, m} 38,0348; 1,11534; 72 37.86426; 1.32863; 168
Area {m?} 27 49 5
Marco (m) 1,5x3 45x55

El muestreo de las parcelas se realizo al azar, tomando muestras representativas
de las parcelas en su totalidad, incluyendo tanto frutos cubiertos por hojas como aquellos
mas expuastos a la luz, evitandose los puntos de inicio v final de la aplicacion por posibles
derivas. Las muestras fueron recogidas con medidas adecuadas de proteccion, evitando
contaminaciones entre areas v procurando una minima manipulacion. Se muestred en
orden creciente de dosis de aplicacion, de marera que primero se tomd mugstra en el
area control v después en el area de aplicacion. Una vez recogidas, fueron envasadas en
bolsas opacas de polictileno inequivocamente identificadas. Durante el tmansporte al
laboratorio, las bolsas se mantuvieron a temperatura ambignte, en posicion estable,
protegiéndolas de golpes ¥ se evitd su exposicion directa a la luz. Se recogieron 2 kg de
frutos por muestra, resultado de al menos 12 unidades procedentes de mas de 4 arboles
por area de ensayo, de acuerdo con las recomendaciones de FAOQ para la realizacion de
ensayos supervisados para estos cultivos (FAD, 1990), excepto en el caso de la muestm

dedicada a la industrializacion para la que se recogieron 10 kg.

Los primeros ensayos supervisados realizados en las parcelas fueron siguiendo el
codigo de BPA (FAQ, 2003b; CARM, 2003). Pama ello, se respetaron dichas normas vy las
dosis y plazos de seguridad registrados en cada caso. Las dosis aplicadas se encontraban
situadas en el punto medio o maximo del intervalo permitido por el MAPA. Las dosis de
aplicacion de piriproxifen, flufenoxuron, lufenuron v fenoxicarb en ambos cultivos fueron
0,05%, 0,05%, 0,15% v 0,04%, respectivamente. Se realizd un muestreo perddico desde
el momento de la aplicacion hasta transcurrido el plazo de seguridad pemitido. La primema
muestra se recogio 2 h despues de la aplicacion, considerado como tiempo de secado para

que el producto quede fijado en la planta. En la toma de muestra a plazo de seguridad, se
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recogid una muestra adicional que seria sometida al procesado alimentario. Se registraron
las condiciones ambientales mas relevantes para el tratamiento como temperatura

ambigntal ¥ humedad relativa.

En los ensayos suparvisados en situacion de CPA, se introdujeron dos condiciones
criticas desde el punto de vista de la presencia de residuos en los cultivos: por un lado, en
el dia que cumplia el plazo de seguridad en el ensayo bajo BPA, y una vez que éste habia
finalizado, se aplicaron de igual forma las dosis anteriores sobre los cultivos y por otro, se
recogieron muestras 2 h después; una destinada al analisis en el laboratorio v otra gue
ingresara en &l procesado alimentario, de manera que no se respetaron los plazos de

seguridad preceptivos en ningdn caso,

Las condiciones en las que se practicaron ambos tipos de ensayo se pueden

gbservar en Ia Tabla 4.18,

Tabla 4.18.- Condiciones de los ensayos realizados bajo BPA v CPA en citricos.

Dosis T8 Humedad Muestreo
Cultive V(1) (Ifha) (°C} (/) (dias)
BPA | CPA |BPA[CPA|BPA | CPA BPA | CPA
Mandarina | 25,6 | 13062 | 13062 | 21 | 22 | 80 29 | UET A2,
’ ’ ’ 28-30-45
j 0-3-7-14-21-
Naranja | 25 | 16835 (16835 | 18 | 7 | 63 57 eyl

Diversos autores han confirmado el efecto de los procesos de pelado v lavado, asi
como de los que implican cambios de temperatura (esterilizacion y pasteurizacion), en la
desaparicion de los residuos de plaguicidas en los alimentos, ya que suelken suponer la
separacion de los depositos de los compuestas y/o la destruccion de su molécula {Coscolla
vy Coscolla, 2006; Timme y Walz-Tylla, 2004; Chavarri e al., 2005); por ello, a
continuacion se estudian las variaciones gque sufren los residuos de los insecticidas
seleccionados como consecuencia de los procesos de industdalizacion a los que se

someten las citricos.
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Las experiencias de procesado y manipulacion para obtener conservas y ZUmos se
realizaron tal y como lo hace la industria alimentaria, separadamente para cada cultivo y
cada tipo de trammiento en origen, siempre en orden creciente de dosis de aplicacion,
para gvitar riesgos de contaminacion. La elaboracion de conserva de mandarina se realizo
en la planta industrial piloto qua posee el Centro Tecnologico Nacional de la Conserva de
la Region de Murcia. El zumo de naranja fug elaborado a escala de laboratorio. En todos
los casos se respetaron las condiciones de asepsia requeridas en cuanto a material v
personal para procesos de transformacion alimentaria de este tipo. Los procesos fueron
secuenciales, recogiendo una muestra de 1 kg en cada etapa influyente en la disipacion de

residuos.

La elaboracion de conservas de mandarina incluyd una fase de pelado vy desgajado
manual, seguida de Bvado con agua osmatica; una fase de pelado quimico, consistente en
un lavado con solucion de HCI 0,29 a 30 C durante 35-40 min; tres lavados con agua
osmdotica; lvado con solucidn de NaOH 0,2% a 34 °C durante 15 minutos vy cuatro
lavados con agua osmotica; embotado de los gajos de mandarina limpios (290 g) con &l
liquido de gobierno, almibar a 26 ®Bx en caliente (95 2C), junto con acido citrico 1 %, v
finalmente, esterilizacion de las conservas durante 10 min a 87 °C. El proceso de
elaboracion del zumo de namnja consistio en cepillado v lavado de las naranjas;
exprimido; tamizacion del jugo por 0,25 mm de luz; pasteurizacion durante 5 min a 85 °C;
embotellado y enfriamiento con agua a temperatura ambiente. En las Figuras 4.19 y 4.20

58 muestran esquemas de ambos procesados,
Los productos elaboradaos fueron conservados durante su vida Util en lugar fresco y

seco. Durante este periodo, los productos fueron muestreados y analizados, tomando 1 kg

por muestra.
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Figura 4.20.- FRboracion industrial de zumo de naranja 8 escala de Bboratorio
4.2.2. ANALISIS DE RESIDUOS.

En este apartado s2 muestran los resultados de los analisis de residuos realizados
en las experencias de campo y de procesado, junto con los valores de la validacion

analitica y de los controles de calidad.

4.2.2.1. VALIDACION ANALITICA.

La metodologia analitica, basada en una extraccion en fase solida y determinacion
por CL-DAD, fue validada teniendo en cuenta los criterios descritos en la Guia SANCO v la
norma intemacional IS0 17025:2005 (IS0, 2005; DG SANCO, 2007). En todos los casos, &l
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LQ se fijo en 0,1 mg/kg v el LD} estuvo comprendido entre G,8 v 1,6 ng, tal vy como se
muestra en la Tabk 4,15,

Tabla 4.19.- { imites de defeccion y cuantificacion en citricos,

Matriz RCI LD {ng} LOr (mafkq} LQe{ma/ka}
Fenoxicarb 1,61 0,14 0,10
Mandarina Lufenuron 1 0,08 0,10
Piriproxifen 1,22 0,10 0,10
Flufenoxuron 1,22 0,10 0,10
Fenoxicarb 1,61 0,14 0,10
Naranja Lufenuron 1,21 0,10 0,10
Piriproxifen 141 0,12 0,10
Flufenoxuron 0,81 0.07 0,10

Ly establecido tedricamente, L, fijado experimentalments

La linealidad de respuesta del detector se estudio en el intervalo de concentracion

de 0,1-2 mg/kg para ambas matrices. 5 emplearon multipatrones para fortificar las

muestras €n blanco previamente analizadas. En ambas matrices, la precision y exactitud

fueron estudiadas en 0,1 mg/kg v 2 mg/kg con cinco réplicas por nivel y analogamente se

realizd con patrones. En la Tabla 4.20, se mugstran los resultados obtenidos,

Tabla 4.20.- Resuffados de Ia validacion analfica en citricos

Matriz/ Parametros RSD RSD In_tr_a_— Recu per_acién
Plaguicida { %o} Repetibilidad | Reproducibilidad Media
Nivel (ppm} | 0,1-2 | 0,1 2 0.1 2 0.1 2
Fenoxicarb 1,2 0.4 1,2 04 - - - -
Patron en Flufenoxuron 1,8 0,3 1,5 0,4 - - - -
disolvente Lufenuron 1.5 0,1 1,9 0,2 - - - -
Piriproxifen 0.9 0,2 1,1 0.3 - - - -
Fenoxicarb 82 4,3 12,4 4.8 87,6 734
Mandarina Flufenoxuron 16,7 4.4 6,2 3.6 85,7 71,7
Lufenuron 16,1 3.5 7.7 1,8 79,3 71,7
Piriproxifen 6,0 2.6 8.5 2.2 1264 793
Fenoxicarb 13,0 8,9 2,1 11,6 102,81 75,0
N . Flufenoxuron 16,7 6,6 18,2 7.5 87.3 73,0
aranj Lufenuron 65 | 56 6,5 13,8 | 86,5 | 727
Piriproxifen 7,2 9,1 17,2 74 10,5 7758
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Como podemos comprobar, los niveles validados (0,1 v 2 mg/kg) cubrieron los
LMRs fijados para mandarina v naranja {0,3-2 mg/kg). El LY (0,1 mg/kg) fue para todas
las combinaciones plaguicidas-matriz siempre igual o inferior al LMR perinente. Los
coeficientes de correlacion lineal fueron del 100%, indicando una respuesta lineal del
detector adecuada para cada phguicida en el intervalo analitico estudiado. La precision en

patrones fue muy consistente, siendo &l RS0 menor del 2% en todos los casos.

La repetibilidad en muestras fortificadas presentd valores de RSD inferores al 20%,
con la mayoria de éstos inferiores al 10%. La recuperacion media s mantuvo
mayortariamente entre 70-120%, con un valor minimo de 71,7% para flufenoxuron y
lufenuron en mandarna a 2 mg/kg v un maximo de 126,4% para piriproxifen en
mandarina a 0,1 mg/kg, cuyo valor fue el Unico que rebasd ligeramente el limite superior
del criterio de aceptacion. Sin embargo, este resultado se considerd valido teniendo en
cuenta la gran carga de interferentes de la matriz y su gran consistencia en Ia
recuperacion (RSD = 6%). Finalmente, los valores de RSD en la reproducibilidad intra-
laboratorio de las fortificaciones fusron menores del 20%, con la mayor parte inferdores al
10%, aungue flufenoxuron v pirdproxifen en naranja al nivel de 0,1 mg/kg presentaron un

valor cercano al 20%.,

4.2.2.1.1. Controles de calidad.

En todos los casos, las recuperacionss de los controles de calidad estuvieron
comprendidos entre 70-120%, destacando las altas recuperaciones, proximas al 120%, de
piriproxifen en naranja y mandarina y fenoxicarb en namanja al nivel de 0,1 mg/kg. En la

Tabla 4.2 1, se pueden observar los valores medios.

Tabla 4.21.- Media de los resufiados de los confroles de @alidad analizados en el labora forio.

Control de Nivel Recuperacion media (%)
calidad {mg/kg} | Lufenuron | Piriproxifen | Flufenoxuron | Fenoxicarb
Mandaring 0,1 85 9 118,6 94,5 90,7
2 73,1 79.0 71,1 72,2
Naranja 0,1 741 119.0 82,1 1185
2 745 73,5 70,7 78,9
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Las inyecciones de blancos de matriz v disolvente v una adecuada calibracion
durante los analisis de las muestras confirmaron la ausencia de contamiraciones o

interfarencias.

4.2.2.2. RESIDUOS EN PRODUCTO FRESCOD.

La Tabla 4.22 muestra los resultados de los residuos de RCIs encontrados en los

productos en fresco durante los ensayos de campo.

Tabk 4.22.- Residuos de RCIs encontrados en los cuftivos de mandaring y nam@nja durante fos
ensayos de campo supervisados cuando se aplican BRA v (PA.

Ensayo de campo BPA CPA

Muestra (mg/kg} 2h | 3d | 7d |14d |21d | P5* | 2h
Fenoxicarb/Mandarina | 022 | 0,19 | 0,17 [ 0,16 | 0,12 | 0,10 | 0,24
Lufenuron/Mandarina <l <R[ <Ll | <LQ | <L [ <LO[0,19
Piriproxifen/Mandarina a1 (0,11 (0,11 16,10 | 0,10 | 0,10 [ 0,18
Flufenoxuron/Mandarina | < LQ | < 1LQ | <1 | <1Q | < LO | < LOQ | 0,10

Fenoxicarb/Naranija 0,19 [ 0,15 [ 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10 [ 0,35
Lufenuron/ Naranja <Ll <Ll [ <l | <LlQ| <L | <L |[055
Piriproxifen/ Naranja 0,17 [ 0,16 [ 0,15 | 0,13 | 0,10 | <LQ (0,17
Flufenoxuron/Naranija <L <[ <l | <lQ | <L <LQ (0,10
* Plazo de seguridad.

En condiciones de BPA, no se supermron los LMRs fijados para los plazos de
seguridad establecidos en ningun caso. Igualmente ocumid en la situacion de CPA, aungue
en el caso de Wfenuron en naranja la concentracion fue casi el doble del LMR
correspondiente {0,3 mg/kg), pero aplicando las condiciones de incetidumbre de SANCO
(DG SANCO, 2007), no rebasaria el LMR. Asimismo, s2 debe destacar gque no se
encontraron residuos de lufenuron v flufenoxuron iguales o superiores al LQ) a o largo del
ensayo bajo BPA, en ambos cultivos. En cambio, si se encontraron todos en la aplicacion

bajo CPA.

En las Figuras 4.21, 422, 423 v 4 24, se muestan las representaciones de las

curvas de disipacion de los residuos encontrados.
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Figura 4.21.- Curva de disipacion def residuo de fenoxicarb en ef cufiivo de mandaring durante el
plazo de sequridad previo 4 I cosecha en aso de un Fatamiento realizado con BPA
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Figura 4.22.- Curva de disipacion def residuo de piriproxifen en el culftivo de mandaring durante el
plazo de sequridad previo 4 I3 cosecha en aso de un Fatamiento realizado con 8PA
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Figura 4.23.- Curva de disipacion del residuo de fenoxicarb en el cultive de naranja durante el
plazo de sequridad previo 4 I3 cosecha en so de un Batamiento realizado con 8PA
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Figura 4.24.- Curva de disipacion del residuo de piriproxifen en el cultivo de naranja durante el
plazo de sequridad previo 4 I3 cosecha en so de un Batamiento realizado con 8PA

En las Figuras 4.25, 4.26 y 4.27 se representan las rectas de regresion en funcion de los

datos obtenidos. Para todas ellas, los coeficientes de correlacion fueron superiores a 0,9,

Regresiin kegaritmica de bs residucs de fencuicarb 2n mandarina

InC= -1,613- 001767t

-1,24 —— Regressian
—— 9%l
-1,44 458 PI
=,
» e 5 0092044
R-5q 92,3%
R-&q(adi) 90,4%

T T T T T T
0 10 20 30 40 50

t (dias)

Figura 4.25.- Modelo de disipacion exponencial para fos residuos de fenoxicarb en mandaring
O Corpentracion (mado. | Tempe (d). €1 Infervaln de eonfianza. PIL Inker valo de prediceion. S; varinza R-5a;
Cheficiente de regreston, B-Safadl), Coeficlente de regresion afustaco.
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Regrasidn lineal de los residuos de fenoxicart en naranja
C= 0,1B95 - 0,0284
0,22 —— PRegresion
_— % 1
D,ED- 5% PI
=1 00011525
11184 R-59 L0007
' R-5qadj) 93,%%
iia 016+
E 11,14+
]
124
0,104
11,08
T T T T T T T T
I 1 2 3 4 5 & 7
t (dias)

Figura 4.26.- Modelo de disipacion linea! para los residucs de fenoxicarb en narama
O Corpeniacian (malel £ Tiempe (d). €1 Infervaln de eonfianza. PL Intervalo de prediceion. S; Varianza R-5q;
Crasficierte de regresian, R-Safadl), Coeficiente e regresian afusiaco.

Regresian linzal de los resid uos de piriproxifen 2n naranja

C=0,1712- 0003241

——— FRegressian
0,13 —— 95% I
5% PI
5 0,0033218
0 164 R-59q EUREL
! R-Sqladi) a9 6%
% 0, 145
[
0,12
0, 10

T T
o 5 10 15 20
t (dias)

Figura 4.27.- Modefo de disipacion lineal para los residuos de piriproxifen en naranja
O Conpeniracian (mafel. £ Tiempe (d). €1 Infervaln de eonfianza. PL Inkervalo de prediceion. S; Varianza R-5q;
Creficiente de regrestan, B-Safadl), Coeffclente de regresion afustaco.
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Se ha encontrado un modelo de disipacion exponencial (R? = 92,3%) de baja
pendiente {-0,01767 d') para los residucs de fenoxicarb en mandarina. Para los residuos
de piriproxifen en este cultivo no se encontrd ninguna regresidn, ya que describen una
asintota paralkela al gje de abcisas con un valor medio de 0,105 mg/kg. Los primeros datos
de fenoxicarb en naranja, correspondientes a los 7 dias iniciales, se ajustaron a un modelo
lineal de disipacion (R° = 100%) de baja pendiente (-0,01284 d'Y), aunque los siguientes
describieron una asintota respecto a abcisas con un valor de 0,1 mg/kg. Para piriproxifen
en naranja, se encontrd un modelo de disipacion lineal (98,9%) también de baja

pendiente (-0,003241 d'4).

En la Tabla 4.2 3 se muestran los parametros de disipacion encontrados de acuerdo

£on estos modelos.

Tabla 4.23.- Parametros de I3 disipacion encontrada en citricos.

i S R CG Vd t1;z

Muestra Ecuacion de disipacion ( rkg) (d'l) (d}
Fenoxicarb/Mandarina C = 0,20 g0L71871 0,20 0,01767 | 39
Piriproxifen/Mandarina -- - - --
Fenoxicarb/Naranja C=0,1895-0,012841 0,19 0,01284 7
Piriproxifen/MNarania C=0,1712 -0,003241 t 0,17 0,003241 26

T = Concentracidn inicial, Wy= Velocidad o tasa de disipacidn, £, = Tiempo de vida media,
*valor cakulade para la ecuacidn lineal g2 la curva.

La curva de disipacion de fenoxicarb en mandarina muestra una primera etapa de
degradacion lenta v un punto de inflexion gue introduce una etapa de persistencia, en la
que la concentracion del residuo disminuye tambign lentamentz. Esta cingética se ajusta a
un modelo de disipacion exponencial, ¥ se puede decir que globalmente lo que ccune es
una degradacion del residuo a una velocidad de disipacion muy baja {(0,01767 d™4), tipico
de un metabolismo vegetal lento, ya que por la liposolubilidad del fenoxicarb y la
naturaleza lipofilica de la corteza de mandarina, los residuos quedan retenidos en las
vesiculas de esta parte del fruto, evitando parcialmente gl efecto metabdlico del vegetal v
las condiciones ambientales. Esto explicaria el alto tiempo de vida media del producto (39
d) y la disipacian paulatina de los niveles remanentes encontrados, ya que como se puede

observar en la Figura 4.28, las tasas de disipacion fueron muy bajas a lo largo del tiempo,
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siendo de un 13,6% en los tres primeros dias, 9,1% en los cuatro dias siguientes, 4,6% v
18,2% en las dos semanas posteriores, respectivaments, y un 9% en el Ultimo periodo,
alcanzando un nivel remanente alrededor del 50% a las tres semanas del ensayo que se

mantuvo practicamente constante hasta finalizar €l plazo de seguridad.

E Porcentaje remanenta de fencxicarh en mandaring

100, 0%

e wa
20,5

FTEN

=4, 5%

AL By
31 70

dlas 3 dias 7T dias 14 dias 2idias &5 dias

Figura 4.28.- Disipacion de los residuos de fenoxicart en el cuffivo de mandaring durante ef phzo
de sequridad previo a la cosedha en case de un tratamienio realizado con BPA

La disipacion de pidproxifen en mandarina esta representada por una asintota al
gje X, con un valor medio de 0,105 mg/kg, sin posibilidad de calcular regresion. Esta
tendencia indica una fase de persistencia clara, en donde la tasa de disipacion o pendiente
de la recta es nula. Por eso, los niveles emanentes permanecieron proximos al 100%
independientemente del tiempo, como s8 muestia en la Figura 4.29, a pesar de la
pequena disminucion (9,1%) que experimentaron a los 14 d, gque solo sirvio para bajar
hasta un 90,99, demostrando una efecto metabolico lento por parte del vegetal v baja
influencia de los factores ambientales, gque se explicara por €l almacenamiento del
plaguicida que se produce en las vesiculas oleosas de la conteza. En este caso, €l tiempo

de vida media seria indeterminado.
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m Porcentajeremanente de pirgroxifen en mandarina
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k% S, 5% S 5%
hclicrs 3 diac T dige T dig= 21 dias Alclias

Figura 4.29.- Disipacion de los residuos de piriproxifen en el cultive de mandaring durante el plazo
de sequridad previo a 1a cosecha en caso de un tratamiernto realizado con BPA

La curva disipacion de fenoxicarb en naranja se ajusta a un modelo lineal en los 7
primeros dias y después continla en una asintota al gje X, La primem parte comresponde
con un pericdo de degradacion rapido, lineal, v la segunda con un fendmeno de
persistencia. El tiempo de vida media (7 d) se encuentra situado en la fase degradacion
dando paso al periodo de persistencia. Los niveles remanentes, representados en la Figura
4,30, muestran como en los 7 primeros dias hay una degradacion del 47 4%, mayor que
en todos los casos anterores gque eran definidos por modelos exponenciales o asintoticos,

hasta gque se alcanza un nivel del 52,6%, que persiste hasta el plazo de seguridad.

La curva disipacion de piriproxifen en namanja se identifica con un modelo de
disipacion lingal. El tiempo de vida media se alcanza a los 26 d. Como se observa en la
Figura 4.31, los niveles remanentes disiparon lentamente con disminuciones del orden de
5,9%, 11,7% y 17,7% hasta el dia 21 del ensayo. En ese dia &l residuo era de 0,1 mg/kg
v una semana despugs, a plazo de seguridad, el nivel remanente era < LQ. Esta tendencia
indica una fase lenta de degradacion hasta niveles inferores al LQ, debido a la baja
influencia de los factores metabdlicos y ambientales, ya que el residuo se encontrara

almacenado en las vesiculas de la corteza del fruto.
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Porcentaje remearante de feroricart er naranja

100,00%

78.9%

1 il 52,6% 52,6% 52,6% 52 6%

Ddias 3 ks T dias T adaas 21 dias L5 dias

Figura 4.30.- Disipacion de los residuos de fenoxicarh en ef cultivo de naranfa durante ef plazo de
sequridad previo @ Ia cosecha en caso de un tratamiento realizado con BPA

B Porcentaje remanente de pirdiproxifen en naranja

100,0%

94, 1%
8E8.2%

T6.5%

eias Jdias 7 dias 1ddias 21 dias ldas

Figura 4.31.- Disipacion de los residuos de piriproxifen en el cultivo de naranja durante el plazo
de sequridad previo a I7 cosedha en caso de un tratamienio realizado con BPA
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En las Figuras 4.32 v 4,33, se comparan los niveles de residuos significativos entre
los supuestos de BPA v CPA. Se observa que en general la concentracion que se encugntra
en CPA g5 resultado de la concentracion remanente del fruto a plazo de seguridad y el
depdsito inicial de un tratamiento de estas caracteristicas.

CPAaE R

BF AF'S

RS2 E

i ad= 01 LI~ .2 0d= ns

B Foferamaran {ri'lg.‘?-: el Lefesamom [.--.E-_‘,I azh

B Pirigeesefere imgfle) 8 Seannicarh el

Figumm 4.32.- Comparacion de miveles de residuos entre B aplicacion bajo BPA v CPA en
marndaring {(Ps: plazo de sequridad)

CRA-2h
R

EPA-PS

2pra-2n

0 0.1 LI 2 i . AN

W iafenasurar fmad el 0 Lufenuron (eadied

B Firiprawifen ime’ke)] - @ renpricass e

Figura 4.33.- Comparacion de niveles de residuos enfre B aplicacion bajo BPA v CPA en narana
{P5: plazo de sequridad)

Finalmente, sz debe sefalar que no se detectaron residuos de los cuatro

compuestos £n ninguna de las musstras control,
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4.2.2.2. RESIDUOS EN PRODUCTOS ELABORADOS,

Mo se encontraron procesos de disipacion durante la transformacion alimentaria ni
en las muestras tomadas a los 3 y & meses del periodo de almacenamiento. Unicamente
se gbtuvieron residuos en la corteza de los citricos, subproducto de la etapa inicial de
pelado de ambos procesados, demostrando la retencion que ejerce esta parte sobre los
compuestos. Por lo tanto, lo que ocumid fue un efecto de concentracion de los residuos de
la cosecha en la corteza, quedando la parte comestible libre de éstos. En las Figuras 4.34

v 4 .35, se puede observar este efecto.

Caoncentracian [mafka)

Feroxicarb Flufernoxuron Lufenuron Firiproxifen

|DtosecheasRA MoteraBP A B Gosecha-GPA Blartera-OPA|

Figura 4.34.- Ffecio del pelado de I3 frufa en Ia conserva de mandaring

Para la muesta de mandarina bajo BPA, los residuos de fenoxicarb v pinproxifen
se concentraron 2,4 v 2,8 veces en la cortera respecto del nivel encontrado en el fruto
durante la cosecha. Para la muestra de CPA, este efecto de concentracion fue de 2,9 pam
fenoxicarb y 1,8 piriproxifen. Los niveles de residuos de lufenuron vy flufenoxuron
aparecieron en la corteza de mandarina en niveles de 0,3 mg/kg v 0,12 mg/kyg,
respetivamente, para las BEPA. En condiciones de CPA, flufenoxuran y lufenuron mostraron

concentracionas 2,3 y 3 veces mayores que b muestra de la cosecha, respectivaments,
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Concentracion [(madka)

1,2

Fenoxicarb Flufenoxuron Lufenuron Firiproxifen

[ Gosecha-ERA B Corer 5 EPA BICosecha-CRA B Corteza-CPA]

Figura 4.35.- Ffecip def pelado de 1 fruta en la elaboracion de zumo de naranja

Para la muestra de naranja bajo BPA, los residuos de fenoxicarb se concentraron
4.4 veces en la corteza respecto del nivel encontrado en el fruto durante la cosecha,
Ademas los residuos de flufenoxuron, lufenuron y pirproxifen aparecieron en la corteza en
niveles de 0,12, 0,29 v 0,44 mg/kg, respectivaments. Para la muestra de CPA, el efecto de
concentracion fue de 1,8 para fenoxicarb, 1,9 para flufenoxuron, 2 para lufenuron y 2,7

para piriproxifen.

4.2.3. DIALISIS EN PATRONES, CITRICOS FRESCOS Y PROCESADOS.

Se fortificaron blancos de ambas frutas al nivel medio de las cosechas (0,1 mg/kg),
sin resultado de dialisis para todos los plaguicidas. Tampoco se observo proceso de dialisis
en los blancos de conserva v zumo fortificados a este nivel. Al estudiar la dialisis de
fenoxicarb en estandares de similares concentraciones, como previamente se realizo para
flufenoxuron, lufenuron y piriproxifen, se observo que tampoco existian valores de dialisis
para los niveles = 0,1 mg/kg. Este proceso comenzo en 0,25 mg/kg vy continud hasta 1
myg/kg, siendo los porcentajes de dialisis < 13%, la cantidad dializada < 2 pg v
concentracion en el dializado < 0,3 pg/ml en todos los casos. Los resultados de este

estudio se exponen £n las Figuras 4.36, 4.37 v 4,38,
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Figura 4.36.- Didlisis de estdndares en @ntidades equivalentes a las encontradas de fenoxicarb
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Figura 4.37.- Porceniajes de didlisis de fenoxicarb en estdndares
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Figurm 4.38.- Concentracion de!l residuo de fenoxicarh en la membrana de didlisis de los

esfEndares
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Al aumentar &l rango de fortificacion en los citricos {1-100 mg/kg), se pudo
observar que la dialisis comienza en niveles inferiores para los preparados, vy ademas £€stos
presentan mayores valores de todos los parametros. Los resultados obtenidos permiten
establecer la siguiente secuencia de dialisis: fenoxicarb > pirproxifen > lufenuron =
flufenoxuron. En mandarina, la dialisis de fenoxicarb comenzo en 7 mg/kg en fresco y 1
mg/kg en conserva, piriproxifen a 60 mg/kg en consena vy para flufenoxuron vy lufenuron
no se encontrd dialisis. Los porcentajes de dialisis no superaron el 0,6% en fresco v 12%
en conserva, La concentracian del dializado fue inferior a 1,2 pg/ml en fresco v 30 pg/mi
en conserva. En naranja, la dialisis de fenoxicarb comenzo en 70 mg/kg en fresco y 28
mg/kg en zumo, piriproxifen a 70 mg/kg en zumo y para flufenoxuron y lufenuron si se
encontro dialisis en zumo, aungue en porcentajes bajisimos. Los porcentajes de dialisis no
superaron 0,6% en fresco v 7% en zumo. La concentracion del dializado fue inferior a 1,5
pg/ml en fresco v 17 pg/ml en zumo. Entre todas las situaciones, se encontro una mayor
cantidad dializada pam fenoxicarb en la conserva de mandarina. Los resultados se

presentan graficamente en las Figuras 4.39, 4.40 v 4.41,

Wariahle
2004 —— Fenasicarb-Mandarina Fresoa
—— Flutenoxuran-Mandarina Fresmo
Lufenuran-M andarina Fresca
—le - Piriproxifzn-Mandarina Fresco
Fenoxicarb-Caons=erva Mandarina
—a#— FlufemxumnrConszva Mandarina
1504 —9— Lufenumon-Comserva Mandarina
——F—- Piriprozifen-Consery 2 Mandarina
—M- - Fenoxicarb-Maranja F resoo
Flulznosuran-Maranja Fresco
—— Lufenuran-Naranja Fresco
1004 _ i Piriprazifen-Maranja Fresca
o —-4-- Fenpasicar-Zuma Maranja
.-'.. —dk - Flufenosuron-Zuma Maranja
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Figura 4.39.- Didlisis en cantidad encontrada en las muestras de ciiricos
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Figura 4.40.- Porcenizjes de didfisis en mandaring, naama y sUs prepaaaos

Se puede observar como al aumentar la concentracian inicial en la muestra, el
porcentaje de compuesto dializable no varda significativamente, excepto pam aquellas
muestras de gran concentracion en la conserva de mandarina, donde el proceso de dialisis
se vio favorecido por un importante efecto de difusion pasiva a favor de gradiente durante

las 2 horas que durd esta etapa.

A mayor cantidad de plaguicida sometida a digestion o mayor concentracion inicial
de |a muestra, mayor 25 la cantidad de plaguicida dializado. Asi, la concentracion de los
residuos en b membrana de dialisis depende exclusivamente de la concentracion de la
muestra 0 de la cantidad digerida de forma directa, ya gque el volumen del dializado no

varig significativamente entre muastras.
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Figura 4.41.- Concentracion de! dializado en mandaring, namnja v 5us preparados

4.2.4. ESTUDIO DE DIETAS Y CALCULO DE INGESTAS.

En las Tablas 4.24 v 4.25 se exponen los valores de consuma anual v diario de los

citricos estudiados segun el INE.

Tabla 4.24.-Valores de consumo anual para fos cifricos segin el INE.

€ = Consumao Anual (kg/persona - ano)
Ambito Mandarina Naranja Zumo
MNacional 551 2977 1,71
Murcia 343 23,63 1,06
Urbano 5,36 3042 2,08
Mo urbang 4.6 2908 131

Tabla 4.25.- vi3fores de consumo diario para los oitricos seqgdn ef INE,

C/D = Consumo Diario (kg/persona - dia

Ambito

Mandarina MNararja Zumo
Nadonal 1,51E-02 8 16E-02 4,68E-03
Muria 9,53E-03 6,47E-02 2,90E-03
Urbano 1.74E-02 8,33E-02 5,70E-03
Mo urbano 1.26E-02 797E-02 3,59E-03
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En la Tabla 4.26 se exponen los valores de la relacion entre la ingestion diaria
estimada v la diaria admisible (IDE/IDA) a partir de los datos de consumo del INE, 5e
puede comprobar que esta relacion 5 como maximo 1,39E-02, lo que supone un factor de
seguridad minimo de 72 en cuanto a la ingestion de estos insecticidas. Ademas, en

general la relcion es mayor a nivel nacional que local ¥ en el ambito urbano respecto al

na urbang.
Tabla 4.26- Relcidn IDE/IDA en os citricos 8 partiv de A5 estadisticas de consumo del INF,
IDE/IDA de Fenoxiarb
Ambito Alimento Mandarina Naranja Zumo

Fresco BPA 4,57E-(4 2,47E-03 -

Nacional Fresco CPA 1,10E-03 8,65E-03 -
Elaborado BPA 4,57E-4 -- 142E-4
Elaborado CPA 4,57E-(4 - 1,42E-(4

Fresco BPA 2,8%E-04 1,96E-03 -

Murc Fresco CPA 6,93E-04 6,87E-03 --
ureis Elaborado BPA 2 39E-04 = 8,80E-05
Elaborado CPA 2 ,89E-04 -- 8,80FE-05

Fresco BPA b 2BE-04 2,53E-03 --

Urbano Fresco CPA 1,27E-03 8,84E-03 -
Elaborado b ZBE-04 - 1,73E-04
Elaborado CPA 5 2BE-04 - 1,73E-4

Fresco BPA 3,82E-(4 2,41E-03 -

N ba Fresco CPA g,17E-04 8,45E-03 --
o Urano Elaborado BPA 3 32E-04 = 1,09E-04
Elaborado CPA 3,82E-(4 - 1,09E-04

IDE/IDA de Flufenoxuron
Ambito Alimento Mandarina Naranja Zumo

Fresco BPA 4,57E-04 247E-03 --

Nadional Fresco CPA 4 57E-4 247E-03 --
acona Elaborado BPA 4,57E-04 = 142E-04
Elaborado CPA 457F-04 -- 1,42E-04

Fresco BPA 2.85E-(4 1,96E-03 -

Murcia Fresco CPA 2,83E-(4 1,96E-03 -
Elaborado BPA 2,8%9F-04 -- 8,80FE-05
Elaborado CPA 2,83E-04 - 8,80E-05

Fresco BPA b ZBE-04 2,53E-03 -

Urbano Fresco CPA 52BE-04 2,53E-03 -
Elaborado 52BE-(4 - 1,73E-(4
Elaborado CPA 5, 28E-04 -- 1,73E-04

Fresco BPA 3,82FE-04 2,41E-03 --

No Urbano Fresco CPA 3,82E-04 241E-03 -
Elaborado BPA 3,82E-04 -- 1,09E-04
Elaborado CPA 3,82E-04 -- 1,09E-04
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Tabla 4.26 (cont.)- Relacidn IDE/IDA en los cifricos 8 partir de Ias estadisticas de consumo def

INE,
IDE/IDA de Lufenuron
Ambito Alimento Mandarina Naranja Zumo

Fresco BPA 4 ,57E-04 2,47E-03 -

Nacional Fresco CPA 8,69E-04 1,36E-02 --
Elaborado BPA 4,57E-04 -- 1,42E-(4
Elaborado CPA 4,57E-04 - 1,42E-04

Fresco BPA 2,89E-04 1,96E-03 --

Murci Fresco CPA 5,49E-(4 1,08E-02 -
ureis Elaborado 2 89E-04 ~ 8,80E-05
Elaborado CPA 2,89E-04 -- 8,80E-05

Fresco BPA 5,28E-04 2,53E-03 -

Urbano Fresco CPA 1,00E-03 1,39E-02 -
Elaborado BPA 5,28E-(4 -- 1,73E-(4
Elaborado CPA 5,28E-04 - 1,73E-04

Fresco BPA 3,82E-04 2,41E-03 --

No urbaro Fresco CPA 7,26E-(4 1,33E-02 --
Elaborado BPA 3,82E-04 - 1,09E-04
Elaborado CPA 3,82E-M4 -- 1,09E-04

IDE/ IDA de Piriproxifen
Ambito Alimento Mandarina Naranja Zumo

Fresco BPA 4,57E-04 2,47E-03 --

Nacional Fresco CPA 8,23E-04 4,20E-03 -
aaona Elaborado BPA 4,57E-04 = 142E-04
Elaborado CPA 4,57E-04 -- 1,42E-(4

Fresco BPA 2 ,B9E-04 1,96E-03 -

Murdia Fresco CPA 5,20E-(M 3,34E-03 --
Elaborado BPA 2,89E-(4 -- 8,80E-05
Elaborado CPA 2,89E-04 - 8,80E-05

Fresco BPA 5,28E-04 2,53E-03 --

Urbano Fresco CPA 9,50E-04 4,29E-03 --
Elaborado BPA 5,28E-04 -- 1,73E-04
Elaborado CPA 5,28E-04 - 1,73E-04

Fresco BPA 3,82E-04 2,41E-03 -

No Urbano Fresco CPA 6,87E-04 4,10E-03 --
Elaborado BPA 3,82E-(4 - 1,09E-04
Elaborado CPA 3,82E-04 - 1,059E-04

*En color amarills se identifican los resuttades caleulados con una concentracian de residoos hipotdtea igual al ug (0,1
mof ko) aungue esas muestras presentaron niveles inferiores 2n la realidad,

Respecto a los valores calculados segin las encuestas de habitos de consumo

realizadas en nuestra Region, en las Tablas 4.27 y 4.28 se exponen los consumos

calculados en funcion de raciones y semanas disponibles, tanto anual como diario.
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Tabk 4.27.- Consumo anual de los citrvicos a partir de 185 encuestas realizadas.

C = Consumo Anual (kg/persona ® afo)
Ambito Mandarina Naranja Zumo
Nifios 2,94 8,74 26,65
Adolescentes 2,35 11,44 27,3
Adultos 5,33 25,17 12,13
Edad avanzada 247 22,88 13,65

Tabk 4.28.- Consumo diario de los citricos @ partir de 1as encuesia s realizadas.

C/D = Consumo Diario (kg/persona " dia)
Ambito Mandarina Naranja Zumo
Mifios 8,07E-03 2,39E-02 7, 30E-02
Adolescentes 64A3E-03 3.13E-02 7ABE-02
Adultos 146E-02 b,o0E-02 3.32E-02
Edad avanzada b, 78E-03 b27E-02 3,74E-02

Finalmente, en la Tabla 4.29, se exponen los resultados de la relacion IDE/IDA,

calculada con los consumos valormdos por las encuestas, con resultados analogos a los

obtenidos anteriormeante, aungue €l valor maximo de la relacion en este caso fue 1,15E-02

v por tanto existiria un factor de seguridad minimo entre ingestion y riesgo toxicologico de

87. También se puede observar como los nifios representan &l grupo de poblacion mas

sensible en cuanto a la ingestion de estos residuos, ya la relacion IDE/IDA es mayor para

ellos. Ademas, en general los adultos presentan una relacion IDE/IDA mayor que la de

adolescentes v edad avanzada, v la de estos dos Ultimos suele ser de similar valor.
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Tabla 4.29- Relcidn IDEADA en citricos 2 partiy de 135 estadisticas de consumo de 85 encuestas.

IDE/IDA de Fenoxi@arb
Ambito Alimento Mandarina Naranja Zumo

Fresco BPA 4, 89E-04 145E-03 --

Nifios Fresco CPA 1,17E-03 5,08E-03 --
Elaborado BPA 4 B9E-04 - 4.43E-03
Elaborado CPA 4, 89E-04 - 4.43E-03

Fresco BPA 1,95E-04 9,50E-04 --

Fresco CPA 4,67E-04 3,32E-03 --
Adolescentes Elaborado BPA 1,95E 04 - 3. 27E-03
Elaborado CPA 1,95E-04 - 2,27E-03

Fresco BPA 4, 43E-04 2,09E-03 --

Adultos Fresco CPA 1,06E-03 7. 31E-03 --
Elaborado 4, 43E-(4 - 1,01E-03
Elaborado CPA 4, 43E-04 - 1,01E-03

Fresco BPA 2,05E-04 1,30E-03 --

Edad avanzmda Fresco CPA 4,93E-4 b,65E-03 --
Elaborado BPA 2,05E-04 - 1,13E-03
Elaborado CPA 2,05E-04 - 1,13E-03

IDE/IDA de Flufenoxuron
Ambito Alimento Mandarina Naranja Zumo

Fresco BPA 4, B9E-04 1,45E-03 --

NiF Fresco CPA 4, 89E-04 1,45E-03 --
Imos Elaborado BPA 4,89E-04 — 4.43E-03
Elaborado CPA 4, 89E-4 - 4,43E-03

Fresco BPA 1,95E-04 9,50E-04 --

Adole scertes Fresco CPA 1,95E-(4 9.50E-(4 --
Elaborado BPA 1,95E-04 - 2,27E-03
Elaborado CPA 1,95E-04 - 2,27E-03

Fresco BPA 4, 43E-(4 2,09E-03 --

AdUltos Fresco CPA 4 43E-04 2,09E-03 --
Elaborado 4, 43E-04 - 1,01E-03
Elaborado CPA 4,43E-4 - 1,01E-03

Fresco BPA 2,05E-04 1,30E-03 --

Edad avanzda Fresco CPA 2,05E-04 1,30E-03 --
Elaborado BPA 2,05E-04 - 1,13E-03
Elaborado CPA 2,05E-04 - 1,13E-03
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Tabla 4.29 (cont).- Relacion IDE/DA en cifricos 8 partir de I35 estadisticas de consumo de las

encuestas.
IDE/IDA de Lufenuron
Ambito Alimento Mandarina Naranja Zumo

Fresco BPA 4, 89F-04 1,45E-03 --

Nifios Fresco CPA g,29E-04 7,98E-03 --
Elaborado BPA 4,89E-(4 - 443E-03
Flaborado CPA 4, 89E-04 - 4,43E-03

Fresco BPA 1,95E-04 9,50E-04 --

Ad Fresco CPA 3,70E-04 b,22E-03 --
olescentes Elaborado 1,95E-04 — 2,27E-03
Elaborado CPA 1,95E-04 - 2,27E-03

Fresco BPA 4,43E-04 2,09E-03 --

Adultos Fresco CPA 8,41E-04 1,15E-02 --
Elaborado BPA 4,43E-4 - 1,01E-03
Flaborado CPA 4,43E-04 - 1,01E-03

Fresco BPA 2,05E-04 1,90E-03 --

Edad svanzmda Fresco CPA 3,590E-04 1,04E-02 --
Elaborado BPA 2,05E-04 - 1,13E-03
Elaborado CPA 2,05E-04 - 1,13E-03

IDE/ IDA de Piriproxifen
Ambito Alimento Mandarina Nammnja Zumo

Fresco BPA 4,89E-(4 1,45E-03 --

NiF Fresco CPA 8,80F-04 247E-03 --
nos Elaborado BPA 4,89E-04 = 4.43E-03
Elaborado CPA 4,89E-(4 - 4 43E-03

Fresco BPA 1,95E-04 9,50F-04 --

Adolescentes Fresco CPA 3,51E-4 1,61E-03 --
Elaborado BPA 1,95E-04 - 2,27E-03
Elaborado CPA 1,95E-04 - 2,27E-03

Fresco BPA 4,43E-04 2,09E-03 --

Adultos Fresco CPA 7, 97E-04 3,55E-03 --
Elaborado BPA 4,43E-04 - 1,01E-03
Elaborado CPA 4,43E-(4 - 1,01E-03

Fresco BPA 2,05F-04 1,90F-03 --

Edad avanzmda Fresco CPA 3, 70E-04 3,23E-03 --
Elaborado BPA 2,05E-04 - 1,13E-03
Flaborado CPA 2,05F-04 - 1,13E-03

*En color amarills se identifican los resuttades caleulados con una concentracian de residoos hipotdtea igual al ug (0,1
mof ko) aungue esas muestras presentaron niveles inferiores 2n la realidad,
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4.2.5. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos en la validacion del método, se puede afirmar
que el procedimiento aralitico es suficientemente preciso, sensible v exacto para el
proposito de esta expenencia, y cumple los requisitos establecidos en un rango analitico
suficientemante amplio para abarcar los niveles de residuos encontrados ((0,1-2 mg/kqg).
Por tanto, la metodologla desarrcllada fue eficaz para alcanzar el objetivo de esta

experiencia.

Todas las muestras de mandarnna procedentes del ensayo de campo bajo BPA
presentaron niveles residuales inferiores al LMR establecido. Bajo CPA, se obtuvieron
niveles resultantes de la suma de los iniciales bajo BPA v el deposito previo gque existia en
el vegetal a plazo de seguridad; siendo también inferiores a los LMR establecidos.
Fenoxicarb y piriproxifen mostraron procesos de persistencia en el cultivo durante el
amplic pbhzo de seguridad establecido pam estos productos, aungque en el caso de
fenoxicarb se observd una lenta degradacion. Por Ukimo, en el proceso industral de la
conserva, €l pelado de la fruta elimino los residuos de RCI para ambas practicas agricolas,
obtenigndose conservas sin presencia de residuos que fueron conservadas durante 6

meses.

Analogamente a la mandarina, todas las mugestras de raranja procedentes del
ensayo de campo bajo BPA presentaron niveles inferiores al LMR establecido. También
bajo CPA, se obtuvieron niveles resultantes de la suma de los iniciales bajo BPA y el
depdsito previo que existia en el vegetal a plazo de seguridad; siendo inferiores a los LMR
establecidos, aungue en el caso de lufenuron su residuo fue practicamente el doble del
LMR carespondiente, pero aplicando las condiciones de SANCO para residuos violativos,
no supemaria su tolerancia (DG SANCO, 2007). Fenoxicarb y piriproxifen mostraron lentas
degradaciones en &l cultiva durante &l amplio plazo de seguridad establecido para estos
productos, y en particular para fenoxicarb se observo una tendencia a la persistencia una

vez habia transcurrido la primera semana de las seis del ensayo.
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Finalmente, en &l proceso industrial de elaboracion de zumo, el pelado de la fruta
eliming los residuos de RCIs para ambas practicas agricolas, obteniéndose embotellados

sin presencia de residuos, que fueron conservados durante & meses,

A pesar de las lentas degradaciones y/o persistencia de fenoxicarb y piriproxifen
durante los plazos de seguridad, se obtuvieron disipaciones de un minimo del 50% entre
el valor inicial v final de los residuos, excepto en &l caso de piriproxifen en mandarina
dande fue de 9,1%. Flufenoxuron y lufenuraon presentaron residuos inferiores al LQ) desde

el principio del tratamiento bajo BPA.

Los analisis de residuos demuestran la retencion que se produce en la corteza de
los citricos de estos compueastos, lo gue supone un aspecto muy positivo de cam al riesgo
toxicologico del consumidor de estos alimentos; pero se debe teper en cuenta en las
industrias que emplean esta parte de los citricos, en la elaboracion de esencias,
fabricacion de piensos, preparaciones cosmeéticas, industrias heladeras, etc. En estos
£asos, su posible contaminacidn conllevaria la posibilidad de que entren en la cadena
alimentaria 0 penstren en el organismo humano por via dérmica, normalmente mas

receptiva a este tipo de productos que la oral,

La biodisponibilidad in vitro de los compuestos a partir de muestras que contenian
niveles de residuos praximos a los obtenidos tras los tratamigntos fitosanitarios y/o
procesado fue inexistente. La dialisis comenzd a niveles que en ningun caso prasentaban

las muestras (1 mg/kg).

En los ensayos de biodisponibilidad /7 vitro, se observo que la dialisis de fenoxicarb
en patrones comenzo a 0,25 mg/kg, la misma concentracion que para flufenoxuron,
lufenuron y piriproxifen, y un 75% menor a la obtenida en muestras, pudiendo establecer
el siguiente orden segun las caracteristicas que presentan los compuestos para este

proceso en patrongs: fenoxicarb = piriproxifen > lufenuron = flufenoxuron,
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Los preparados presentaron menar efecto matriz que los alimentos en fresco parma
Ia dialisis. Comparativamente, la naranja vy €l zumo presentaron mayor £fecto matriz que
la mandarina ¥ la conserva, ya que la dialisis tuvo lugar para concentracionas supenores
de fortificacion de los dos primeros. Segin los resultados de dialisis en las mugstras, se
puede establecer el siguiente orden segln las caracteristicas que presentan los
compuestos para este proceso en estos alimentos: fenoxicarb > piriproxifen = Iufenuron =
flufenoxuron. Los resultados demuestran que la biodisponibilidad de los compuestos esta
influida por su naturaleza guimica, concentracion en la muestra, camctersticas de la

matriz donde se estudia vy la selectividad de la membrana de dialisis.

En los estudios de consumo realizados con los datos proporcionados por el INE se
obtiene un factor de seguridad minimo de 72 entre la 1DA £ IDE de cada producto para los
frutos seleccionados. Con las encuestas practicadas, este factor llega hasta 87, debido a
diferencias metodologicas entre ambas estadisticas. Se puede conduir que resulta un
factor de seguridad muy amplio entre la ingestion de estos productos y su riesgo de
toxicidad cronica, para un consumidor perteneciente a todas las zonas de residencia y

principales grupos de poblacion,

4.2.6. PRODUCCION CIENTIFICA.

4.2.6.1. COMUNICACIONES A CONGRESOS.

Paya, P., Mulero, 1., Zafrilla, P., Oliva, 1., Camara, M.A., Barba, A. 2008, In vitro
bioavailability of insect growth regulator residues in fresh, juice and can production of
oranges, apricots and peaches. 71 European Pesticide Residue Workshop, Berlin

{Germany).

Paya, P., Zafrilla, P., Oliva, 1., Camara, M.A. Barba, A., Garcia, M.L. 2008,
Bioavailability of insect growth regulator residues in citrus, 7% Iberian Congress and 44
Iberoamerican Congress on Environmental Contamination and Toxicology, Lisbon

{Portugal).
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Paya, P., Oliva, 1., Camara, M.A, Barba, A. 2007, Dissipation of insect growth
requdators in fresh orange and orange juice. 59 International Symposium on Crop

Protection, Ghent {Belgium).

Paya, P., Mulero, 1., Oliva, 1., Camara, M.A, Zafrilla, P., Barba, A. 2007
Bioavailability of insect growth regidators in citrus and stone fridts, 598 Intermational

Symposium on Crop Protection, Ghent {Belgium).

Paya, P., Qliva, 1., Barba, A., Camara M.A. 2006. Residues of insect growth regulators
in fresh and canned satsuma mandarin. 4% European Conference on Pesticides and
Related Organic Micropollutants in the Environment and 10% Symposium on the Chemistry

and Fate of Modern Pesticides, Almeria (Spain).

Paya, P., Oliva, 1., Camara, M.A., Toledano, R., Barba, A. 2006. Determination of
fenoxycarb, lufenuron, pyriproxyfen and fiufenoxuron in mandarin by HPLC-DAD, 6%

European Pasticide Residue Warkshop, Corfu (Greece).
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4.3. PERSISTENCIA, DEGRADACION Y BIODISPONIBILIDAD
IN VITRO DE FENOXICARB, FLUFENOXURON, LUFENURON Y
PIRIPROXIFEN EN ALBARICOQUE Y MELOCOTON Y 5US
PREPARADOS EN CONSERVA.

Las familias espanolas emplean 855.468.510 € anualmente en la compra de frutas
de hueso (frescas, refrigeradas o en conserva), segun la ultima encugsta continua de
presupuestos familiares publicada por el INE para el afo 2005 (INE, 2005). Por tanto,
constituyen el tercer grupo al que los espanoles destinan mayor presupuesto entre frutas
v hortalizas. Esto es significativo, ya que en comparacion con hortalizas o citricos, estas
frutas se suelen consumir en la temporada de produccion, primavera-verano, v no a lo
largo de todo el aho, v por tanto significaria que a pesar de su baja disponibilidad, el

consumidor las sitta entre sus productos de consumo preferentes.

A nivel nacional, la produccion de melocotdn v nectarina durante el periodo 1990-
2005 ha ido aumentando hasta alcanzar 1260,5°10° Tm en el 2005, representado las
cifras mas altas para el grupo de los frutales no citricos. Sin embargo, la produccion de
albaricogue ha sufrido fluctuaciones a la baja durante este periodo hasta alcanzar
137,2:10° Tm en 2005 y no se encuentra entre los puestos de mayor produccion
actualmente (MAPA, 2006b).
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En la Region de Muria, los frutales no citricos son €l segundo grupo de
produccion después de los citricos en los cultivos lefosos, destacando el melocotonero
con 294.786 Tm anuales y el albaricoguero con 92.188 Tm anuales, segun datos de la

Consejeria de Agricultura v Agua de Murcia para el afo 2003 (CARM, 2006).

La produccidn nacioral de ambos cultivos destinada a ventas supone un 67 4%
dirigida a consumo en fresco v un 32,6% como transformado para albaricogue, ¥ un

77% en fresco v un 23% como transformado para melocoton (MAPA, 2006b).

Tradicionalmente, albaricogue vy melocotdn se han transformado en conservas en
almibar v mermeladas, aungue son comunes otras formas de procesamiento como las
frutas desecadas, escarchadas, congeladas o ultracongeladas. Segln los dltimos datos de
la USDA en el ano 2005, la disponibilidad per capita de melocoton v nectarina procesados,
referido a peso fresco equivalente para la poblacion estadounidense, fue de un 83% en
conservas, 12% congelado v 5% desecado. En cambio, la disponibilidad per capita de
albaricoque procesado, referido a peso fresco equivalente para esta poblacion, fue de un
20% en conserva y un 80% en desecado y tan s0lo un 10% de la disponibilidad total del
albaricoque fue para fresco (USDA, 2007b).

Por tanto, ambas fomas de consumo, en fresco v en conserva, pueden ser
importantes en la exposicion a los residuos de RCI. Para evaluada, se estudiaron
fenoxicarb y piriproxifen, aplicados segun criterios de BPA y CPA, en ensayos de campo
supervisados con el objetivo de determinar diferencias en niveles de concentracion v su
disipacion. Los residuos fueron controlados desde la aplicacion hasta la cosecha, en la
elaboradion de las conservas en almibar ¥ en el perodo de almacenamiento. Finalmente,
se determing la exposicion cronica a los residuos de los productos frescos vy transformados

bajo las dos practicas agricolas segln distintos indices de consumo de estos alimentos.
Se debe senalar que en este apartado no se estudiaron flufenoxuron ni lufenuron,

al no estar autorizados por el Ministerio de Agricultura en ninguna de los dos cultivos
seleccionados (MAPA, 2008a).
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4.3.1. ESTUDIOS DE CAMPO Y PROCESADQ.

En los ensayos de campo, se aplicaron fenoxicarb y piriproxifen. A efectos de un
estudio mas completo, se incluyo pidproxifen en la experiencia de albaricoque, teniendo
en cuenta las mismas caracteristicas de registro que en melocoton, aungue no esta
registrado para este uso por el MAPA, En la Tabla 4.30, se puede observar un resumen de
las caracteristicas de registro de estos plaguicidas para los cultivos seleccionados (MAPA,
2008).

Tabla 4.30.- Caracieristicas de reqisiro de los plaguicidas estudiados en frutos de hueso.,

. Producto Daosis LMR PS
LD Plaga RCL | comercial | (%) | (ma/kq) | (dias)

. Capua, carpocapsa, | po oo | Insegar | 0,02-0,30 1 21
Albaricoque piojo de San Jose

NP Piriproxifen | Atominal | 0,0375-0.,05 0,05 MNP

, | Cepua, carpocapsa, | o ooorh | Insegar | 0,02-0,30 1 21
Mealocoton piojo de San Jose

Pigjo de 5an José Piriproxifen | Atominal | 0,0375-0,05 0,05 NP

PE: Plazo de sequridad, NP No procede,

Todas las parcelas experimentales se ubicaron en fincas productoras de la Region
de Murcia, elegidas como representativas del cultivo de nuestra Region. En todos los
£as0s, 58 marcaron parcelas control, situadas lo suficientemente cerca de las tratadas pam
garantizar idéntico cultivo v condiciones climaticas, pero suficientemente separadas para
excluir cualguier resgo de contaminmacion cruzada. Las caractersticas de las parcelas

utilizadas se pusden observar en la Tabla 4.31.

Tabla 4.31.- Caracieristicas de 135 parcelas experimentales.

Arbol Albaricoguero Melocotonero
Forma de Cultivo Airg libre Airg libre
Siembra Injerto Injerto
Antigiedad 8 anos 7 afos

Localizacién®

El Nifio de Mula

El Nifio de Mula

GPS (°N; °W; m}

38,06006°; 1,529300; 420

38,056059;1,53295°; 408

Area (m%}

42

105

Marco {m}

6 x2.3

EX35

* Mula (Murcia).
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El muastreo de las parcelas se realizo al azar, tomando muestras de todas v cada
una de las parcelas; incluyendo tanto frutos cubiertos por hojas como aquellos mas
expuestos a la luz, evitandose los puntos de inicio v final de la aplicacion por posibles

derivas y sobretratamientos,

Las muestras fueron recogidas con adecuadas medidas de proteccion, evitando
contaminaciones entre areas y procurando una minima manipulacion. Se muestred en
orden creciente de dosis de aplicacion, de marera que primero se tomd mugstra en el
area control v después en el area de aplicacion. Una vez recogidas, fueron envasadas en
bolsas opacas de polietiieno inequivocamentz identificadas. Durante el transporte al
laboratorio, las bolsas se mantuvieron a temperatura ambiente, en posicion estable,
protegiendolas de golpes ¥ se evitd su exposicion directa a la luz. En todos los casos, se
recogieron aproximadamente 2 kg de fruta, resultado de al menos 12 unidades
procedentes de todos los arboles de la parcela de ensayo (FAQ, 1990), excepto en el caso

de la muestra dedicada a la industrializacion para la que se tomaron unos 10 kg.

Primeramente, se realizaron los ensayos baijo criteros de BPA (FAQ, 2003b; CARM,
2003); para lb que se mantuvieron dosis y plazos de seguridad autorizados en cada caso.
Las dosis de piriproxifen v fenoxicarb aplicadas en albaricogue fueron 0,04% vy 0,03%, y
en melocotdon, 0,04% y 0,25%, respectivamente; registrandose las  condiciones
ambientales mas relevantes (temperatura y humedad relativa). Se realizd un muestreo
periddico desde el momento de la aplicacion hasta transcurrido su plazo de seguridad. La
primerm muestra se recogio 2 h despues de la aplicacion (tiempo de secado pam que =
matera activa quede fijada en la planta). En la toma de muestra a plazo de seguridad, se

recogio una muestra adicional que seria sometida al procesado alimentario.

En los ensayos bajo criterios de CPA, se introdujeron dos condiciones criticas:
nueva dosis transcumido el plazo de seguridad y toma de muestra inmediata, de manera
que no se respetaron los plazos de seguridad preceptivos. Asi, €l dia que cumplia el plazo

de seguridad en el ensayo bajo BPA, v una vez finalizado este, se aplicaron otra vez las
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mismas dosis sobre los cultivos; posteriomments, se recogieron muestras 2 h despugs, una

destinada al analisis en el laboratorio y otra que ingresaria en &l procesado alimentario.

Las condiciones en las gque se practicaron ambos tipos de ensayo se pueden
observar en la Tabla 4 32,

Tabla 4.32.- Condiciones de los ensayos realizados bajo B8R4 vy CPA.

Dosis Temperatura | Humedad Muestreo
Cultivo YN {1/ha) (°C) {%0) {dias)
BFA CPA BPA CPA |BPA | CPA BFA CPA
Albaricogue 22 130980 | 1309,50 20 28 ] 61 0-3-7-14-21 0
Melocoton b 190476 | 194,76 28 26 51 44 0-2-7-14-212 0

a, Aungue pirproxifen no tene plazo de sequridad en melocotdn, s& tomd muedtra hasta finalizar 21 de fenoxicarb,

La conserva de frutas de hueso trata de preservar los alimentos de la accion
microbiana, capaz de modificar sus condiciones sanitarias vy su sabor, durante un largo
periodo de tiempo, nomalments dos anos, de manerm que la accesibilidad del consumidor
a estas frutas se ve ampliada hasta mas alla de su escasa temporada de produccion. Para
higienizar estas frutas, son necesarios procesos de lavado, pelado y esterilizacion, tres
factores susceptibles de influir enomemente en la eliminacion de los residuos de
plaguicidas (Lentza-Rizos, 1995; Chavarri et al., 2004; Lennon &t al., 2006).

Los estudios de elaboracian de conservas para las frutas de hueso seleccionadas se
realizaron separadamente para cada cultivo y cada tipo de tratamiento en arigen, siempre
en orden creciente de dosis de aplicacion, para evitar riesgos de contaminacion. El
procesado de los alimentos ¥ su manipulacion tuvieron lugar tal y como lo realiza la
industria alimentaria pam obtener conservas en almibar de estos productos. La
elaboradon de estos prepamados se realizo en la planta piloto industrial del Centro
Tecnolbgico Macional de la Conserva de la Region de Murcia. Los procesos fueron
secuenciales, recogiendose una muestra de 1 kg al cabo de cada etapa influyente en la

disipacion de residuos.

El proceso de fabricacion de conserva de albaricogue sin pelar se esquematiza en
la Figura 4 42,
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Figura 4.42.- Flaboracion de albaricoque en consena

Consta de una fase de lavado inicial con agua, por inmersion, durante 2 min;

particion en mitades v deshuesado manual; embotado (240-250 g) v llenpado en caliente

con almibar a 9% °C, 14 °Bx y 0,01% de acido citrico; sellado hemmético de los botes;

esterilizacion a 98 2C durante 8 min y finalmente enfriamiento a 35 °C durantg 10 min,

En la conserva de melocoton, el proceso se representa en la Figura 4.43.
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Figura 4.43.- Flaboracion de melocoton en conserva

En este caso, la fruta se pela quimicamente v no se realiza lavado inicial. El

proceso de fabricacion consta de division en mitades y deshuesado manual;, pelado
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quimico por inmersion en solucion acuosa de NaOH al 7% a 98 °C durante 30 s; lavado
con agua por inmersion durante 2 min; inmersion en solucion acuosa de acido citrico al
1% durante 20 5; embotado (240-250 g) ¥ lenado en caliente con almibar a 95 °C, 16,5
OBx y 0,2% de acido citrico; sellado hermético de los botes; esterilizacion a 100 °C

durante 10 min y finalmente enfiamiento a 45 °C durante 6 min,

Los productos elaborados fueron almacenadaos durante 6 meses £n lugar fresco y
seco. Duante este periodo, los productos fueron muestreados aleatoriamente tomando 1

kg por muestra, v analizados.

4.3.2. ANALISIS DE RESIDUOS.

A continuacion se muestran los resultados de los analisis de residuos realizados en
las experiencias de campo y de procesado junto con los valores de la validacion analitica v

de los controles de calidad.

4.3.2.1. VALIDACION ANALITICA.

La metodologia analitica descrita en el apartado 3.2 2.2, basada en un extraccion
en fase solida con acetona, diclorometano y eter de petroleo, v determinacion por LC-
DAD, fue validada teniendo en cuenta los criterios descritos en la Guia SANCO v la noma
internadional IS0 17025:2005 (IS0, 2005; DG SANCO, 2007). En todos los casos el LO) se
fijo en 0,05 mg/kg y el LD estuvo comprendido entre 0,57 v 0,80 ng, como se muestra en
la Tabla 4.33.

Tabla 4.33.- { imites de defeccion y cuantificacion en frutos de hueso.

Matriz RCI LD {ng} LQ: {(mag/kag} LQe{ma/kg}
Albaricoque F.epoxlclarb 0,80 0,06 0,05
Piriproxifen 0,62 0,05 0,05
Melocotan Fenoxicarb 0,66 0,05 0,05
Piriproxifen 0,57 0,05 0,05

L establecidn tedricaments LG filado experimanta mente,
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En todo el proceso de validacion, £l intervalo de concentracion ensayado fue 0,05-1
mg/kg para todas las matrices. Para precision y exactitud se realizaron cinco réplicas por
nivel, empleandose multipatrones para fortificar las muestras en blanco previamente

analizadas. En la Tabla 3.34, se muestran los resultados obienidos,

Tabla 4.34.- Resultados de Ia validacion analitica en frufos de hueso,

Matriz/ Parametros RZ RSD RSD Ir!tr_a_- Recuper_acién
Plaguicida (%) Repetibilidad | Reproducibilidad Media
Nivel (ppm) | 0,05-1 | D,05 1 D,05 1 D,05 1
Patrdn en Fenaxicarb 100 12,1 0.9 7,1 1,0 - - - -
disolvente Piriproxifen 100 56 0,2 7,1 0,6 - - - -
Albaricoque F_Eﬂoxic_arb -- 14,0 6,2 11,3 0,4 04,8 82,0
Piriproxifen -- 14,8 8,2 16,8 4.0 93,0 78,1
Melocoton F_epoxic_arb -- 17,7 4,6 134 15,0 775 87,9
Piriproxifen -- 6,4 b,1 11,1 11,9 83,5 896

Se comprugba que los niveles validados abarcaron los LMRs fijados pam
albaricogue vy melocoton {(rango 0,05-1 mg/kg); v el LQ (0,05 mg/kg) pam todas las
combinaciones plaguicida-matriz fue siempre igual o inferior al LMR establecido. Los
coeficientes de correlacion lineal fueron del 100%, indicando una respuesta lineal del
detector adecuada para cada phguicida en el intervalo analitico estudiado. La precision en
patrones fue muy consistente, siendo el RSD < 7,5% en todos los casos a excepcion de la
repetibilidad de fenoxicarb a 0,05 pg/ml con un RSD de 12,1%. En las muestras
fortificadas, los valores de RSD fusron inferiores al 20% para repetibilidad, con mas de la
mitad de los valores menores del 8,5%. La recuperacion media se mantuvo en todas las
fortificaciones entre 70-120%, con un valor maximo de 94,8% para fenoxicarb a 0,05
mg/kg en albaricoque v minimo de 77,5% para fenoxicarb en melocoton a 0,05 mg/kg.
Por Gltimo, para reproducibilidad, los resultados de RSD intra-laboratorio de las muestras
de frutas de hueso fortificadas fueron menores del 20%, con dos valores inferiores al

4 5% v seis comprendidos entre 11,1% v 16,8%.
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4.3.2.1.1. Controles de calidad.

En todos los casos, las recuperacionss de los controles de calidad estuvieron
comprendidos entre 70-120% (Tabla 4.35). Las inyecciones de blancos de matriz vy

disolvente, incluidas en las secuencias de analisis de las muestras, confirmaron la ausencia

de contaminaciones o interferencias.

Tabla 4.35.- Media de los restfiados de los confroles de @lidad analizados en el laboraforio.

. . Recuperacion media (%)

Seifin] Gl s LS i)l Fenoxicarb | Piriproxifen
. 0,05 BBS 70.2
Albaricoque 1 87.2 80 3
Melocoton 0,05 78,2 935
1 b2 80.3

4.3.2.2, RESIDUOS EN PRODUCTO FRESCO.

La Tabla 4.36 muestra los resultados de los residuos de RCIs encontrados en los

productos en fresco durante los ensayos de campo realizados.

Tabla 4.36.- Residuos de RCIs encontrados en bs cufiivos de albaricogque v mefocoton durante los
ensavos de campo supervisados cuando se apfican BRA v (PA.

Ensayo de campo BPA CPA
Muestra (mg/kg} 2h | 2d | 3d | 7d | 14d | 21d | 2h
Fenoxicarb/Albaricogue 1,89 - - 0,36 | 0,31 | 0,18 [ 0,05 | 1,24
Piriproxifen/Albaricoque 041 - - 020 | 0,15 | 0,17 | 0,09 | 057
Fenoxicarb/Melocoton 389 | 629 - - 1,28 | 0,68 [ 0,33 | 136
Piriproxifen/Melocoton 0,07 | 0,20 - - 0,13 | 0,06 | 0,05 | 0,12

En condiciones de BPA, en ningln caso se superaron los LMRs fijados legalmente
para estos compugstos. Sin embargo, hay que sefalar que el nivel de piriproxifen en
melocoton al plazo de seguridad fue igual a su LMR (0,05 mg/kg); lo que seria admisible
siguiendo los criterios de la guia SANCO (DG SANCO, 2007) en nuestras condiciones de

control de calidad analitico y calculo de incertidumbres asociadas al método.
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Por otra parte, el LMR propuesto para piriproxifen en albaricoque durante esta
experiencia (0,05 mg/lkg) aungue fue ampliamente superado, ya que su nivel al plazo de
seguridad propuesto fue practicameante el doble de éste (0,09 mg/kg), no se consideraria
una infraccion del LMR propuesto, teniendo en cuenta los criterios de incertidumbre vy de
control de calidad aplicables de SANCO (DG SANCO, 2007).

En las Figuras 4 44, 4 45, 446 y 447, se pueden observar las representaciones de

las curvas de disipacion de los residuos encontrados en los cultivos estudiados.

Concentracién (mgdkg)

Tiem po (dias)

Figura 4.44.- Curva de disipacion def residuo de fenoxicarb en ef cufiivo de albaricoque durante el
plazo de sequridad previo @ 13 cosecha en caso de un fraia miento reafizado con BEA

Concentracién (mglkg)

Tiempo (dias)

Figura 4.45.- Curva de disipacion def residuo de piriproxifen en el cultivo de albaricoque durante
el plazo de sequridad previo @ Iz cosecha en caso de un tratamiento realizado con B8R4
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Concentracian [malka)

O = Mo ko @

Tiempao [dias]

Figura 446.- Curva de disipacion del residuo de fenoxicarb en el cuffive de melocoion durante el
plazo de sequridad previo 4 I3 cosecha en so de un Batamiento realizado con 8PA

Concentracién (mg/fg)

Tiempo (dias)

Figura 447.- Cuwva de disipacion del residuo de piriproxifen en el cultive de meloooon durante ef
plazo de sequridad previo 4 13 cosecha en caso de un Fatamiento realizado con 8P4

En las Figuras 4.48, 4.49, 450 y 4.51, se representa la regresion logaritmica de los
niveles residuales durante el plazo de seguridad, siendo los coeficientes de correlacion
aproximadamente 0,9 O superiores pam melocoton, vy ligeramente inferores pama

albaricoque,
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Figura 4.48.- Modelo de disipacion exponencial para los residuos de fenoxicarb en albaricoque
O Coneertraciin (magdel £ Tempe (dias )k O Infevvalo de eonfanza. P Infervalo de prediccion, 5; varinza, B-5g.

Crasficierte de regresian, R-Safadl), Coeficiente e regresian afusiaco.

In

Regresion logartmica de los residuos de prproxifen en alba ncogue
InC=-12X-0{054521

— HRegresion

— —  SEW (I
95% FI

5 012385
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Figura 4.49.- Modelo de disipacion exponencial para fos residuos de piriproxifen en albaricogue
O Coneertraciin (madel £ Rempe (dias )k O Infevvalo de eonfanza. P Infervalo de prediecion, 5; varinza, B-55.

Creficiente de regrestan, B-Safadl), Coeffclente de regresion afustaco.
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InC= 156-0,1333t

—— Hegresin
5% C1
5% PI

s
R Sa
R Saiadj)

04057
1,4
B26m

10
t [cdiasy

Figura 4.50.- Modelo de diipacion exponencial para los residuos de fenoxicarh en mefocoton
O Coneertracicn (madel £ Rempe (8ias )k O Infervalo de confanza. P Infervalo de prediceion, 5; varianza, R-55.

Creficierte de regresian, R-Safadl), Coefielente de regresion afusiac.

InC

Regresion bgarimica de los resduos de pripmxifen en meloosotdn
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Figura 4.51.- Modelo de disipacion exponencial para los residuos de piriproxifen en melocoton
O Coneertracicn (madel £ Rempe (8ias )k O Infervalo de confanza. P Infervalo de prediceion, 5; varianza, R-55.

Creficierte de regresian, R-Safadl), Coefielente de regresion afusiac.
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A la vista de los resultados, ha sido posible calcular parametros que nos informan
de la disipacion encontrada en los cultivos. Los parametros establecidos se muestran n la
Tabla 4.37.

Tabk 4.37.- Parametros de f3 disipacion encontrada en frufos de hueso,

- e Co tLMR| Vs |ty
Muestra Ecuacion de disipacion (mg/kg) | (d) (dy) | (d)
Fenoxicarb/Albaricogue C = 1,05 g%yt 1,05 0 0,439 | 5
Piriproxifen/Albaricoque C =029 g™t 0,29 32 | 0,05452 | 13
Fenoxica rb/Melocotdn C = 4,79 g5t 4,79 12 0,333 | 5
Piriproxifen/Melocoton C =022 g%t 0,22 19 | p,07721| ©

O = Comcentracin inicial, t LMR = Tiempeo para alsanzr el LMR Wa= Veloeidad o tasa de disipacidn, te = Tismpo de vida
media. ¥ = Resultades seaon los residuos obtenidos a partir del dia 2 del ensayo de campo bajo BPA

Los residuos de fenoxicarb en albaricoque durante el intervalo previo a la cosecha
en condiciones de BPA, describieron una fase de disipacion inicial rapida, de gran
pendiente, en los 3 primeros dias del ensayo, ¥ a continuacion, una fase de persistencia
lenta, con una pendiente moderada que durd los 1B dias restantes para alcanzar el plazo
de segurdad fijado para el compuesto. Se observd por tanto una cingtica de disipacion
exponencial tipica, detemminando un tiempo de vida media pama el plaguicida de 5 dias, un
depdsito inicial de 1,05 mg/kg v una velocidad de disipacion de 0,1439 dias™. A tiempo 0
este plaguicida ya presentaba niveles iguales al LMR establecido para el plazo de
seguridad del compuesto (21 dias).

Los residuos de piriproxifen en este cultivo durante £l intervalo previo a la cosecha
en condiciones de BPA, describieron una fase de disipacion inicial mpida aungue a menor
velocidad que la de fenoxicarb, ya que en este caso durd 7 dias partiendo de un nivel 4,6
veces inferor. A continuacion se observd una fase de persistencia lkenta, con una
pendiente moderada, que durd los 14 dias restantes para alcanzar €l plazo de seguridad.
De nuevo se observd una cinética de disipacidon exponencial tipica, determinando una
velocidad de disipacion de 0,05452 dias™ y un depdsito inicial de 0,29 mg/kg. El tiempo de
vida media obtenido ha sido 13 dias y el tiempo necesario pam alkcanzar el LMR propugsto

para este cultivo (0,05 mg/kg) 32 dias. Por tanto, el plazo de seguridad propuesto (21
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dias), pamm &l mismo LMR gue este compuesto tiene regulado en melocoton (0,05 mg/kg),

no servina en albaricoque.

Los residuos de fenoxicarb en melocoton durante el intervalo previo a la cosecha
en condicionas de BPA, describieron una curva de disipacion exponencial con existencia de
una primera fase de reparto y acumulacion del residuo en los frutos del arbol. En los dos
primeros dias, el compuesto se distribuye y almacena en los frutos, alcanzando su maximo
nivel (6,29 mg/kg), después comienza una fase de disipacion gue durma hasta el decimo
dia, aproximadamente, del ensayo, v finalmente encontramos una fase de persistencia, en
la que el residuo se degrada pero mas lentamente que antes. Se observd una cinética de
disipacion exponencial a una velocidad de 0,1333 dias'. El deposito calculado es 4,79
mg/kg. El tiempo de vida media deteminado fue 5 dias v el LMR se alcanzaria a los 12
dias. Por tanto, aproximadamente hacia la mitad del plazo de seguridad fijado oficialmente
en aste cultivo (21 dias), el plaguicida ya se encontraria en niveles cercanos a su LMR {1

mg/kg).

Los residuos de piriproxifen durante el intervalo previo a la cosecha en condiciones
de BPA, describieron una curva de disipacion similar a la anterior. En los dos primeros dias
el compuesto se distribuye ¥ almacena en los frutos, alcanzando su maximo nivel (0,2
mg/kqg), después comienza una fase de disipacion exponancial que dura hasta €l dia 14 del
ensayo vy finalmente encontramos una fase de persistencia exponencial, en la que el
residuo se degrada pero mas lentamente que antes. Se observd una cinética de disipacion
exponencial a partir del segundo dia del ensayo, a una velocidad de 0,07721 dias’. Se
obtuvo un tiempo de vida media para el plaguicida de 9 dias y un depdsito inicial de 0,22
mg/kg pam el segundo dia del ensayo. Es importante destacar que, segln esta cingtica, a

los 19 dias se alcanzaria el LMR establecido para este compuesto en melocotan.

En las Figuras 4.52, 4 53, 4.5 vy 4.55, se muestra la disipacion de los residuos en
forma de porcentajes remanentes encontrados en los cultivos tras la aplicacion agricola
con BPA,
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m Porcentaje remanente de feroxicark en albaricogue

100,0%

19,5% 16,5%
Fi \‘,a' Fiy 9.4%
i 3 i 200
é{) 3 r 2 £ P
Melics 2 diias T nas 14 el 27 s

Figura 4.52.- Disipacion de los residuos de fenoxicarb en ef cultive de albaricoque durante el plazo
de sequridad previo a Iz cosecha en caso de un fratamento realizado cot BPA

Los porcentajes remanentes de fenoxicarb en albaricogue, durante el tratamiento
bajo BPA, demuestran como el residuo experimenta ura disipacion inicial rapida, en 3
dias, disminuyendo un 80,7% vy a partir de ahi disipa lentamentz, en una fase de
persistencia, con disminuciones progresivas de un 2,8%, 7,1% vy 6,7%, basta alcanzar un

remanante del 2,7% respecto del residuo inicial

# Porcentaje remanente de pit prosifen en al ban oogues

100 0%

48,2%

fdias dias 7 diiag ld dias 21 dias

Figura 4.53.- Disipacion de fos residuos de piriproxifen en ef cufiive de albaricoque durante ef
plazo de sequridad previo a Ia cosechla en caso de un fratamiento realizado con BFA.
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Figura 4.54.- Disipacion de los residuos de fenoxicarb en el cultivo de melocottn durante ef plazo
de sequridad previe a I7 cosedha en caso de un tratamienio realizado con BPA

Los porcentajes remanentes de  piriproxifen en €l albaricoque durante el
tratamiento bajo BPA demusstran como €l residuo experimenta una disipacion inicial
rapida, en 3 dias, donde disminuye en un 51,7% vy a partir de ahi disipa lentamentg, en
una fase de persistencia, con disminuciones progresivas de 12,1% vy 20,2%, hasta

alcanzar un remanente del 22 4% respecto del residuo inicial,

Los porcentajes remanentes de fenoxicarb en el melocoton durante el tratamiento
bajo BPA demuestran como el residuo experimenta una primera etapa de distribucion v
almacenamianto en los frutos durante los 2 dias iniciales del ensayo, obteniéndose el
mayor porcentaie remanente (161,7%), para después disipar rapidamente en un 128,7%,
en una fase disipacion que dura hasta el séptimo dia, v a partir de ahi disminuye
lentaments, en un 154% v 9,1% a los 7 y 21 dias respectivaments, dentro de la fase de

persistencia, hasta que se alcanza un remanente del 8,5% respecto del residuo inicial,
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W Porcertaje remaneste e pirigroxifen en melocotan
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Figura 4.55.- Disipacion de fos residuos de piriproxifen en el culfive de melocofdn durante el plazo
de sequridad previo a la cosecha en caso de un tratamiento realizado con BPA

Los porcentajes remanentes de pirproxifen en &l melocoton durante el tratamiento
bajo BPA, demuestran como el residuo experimenta una primera etapa de distribucion y
almacenamiento en los frutos durante los 2 dias iniciales del ensayo, obteniéndose el
mayar porcentaje (280,8%), para después disipar mpidamente, en un 101,3% v 94.6% a
los 7 v 14 dias respectivamente, enmarcados en una fase disipacion que duraria 12 dias, v
a partir de ahi habria una disminucion lenta, de un 164%, dentro de la fase de

persistencia, hasta que se alcanza un remanente del 68,5% respecto del residuo inicial.

En suma, fenoxicarb y piriproxifen en albaricogue mostraron cinéticas de disipacion
exponenciales, de pseudo-primer orden, similares entre ellas, a una velocidad de 0,1439
dias* para fenoxicarb y 0,05452 dias" para piriproxifen, formadas ambas por una fase de
degradacion o disipacion rapida, en la que actuaron fundamentalmente los factores
ambientales {humedad, temperatura, radiacion solar, etc.) como agentes de disipacion, y
una fase de persistencia en la que &l residuo siguid disipando, aungue mas lentamente,
debido fundamentalmente al metabolismo vegetal, camacterizado por tasas menores de

degradacion que las de los procesos ambientales.
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A diferencia con el albaricoque, en melocoton mostiaron una etapa de distribucion
v almacenamiento en los frutos primero, para despugs ofrecer cingéticas de disipacion
exponenciales, de pseudo-primer orden, similares entre ellas, con velocidades de 0,1333
dias® para fenoxicarb vy 0,07721 dias™ para piriproxifen. Ambas presentaron una fase de
degradacion rapida, influida fundamentalmente por factores ambientales, y otra de

persistencia con disipacion mas lenta, debido fundamentalmente al metabolismo vegetal.

En la Figura 4.56 se comparan los niveles de residuos significativos entre los
supuestos de BPA y CPA.

GPA-2h

CFA2h
8 1 2 3 ! e
Plrripromifern-Melonatdn mgfp) B Tenoxicar-Maoooban imgiaa)
B Sinproxifer-Albarcogue fmindke B | enomcara-Albaricogue (matkel

Figura 4.56.- Comparacidn de niveles de residuos entre fa aplicacion bajo BEA y CPA.
BPA: Buenas practicas agricolas. PS: plazo de sequridad. CPA: Criticas practicas agricoia s

Se gbserva gue en genem@l la concentracion que se encuentra en CPA es resultado
de la concentracion remanente del fruto a plazo de seguridad v el deposito inicial de un

tratamiento de estas caracteristic as.

Finalmente, se debe sefalar que no se observd la presencia de residuos de los dos

compuestos £n las muestras control de las parcelas de ensayo,

- 226 -



Experimental

Paula Payd Pefialver

4.3.2.2. RESIDUOS EN PRODUCTOS ELABORADOS,

Unicamente se observd transferencia de residuos durante la elaboracion de las
conservas en €l caso de albaricoque en almibar para piriproxifen bajo criterios de BPA y
CPA vy fenoxicarb bajo CPA. Sin embargo, en el producto temninado los residuos de
piriproxifen bajo BPA fusron inferiores al LQ (0,05 mg/kg) v en los otros dos casos,
aunque se alcanzaron niveles de 0,09 v 0,20 mg/kg, terminaron no alcanzando 2l LO
durante el periodo de almacenamiento. Se debe recordar gue los tres Casos SUPONEN Lsos
ilegales de los productos, va que no estan permitidas ni las practicas bajo CPA, ni el uso
de piriproxifen en albaricogue. Aln asi, los residuos de fenoxicarb y piriproxifen que
quedaron en la conserva de albaricoque cuando se aplicaron CPA en el cultivo, estardan
muy par debajo de los LMRs descritos para producto en fresco. Los resultados de residuos

obtenidos durante la elaboracion de las conservas se pueden observar en la Tabla 4.38.

Tabla 4.38.- Residuos de RCIs enconfados durante ia elaboracion v almacenamienio de
conservas de alibaricoque y melocoion en almibar,

Albanicoque (mg/kqg) Melocoton (mig/kg)

Proceso Etapa Fenoxicarb | Piriproxifen | Fenoxicarb | Pirdproxifen

BPA | CPA | BPA | CPA | BPA | CPA | BPA | CPA
Lavado <1Q| 080 | 006 | 051 | <1Q | 0,11 [=10Q | 0,14

Inm. citrico® - - - | =21Q|<1Q|=<LQ =< LQ
Sellado <1Q ]| 0,14 0,23 | =1Q (=< 1Q [ < 1Q | < LQ

0,06

Elaboracion

Enfremiento | < LQ | 0,09 | <1Q | 0,20 | <LlQ | <O | < 1O | < 1O
Consarvacion dmeses | <1Q|<1Q | <1Q | <1Q | «<1Q | <LQ|<1Q| <10

b meses <0 <1Q | <10 | <10 | <=1Q | < 1Q[«<LQ ]| <« L0

a3 Llenads en calierte con almibar y dcido citrice,

En las Figuras 4.57 v 4.58, se representan los porcentzjes de disipacion de los residuos an

las conservas de albaricoque y melocoton, respectivamente.
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B Fenoxicarb-BFS  BEFenoxicarb-CPA
CPiriproxifer-BFa  EPiriproxifen-CRA

Paorcentaje remanente (%)
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Figura 4.57.- Disipacion de fos residuos duwanie I3 elaboracion v almacenamiento de Ia conseiva
de albaricogue

BFegnoxicarb-BFA  OFesnoxicarb-CPRA
EPiriproxiten-BFA  BEPiriprox fen-CHRA
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Figura 4.58.- Disipacion de fos residuos durante I3 elaboracion y almacenamiento de fa conseva
de mefocoidn

A la vista de los resultados, se confirma que la disipacion de residuos fue mayor
durante la elaboracion de la conserva de melocoton que en la de albaricogue. Entre las
muestras procedentes de BPA v CPA en campo, la disipacion fue siempre mayor para BPA,
por supongr niveles de partida menores para el procesado. Ademas, entre plaguicidas, se
encontraron menores porcentajes remanentes para fenoxicarb que para piriproxifen, y por
tanto se puede decir que las etapas tecnologicas tuvieron un mayor efecto en la

desaparicion de fenoxicarb gue en la de piriproxifen.
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En general, comparando los niveles de residuos entre las muestras de cosechas y
las de procesado, se observa que, cuando los residuos fueron bajos, la etapa
determinante en su desaparicion fue el lavado inicial, es €l caso de fenoxicarb para BPA en
albaricoque y melocotdon y piriproxifen parm BPA en melocotén, donde se alcanzaron
niveles inferiores al L(). En cambio, cuando los niveles de residuos fueron mayores, fue
necesaria una e@pa mas pama alcanzar niveles menores que &l LQ, como los casos de
fenoxicarb y piriproxifen para CPA en melocoton. En el caso particular de la conserva de
melocoton, hay gque tener en cuenta que la muestra de lavado procedia del pelado quimico
con NaDH 7% a 98 °C y aunque corta, solo 30 s, supuso importantes cambios de
tempem@tum y pH, que por tanto afectarian a los residuos. En el caso de la conserva de
albaricogue, donde se encontrd la menor disipacion de fenoxicarb para CPA vy piriproxifen
para ambos tratamientos, las muestras donde se observd mayor desaparicion fueron las
procedentes del sellado v enfriamiento; posiblemente porque procedian de otras dos, el
llenado en caliente vy la esterilizacidn, en las que se someten a un aumento de
tempertura (aproximadamente 100 2C) y por tanto, influyen clarmmente en la disipacion

de los plaguicidas.

Finalmente, cuando se determinaron residuos en los productos elaborados, se
observd una disipacion hasta niveles inferiores al LQ durante los 3 primeros meses de
almacenamiento, en la conserva de albaricogue con residuos de piriproxifen v fenoxicarb

bajo condiciones de CPA,

4.3.3. DIALISIS EN PATRONES, FRUTOS DE HUESO FRESCOS Y
PROCESADOS.

Para los ensayos de biodisponibilidad i witro realizados sobre muestras de
albaricogue y melocoton en fresco v en conserva, fortificadas al nivel comrespondiente
encontrado a plazo de seguridad, condiciones criticas y productos elaborados {0,05-1

mg/kg), no se detectd la presencia de los insecticidas en el dializado.
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Por tanto, se ensayaron cantidades crecientes en las muestras hasta encontrar
intervalos de dialisis. En los frutos de hueso en frasco, la didlisis de ambos compuestos fue
detectada en niveles de & pg/g hasta 100 pg/g. En cambio, en las conservas, la dialisis de
ambos compuestos fue detectada desde 1 pg/g hasta 100 pg/g. Los porcentajes de dialisis
encontrados en los ensayos no superaron £l valor de 14% en fresco v 16% en conserva,
La concentracidn maxima del dializado para los ensayos en fresco fue 30 pg/ml para
fartificacion de 100 pg/g. En cambio, en la conserva a 100 pg/g casi llegd a 40 pg/ml. La
maxima cantidad dializada se encontrd paa fenoxicarb en b conserva de melocoton vy fue
0,3 mg pama una cantidad digerda de 2 mg correspondiente a una fortificacion de 100
Lg/g. Se observo que en todos los casos fenoxicarb es mas dializable que piriproxifen. Los

resultados se presentan graficamente en las Figuras 4.59, 4.60 vy 4.61.

351 Vatite
—i— PNt oqs @ Frescs
—l— Ml - P a1 Rrasos
Fanadcat-dbaricoqs  Conadra
—ie - AR Q-AmA s 1 Cnsera
Fanadcat-idooohin en freson
—4— HAxPa-Hedootan en Frasco
—— Fanodcarte Mel cookdn 6f Cortserea
=+ Hipoela-Meooddn an Cmsara

3iHH

25

2{HH

15{H

1{HH

Cantidad dialzada [ug}

51

T T T
i SHE 1HH 150H 20H
Cantidad digerida [ug}

Figura 4.59.- Didlisis en la cantidad encontrada en frutos de hueso

Asimismo, se estudiaron las concentraciones de & v 7,5 1g/g9 en estandares. En
ambas se observaron valores de dialisis superiores para fenoxicarb. Comparativamente,
los valores de cantidad dializada, porcentaje de dilisis v concentracion del dializado
fueron 2 ¥ 3,5 veces mayores en fenoxicarb que en pirproxifen, pam los niveles de 5y 7.5

Lg/9, respectivamente,
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Figura 4.61.- Concentracion de! residuo encontrado en la membrana de didlkis en frutos de fueso

En estandares, en ningin caso el porcentaje de RCI dializable superd el 11%, la
cantidad dializada 16 pg ni la concentracion del dializado 2 pg/ml. Los resultados se

pueden observar en las Figuras 4.62, 4 .63 y 4.64.

En generl, al aumentar la concentracion inicial en la muestra, €l pammetro
indicador de la capacidad de dialisis, el porcentaje de dialisis o porcentaje de compuesto
dializable, no wvarid significativamente, excepto parm aquellas muestras de gran
concentracion, donde el proceso de dialisis se vio favorecido por un importante efecto de

difusion pasiva a favor de gradiente durante las 2 horas que durd esta etapa.
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Figura 4.62.- Didlisis en cantidad encontrada en estandares
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Figura 4.63.- Forceniajes de didlisis encontrados en estdndares

Sin embargo, cuanto mayor fue la cantidad de plaguicida sometida a digestion o
mayor la concentracidn inicial de la muestra, mayor fue la cantidad de plaguicida dializado.
Asi, la concentracion de los residuos en la membrana tubular de dialisis depende
exclusivamente de la concentracion de la muestra o de la cantidad digerida de forma

directa, ya que €l volumen de dializado no vario significativamente entre mugstras.
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Figura 4.84.- Concenfracion del residuo encontrade en Iz membrana de didlisis en estandares

4.3.4. ESTUDIO DE DIETAS Y CALCULO DE INGESTAS.

En las Tablas 4.3% y 4.40, se exponen los valores del consuma anual y diario de los

productos estudiados,

Tabla 4.39.- \alves de consumo anual para los frutos de hueso, seqin INE.

C = Consumo Anual (kq /persona * aiio)
Grupo | Melocoton-Fresco Melocoton-Consenva Albaricoque
Nacional 6,31 067 0,57
Murcia 6,23 038 047
Urbano 6,63 0,63 0,63
No urbano 5,96 0,72 0,45

Tabk 4.40.- valores de consumo didrio para los frifos de hueso seqiin el INE,

C/D = Consumo Diario (kg/persona " dia)
Grupe | Melocoton-Fresco Melocoton-Conserva Albaricoque
Nacional 1,73E-02 1.84E-03 1,56E-03
Murcia 1,71E-02 1,0ME-03 1,29E-03
Urbano 1.82E-02 1,73E-03 1,89E-03
Mo urbano 1,63E-02 1,97E-03 1,23E-03

En Ia Tabla 4.41, se exponen los valores de la relacion entre la ingestion diana
estimada vy la diaria admisible (IDE/IDA) a partir de los datos de consumo del INE.
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Tabla 4.41.- Relacion IDE/IDA en fruios de fueso 8 partiv de Ias estadisticas de consumo def INF,

IDE/IDA de Fenoxi@mrb

Grupo Alimento Melocoton-Fresco | Melocoton-Conserva Albaricoque
Fresco BPA 1,73E-03 - 2,37E-05
. Fresco CPA 7,12E-03 — 5,87E-04
Nacional =g horado BPA = 2 78E-05 2 37E-05
Elaborado CPA - 2,78E-05 4,26E-05
Fresco BPA 1,71E-03 — 1,95E-05
. Fresco CPA 7,03E-03 - 4,34E-04
Murcia ™ Eaborado BPA ~ 1 58E-05 1,95E-05
Elaborado CPA - 1,58E-05 3,51E-05
Fresco BPA 1,82E-03 - 2,86E-05
Urbano Fresco CPA 7 4SE-03 — 7 10E-04
Elaborado - 2,62E-05 2,86E-05
Elaborado CPA — 2,62E-05 5,16E-05
Fresco BPA 1,63E-03 - 1,87E-05
No Fresco CPA 6,73E-03 - 4,63E-04
urbano | Elaborado BPA — 2,99E-05 1,87E-05
Elaborado CPA - 2,99E-05 3,36E-05

IDE/IDA de Piriproxifen

Grupo Alimento Melocotdn-Fresco | Melocoton-Conserva Albaricoque
Fresco BPA 2,62E-04 - 4,26E-05
. Fresco CPA 6,20E-04 - 2,70E-04
Nacional =g horado BPA — 2 78E-05 2 37E-05
Elaborado CPA - 2,78E-05 9,46E-05
Fresco BPA 2,59E-04 - 3,51F-05
. Fresco CPA 6,2 1E-04 — 2,22E-04
Murca I Eaborado BPA = 1,58E05 1,95E-05
Elaborado CPA — 1,58E-05 7,80E-05
Fresco BPA 2,75E-04 - 5,16E-05
Fresco CPA 6,61E-04 - 3,27E-04

Urbano

Elaborado BPA - 2,62E-05 2,86E-05
Elaborado CPA - 2,62E-05 1,15E-04
Fresco BPA 2,47E-04 — 3,36E-05
No Fresco CPA 5,04E-04 - 2,13E-04
urbano Eaborado BPA -- 2,99E-05 1,87E-05
Elaborado CPA - 2,99E-05 7, 47E-05

*En eolor amarills se identifican los resultados sakubdes con uma concertrason de residucs hipotdtics igual al LG 0,05
mof ko) aunaue esas muestras presentaron niveles inferiores 2n la realidad,
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En ella, se puede comprobar que esta relacion es como maximo 7,49E-03, o que
supong un factor de seguridad minimo de 134 en cuanto a la ingestion de estos
insecticidas. Ademas, en general la relacion s mayor para los compuestos en el consumo

de melocoton en fresco.

Respecto a los valores calkulados segln las encuestas de habitos de consumo
realizadas en nuestra Regidn, en las Tablas 4.42 y 4.43 se exponen los consumos

calculados en funcion de raciones y semanas disponibles, tanto anual como diario.

Tabk 4.42.- Consumo anual de fos frufos de hueso a partir de Ias encuestas realzadas.

C = Consumo Anual (kg /persona * aiio)
Grupo Melocoton-Fresco | Melocoton-Conserva Albaricoque
Mifios 3,06 1,62 2,28
Adolescentes 6,19 4,42 3,83
Adultos 775 1,18 4,80
Edad avanzada 097 4,27 4,66

Tabla 4.43.- Consume diaric de los frutos de hueso @ partiy de Ias encuestas realizadas.

C/D = Consumo Diario (kg/persona " dia)
Grupo Melocoton-Fresco | Melocoton-Conserva Albaricogque
Nifios 8,39E-03 4,44E-03 b,24E-03
Adolescentes 1,70E-02 1LZ21E-02 1,08E-02
Adultos 2,12E-02 3,23E-03 1,31E-02
Fdad avanzada 2,64E-03 1,17E-02 1,28E-02

Finalmente, en la Tabla 444, se exponen los resultados de la relacion IDE/IDA,

calculada con los consumos valorados por las encuestas, con resultados analogos a los

gbtenidos anteriormente,

En este caso, €l valor maximo de la relacion fus 8,76E-03 v por tanto existida un
factor de seguridad minimo entre ingestion y riesgo toxicoldgico de 114, Tambign se
puede observar como la relacion es en general mayor en €l consumo de melocotan en

fresco para fenoxicarb y en albaricogue para piriproxifen,
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Tabla 4.44.- Relacion IDE/IDA en frutos de fiueso g partiy de 1as encuestas de consumo.

IDE/IDA de Fenoxi@mrb
Grupo Alimento | Melocoton-Fresco| Melocoton-Conserva| Albaricoque
Fresco BPA 1,68E-03 - 1,89E-04
Nifios Fresco CPA 6,91E-03 - 4,69E-03
Elaborado BPA -- 1,24E-04 1,8%E-04
Elaborado CPA -- 1,34E-04 3,40E-04
Fresco BPA 1,70E-03 - 1,63E-4
Adolescentes Fresco CPA 6,99E-03 - 4,05E-03
Elaborado BPA -- 1,83E-04 1,63E-04
Elaborado CPA -- 1,83E-04 2,94E-(4
Fresco BPA 2,12E-03 - 1,99E-04
Fresco CPA 8,76E-03 - 4,94E-02
Adultos
Elaborado -- 4,89E-05 1,99E-4
Elaborado CPA -~ 4,89E-05 3,58E-04
Fresco BPA 2,64E-04 - 1,93E-4
Edad Fresco CPA 1,09E-03 - 4,79E-03
avanzada Elaborado BPA -- 1,77E-04 1,93E-04
Elaborado CPA -- 1,77E-04 348E-M
IDE/ IDA de Piriproxifen
Grupo Alimento | Melocoton-Fresco| Melocoton-Conserva| Albaricoque
Fresco BPA 2,54E-04 - 3A40E-04
Nifios Fresco CPA 6,10E-04 - 2,16E-03
Elaborado BPA -- 1,24E-04 1,8%3E-04
Elaborado CPA -- 1,34E-04 7 56E-M
Fresco BPA 2,57E-04 - 2,94E-04
Fresco CPA 6,17E-04 - 1,86E-03
Adolescents g o BPA ~ 1,82E-04 1,63E-04
Elaborado CPA -- 1,83E-04 b,53E-M
Fresco BPA 3,22E-04 - 3,58E-04
Adultos Fresco CPA 7,73E-04 - 2,27E-03
Elaborado BPA -- 4,85E-05 1,99E-4
Elaborado CPA -- 4,89E-05 7, 96E-M
Fresco BPA 4,01E-05 - 348E-04
Edad Fresco CPA 9.61E-05 - 2,20E-03
avanzada Elaborado BPA -- 1,77E-04 1,93E-04
Elaborado CPA -- 1,77E-04 7 73E-4

*En eolor amarills se identifican los resulados sakubdes con uma concertrazion de residucs hipotdtics igual al LG 0,05

mofky) AU 55 Muestras presentaron niveles inferiores en b realidad,
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4.3.5. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos en la validacion del método analitico, basado
en una extraccion en fase solida sencilla, se puede asegurar que es suficientemente
preciso, sensible vy exacto para el proposito de esta experiencia. Cumple los requisitos
establecidos en la Guia SANCO parmm el rango seleccionado (0,05-1  mg/kg),
suficientemente amplio para abarcar los niveles de residuos encontrados. Por tanto, la

metodologia desamrollada fue eficaz para alcanzar £l objetivo de esta expenencia.

En los estudios de campo supervisados bajo BPA no se superaron los LMRs fijados
legalmente para estos compugstos en ningun caso. Sin embargo, hay gue sehalar que el
nivel de piriproxifen en melocotdn al plazo de seguridad fue igual a su LMR, siendo esto
admisible toxicoldgica ¥ legalmente en estos momentos. Por otra parte, e LMR propuesto
para piriproxifen en albarcoque durante la experencia bajo BPA (0,05 mg/kg), igual al
gque tiene fijado oficialmente este compuesto en melocotdn, fue ampliamente superado
pero seria admisible bajo los criterios de incertidumbre de SANCO (DG SANCD, 2007).

Considerando los niveles de residuos obtenidos antes de la cosecha durante los
ensayos de campo con BPA practicados, se puede afimar que se trata de productos que
experimentan una rapida degradacion en los primeros dias pero que después presentan
persistencia en los cultivos. Segun el tiempo de vida media v 1a velocidad de disipacion
encontradas, pirproxifen 5 mas persistente que fenoxicarb en ambos cultivos. Sin
embargo, fenoxicarb produce un deposito mayor en ellos. El LMR de fenoxicarb en estos
cultivos se alkanzara a tiempo 0 para albaricoque v a los 12 dias en melocotdn, a
diferencia del plazo de seguridad establecido en ambos (21 dias). El LMR fijado pam
piriproxifen en melocotdn se alcanzaria a los 19 dias. En cambio, ese LMR en albaricogue

tardaria 32 dias en alcanzarse.
En las aplicaciones fitosanitarias criticas, se observa que en general la

concentracion gue se encuentra en el cultivo es resultado de la concentracion remanente

del fruto a plazo de segurdad v el depdsito inicial de un tratamiento de estas
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caracteristicas. Los niveles de residuos en estas condiciones fueron < LMRs
correspondientes excepto pam la concentracion de pirproxifen en  albaricoque vy
melocotdn, gque fueron superiores a sus tolemncias admitidas, incluso asumiendo la
incertidumbre que recoge SANCO para estos casos (DG SANCO, 2007,

En los estudios de procesado, se confirma que la disipacion de residuos fue mayor
durante la elaboracion de la conserva de melocoton que en la de albaricoque. Entre las
muestras procedentes de BPA v CPA en campo, la disipacion fue siempre mayor para BPA,
por suponar niveles de partida menores para el procesado. Ademas, entre plaguicidas, se
encontraron menores porcentajes remanentes para fenoxicarb que para piriproxifen, y por
tanto se puede decir que las etapas tecnologicas tuvieron un mayor efecto en la
desaparicion de fenoxicarb que en la de piriproxifen. Cuando los residuos de las muestras
de cosecha fueron bajos, la etapa determinante en su desaparicion fue el lavado inicial,
alcanzando niveles < LQ. En el caso particular de la conserva de melocoton, hay que tenar
en cuenta que la muestra de lavado procedia del pelado quimico con NaOH 7% a 98 °Cy
aungue corta, solo 30 s, supuso importantes cambios de temperatura v pH, gque por tanto
afectarian a los residuos. Cuando los niveles de residuos en las muestras de cosechas
fueron mayores, hicieron falta mas etapas para akcanzar niveles < LQ, como los casos de
fenoxicarb y piriproxifen para CPA en melocoton, en donde con la inmersion en citrico se
llegd a niveles no cuantificables. En el caso de la conserva de albaricoque, se observo la
mayor desaparicion en las muestias procedentes del sellado y enfriamiento, pero no por
estas etapas en si, que no deben suponer ningun cambio en los residuos, sino porgue
procedian del llenado en caliente v la esterilizacion en las que se produce un considerable
aumento de temperatura, factor verdaderamente influyente en la disipacion de los

residuos remanentes,

Finalmente, cuando se determiraron residuos en los productos procesados, solo en
los casos de la conserva de albaricoque con residuos de piriproxifen vy fenoxicarb en la
situacion de CPA, se observo disipacion hasta niveles < LQ durante los 3 primeros meses

de almacenamiento de los botes de conserva.
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Mo se detectd biodisponibilidad i vitro de los insecticidas en muestras gue
contenian los niveles de residuos determinados tras los tralamientos fitosanitarios /o
procesado. Se encontrd dialisis en un rango de 1-100 pg/g, que no se comrespandia con
los niveles de la realidad.

En los ensayos de biodisponibilidad #7 witro, se observo que fenoxicarb fue mas
dializable gque piriproxifen tanto en las muestras en fresco y procesadas como en
estandares. Los resultados indican que en genermal la dialisis fue en estandares = frutos de
hueso en conserva = frutos en fresco. Por tanto, se encuentran diferencias para la dialisis

en relacion a la estructura del compuesto y la matriz donde se encuentra.

En los estudios de consumo realizados con los datos proporcionados por 2l INE se
obtiene un factor de seguridad de 134 entre la IDA & IDE de cada producto, para los
alimentos seleccionados. Con las encuestas practicadas, este factor lliega hasta 114,
debido a diferencias metodoldgicas entre ambas estadisticas. Por tanto, los calculos
indican un factor de seguridad muy amplio entre la ingestidn de estos productos y su
riesgo de toxicidad cronica para un consumidor gue abarca todas las zonas de residencia v

los principales grnupos de poblacion.

4.3.6. PRODUCCION CIENTIFICA.

4.3.6.1. COMUNICACIONES A CONGRESODS.

Paya, P., Mulero, 1., Zafrilla, P., Oliva, 1., CAmara, M.A., Barba, A. 2008. In vitro
bioavailabilty of insect growth regulator residues in fresh, juice and can production of
oranges, apricots and peaches. 7% European Pesticide Residue Workshop, Berlin

{Germany).
Paya, P., Mulero, 1., Oliva, 1., Camara, M.A, Zafrilla, P., Barba, A. 2007

Bioavailahifity of insed growth regidators in citrus and stone friits, 59 Interpational

Symposium on Crop Protection, Ghent {Belgium).
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Paya, P., Oliva, 1., Barba, A., Camara M.A. 2006, Dissipation of fenoxycarb and
pyriproxyfen in field and canning of apricots. 4 European Conference on Pesticides and
Related Organic Micropollutants in the Environment and 1ot Symposium on the Chemistry

and Fate of Modern Pesticides, Almera (Spain).

4.3.6.2. ARTICULOS CIENTIFICOS.

Paya, P., Oliva, 1., Camara, M.A., Barba, A. 2007, Dissipation of insect growth
regudators in fresh and canned froits. Intern. 1. Environ, Anal. Chem., 87{13-14), 571-983,

Paya, P., Oliva, 1., Camara, M.A., Barba, A. 2007, Dissipation of fenoxycarb and
pyriproxyfen in fresh and canned peach. 1. Environ. 5ci. Heal. B, 42(7, 767 -773.

Paya, P., Mulero, 1., Oliva, 1., Camara, M.A., Zafrilla, P., Barba, A. 2007

Bioavailabifity of insect growth reguiators in citrus and stone fruits, Comm. Appl. Biol. 54,
Ghent University, 72(23, 151-1559,
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4.4. PERSISTENCIA, DEGRADACION Y BIODISPONIBILIDAD
IN VITRO DE FENOXICARB, FLUFENOXURON, LUFENURON Y
PIRIPROXIFEN EN UVA Y VINO TINTO DE LA DENOMINACION
DE ORIGEN JUMILLA (MURCIA).

Aungue el consumo de uva no ocupa un puesto relevante en el prasupuesto de las
familias espafnolas, debido a que es5 una fruta exclusivamente de temporada v la
importacion intemacional para otras €pocas sigue siendo limitada, es evidente que el
consumo de vino es un valor al alza en Espafa. En la Ultima encuesta de presupuestos
familiares anual publicada por el INE, €l vino fue la bebida mas consumida, por encima de
la cerveza (INE, 20058). Este hecho, demusstra gque el control de los productos

alimenticios elaborados es actualmente tan necesario como el de los productos en fresco.

En el ditimo anuario de estadistica agroalimentaria publicado por el MAPA, el
vinedo para vinificacion representd el 859 de la produccion total, situandose el primero
respecto al vinedo destinado a uva de mesa (5%) v el destinado a pasificacion (0,029%).
Practicamente el 100% ({5.739.408 Tm) de la produccion total de los vifedos para
vinificacion (5.740.746 Tm) se emplea para elaboracion de vinos y mostos, aungue un
0,02% de la produccion {1.338 Tm) se destina a consumo en fresco (MAPA, 2006b).

Mo obstante, en la Region de Murcia, el vifedo de vinificacion y el de uva de mesa

ocupan la misma proporcion en la produccion regional, con un 49% y 519,
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respectivamente. Asimismo, su destino principal es la produccion de fresco v vino {CARM,
2006). Y en la elaboracion de vinos de nuestra Region, destaca sobre todo la variedad

Monastrell.

Principalmante, los vinos espanoles se exportan a Estados Unidos. Alli encontramos
que la disponibilidad per capita de fresco y procesado supone respectivamente un 40% vy
un 60%, aungue el consumo de vino/mosto se encuentra casi al mismo nivel que el de
uvas pasas (USDA, 2007b).

En la escala macional, destaca la elaboracion de vinos tintos y rosados, que
encabezan la produccion vinicola. En el ano 2005, se produjeron 20.556.500 HI de tintos v
rosados v 15.880.400 HI de blancos. En concreto, segln los Gltimos datos del Ministerio de
Agricultum, la Denominacion de Origen {(0.0.) Jumilla, gue agrupa ocho municipios de las
provincias de Murcia y Albacete v cuya variedad mayoritaria s la uva Monastrell, con
aproximadamente un B0% del total, &5 la quinta en superficie de cultivo vy Ia
decimoséptima por nimero de viticultores, de las 57 denominaciones que posee Espana.
En la campafa 2004/2005 esta Denominacion conto con 30.740 ha y 2.967 viticultores
{MAPA, 2006b).

Por tanto, consideramos importante conocer €l impacto de los residuos de los
cuatro insecticidas objeto de estudio en productos con una progresiva difusion entre la
poblacion, como son los vinos de la DO, Jumilla. Pam ello, se aplicaron los
cormespondientes formulados en las uvas, segun criterios de BPA v CPA en ensayos
supervisados, con objeto de determinar las diferencias en sus niveles de concentracion y
cingticas de disipacion. Se realizd un seguimiento de los residuos desde la aplicacion hasta
la cosecha y durante la vinificacion. Finalmente, mediante ensayos de biodisponibilidad in
vitro, estadisticas v encuestas de consumo, se detemming la exposicion cronica a los

residuos de la uva v £l vino,
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4.4.1. ESTUDIOS DE CAMPO Y PROCESADQ.

En los ensayos de campo supervisados en uva para vinificacion var. Monastrell, se
aplicaron fenoxicarb, flufenoxuron, lufenuron y piriproxifen, segin las autornzaciones de
registiro que constan en el MAPA pam los formulados empleados. En la Tabla 4 45, se
expone un resumen de las caractersticas de los formulados v los LMRs que presentan en
el cultivo seleccionado (MAPA, 2008a).

Tabla 4.45.- Garacieristicas de regisiro de los plaguicida s estudiados en uva var, Monastrell

Producto RCI Plaga Dosis LMR PS
comercial (%) (mg/kqg) (dias)
Insegar Fenaxicarb Polillas del racimo 0,02-0,06 1 21

Acaros tetraquinidos,
{Cascade Flufenoaxuron | mosquito verde, piral, polilas 0,05-0,1 0,5 28
del maimo
Match Lufenuron Piral 0,05 1 28
Atominal Piriproxifen Cachinillas 50-75" 0,05 NP

PE: Plazo de sequridad, *: Dosis en mifHL NP: Mo procede,

La parcela experimental se ubicd en una finca productora representativa de la D.O.
Jumilla, en la Region de Murcia. Se identificd adecuadamente para evitar contaminacionas.
Fue dividida en area control y area de tratamiento. El area control se sitto o
suficientements cerca de la tratada como para garantizar idéntico cultivo y condiciones
climaticas y evitar resgos de contaminacion procedente de los tratamientos. Las

caracteristicas de las parcelas utilizadas se pueden observar en la Tabla 4.46.

Tabla 4.46.- Caracteristicas de 135 parcelas experimentales.

Forma de Culivo Aire libre
Plantacion Por estacas
Antigiiedad 14 anos

Localizacion® Paraje Hoya Torres, Jumilla
GPS (°N; °W; m} | 38,34529; 115,334, 772
Area (m°}) 101,56
Marco (m} 25x25
* Region de Murcia.
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El muestreo de campo se realizo al azar, tomando muestras de todas las parcelas;
incluyendo tanto frutos cubiertos por follaje como aquellos mas expuestos a la luz,
evitandose los puntos de inicio y final de la aplicacion por posibles derivas. Las muestras
fueron recogidas con adecuadas medidas de proteccion, evitando contaminaciones entre
areas y procurando una minima manipulacion. Se muestred en orden creciente de dosis de
aplicacion, de manerm que primero se tomd muastra en €l area control y despugs en el
area de aplicacion. Una vez recogidas, fueron envasadas en baolsas opacas de polietileno
inequivocamente  identificadas. Durante el transporte al laboratorio, las bolsas se
mantuvieron a tempemtura ambiente, en posicion estable, protegiéndolas de golpes v se
evitd su exposicion directa a la luz. En cada toma de muestras, se recogieron
aproximadamente 2 kg por cada parcela de ensayo, cantidad formada por cortes de mas
de 12 racimos procedentes de diferentes cepas, de acuerdo con las recomendaciones de
FAD para la realizacion de ensayos supervisados para este cultivo (FAO, 1990), excepto en

el caso de la muestra dedicada a la vinificacion para la gque se recogieron unos 15 kg.

El primer ensayo supervisado realizado en la parcela fue siguiendo el codigo de
EPA (FAQ, 2003b; CARM, 2003). Para ello, se respetaron dichas normas y las dosis v
plazos de seguridad registrados en cada caso. Las dosis aplicadas se encontraban situadas
en el intervalo permitido por el MAPA. Las dosis de aplicacion de piriproxifen, fenoxicarb,
fluferoxuron vy Iufenuron en la vid fusron 60 mi/HI, 0,04%, 0,08%, 0,05%,
respectivamente. Se realizd un muestreo periodico desde la aplicacion hasta £l momento
del plazo de seguridad permitido. La primera muestra se recogio 2 h después de la
aplicacion, establecido como tiempo de secado, de manem que el producto quedase fijado
en la planta. En la toma de muestra a plazo de seguridad, se recogio una muestia
adicional gue seria sometida a la vinificacion. Se registraron las condiciones ambientales
mas relevantes (temperatura ¥ humedad relativa) en el momento de la aplicacion,

medidas en un punto representativo de la parcela.
En los ensayos supervisados bajo CPA, se introdujeron dos condiciones crticas

desde el punto de vista de la presencia de residuos: nueva dosis transcurido £l plazo de

seguridad vy toma de muestra inmediata, de manerm que no se respetaron los plazos de

- B -



Experimental

Paula Payd Pefialver

seguridad preceptivos en ningln caso. Asi, 2l dia gque cumplia el plazo de seguridad en el
ensayo bajo BPA, v una vez finalizado éste, se aplicaron otra vez las mismas dosis sobre
los cultivos; posteriormente, se recogieron muestras 2 h después, una destinada al analisis

en el laboratorio y otra destinada a la vinificacion en la bodega.

Las condiciones en las gque se practicaron ambos tipos de ensayo se pueden
observar en la Tabla 4 47,

Tabla 4.47.- Condiciones de los ensayos realizados bajo B8R4 vy CPA.

v Dosis Temperatura Humedad Muestreo

Cultivo o {1/ha)} {°C) { %) {dias}
BPA CPA BPA CPA | BPA | CPA BPA CPA

vid 33 | 3249,23 | 324923 | 23 24 55 45 0221?2;4 0

La transformacion de uva en vino durante la vinificacion conlleva procesos gue
pueden tener gran influencia en la disipacion de los residuos de plaguicidas. En general,
las etmpas enclogicas convencionales como despalillado, estrujado, prensado, trasiego,
clarificado vy filtrado implican una separacion mecanica de sdlidos o semisdlidos (raspon,
orujo, lias y heces), adicion de coagulantes y agentes filtrantes susceptibles de afectar el
destino de los residuos de plaguicidas durante la elaboracion. Ademas, la técnica de

vinificacion empleada, con posibilidad de maceracion, adicion de taninos o emplec de
criomaceracion, etc., puede influir tambign debido a efectos de temperatura o de limpieza
mecanica. Asi, estos procesos pusden ser un factor determinante en la disminucion de los
residuos de plaguicidas de la uva original En este sentido, diversas publicaciones
atestiguan una disipacion notable durante la vinificacion con respecto a los residuos
encontrados en la cosecha {(Cabras et al., 1995, 1999, 2000a, 2001; Cabras v Angioni,
2000; MNavarro et al, 1999, 2000; Oliva et al., 1899, 2006, 2007a, 2007b; Hor et al.,
2000; Teixeim et al., 2004; Ruediger et al., 2004, 2005; Fernandez et al., 2005a, 2005b).
5in embargo, el efecto que provoquen las practicas enclogicas dependera de las
caracteristicas fisicoquimicas de cada residuo. Sera mas probable encontrar en el producto

final los plaguicidas de mayor solubilidad en medios hidroalcohdlicos, como los que
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confaorman €l mosto v 21 vino, En este sentido, la presencia de residuos de RCIs en el ving

no habia sido estudiada con anterioridad.

5e realizaron micro vinificaciones (15 kg), separadamente vy por duplicado, para
cada tipo de tratamiento de la uva en origen v en orden creciente de dosis de aplicacion
para evitar riesgos de contaminacion. La elaboracion de los vinos se realizd en una planta
piloto situada en la Bodega San Isidro (Murcia) perteneciente al Consgjo Regulador de la
0.0, Jumilla. El proceso v la manipulacion tuvieron lugar tal v como lo realiza esta bodega
en la practica. Los procesos fueron secuendales, recogiendose una muestra de 1 kg al

cabo de cada etapa influyente en la disipacion de residuos.

Las vinificaciones se realizaron sin adicion de levaduras seleccionadas. A las uvas
despalilladas y estrujadas, se anadio 80 mg/l de SO; pam controlar la fermentacion. El
estrujado s2 mantuvo en maceracion dinamica durante 10 dias a una tempemtura
controlada de 26-28 °C. Tras &l prensado mecanico v finalizado el periodo de fermentacion
del mosto (10 dias), el vino resultantz se trasego y clarifico utilizando 40 g/HI de bentonita
v 8 g/HI de gelatina. Finalmente, los vinos fueron fitrados a través de filtros de nylon de
0,45 um de diametro. Los analisis de residuos se realizaron en los productos liquidos

{mastos y vinos) v en los subproductos sdlidos o semi-solidos (estrujado, orujo v lias).
Los vinos no pasaron por barrica. Fueron almacenados durante 6 meses en lugar
fresco, seco y protegido de la luz. Durante este periodo, fueron muestreados

aleatoriamente vy se analizaron,

El proceso se representa esquematizado en la Figura 4.65,
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Figura 4.65.- Elaboracion de vino tinfo 100% Monastrell

4.4.2. ANALISIS DE RESIDUOS.

A continuacian se muestran bos resultados de los analisis de residuos realizados en

las experencias de campo vy en la vinificacion junto con los valores de la validacion

analitica y de los controles de calidad.
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4.4.2.1. VALIDACION ANALITICA.

La metodologia analitica descrita en el apartado 3.2.2.3, basada en extraccion por
QUEChERS vy determinacion por CL-MS, fue validada teniendo en cuenta los criterios
descritos en la Guia SANCO v la norma internacional 150 17025:2005 (IS0, 2005; DG
SANCO, 2007). En todos los casos el LQ se fijo en 0,05 mg/kg v el LD estuvo comprendido
entre 0,01-0,15 ng, como se muestia en la Tabla 4.48,

Tabla 4.48.- [ imites de defeccion v cuanitificacion en uva de vitificacion.

RCI LD {ng) LQ: (mg/kg) LQ:(mg/kg)
Fenoxicarb 0,04 0,01 0,05
Piriproxifen 0,15 0,05 0,05
Fenoxicarb 0,15 0,05 0,05
Piriproxifen 0,01 0,003 0,05

Liyr = Establecido tedricaments, Qe = Fiiado experimentalme e,

En todo el proceso de validacion, el intervalo de concentracion ensayado fue
0,05-1 mg/kg. Asi, la linealidad de respuesta del detector se estudid en este m@ango;
precision y exactitud fueron estudiadas en 0,05 mg/kg v 1 mg/kg con cinco réplicas por
nivel, empleandose multipatrones para fortificar las muestras en blanco previamente
analizadas. A diferencia de las demas, en esta experencia se emplearon calibraciones
fartificadas en matriz, con el objetivo de implantar la misma metodologia que previamente
se habia puesto a punto en el CYUA-Stuttgart (Alemania) (Paya <t al., 2007a). En la Tabla

4 49, se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4.49.- Resuliados de I3 validacion analitica en uva de vinificacion.

Matriz/ Parametros R2 RSD RSD Intra- Recuper_aciﬁn
Plaguidida (%) Repetibilidad | Reprod ucibilidad Media
Nivel (ppm) | D,05-1 | 0,05 1 D,05 1 0,05 1
Fenoxi@rb 899 g2 B3 6,3 6,1 -- -
Patran en Flufenoxuron 97,7 16 2.4 7.8 87 -- -
matriz Lufenuron 94,9 12,7 6,8 15,5 b, 7 -- --
Piriproxifen 99,8 16,5 7.6 17,6 4,9 -- -
Fenoxic@arh - 14,0 6,2 14,6 8.6 78,4 80,8
Uva Flufernoxuron - 6,21 1.6 12,6 8.5 87,3 91,2
Lufenuron - 18,5 b,b 14.5 11,3 89,7 | 1013
Piriproxifen - 7,0 10,8 195 125 1210 | 853
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Como se muestra, los niveles validados (0,05 v 1 mg/kg) abarcaron los LMRs
filados en uva de vinificacion (rango 0,05-1 mg/kg). El LQ (0,05 mg/kg) para todas las
combinaciones plaguicida-matriz fue siempre igual o inferior al LMR establecido. Los
coeficientes de correlacion lineal fueron = 959%, indicando una respusst lineal del
detector adecuada para cada phguicida en el intervalo analitico estudiado. La precision en
patrones mostrd valores de RSD inferiores al 10% en el 75% de los valores, con excepcion
de la repetibilidad e intra-reproducibilidad de lufenuron vy piriproxifen a 0,05 pg/ml con
RS comprendidos entre 12,7-17,6%. En las muestras fortificadas, los valores de RSO en
repetibilidad fueron inferiores al 20%, con mas de la mitad de los valores menores del
7% . La recuperacion media se mantuvo en las fortificaciones entre 70-120%, si bien la de
piriproxifen a 0,0% mg/kg fus 121%. Este valor fue el maximo entre las recuperacionss
medias y € minimo estuvo situado en 78,4% para fenoxicarb a 0,05 mg/kg. Por ultimo,
los resulkados de RS0 en la reproducibilidad intra-laboratorio de las muestras fortificadas
fueron inferiores al 20%, con dos valores menores del 9,5% vy seis comprandidos entre
11,3% y 19,5%.

4.4.2.1.1. Controles de calidad.

En todos los casos, las recuperacionss de los controles de calidad estuvieron
comprendidos entre 70-120%. En la Tabla 4.50, se pueden observar los valores medios.
Las inyecciones de blancos de matriz v disolvente, incluidas en las secuencias de analisis

de las muestras, confirmaron la ausencia de cantaminaciones o interferencias.

Tabk 4.50.- Mediz de los resufindos de los confroles de alidad analizados

. Recuperacion media (%}
Nivel (mg/ka) Fenoxicarb | Flufenoxuron | Lufenuron | Piriproxifen
0,05 88,8 110,1 1148 1122
1 88,3 57,6 54,1 80,8
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4.4.2.2, RESIDUOS EN PRODUCTO FRESCO.

La Tabla 4.51, muestra los rasultados de los residuos de RCIs encontrados en los

productos en fresco durante los ensayos de campo realizados,

Tabk 4.51.- Residuos de RCIs encontrados en ef cultivo de wva var. Monastrelf durante los
ensayos de campo supervisados cuando s aplican BRA v (PA.

Ensavo de campo BPA CPA
Muestra (mg/kg} 2h | 2d | 7d |14d | 21d|28d | 2h
Fenoxicarb 028 1009 | 0,07 | 0,05 | 0,07 -- 0,27
Flufenoxuron 045 | 028 | 026 | 0,22 | 0,23 | 0,21 | 057
Lufenuron 014 [ <10 | <O | <1LQ| <1Q| <LO | 0,11
Piripraxifen 0,15 | 005 | 005 | 0,05 | 0,06 | 0,06 | 0,18

En condiciones de BPA, los residuos de fenoxicarb, flufenoxuron y lufenuron no
superaron los LMRs transcurridos sus plazos de seguridad establecidos por € MAPA. Sin
embargo, en £l caso de piriproxifen, pam el que este Ministerio no especifica plazo de
seguridad concreto, 21 nivel de residuos en la muestra del primer dia del ensayo bajo BPA
0,15 mg/kg) excedid en =l triple su LMR (0,05 mg/kg) y posteriormente se alcanzaron
niveles iguales 0 ligeramente superioras {0,066 mg/kg) hasta finalizar el plazo de seguridad
propuesto en este trabajo (28 dias). Por lo tanto, los niveles de piriproxifen sdlo podrian
ser admisibles toxicoldgica y legalmente a partir del segundo dia de un ensayo de estas

caracteristicas.

En caso de aplicacion de CPA, y teniendo en cuenta las condiciones de
incertidumbre expandida (509%) gue establece SANCO en casos de niveles proximos al
LMR (DG SANCD, 2007), solo piriproxifen (0,18 mg/kg) superaria su tolemncia maxima
(0,05 mg/kg) en este cultivo. En el caso de lufenuron, su nivel de residuos (0,57 mg/kg)
entraria dentro del intervalo permitido por SANCD para detemminar residuos violativos con

respecto a su LMR (0,5 mg/kg).

En las Figuras 4 .66, 4.67 v 4.68, se pueden observar las representacionss de las

curvas de disipacion de los residuos encontrados durante £l ensayo bajo BPA.
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Figura 4.66.- Curva de disipacion def residuo de fenoxicarb en la uva de vinificacion durante ef
plazo de sequridad previo 4 I cosecha en so de un Fatamiento realizado con 8P4
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Figura 4.67.- Curva de disipacion def residuo de fufenoxaron en la e de vinificacion durante el
plazo de sequridad previo 4 I cosecha en aso de un Fatamiento realizado con BPA
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Figura 4.68.- Cunva de disipacion def residio de piriproxifen en la wva de vinificacion duranie ef
plazo de sequridad previo 4 I cosecha en so de un Fatamiento realizado con 8P4
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En el caso de lufenuron, no se pudo estudiar su curva de disipacion, ya que solo se

encontraron residuos a las 2 horas, siendo el depdsito inicial 0,14 mg/kg.

Por la tendencia de las curvas de disipacion, cabe pensar que sigan una regresion
logaritmica y por tanto una cinética exponencial. Sin embargo, los coeficientes de
correlacion obtenidos fueron < 0,9, indicando que lo que verdadermmente encontramaos es
una fase de degmdacion de dos puntos v una fase de persistencia asintdtica, sin
posibilidad de relacionar matematicamente la disipacion de los residuos con el tiempo. Por
tanto, no se pudo calcular en ningln caso los parametros matematicos que poddan

informar sobre la disipacion de estos plaguicidas en el cultivo,

Los residuos de fenoxicarb en la uva de vinificacion durante el intervalo previo a la
cosecha en el ensayo con BPA, describieron una fase de disipacion inicial rapida, en los 2
primeros dias del ensayo, en la que se obtiene un tercio de los residuos iniciales, y a
continuacion, una fase de persistencia muy lenta, en la que apenas hay disipacion, que
durd los 19 dias restantes para alcanzar el plazo de seguridad fijado para el compuesto
{21 dias). El residuo muestra por tanto poca disipacion en campo transcurridos los dos

primeros dias del ensayo aungue sus residuos en la fase de persistencia fueron = 0,09

mg/kg.

Los residuos de flufenoxuron durante el intervalo comprendido entre su aplicacion
v el plazo de seguridad, en el ensayo con BPA, describieron una fase de disipacion inicial
rapida, en dos dias, analogamente a lo ya descrito, aungue en este caso se obtienen dos
tercios de los residuos iniciales, y por tanto la tasa de disipacion en esta fase seria inferior
a las anteriores. A continuacion se observo una fase de persistencia muy lenta, en la que
apenas hay disipacion, que durd los 26 dias restantes para alcanzar el plazo de sseguridad
del compuesto (28 dias). El residuo muestra por tanto poca disipacion en campo
transcumridos los dos primeros dias del ensayo aungue sus residuos en la fase de

persistencia fueron = 0,28 mg/kg.
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Los residuos de pirproxiften para 2l mismo intervalo, en el ensayo con BPA,
describieron una fase de disipacion inicial rapida, en dos dias, similar a los casos
anteriores, en la que se obtiene un tercio de los residuos iniciales. A continuacion se
observd una fase de persistencia muy lenta, en la que apenas hay disipacion, que durd los
26 dias restantes parm alkanzar el plazo de seguridad del compuesto (28 dias). No fue
posible por tanto obtener una regresion de los residuos. El residuo muestra por tanto poca
disipacion en campo transcurridos los dos primeros dias del ensayo aunque sus residuos

en la fase de persistencia fueron = 0,06 mg/kg.

En el caso de lufenuron, no se pudo aestudiar su curva de disipacion ni su regresion
en este cultivo, ya que solo se encontraron residucs a las 2 h o primer dia, siendo su

deposito inicial de 0,14 mg/kg en la uva de vinificacion.
En las Figuras 4.69, 4.70, 471 y 4.72 s& muestra la disipacion de los residuos en

forma de porcentajes remanentes encontrados en el cultivo tras la aplicacion agricola bajo
BPA.

B Parcentas remanente de fenoscart on uva devorific scan

100.0%
32.1%
1F 5%
Ddias 2 dias 7 diias 14 dias 21 ¢cias

Figura 4.69.- Disipacion de los residuos de fenoxicarh en Ia uva de vinificacion durante ef plazo de
sequridad previo @ Ia cosecha en caso de un tratamiento realizado con BPA
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Los porcentajes remanentes de fenoxicarb en la uva durante el tratamiento bajo
BPA mugastran como el residuo exparimenta una disipacion inicial mpida, disminuyendo en
un 67,9% en 2 dias, alcanzando un remanents de 32,1%; a partir de ahi, comienza la fase
de persistencia, en la que se producen pequenas disminuciones progresivas de un 7,1% a
los 7 y 14 dias hasta que se alcanza un remanente de un 25% respecto del residuo inicial

n el momenta de finalizar su plazo de seguridad.

® Porcentaje remenente de fufenoxuron en vva de winificacién

100.0%
L
62,2% 67 8L
| - 51 1% 5
| A8 9% =Ll a6, 7%
Hdlias Aelias Fodias 14 cias 1 dias 28 dias

Figura 4.70.- Disipacion de los residuos de fufenoxuion en la wva de vinificacion duranfe ef plazo
de sequridad previo a I7 cosedha en caso de un tratamienio realizado con BPA

Para el caso de flufenoxuron en uva, también durante el tratamianto bajo BPA, se
observa como el residuo experimenta una disipacion inicial rapida, disminuyando en un
37.8% en 2 dias, alcanzando un remanente del 62,2%. A partir de ahi, comienza la fase
de persistencia, en la que se producen pequenas disminucionas progresivas de un 4,49,
B,89% v 44% en un plazo de 5 © 7 dias hasta llegar a un remanante de un 46,7%
respecto del residuo inicial en el momento de finalizar su plazo de seguridad. Este
comportamiento es muy similar al anterior, aungue en este caso las diminuciones en

general son de menar arden,
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E Porcentajeremanente de lufenuren en uves dewvinificacidn

100,05

ERR < LA < hit =il < oid
A i i - amiiE
Oclias 2dias T dias Eddias 21dias 28 digs

Figura 4.7 1.- Disipacion de los residuos de lufenuron en la wva de vinificacion durante ef plhzo de
sequidad previo @ Ia cosecha en case de un tratamiento realizado con BPA

Los porcentajes remanentes de lufenuron durante el tratamiento bajo BPA
muestran una gran disipacion en dos dias, pasando del 100% a niveles no cuantificables.
Comparando con el caso anterior, ya que ambos compuestos son  analogos
estructuralmente, se puede explicar una disipacion tan brusca desde el punto de vista de
los niveles de residuos qua ambos dejan en este cultivo durante los 2 primeros dias, ya
gque la concentracion de ufenuron al comienzo del ensayo es un tercio del nivel gue se
obtiene en el ensayo de flufenoxuron, y por tanto justificaria la disipacion total que
provocan las condiciones ambientales al existir una degradacion mas sencilla en el caso de
lufenuron, yva que parte de niveles mucho mas bajos que flufenoxuron al inicio de la fase

de disipacion.

Piriproxifen &n uva, en el tratamiento bajo BPA, muestra como el residuo
experimenta una disipacion inicial rapida, donde se elimina un 66,7% en 2 dias,
alcanzando un remanente de 33,3%. A partir de este momento, comienza la fase de
persistencia, en la que Ibs remanentes se mantienen en un 33,3% aungue con pequenas

variacionas (40%) durante el resto del tiempo que constituye £l plazo de seguridad del
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compuasto. A diferencia de la disipacion de fenoxicarb y flufenoxuron, pirproxifen muestra

una persistencia sin tendencia a la disipacion.

Porcenlaje remanents de girprogcifen g uva de winil:cacion

J00,0%

411, 0% &0 0%
A3,53% A3, A% =, 3%
i '%_5. !5 ! §f % I & : :%
Detias Fdias 7 dias b lias 2ledias 2R diag

Figura 4.72.- Disipacion de los residuos de piriproxifen en Iz uva de vinificacion durante ef plazo
de sequridad previe a I7 cosedha en caso de un tratamienio realizado con BPA

En suma, fenoxicarb y flufenoxuron en uva muestran disipaciones similares, con
una fase de disipacion rapida provocada fundamentalmente por los factores ambientales
fluz, temperatura, humedad, viento, etc) v otra de persistencia muy lenta debido a la
influencia de los factores metabolicos vegetales, aunque en el caso de fenoxicarb la
disipacion es en general de mayor orden. Lufenuron, que se encuentra en niveles
notablemente inferiores a flufenoxuron al comienzo del ensayo, queda afectado
sensiblemente por la degradacion que producen las condiciones ambientales, disipando
hasta niveles no cuantificables en la fase de disipacion. Por ultimo, piriproxifen también
muestra una disipacidn analoga a las de fenoxicarb y flufenoxuron, pero su fase de
persistencia demuestra una tendencia nula a la disipacion, en la que el metabolismo
vegetal no parece influir, al menos durante los 28 dias que se propusieron como plazo de

seguridad en este estudio.
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En Ia Figurma 4.73, se comparan los niveles de residuos significativos entre los
supuestos de BPA v CPA. Se observa que en general la concentracion que se encuentra en
CPA &5 resultado de la concentracion remanente del fruto a plazo de seguridad v =l

depdsito inicial de un tratamiento de estas caracteristicas.

: | 0,15
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m Hu fenosuronims kg o Firdprozifen imabg
Wifenuron fmeE) 8@ Tenoxicar (mE ke

Figura 4.73.- Comparacion de niveles de residuos enire Iz aplicacion bajo BFA v CPA.
BPA: Buenas praciicas agricolas. PS: plazo de seguridad. CFPA: Criticas practicas agricoRs

Finalmente, se debe senalar que no se observo la presencia de ninguno de los

insecticidas en las muestras control tomadas en el area sin tratar durante el ensayo.

4.4.2.3. RESIDUOS EN PRODUCTOS ELABORADOS,

Mo se encontraron residuos superiores al LQ en los productos liquidos (mostos y
vinos). Los residuos fueron encontrados en los sub-productos solidos o semi-solidos de la
vinificacion (estrujado, orujo v lias). Entre las muestras con residuos, se puade establecer
el siguiente orden segln su concentracion: orujo > estrujado = lias. Comparando por
plaguicidas, se puede establecer el siguiente orden segun los niveles de residuos
encontrados: flufenoxuron > fenoxicarb > piriproxifen > lufenuron. Ademas, solo

se encont@aron residuos de lufenuron en el orujo de las micro-vinificaciones y en el
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estrujado bajo CPA. Los niveles encontrados durante la dlaboracion y conservacion del

vino tinto de Monastrell se puseden observar en la Tabla 452,

Tabla 4.52.- Niveles medios de residuos de RCIs {n = 2) encontrados durante Ia vinificacion y
aimacenamiento de 05 vinos

Niveles Medios de Residuos (mg/kg)

Proceso Etapa Fenoxicarb | Flufenoxuron | Lufenuron | Piriproxifen
BPA | CPA | BPA CPA | BPA | CPA | BPA | CPA
Estrujado | 0,08 | 0,20 | 0,24 041 | <LQ| 0,11 | 0,10 | 0,13
Mostol | <Ll | <O | <L | <L | <LQ <L <LQ | <L
MostoIl | <LQ | <L | <LQ | <LQ | <LQ|<LO| <LQ | < LY
Drujo 0,22 | 041 | 055 0,72 10,13 [ 0,31 ) 0,18 | 0,35
VinoSCL | <1Q | <LQ | <1 | <1Q | <LQ[<LQ| <LQ | < LO
Lias 0,06 | 0,16 | 0,09 0,32 | <LQ|<LQ| 0,06 | 0,10
VimoOL [ <L [ <L | <LQ | <O [ <O [ <L | <LO | < LY
VinoF | <L | <L | <sLQ | <L | <LQ <L <LQ | < LY
Consarvacion | 3meses | <LQ [ <1Q | <O | <LQ | <LOQ | <LQ| <LQ | < LQ

debotellas | 6meses [ <LQ [ <LQ | <LQ | <LQ [ <LQ [ <LQ| <LQ | < LOQ
EBCL = Sinclarificar, CL = Clarificada, F = Fittracda,

Vinificacion

A la vista de los resultados, se pusden establecer factores de transferencia de
residuos entre los diferentes productos de la vinificacion, teniendo en cuenta las
concentracionas encontradas en cada caso (LQ = 0,05 mg/kg). Estos factores se pueden

observar en las Figuras 4.74 y 4.75,

Como se observa, la transferencia de residuos en el maosto v vino es nula (L =
0,05 mg/kg) v por tanto la seguridad alimentara asociada estada garantizada. Sin
embargo, existe transferencia de residuos entre subproductos de la vinificacion. Esta
transferencia es mavyoritaria hacia el onujo y también ocurre en las lias para algunos
compuestos. Esto debe tenerse en consideracion cuando se diriian a |a obtencion de
aguardientes y piensos, entre otros, ya que contendrian residuos de plaguicidas y podian

incluirse en la cadena alimentaria.
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Fenoxicarb Flufenoxuron

a) Fadores de transferencia de fenoxicarb b) Factores de transierencia de flufenoxuron

Lufenuron Piisvonilen

Lits Wiabe - Eileujada i i
it i L ]
hejursian

€) Factores de trmansferenda de lufenuron d) Factores de transferencia de pirproxifan

Figura 4.74.- Factores de transferencia de RCIs en la vinificacion bBajo BPA

Fenoxicarh Flufginamweron

a) Facores de transferencia de fenoxicarb b) Factores de transferencia de flufenoxuron

Lufenuron Piripraxifen

L
: ‘
e
L Rl

€) Factores de transferenda de lufenuron d) Factores de transferencia de pirproxifan

Figura 4.75.- Factores de tansferench de RCIs en 3 vinificacion bajo CPA

- g0 -



Experimental

Paula Payd Pefialver

El factor de transferencia medio en el orujo fus 2,54 con BPA v 1,92 con CPA. En
las lias, no existio transferencia de flufenoxuron ni lufenuron; mientras que se observd un
mantenimiento de niveles de fenoxicarb y piriproxifen bajo BPA, siendo el factor de
transferencia medio 1,06, e incluso una disipacion bajo CPA, con un factor de
transfarencia medio de 0,56. En el estrujado se observd el mantenimiento de niveles con
respecto a la vendimia, tanto bajo BPA como bajo CPA, con factores de transferencia
medios de 1,44 y de 0,80, respectivamente; siendo la transferencia nula para €l caso de
lufenuron bajo BPA. Por tanto, las concentraciones de residuos que se encuentran
originalmente en la vendimia se mantienen en el estrujado v en las lias, aungue en estas
podian verse disminuidas hasta la mitad; sin embargo, se duplicarian en el orujo que se

obtiene de la vinificacion.

En las Figuras 4.76 y 4.77, se representan los residuos encontrados, expresados en
cantidad {mg), vy calculados segun los pesos de vendimia {15 kg), estrujado (media 10
kqg), orujo (media 2,6 kg) v lias (media 1 kg).

Fenoxicarh Flufenoxuron

Aty
M| ST
a) Cantidad de fenoxicarh b) Cantidad de flufenoxuran
Piriproxifen

Lufenuron

€) Cantidad de lufenuron d) Cantidad de piriproxifen
Figura 4.76.- Cantidades meadias de residuos (n = 2) encontradas en 13 vinificacion bajo BRA
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Se observa también la disipacion de los residuos en las sucesivas etmpas de la

vinificacion v la acumulacidn mayoritaria en el onuijo.

Fenoxicarh Flufenoxuren

3%
]

a) Cantidad de fenoxicarb b} Cantidad de flufenoxuron
Lufenuron Piriproxifen
o |

P
i |

<) Cantidad de lufenuron d) Cantidad de piriproxifen
Figura 4.77.- Cantidades medias de residuos {0 = 2) enconfradas en I3 vinificacion bajo CPA

En las Figuras 4.78 v 4.79 se representan los porcentajes remanentes encontrados
en las micro-vinificaciones bajo ambas practicas agricolas, calculados respecto a la

cantidad de residuos presentes en cada vendimia,
Como se observa, la mayor disipacion entre los sub-productos fue encontrada para

flufenoxuron en las dos condiciones agricolas, mientras que lufenuron, fenoxicarb vy

piriproxifen, aunque con niveles mas bajos en las muestras, presentaron menor disipacion.
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Porcentaje remanents (%)

gy

20

wWehdimia Estrujado Qruje Lias
|- Fenoxicarb OLufenuren EPiriproxifen B Flufenoxuren |

Figura 4.78.- Disipacion medi {n = 2) de los residuos en 13 vinificacion aplicando BPA

Porceantaje remanenta (%)

=1L,
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20

Vendimia Estrujade Qrujc Las
|@ Fehoxicarb OLufenurcn DPiriproxifen BEUFenoxUroh |

Figura 4.79.- Disipacion medi {1 = 2) de los residuos en Ia vinificacion aplicando CPA

En el caso de lufenuron no se pudieron calcular los porcentajes remanentes en BPA
por desconocer la cantidad existente en la vendimia v en algunas mueastras {< LQ) asi

como €n la muastra de lias con CPA (< LQ).

Los porcentajes remanentes encontrados en el estrujado fueron de media un 52%
en BPA y un 86,3% en CPA, respecto a la vendimia, y por tanto practicamente no hubo
disipacion. En el orujo, los porcentajes remanentes fueron de media un 50,7% para BPA y

un 3%,3% para CPA, respecto a la vendimia.
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En las lias, los porcentajes remanentes fueron de media un 6% para BPA v un 4%
para CPA, respecto a la vendimia. Por tanto, el orujo retira del proceso una gran parte de
los residuos ¥ con las lias se elimina una parte minima. El resto dejaria en mosto ¥ vino
una concentracion inferior a 0,05 mg/kg vy por tanto, £l vino embotellado entraria en 2l

mercado sin residuos cuantificables (LQ = 0,05 mg/kg).

También se debe temrer en cuenta que un porcentaje importante se degrada

durante la fermentacion.

4.4.3. DIALISIS EN PATRONES, UVA Y VINO TINTO.

En los ensayos de biodisponibilidad in vitre realizados sobre uva fortificada a
niveles que comprendian los encontrados a plazo de seguridad y condiciones criticas
{0,05-1 mg/kg) no se detectd la presencia de los insecticidas en el dializado. Asimismao, en
muestras de vino fodificadas a 0,09 mg/kg tampoco se detectd su presencia en el

dializado.

Por tanto, se ensayd un intervalo mayor (5-100 mg/kg) en ambas muestras para
conocer la dialisis. La dialisis de los compuestos fue detectada en niveles de 50 pg/g hasta
100 pg/fg en vino ¥ de 70 pg/g hasta 100 pg/g en wva. En cambio, en los estandares se
observo dialisis desde 5 pg/g hasta 100 pg/g. Los porcentajes de dialisis encontrados en
los ensayos no superaron £l valor de 4% en vino v 2% en uva, En cambio en los
estandares llegaron hasta 199%. La concentracion maxima del dializado para los ensayos
en vino fue 7,7 pg/ml para la fortificacion de 100 pg/g. En cambio, en uva fue 3,4 pg/mi
para la fortificacion de 100 pg/g vy en estandares 42,2 pg/ml para la misma fortificacion.
Entre todas las muestras, la maxima cantidad dializada se encontrd para fenoxicarb en
estandar v fue 0,3 mg parm una cantidad digerida de 2 mg correspondiente a una

fartificacion de 100 pg/g.
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En todos los casos se observd que segun su capacidad para dializar, los plaguicidas
pueden ser ardenados en: fenoxicarb > piriproxifen > lufenuron > flufenoxuron. Por
tanto, los plaguicidas mas dialimbles son fenoxicarb y piriproxifen v los que menos las dos
benzoilfenilureas. Las diferentes matrices tambien se pueden ordenar segun el efecto
matriz que interponen a la dialisis: uva = vino > estandares. Por tanto, a igualdad de
concentraciones iniciales, se observa una dialisis mayor cuando los plaguicidas se

encuentran n disolvente 0 en vino tinto gue en la matriz en fresco.

Los resultados en uva y vino s2 exponen en las Figuras 4.80, 4.81 v 4 82,

704 variahle
—— Fenaxicarb-Uva
B0 —®— Flufenaxuran-Uva
Lufenuran-Uva
—ik — Ppiripraxifen-Uwa
50 Fenaxicarb-wina
E —— Flufenaxuran-ving
= —— Lufenuran-vina
i ———— Piripraxifen-vina
7 40 P —— Pirip
E -~
S 30- -
= —
] =
& 20 T
-
-
f’-—
10_ ’..r"'
-
- e ——
N4 e e e e

T T T T T T
1000 1200 1400 1600 1800 2000
Cantidad digerida {uqg)

Figura 4.80.- Cantidades dializadas encontradas en uva v vino

- 5 -



Experimental

Paula Payd Pefialver

03 == 03 sz
3 fa] s |

EF ufanazunan
B\ wanumn
25 [|MP rpoxfan
MFanazcah

OF ufanaxuran
B\ ufan uran
P rpnxfan
B Fanaz cark

Cancantaaan naa |ualg| Cancant@zan naa Jualg|
a) En uva b) En vino

Figura 4.81.- Porcentajes de didlisis encomtrados en wva vy vino

4 Concenlmcanda da zado jugm ) 1 Cancentmc dn de da zada Jugim }

EF vk maxumn
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Figura 4.82.- Conceniracion de! residuo encontrado en la membrana de didlisis en uva v vino

Los resultados en estandares se exponen en las Figuras 4.83, 4.84 y 4.85,

En genemal, al aumentar la concentracion inicial en la muestra, el pammetro
indicador de la capacidad de didlisis {porcentaje de dialisis o porcentaje de compuesto
dializable), no wvarid significativamente, excepto pam aquellas muestras de gran
concentracion, donde el proceso de dialisis s2 vio favorecido por un importante efecto de

difusion pasiva a favor de gradiente durante las 2 horas que durd esta etapa.
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Figura 4.83.- Didlisis en cantidad enconirada en estandares
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Figura 4.84.- Porceniafes de didlisis encontrados en estandares

Sin embargo, cuanto mayor fue la cantidad de plaguicida sometida a digestion o
mayor la concentracidn inicial de la muestra, mayor fue la cantidad de plaguicida dializado.

Asi, la concentracion de los residuos en la membrana tubular de dialisis depende
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exclusivamente de la concentracion de la muestra o de la cantidad digerida de forma

directa, ya que €l volumen de dializado no vario significativamente entre mugstras.
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S .
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|

i

=

a
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[

i

Concentracion inicial {pe/e)

Figura 4.85.- Concenfracion del residuo encontrado en Iz membrana de didlisis en estandares
4.4.4. ESTUDIO DE DIETAS Y CALCULO DE INGESTAS.

En este estudio, se han considerado los valores de consumo de wva y vino de

mesa, ya que son los gue cuantifica el INE vy los que se encuentran de manera continuada
£n una dieta habitual.

En las Tablas 4.53 y 4.54, se exponen los valores del consuma anual y diario de los

productos estudiados.,

Tabla 4.53.- Vafores de consumo anual para uva ¥ vino de mesa seqiin ef INF.

C = Consumo Anual (kg /persona * aho)

arupo Uva de mesa Yino de mesa*
MNacional 4,77 22,12
Murcia 3,33 14,35
Urbano 3,84 17,29
MNo urbano h,76 27,27

*. |fpersona-ano,
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Tabk 4.54.- \alores de consumo diario para wva v vino de mesa sequn ef INE.

C/D = Consumo Diario (kg/persona " dia)

Grupo Uva de mesa Yino de mesa*
MNacional 1,31E-02 6,06E-02
Murcia 9,12F-03 3,93E-02
Urbano 1,06E-02 4,74E-02
Mo urbano 1,58F-02 7A7TE-02

*; |f persana & o,

En Ia Tabla 4.55, se exponen los valores de la relacion entre la ingestion diana
estimada vy la diaria admisible (IDE/IDA) a parir de los datos de consumo del INE.

Se observa que en los casos de residuos de fenoxicarb v flufenoxuron la relacion
IDE/IDA 5 siempre mayor en ving gue €n uva en condiciones de BPA, debido al efecto
que ejerce el alto consumao de ving, en comparacion con 2l de uva segun €l INE, sobre el
producto del IDC, a pesar de la mayor presencia de residuos en uva que en vino. Por &l
contraro, la relacion IDE/IDA en uva supera a la del vino en CPA, va que los residucs
encontrados en uva en estas condiciones son mucho mayores gue en vino y compensan £l
bajo consumo de este alimento en el calkculo del IDC. Para lufenuron v pirproxifen, la
relacion IDE/IDA fue siempre mayor en vino, justificado por su alto consumo, a pesar de
que los niveles de residuos encontrados en uva sean mayores 0 iguales gue los del ving,
Sin embargo, entre todos los casos, el valor maximo de IDE/IDA encontrado fue 2,73E-03,
lo gque supone un factor de seguridad minimo de 367 entre ingestion v riesgo toxicoldgico

para estos insecticidas,

Respecto a los valores calkculados segln las encuestas de habitos de consumo
realizadas en nuestra Regidn, en las Tablas 4.56 y 4.57 se exponen los consumos
calculados en funcion de raciones vy semanas disponibles, tanto anual como diario. El dnico
consumo nulo ha sido el de vino de mesa en el grupo de los nifios, debido obviamente a

su corta edad.
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Tabla 4.55.- Relacdn IDE/IDA en wva v vine de mes3 con 135 estadisticas de consumo del INF.

IDE/IDA de Fenoxicarb

Grupo Practica Uva de mesa Vino de mesa
Nacional BPA 2,77E-04 0. 18E-04
{PA 1,07E-03 0, 18E-04
Murdia BPA 1,94E-04 5.96E-04
PA 746F-04 5.96FE-04
Urbaro BPA 2,23E-04 7, 18E-04
PA 8,61E-04 7 18E-04
EPA 3,35E-04 1,13E03
No urbano oPA 1,29E-03 1,13E-03

IDE/IDA de Flufenoxuron

Grupo Practica Uva de mesa Yino de mesa
Nacional BPA 8,32E-04 0, 18E-04
{PA 2,26F-03 8. 18F-04
. BPA 5,81E-04 5.96E-04
Murcia cPA 1,58E-03 5,96E-04
Urbano BPA 6,63F-04 7 18FE-04
{PA 1,82E-03 7, 18E-04
No urbano BPA 1,00E-03 1,13E03
{PA 2,73E-03 1,13E03

IDE/IDA de Lufenuron

Grupo Practica Uva de mesa Yino de mesa
: BPA 1,98E-04 0. 18E-04
Nacional CPA 4,36E-04 9,18E-04
Murcia BPA 1,38F-04 5.96F-04
{PA 3,04E-04 5.96E-04
Urbano BPA 1,59E-04 7 18E-04
{PA 3,51F-04 7 18FE-04
No urbano BPA 2,39E-04 1,13E03
{PA h,26E-04 1,13E03

IDE/IDA de Piriproxifen

Grupo Practica Uva de mesa Yino de mesa
Nacional BPA 2,38E-04 0. 18E-04
{PA 7,13E-04 0, 18E-04
Murcia BPA 1,66E-04 5.96E-04
PA 4,98E-04 5.96E-04
Urbaro BPA 1,91E-04 7, 18E-04
PA b, 74E-04 F18E-04
No urbano BPA 2,87F-04 1,13F03
{PA 8,61E-04 1,13E03

*En color amarille se identifican los resultados cakulbdes con una concentracion de residocs hipotética igual al LG (D05
mof ko) unaue 2sas muestras presentaron niveles inferiores 2n la realidad,
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Tabla 4.56.- Consumo anual para wva v vino de mesa @ partir de fas encuesias realizadas.

C = Consumo Anual (kg /persona * aino)

Grupo Uva de mesa Vino de mesa*
Mifios 2,76 0,00
Adolescentas 4,82 2,82
Adultos 6,00 16,03
Edad ovanzada 6,06 17,12

*: |fpersana-ano,

Tabla 4.57 .- Consumo diario para twva v vine de mesa @ partiy de 135 encuesias realizadas.

C/D = Consumo Diario (kg/persona " dia)
Grupo Uva de mesa Yino de mesa*
Nifios 7,56E-03 0,00E+00
Adolescentas 1,35E-02 7, 72E-03
Adultos 1,64E-02 4,39F-02
Fdad avanzada 1,66F-02 4,68E-02

*. |fpersana -ano,

Finalmente, en la Tabla 4.58 sz exponen los resultados de la relacion IDE/IDA

segun los datos de las encuestas practicadas.

En este caso, se observa la ausencia de relacion IDE/IDA en vino para €l grupo de
los nifos; una relacion IDE/IDA en uva mayor que en vino en adolescentas, por doble
motivo, €l mayor nivel de residuos vy &l mayor consumo encontrado en uva; una mayor
relacion IDE/IDA en vino que en uva para €l grupo de adultos y edad avanzada, debido a
que consumen mas ving que uva, segin las encuestas pacticadas, aungue con
excepciones como los casos de fenoxicarb y piriproxifen para CPA y flufenoxuron, donde la
relacion en uva es mayor porgue la mayor presencia de residuos en la uva predomina en
el producto del IDC. Entre todos los resultados, se obtiene un valor maximo de IDE/IDA
de 2,87E-03, analogo al encontrado con los datos del IME, v por tanto define un factor de
seguridad minimo de 349 entre ingestion v riesgo toxicologico, similar a lo encontrado

anteriormente,
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Tabla A.58.- Refacion IDE/IDA en uva ¥ vino de mesa 8 partir de 135 encuestas de consum.

IDE/IDA de Fenoxicarb

Grupo Practica Uva de mesa Yino de mesa
Nifios BPA 3,21E-14 0,00E+00
CPA 1,24E-03 0,00E+00
Adolescentes BPA 2,86F-04 1,17E-04
CPA 1,10E-03 1,17E-04
Adultos BPA 345E-4 6,66E-04
CPA 1,34E-03 6,66E-04
Edad BPA 3.52E-4 J11E-(4
avanzada CPA 1,36E-03 J,11E-04

IDE/IDA de Flufenoxuron

Grupo Practica Uva de mesa Yino de mesa
Nifios BPA 8,62F-04 0,00FE+00
CPA 2,61E-03 0,00E+00
Adolescentes BPA 8,58E-4 1,17E-04
CPA 2,33E-03 1,17E-04
Adultos BPA 1,05E-03 6,66E-04
CPA 2,84E-03 b,66F-04
Edad BPA 1,06E-03 7,11E-04
avanzada CPA 2,87E-03 Z11E-(4

IDE/IDA de Lufenuron

Grupo Practica Uva de mesa Vino de mesa
Nifios BPA 2,29E-4 0,00E+00
CPA 5,04 -0 0,00FE+00
Adolescentes BPA 2,04E-14 1,17E-04
CPA 449E-04 L17E-04
Adultos BPA 2, 49E -0 b,66F-04
CPA 5 A8E-4 6,66E-04
Edad BPA 2,52E-[4 J11E-04
avanzada CPA 5.E3IE-04 7, 11E-04

IDE/IDA de Piriproxifen

Grupo Practica Uva de mesa Yino de mesa
Nifios BPA 2,75E-14 0,00E+00
CPA 8,25E-4 0,00E+00
BPA 245E-04 1,17E-04
Adolescertes CPA 7 35E-04 1L,17E-04
Adultos BPA 2,99E-4 6,66E-04
CPA 8,857E-14 6,66E-04
Edad BPA 3,02E-04 7,11E-04
avanzada CPA 5,06E-04 7, 11E-04

*En eolor amarills se identifican los resuados sakubdes con uma concertrazidn de residucs hipotdtics igual al LG 0,05

Mgl kg ) Aurue 2585 muestras prasentaron nivelkes inferiores 2n 8 realidad,
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4.4.5. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos en la validacion de la metodologia analitica,
basada en extraccion por QUEChERS vy determinacion por CL-MS, se puede asegurar que
es adecuada, precisa, sensible v exacta para el proposito de esta experiencia. Cumple los
requisitos establecidos en la Guia SANCO parma el rango selecciomado (0,05-1 mg/kg),
suficientemente amplio para abarcar los niveles de residuos encontrados. Por tanto, la

metodologia desamrollada fue eficaz para alcanzar £l objetivo de esta expenencia.

En los ensayos de campo supervisados bajo BPA, los residuos de fenoxicarb,
fluferoxuron y lufenuron no superaron los LMRs para los plazos de seguridad establecidos
por el MAPA para estos compuestos. Sin embargo, en el caso de pirproxifen, para €l gque
este Ministerio no especifica un plazo de seguridad en concreto, el nivel de residuos en la
muestra del primer dia del ensayo bajo BPA (0,15 mg/kg) excedid en el triple su LMR
(0,05 mg/kg) vy posteriommente se alcanzaron niveles iguales o ligeramente supenores
{0,06 mg/kg) a éste hasta finalizar &l plazo de seguridad propuesto en este trabajo (28
dias). Por lo tanto, los niveles de piriproxifen solo podrian ser admisibles  toxicoldgica v

legalmente a partir del segundo dia de su tratamiento.

En las aplicaciones fitosanitarias criticas, se observa que en general la
concentracion que se encuentra en el cultivo es resulkado de |a concentracion remanente
del fruto a plazo de seguridad y el deposito inicial de un tratamiento de estas
caractensticas. Teniendo en cuenta las condiciones de incertidumbre expandida (509%)
que establece SANCO en casos de niveles proximos al LMR (DG SANCOQ, 2007), solo
piriproxifen (0,18 mg/kg) superara su tolerancia maxima (0,05 mg/kg) en este cultivo. En
el caso de lufenuron, su nivel de residuos (0,57 mg/kg) entrarda dentro del intervalo

permitido par SANCO para deteminar residuos violativos con respecto a su LMR (0,5
mg/kg).

Durante el plazo de seguridad, fenoxicarb y flufenoxuron mostraron disipaciones

similares, con una fase de disipacion rapida provocada fundamentalmente por los factores
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ambientales {luz, temperatura, etc.) y otra de persistencia lenta debido a la influencia de
los factores metabolicos vegetales, aungque el caso de fenoxicarb la disipacion fug en
general de mayor orden. Lufenuron, que se encontrd en niveles notablemente inferiores a
flufenoxuron al comienzo del ensayo, queda afectado sensiblemente por la degradacion
que producen las condiciones ambientales, despareciendo hasta niveles no cuantificables
en la fase de disipacion. Por Ultimo, piriproxifen también mostrd una disipacion bifasica
como las de fenoxicarb y flufenoxuron, pero su fase de persistencia demostrd una
tendencia nula a la disipacion, en la gue el metabolismo vegetal no parece influir, al
menos durante los 28 dias gue se propusieron como plazo de seguridad en este estudio.
Por tanto, fenoxicarb, flufenoxuron y pinproxifen mostraron persistencia en campo
durante el plazo de seguridad gue tienen establecido {3-41 semanas). Sin embargo, los
residuos de los cuatro compuestos fueron inferiores a sus LMR a partir del primero

{fenoxicarb, flufenoxuron, lufenuron) o segundo dia del ensayo { piriproxifen).

En las micro-vinificaciones realizadas, no se encontraron residuos superiores al LQ)
en los productos inmediatos para €l consumidor {(mostos, ving clarificado y vino fikmado),
posiblemente debido a la separacion de los subproductos solidos o semi-solidos del
proceso mediante €l ejercicio de las practicas de prensado y trasiego. Los residuos fueron
encontrados en el estnijado y en los subproductos {orujo v lias). El omujo fue el
subproducto donde predomirantemente se transfirieron los residuos remanentes de la
vinificacion. Se puede decir que, los plaguicidas se encontraban ligados a las partes sdlidas
de la uva (hollejo ¥ pepitas), ya que son el elemento en comin de los sub-productos.
Entre los cuatro plaguicidas, la mayor disipacion durante el proceso de vinificacion fue
encontrada para flufenoxuron en las dos condiciones agricolas, mientras que lufenuron,
fenoxicarb v pirproxifen presentaron niveles mas bajos durante todo el proceso v su
disipacion fue menos intensa. Finalmente, el vino embotellado entraria en el mercado sin
residuos cuantificables (LQ = 0,05 mg/kg). Sin embargo, la presencia de residuos n &l
orujo {media 0,36 mg/kg) v lias (media 0,13 mg/kg) debe ser considerada en la obtencion
industrial de aguardientes, holandas, alcoholes, piensos, aceite de pepitas de uva vy

aditivos alimentarios como el tartrato cakico, principales derivados de estos sub-
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productos, ya que la materia de partida estara contaminada con residuos de plaguicidas v

podian ingresar en la cadena alimentaria.

MNo se detectd biodisponibilidad in vitro de los insecticidas cuando las muestras de
uva ¥ vino cuando fueron fortificadas en niveles que abarcaban los residuos determinados
tras los tratamientos fitosanitarios y procesado (0,05-1 pg/g). Se encontro dialisis en
concentraciones de 50 y 100 pgfg en vino ¥ 70 y 100 pgfg en uva, niveles muy superiores
a los residuos que en la realidad dgjaron estos plaguicidas en las muestras
agroalimentarias. Por tanto, se puede afirmar que in vitro los niveles de residuos
encontrados en estos alimentos no superan la pimem v principal barrera biologica del
ingreso oral de xenobidticos, imposibilitando por tanto su llegada a un lugar de accion

sistemico en el organismo humano.

En todos los casos se observd que segun sus caracteristicas parma dializar, los
plaguicidas pueden ser ordenados como: fenoxicarb = piriproxifen = lufenuron =
flufenoxuron. Por tanto, los plaguicidas mas dializables son fenoxicarb v piriproxifen vy los
gue menos las dos benzoilfenilureas, como se ha conduido en los anteriores capitulos
experimentales. Las diferentes matrices también se puaden ordenar segun el efecto matriz
que interponen a la didlisiss uva = vino = estandares. Por tanto, a igualdad de
concentraciones iniciales, se observa una d@lisis mayor cuando los plaguicidas se
encuentran en disolvente = vino tinto = matriz en fresco, como tambign se ha concluido en
los capitulos experimentales anterores. Por consiguients, los resultados indican que la
bicdisponibilidad de los compuestos estd influida por su naturaleza fisicoguimica,
concentracion en la muestra, caracteristicas de la matriz donde se estudia y la selectividad

de la membrana de dialisis.

En los estudios de ingestas realizados con los datos proporcionados por €l INE, se
obtiene un factor de seguridad de 367 entre el IDE e IDA de cada producto, como minimo,
para los alimentos seleccionados. Con las encuestas practicadas, este valor es 349,
ligeramente diferente al anterior debido a diferencias metodologicas entre las estadisticas.

En ambos casos, los calculos indican factores de seguridad muy amplios entrz la ingastion
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de estos productos v su riesgo de toxicidad cronica para un consumidor que representa

todas las zonas de residencia vy los principales grupos de poblacion.

4.4.6. PRODUCCION CIENTIFICA.

4.4.6.1. COMUNICACIONES A CONGRESODS.

Paya, P., Oliva, 1., Camara, M.A., Barba, A. 2008. Fie/d dissipation of insect growth
requiators in qgrapes var. Monastrell. 7 European Pesticide Residue Waorkshop, Berlin

{Germany).

Paya, P., Oliva, J.,, Camara, M.A., Barba, A., Pardo, F. 2008. Processing dissipation of
insect growth reguiators in red wine. Infiuence of oenotechnological practices. 7%

European Pasticide Residue Waorkshop, Berlin {Germany).
Paya, P., Zafrilla, P., Mulero, 1., Oliva, 1., Camara, M.A., Barba, A. 2008

Differences in bioavaiiabifity of insect growth reguiator residues from standards, grapes

and wine. 71 European Pesticide Residue Workshop, Berlin {Germany).
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5. RESUMEN Y CONCLUSIONES GENERALES.

Finalizado &l trabajo experimental expuesto en esta Memaria, podemaos resumir los

resultados obtenidos en los siguientes epigrafes y conclusiones globales.

5.1. METODOLOGIA.

La metodologia analitica utilizada pam la  determiracion  de  fenoxicarb,
flufenoxuron, lufenuron y piriproxifen se ha basado en: microextraccion en linea, fiable,
sencilla v mpida, exdtraccion en fase solida sencilla v el procedimiento QUECHhERS, v
determinacion mediante cromatografia liguida de alta resolucion, con detectores UV-DAD v
MS. De ella, se puede asegurar que, a partir de los resultados obtenidos en su validacion,
es suficientemente precisa, sensible ¥ exacta pam el proposito perseguido. Cumple los
requisitos establecidos en la Guia SANCO para los rangos seleccionados: 0,05-1 mg/kg en
hortalizas, 0,1-2 mg/kg en frutos citricos, 0,05-1 mg/kg en frutos de hueso v 0,05-1
mg/kg en uva ¥ vino. Rangos suficientemente amplios para abarcar tanto los LMR como
los niveles de residuos encontrados. Por tanto, la metodologia desamrollada fue eficaz para
alcanzar &l objetivo propuesto en esta experiencia, pam los cuatro  insecticidas

seleccionados vy los cuatro tipos de cultivos estudiados,

[, S
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5.2. EXPERIENCIAS SUPERVISADAS.

En cuanto a las experiencias supervisadas, destinadas a conocer la persistencia de
los cuatro insecticidas en los cultivos seleccionados por su importancia comercial v de

produccion, se comprueba que:

a) En las hortalizas pimiento, pepino y calabacin, no se sobrepasan los LMR de los
insecticidas aplicados ni &l mismo dia del tratamiento; concretamente lufenuron en
pimiento, piriproxifen en calabacin y flufenoxuron en pepino, presentan residuos inferiores
a su LQ desde el momento de su aplicacion. En pimiento, tanto flufenoxuron como
piriproxifen mostraron  tendencias similares de disipacion. Los resultados obtenidos
parmiten afirmar que se trata de productos de mpida degradacion v baja persistencia en
estas hortalizas. En el caso del tratamiento gue simula la maxima situacion de peligro pama
el consumidor, se obtuvieron niveles similares a los del tratamiento bajo BPA,

manteniendose el cumplimiento de los LMR,

Los nivekes de residuos encontrados en los estudios de lechuga revelaron
diferencias significativas en la disipacion entre honalizas de hoja y cucurbitaceas, debidas
a las diferencias morfologicas v de factores de crecimiento v dilucion de los dos tipos de
hortalizas. En los ensayos realizados bajo CPA, sdlo flufenoxuron presentd un nivel
cercano a su LMR, que segln la interpretacion europea de la guia SANCO de analisis de
residuos, en nuestras condiciones de aseguramiento de la calidad de los analisis v la
incertidumbre asociada, no puede considerarse como una infraccion del LMR (DG SANCO,
2007).

En el proceso de congelacion y almacenamiento, los niveles superiores o iguales al
L) determinados £n alguna hortaliza {(flufenoxuron en pimiento bajo CPA), disminuyeron a
valores inferiores al LO despugs de la primerm etapa o lavado inicial. Asi, el proceso de
congelacion contribuye a la disipacion de los residuos en el producto elaborado. También,
el proceso de elaboracion de productos de cuarta gama contribuyd eficazmente a la

desaparicion de los residuos en aguellas muestras que presentaron niveles superiores al
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LQ al comienzo del proceso (flufenoxuron en lechuga bajo las dos practicas agricolas),
principalmente mediante el lavado inicial o primer etapa del proceso. Durante el perdodo
de almacenamiento, no se apreciaron variacionss significativas de los residuos en los

productos elaborados,

b) En el caso de los frutos citricos, todas las muestras de mandarina procedentes
del ensayo de campo, en las dos condiciones de aplicacion, presentaron niveles residuales
inferiores al LMR establecido. Fenoxicarb y piriproxifen mostraron evidentes procesos de
persistencia en este fruto, aungue en el caso de fenoxicarb se observd una lenta
degradacion. Lufenuron vy flufenoxuron fueron detectados por debajo de su LQ en

condiciones de BPA.

En naranja, las muestras procedentes de los ensayos bajo BPA v CPA presentaron
niveles inferiores al LMR establecido, aungue en el caso de lufenuron aplicado bajo CPA,
su residuo fue practicamente el doble del LMR comespondiente, pero aplicando las
condiciones de SANCO no pusde considerarse como una infraccion del LMR (DG SANCO,
2007). Analogamente a la mandarina, fenoxicarb y piriproxifen mostraron lentas
degradaciones y en particular fenoxicarb, que presentd una tendencia a la persistencia

una vez habia transcurrido la primera ssmana de las seis del ensayo.

En el proceso industrial de la conserva de mandarina, el pelado de la fruta eliming
los residuos de los insecticidas para ambas practicas agricolas. En el proceso industrial de
elaboradon de zumao, los residuos de los insecticidas se mantienen retenidos en la corteza,
para ambas practicas agricolas, con el consiguiente rigsgo en caso de utilizacion de estos
subproductos en alguna ot actividad industrial {piensos, aceites esenciales, etc.). En
ambos elaborados, se obluvieron conservas ¥y zumos embotellados sin presencia de

residuos, que se controlaron durante & meses,
€1 En los ensayos de frutos de hueso, realizados bajo BPA, el nivel de piriproxifen

en melocoton transcurrido el plazo de segurdad fue igual a su LMR; migntras que el

encontrado en albaricoque durante la experiencia bajo BPA (0,09 mg/kg) superm el LMR
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filado por nosotros, igual al establecido oficialmente en melocoton, pero seria admisible
bajo los criterios legales, al ser aplicable la incetidumbre asociada establecida por SANCO
para estos casos (DG SANCD, 2007).

Considerando los niveles de residuos obtenidos antes de la cosecha durante los
ensayos bajo BPA, se puede afirmar que se trata de productos que experimentan una
rapida degradacion en los primeros dias pero que despugs presentan persistencia en los
cultivos. Segln sus tiempos de vida media vy velocidad de disipacion, piriproxifen es mas
persistente gue fenoxicarb en ambos frutos. Sin embargo, fenoxicarb produce un deposito

mayar en ellos.

En las aplicaciones criticas, los niveles de residuos fueron superiores a los LMR
correspondientes v aungue fenoxicarb cumpliria las recomendaciones de la guia SANCO en
cuanto a la aceptacion de la incertidumbre de los resultados, piriproxifen no lo haria en

ambos frutos,

En los estudios de procesado, se comprusba que la disipacion de residuos fue
mayor £n la elaboracion de la conserva de melocoton que en la de albaricogue. Entre las
muestras procedentes de los ensayos bajo BPA y CPA, la disipacion fue siempre mayor en
las de BPA, al presentar niveles de partida menores para €l procesado. 5e puede afirmar
que las etapas tecnoldgicas tuvieron un mayor efecto en la desaparicion de fenoxicarb que

en la de piriproxifen,

A niveles residuales bajos, la etapa determinante en su desaparicion fue el lavado
inicial, alcanzando niveles inferiores al LQ. Pero a niveles de residuos mayores, hicieron
falta mas etapas para alcanzar niveles inferiores al LQ. En el caso de la conserva de
albaricogue, donde se encontrd la menor disipacion en fenoxicarb para CPA vy piriproxifen
para ambos tratamientos, la mayor desaparicion se produjo en las muestras tomadas en la
etapas de sellado y enfriamiento, en las que se produce un gran cambio de temperatura,

Finalmente, solo en los casos de la conserva de albaricogue con residuos de piriproxifen v
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fenoxicarb en condiciones de CPA, se observd disipacion hasta niveles inferiores al LQ

durante los 3 primeros meses de almacenamiento de los botes de conserva,

d) En el caso de uva de vinificacion, en los ensayos realizados bajo BPA, los
residuos de fenoxicarb, flufenoxuron y lufenuron no superaron los LMR, ni tan siquiera €l
mismo dia de la aplicacion. Piriproxifen muestra el primer dia del ensayo un nivel triple a
su LMR; posteriormeante, disminuye a niveles iguales o ligeramente superiores a £ste hasta
finalizar el plazo de seguridad propuesto en este tabajo (28 dias). Por tanto, los niveles
de piriproxifen sdlo podrian ser admisibles en nuestro supuesto a partir del segundo dia de

la aplicacion.

En los ensayos bajo practicas crticas, vy teniendo en cuenta las condiciones de
incertidumbre expandida (£ 50%) que establece SANCO en casos de niveles proximos al
LMR (DG SANCO, 2007), solo piriproxifen superaria su tolerancia maxima en este cultivo,
En el caso de lufenuron, su nivel de residuos entraria dentro del intervalo permitido por

SANCO para determinar residuos violativos con respecto a su LMR,

Curante la experiencia, fenoxicarb vy flufenoxuron mostraron disipacionas similares,
con una fase de desaparicion rapida provocada por factores ambientales y otra de
persistencia lenta, debido a la influencia de los factores metabolicos vegetales, aunque fue
fenoxicarb el que experimentd la mayor disipacion. Lufenuron se ve afectado
sensiblemente por la degradacion que producen las condiciones ambientales,
despareciendo hasta niveles no cuantificables en la fase de disipacion. Por Gltimo,
piriproxifen también mostrd una disipacion en dos fases como las de fenoxicarb y
flufenoxuron, pero su fase de persistencia demostrd una tendencia nula a la disipacion, en
la que el metabolismo vegetal no parece influir, al menos durante los 28 dias gque se

propusieron como plazo de seguridad en este estudio.
En las microvinificaciones realizadas, no se encontraron residuos superiores al LQ)

en los productos inmediatos para €l consumidor (mostos, vino clarificado y vino filtrado),

Los residuos se detectaron en el estrujado v en los subproductos orujo v lias,
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predominantemente en el onJjo; por lo que se deduce que los plaguicidas s2 encontraban
ligados a las partes solidas de la uva (hollejo). Entre los cuatro plaguicidas, la mayor
disipacion durante el proceso de vinificacion fue encontrada para flufenoxuron en las dos
condiciones agricolas, mientras que lufenuron, fenoxicarb y piriproxifen presentaron
niveles mas bajos durante todo el proceso y su disipacion fue menos intensa. Finalmente,
gl vino embaotellado entraria en el mercado sin residuos cuantificables. Sin embargo, la
presencia de residuos en el orujo vy lias debe ser considerada en la obtencion industrial de
aguardientes, holandas, alcoholes, piensos, aceite de pepitas de uva y aditivos
alimentarios como el tartrato calkico, va que la mateda de partida podria estar

contaminada con residuos de plaguicidas y podrian ingresar en las cadenas de consumo,

5.3. BIODISPONIBILIDAD.

Respecto al estudio de biodisponibillidad de los insecticidas seleccionadaos, y tras
examinar cuidadosamente sus resultados, podemos afimar que £l proceso se ve influido
por la naturaleza quimica de los insecticidas, concentracion en la muestra, caracteristicas
de la matriz donde se estudia v selectividad de la membrana de dialisis. Por otra parte, se
puede afirmar que in vitro, los niveles de residuos encontrados en estos alimentos no
superan la primem y prncipal barrem biologica del ingreso oral de xenobidticos,
imposibilitando por tanto su llegada a un lugar de accion sistemico en el organismo

humana.

e esta manera, podemos resumir los resultados de este objetivo de la Memaona

an:

a) En hortalizas, no se detectd biodisponibilidad i vitro de los insecticidas en las
muestras que contenian los niveles residuales detemminados después de los tratamientos
fitosanitarios y/o del procesado. La dialisis comenzo a niveles de 5 mg/kg, valor que en

ningun caso presentaban las muestras.
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Se observo que la dialisis de pifproxifen comenzd a distintas concentraciones pamm
calabacin y pimiento, encontrandose en 2l primero menor efecto matriz. En cambio, se
observd que la de flufenoxuron comenzo a la misma concentracion en lechuga y peping, vy
que para concentraciones iguales de la muestra, los valores de dialisis son muy similares;
sin embargo, en pimiento disminuye su capacidad de dialisis frente a lechuga vy pepino.
Todas las hortalizas impidieron significativamente la dialisis de los tres compuestos

comparativamente a cuando se ensayaron en disolvente,

Piriproxifen es el compuesto donde se observa el mayor indice de biodisponibilidad
in vitro;  asi, para pimiento, presentd un valor medio de porcentaje de RCI dializabke 6

veces superor al de lufenuron v este 2 veces superior al de flufenoxuron,

b) Para frutos citricos, tampoco se detectd biodisponibilidad in vitro de los
compuestos en las muestras que contenian los residuos obtenidos tras los tratamientos
fitosanitarios y/o procesado. La dialisis comenzd a observarse a niveles que en ningln

cas0 presentaban las muestras {1 mg/kg).

En los ensayos se observd que la didlisis en patrones comenzo a 0,25 mg/kg,
concentracion un 75% menor que la obtenida en muastras. Segun las caracteristicas que
presentan los compuestos para este proceso, €n patrones se puede establecer el siguiente

orden de dialisis: fenoxicarb » piriproxifen > lufenuron = flufenoxairon.

Los preparados presentaron menor efecto matriz que los alimentos en fresco pam
la dialisis. Comparativamente, naranja y su zumo presentaron mayor efecto matriz frente a

mandarina y su conserva,

¢ En el caso de frutos de hueso, no se encontro biodisponibilidad i vitro de los
insecticidas en las muestras con los niveles de residuos encontrados tras los tratamigntos
fitosanitarios y/o procesado. Se encontrd dialisis en un rango de 1-100 mg/kg, que no se

correspondia con los niveles experimentales.
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Se observo que fenoxicarb fue mas dializable que piriproxifen tanto en las
muestras en fresco y procesadas como en estandares. Los resultados indican que, en
general, la dialisis fue mayor en estandares que en los frutos en conserva y mayor que en
los frutos en fresco. Por tanto, se encuentran diferencias para la dialisis en relacion a la

estructura del compuesto y la matriz donde se encuentra.

d) Respecto a la uva de vinificacion y como en los casos anteriores, no se detecto
biodisponibilidad i vitre de los insecticidas cuando se ensayaron muestras de uva y vino
con niveles que abarcaban los residuos determinados tras los tratamientos fitosanitarios v
procesado. Se observd dialisis a concentraciones de 50-100 mg/kg en vino y de 70-100
mg/kg en uva, niveles muy superiores a los encontrados en las muestras de los ensayos

supervisados.

En todos los casos se observd que los plaguicidas, segun sus camacteristicas
pueden ser ordenados en funcion de su capacidad de dialisis: fenoxicarb = piriproxifen =
lufenuron = flufenoxuron. Las diferentes matrices tambien se pueden ordenar segun el

efecto que presentan en la dialisis: uva = vino = estandares.

5.4. CALCULOS DE INGESTION.

Respecto a los calculos de consumo realizados con los datos proporcionados por el
INE v con s encuestas realizadas, encontramos que en todos los casos resulta un factor
de seguridad muy amplio entre la ingestion de los productos estudiados y su riesgo de
toxicidad cronica, parm un consumidor perteneciente a todas las zonas de residencia y

grupos de poblacion. Los resultados concretos de estos calkculos se pusden resumir n:

a) En hortalizas, con los datos del INE, se obtiene un factor de seguridad de 122
entre la IDE € IDA de cada producto seleccionado. Con las encuestas pradticadas, este
factor llega hasta 81, debido a diferencias metodologicas entre ambas estadisticas (pesos,

calculos, etc.).
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b) En el caso de frutos citricos, con los datos proporcionados por el INE, se obtiene
un factor de seguridad minimo de 72 entre la IDE e IDA de cada producto parma los dos

frutos. En el calculo realizado con las encuastas, este factor llega hasta 87,

¢y Para frutos de hueso, con los datos proporcionados por el INE, se obtieng un
factor de seguridad de 134 entre la IDE £ IDA de cada producto para los alimentos
selecdionados; y con las encuestas practicadas, este factor llega hasta 114, debido a

difere ncias metodoldgicas entre ambas estadisticas.

d) Parm uva de vinificacion v vino, con los datos proporcionados por el INE, se
obtiene un factor de seguridad de 367 como minimo, entre la IDE e IDA de cada producto
para los alimentos seleccionados. Con las encuestas practicadas, este valor es 349,

ligeramente inferior,
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