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RESUMEN

El cacao en grano en Ecuador constituye uno de los productos de exportacion
mas importantes, y es sometido a ensayos que aseguren su calidad e inocuidad
alimentaria. En este sentido, las instituciones gubernamentales realizan el
muestreo y certificacién del cacao en grano que se exporta. Uno de los
compuestos agrotoxicos que es monitoreado es el acido 24
diclorofenoxiacético (2,4-D), un herbicida que presenta una elevada
persistencia en el medio ambiente ya sea como consecuencia de su uso en
cultivos o porque ha sido encontrado en sitios diferentes de su aplicacion,
ademas de tener un alta recalcitrancia en los suelos. Los residuos del 2,4-D han
sido encontrados en productos como el cacao en grano, que en el afio 2018
tuvo entre sus destinos principales paises de exportacion como Indonesia,
Estados Unidos y Japdn, este ultimo ha establecido limites maximos de
residuos (LMR) de plaguicidas especificos que pueden hallarse en el producto.
El objetivo del presente estudio es, demostrar la presencia del herbicida 2,4-D
en el cacao en grano para exportacion. Por consiguiente, se seleccionaron 3
haciendas productoras de cacao ubicadas en la provincia del Guayas y se
evaluo la concentracion residual del herbicida en muestras que se tomaron del
producto final, el analisis se realizé mediante un equipo cromatografo liquido
(UPLC) con un detector de masas. La concentracion residual obtenida de 0.03
mg/kg, en el productor del canton ElI Empalme permitié evidenciar que el
producto empacado es susceptible de absorber indirectamente el herbicida,
debido a que los sacos fueron transportados en camiones que no se
encontraban sanitizados de forma adecuada para evitar contaminaciones
cruzadas. Por tal motivo, se elabor6 una guia que contiene informacion que, les
permita adoptar medidas que minimicen el impacto de contaminaciones que

afecten el cacao en grano como producto final.

Palabras claves: acido 2.4 diclorofenoxiacético, cacao, compuestos

agrotoxicos, cromatografia liquida, herbicidas.
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ABSTRACT

Cocoa beans in Ecuador constitute one of the most important export products,
and are subjected to tests that ensure their quality and food safety. In this sense,
government institutions carry out sampling and certification of cocoa beans that
are exported. One of the agrotoxic compounds that is monitored is 2,4
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), a herbicide that has a high persistence in the
environment either as a consequence of its use in crops or because it has been
found in sites different from its application, in addition to having a high
recalcitrance in soils. 2,4-D residues have been found in products such as cocoa
beans, which in 2018 had among its main destinations export countries such as
Indonesia, the United States and Japan, the latter having established maximum
residue limits (MRL ) of specific pesticides that may be found in the product. The
objective of this study is to demonstrate the presence of the herbicide 2,4-D in
cocoa beans for export. Therefore, 3 cocoa-producing farms located in the
province of Guayas were selected and the residual concentration of the herbicide
was evaluated in samples taken from the final product, the analysis was carried
out using a liquid chromatograph (UPLC) with a mass detector. The residual
concentration obtained of 0.03 mg/kg, in the producer of the EI Empalme canton
made it possible to show that the packaged product is capable of indirectly
absorbing the herbicide, due to the fact that the bags were transported in trucks
that were not adequately sanitized to avoid cross contaminations. For this reason,
a guide was prepared that contains information that allows them to adopt
measures that minimize the impact of contamination that affects cocoa beans as

a final product.

Keywords: 2.4 dichlorophenoxyacetic acid, cocoa, agrotoxic compounds, liquid

chromatography, herbicides.
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INTRODUCCION

El Cacao es uno de los productos mas relevantes en nuestro pais, esto
ha dado lugar a un favorable y destacado reconocimiento. Si no que, también
mas del 70% del Cacao fino y de aroma es producido en Ecuador,

convirtiéndonos asi en el mayor productor de cacao de aroma a nivel mundial.

La importancia radica en el origen genético del grano, lograndose a través
de un correcto tratamiento postcosecha. En este sentido, se considera todos los
compuestos agrotoxicos y otros elementos que se utilizan para obtener cultivos

que permitan obtener productos con caracteristicas individuales distintivas.

Considerando que las malezas conforman uno de los factores bibticos
desfavorables mas importantes, pues compiten en los cultivos por nutrientes, luz
y agua, son huéspedes de patdégenos perjudiciales al ocasionar pérdidas

monetarias por disminucion de su rendimiento y calidad del grano.

Por ello, la cuantificacion de plaguicidas en nuestro pais es fundamental
para el desarrollo del sector agricola, ya que los mismos se utilizan a nivel
nacional en gran medida como un soporte para las actividades, que promueven

un adecuado crecimiento en el manejo de cultivos.

Entre los plaguicidas que tienen mayor importancia, se encuentran los
herbicidas que por su accion pueden afectar cultivos fuera del objetivo. Por tal
motivo, hace aproximadamente 5 afos atras se utilizaba una mezclade 24Dy
glifosato para la prevencion y control de malezas en plantaciones de cacao. En
la actualidad, sélo se utiliza glifosato en bajas dosis. Pero debido a la alta
persistencia del 2,4-D en el ambiente o porque debido a su aplicacién en cultivos
de maiz que se encuentren en fincas de pequefios productores en donde
ademas se produce cacao, por los procesos de dispersion y deriva puede ocurrir

contaminacion difusa.

El fin previsto para el cual sera utilizado el cacao en grano, influira en su
procesamiento, ya que podra ser exportado o ser utilizado localmente para el

procesamiento de subproductos como manteca, polvo y pasta.



La exportacion del cacao en grano continia en aumento, por ello durante
los meses de agosto y septiembre del afio 2020 se alcanz6 uno de los valores
mas altos de exportaciones, llegando a exportar 75 mil toneladas del producto.
Los mayores compradores fueron los paises de Indonesia, Malasia y Estados

Unidos.

Ecuador, es el productor de cacao mas eficiente del mundo en la
actualidad, alcanzando una productividad de 600-800 kilos/Ha./afio, debido a
que utiliza clones de variedades hibridas, y al empleo de técnicas agricolas de
punta, que han sido desarrolladas por técnicos ecuatorianos reconocidos a nivel

internacional.



CAPITULO I. EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

1.1.1 Problematizaciéon

En la agricultura moderna una de las preocupaciones existentes es el uso
de plaguicidas, por tal motivo el Servicio Ecuatoriano de Sanidad Agropecuaria
en el afo de 1991 inici6é un proyecto para prohibir el uso de productos quimicos,
en ese entonces algunos insecticidas como el carbofuran debian mantener un
uso limitado, sin embargo en la actualidad existen otros agrotéxicos empleados
en otros tipos de cultivos y que cuyo monitoreo en productos destinados al

consumo humano son de importancia (Yanggen et al., 2002).

Para los productores agropecuarios, el control de malezas es una de las
razones por las que ha buscado herbicidas dentro de una variedad de diferentes
tipos de plaguicidas y que tengan distintos modos de acciéon. Por
recomendaciones han tenido que usar herbicidas pre-emergentes o residuales
que tengan diferentes modos de accion y rotacion en el tiempo. Asi los
herbicidas, han sido usados para el control de malezas en cultivos o barbechos
y de preferencia que su accién se desarrolle dentro de los periodos adecuados
y que no persistan en el suelo con la finalidad de que no afecten el crecimiento

de cultivos subsecuentes (Ozuna, 2020).

Otros factores que causan interés en la aplicacion de los plaguicidas es el
problema ocasionado por la deriva que un herbicida presenta en el momento de
su aplicacion, pues de ello dependera el movimiento del herbicida desde el area
objetivo a las areas donde la aplicacidén de herbicida no fue intencionada, es asi
como la deriva del rociado durante su aplicacidn causaria residuos no deseados
en cultivos cosechados. Todos los herbicidas pueden flotar como gotas de
aspersion, pero algunos herbicidas son lo suficientemente volatiles como para
causar dafo a la planta debido a la deriva de vapor (emanaciones). Por ejemplo,
Los ésteres 2,4-D o MCPA pueden producir vapores dafinos, mientras que las
aminas 2,4-D o MCPA son esencialmente no volatil y puede flotar solo como

gotitas o particulas secas (Dexter, 1995).
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Ameérica Latina, se ha dado a conocer como la cuna del cacao, no sélo
porque México y Centroamérica han sido zonas de dominio de este producto,
sino también porque varias investigaciones sefialan que una variedad de cacao

fino de aroma fue originada en la Amazonia del Ecuador (Abad et al., 2020).

Ecuador es unos de paises mas reconocidos, por tener al cacao en grano
como un simbolo de exportacién de mayor importancia para el pais, de acuerdo
con el Instituto Ecuatoriano de Estadisticas y Censos (INEC), el sector productor
de cacao es reconocido como una de poblaciones econdmicamente activa a nivel
nacional, como sustento de la economia familiar de la region costa del pais. De
acuerdo con el ICCO (Comité Internacional del Cacao), se reconoce a Ecuador
como unos de los mayores productores de cacao en grano, ocupando el tercer
lugar a nivel mundial. En el afno 2018, el cacao en grano fue exportado a
principales destinos como Indonesia, E.E.U.U. y Japdn con valores del producto
entre 59.678 y 8.265 TM (Anecacao, 2019).

Basados en el acuerdo del Comité de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias
(MSF), Japon notificd al gobierno ecuatoriano, que el limite permitido para los
residuos de contaminantes en cacao es de 0.01 mg/kg, el mismo aplicado por la
Union Europea (“Organizacion Mundial Del Comercio,” 2012). Sin embargo, se
continua encontrando residuos de 2,4-D en el cacao en grano, este herbicida se
adiciona generalmente a cultivos de cafa, maiz, soya entre otros y no es

adicionado a los cultivos de cacao como tal (Harikrishan & Usha, 2007).

En otros paises de Latinoamérica como Colombia, el 2,4-D es uno de los
agrotoxicos mas empleados, ya que una parte importante de los herbicidas se
usan como agentes defoliantes; siendo uno de los herbicidas de mayor uso, por
tal motivo tiene importancia la cuantificacion del uso de herbicidas selectivos en
dicho pais, debido a que los mismos se utilizan en mas del 80% del territorio
nacional. Al ser aplicados mediante fumigacién aérea (2,4-D, glifosato, entre
otros) tienen un gran impacto debido a que afectan areas mas sociales y de eco-
biodiversidad del pais, comprometiendo de manera negativa a parques rurales,
reservas indigenas, regiones amazédnicas, afectando la salud de las poblaciones
que alli se establecen, mediante la destruccion de cultivos, contaminando las
fuentes de suelo y agua, dafios a los ecosistemas y la biodiversidad (Melgarejo
et al., 2020).



1.1.2 Formulacion del problema

¢La aplicacion inadecuada del herbicida acido 2,4 Diclorofenoxiacético a
ciertos cultivos, llega a ser una fuente de contaminacion por deriva para el cacao

en grano?

1.1.3 Hipétesis

El herbicida 2,4-D al ser aplicado a cultivos subsecuentes al cacao, podria
encontrarse en las superficies que se encuentran en contacto donde se recolecta
la cosecha del cacao por desvio de las gotas del rociado del area objetivo, siendo
la causa de que se continlue detectando concentraciones residuales del

compuesto en el cacao en grano que se prepara para exportacion.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Demostrar |la presencia del herbicida acido 2,4 Diclorofenoxiacético en el

cacao (Theobroma cacao) en grano para su exportacion.

1.2.2 Objetivos especificos

¢ Evaluar la concentracién residual del herbicida 2,4-D en granos de cacao,
mediante cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a detector de
masas.

¢ Identificar el productor de cacao cuyo grano presenta residuos del
herbicida 2,4-D.

e Elaborar una guia para los productores de cacao que les ayude a adoptar

medidas preventivas y minimicen contaminaciones cruzadas.



1.3 Justificacion

El cacao representa uno de los ejercicios econdmicos y culturales mas
importantes, que se basa en la agricultura familiar y que depende de las

condiciones agroecolégicas de las zonas productoras (Arvelo et al., 2017).

Desde el ano 1952, el cientifico ecuatoriano Castro-Zurita a través de
investigaciones logroé obtener un cacao hibrido, que mejoraba notablemente su
tolerancia a enfermedades y obtenia una mejor calidad y alta productividad. El
mismo recibié el nombre de clon CCN-51 que tiene como significado Coleccién
Castro Naranjal # 51 (Andrade-Almeida et al., 2019).

Ecuador ocupa el tercer lugar como productor de cacao fino de aroma a
nivel mundial, segun datos de la Organizacion Internacional del Cacao con
300000 toneladas al afo, satisface el 60% de la demanda internacional de este
producto (Abad et al., 2020).

Sin embargo, el uso de agrotoxicos en Ecuador presenta fluctuaciones.
Asi se observa en la region costera, los dafos asociados con los monocultivos
de platano, palma, cafia de azucar y maiz, que ya se estan expandiendo. La
importancia de evaluar el contenido residual de pesticidas radica en que el uso
de agroquimicos y maquinaria y la demanda de tierra y agua, pueden causar
cambios dramaticos bajo las perspectivas econdmicas, social, cultural vy

ecologica (Melgarejo et al., 2020).

De forma general, la poblacion esta expuesta a compuestos agrotoxicos,
entre ellos el 2,4-D a través de la ingesta de alimentos y agua que contienen
residuos del herbicida, asi como a través de exposiciones residenciales, de
manera particular en areas donde el 2,4-D ha sido usado para controlar las malas

hierbas en el césped y los espacios urbanos (Freisthler et al., 2022).

A inicios de la Segunda Guerra Mundial cientificos de los Estados Unidos
se encontraron con el desafio de disminuir costos y mejorar la eficiencia de un
agrotoxico que los militares usarian en las costas del Pacifico préximo a Japén,
de tal forma fue como crearon el 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D), sustituyendo
el radical metil de la molécula MCPA (Metil-cloro-phenoxi-acético) por dos
moléculas de Cloro, esto produjo aumento en un 20% mas de la eficiencia que

la molécula predecesora. Luego, empresas como Dow Chemical, introdujeron a
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la industria de los plaguicidas el herbicida 2,4-D, que podria usarse en cultivos

de cereales entre ellos trigo, cebada, maiz, centeno y el sorgo (Pinheiro, 2004).

Con el objetivo de proteger la salud humana y animal, en la comunidad de
la Union Europea, todos los alimentos de consumo de origen animal o vegetal
estan sujetos en su composiciéon a un Limite maximo residual (LMR) de
plaguicidas, de tal forma se controla la inocuidad alimentaria y existen limites
aplicables a los diferentes productos de alimentacién (Navas & Garcia-
Fernandez, 2020).



CAPITULO IIl. MARCO TEORICO

2.1 Plaguicidas

Se define a los plaguicidas a las sustancias o una combinacién de ellas,
que tienen como objetivo la prevencion, destruccion o el control de plagas,
abarcando a organismos portadores de enfermedades de origen humano o
animal, variedades de plantas no deseadas o animales que ocasionan perjuicios
o se interponen en la todo el proceso productivo de los alimentos, productos
provenientes de consumo, madera, pasto destinado a los animales o los
productos que pueden ser administrados para controlar insectos, aracnidos u
otras plantas corporales. Es decir que, estos compuestos podrian destruir ciertos
organismos vivos, lo que los establece como un grupo particular de biocidas que

alcanzan una capacidad letal amplia (Ramirez & Lacasafa, 2001).

Un plaguicida debe agrupar algunas caracteristicas para que cumpla con
un amplio uso agricola tales como efectividad, selectividad sin ocasionar dafios
a la flora o fauna, econdémico, seguro y estable, ademas que al ser incluido en
una formulacion debe tener una alta compatibilidad con los vehiculos para
obtener formulados estables y efectivos. Debido a que algunos plaguicidas ya
presentan una elevada estabilidad han sido causantes de contaminaciones
ambientales, pues sus residuos han permanecido cerca de su lugar de uso como

cosechas, suelo, agua y aire (Sanchez Martin & Sanchez Camanazo, 1984).

Para que un plaguicida sea producido y comercializado se requiere de un
estudio que se encuentra regulado por la Union Europea (UE), el mismo que
debe incluir pruebas en laboratorio y en campo. Cuando el plaguicida ha
alcanzado la diana en donde ejerce su accion, puede estar sometido a diferentes
procesos que conllevan a que la sustancia sea efectiva y se minimice o potencie

su accion (Hermosin Gavifio, 2010).

Los programas de monitoreo de plaguicidas son de mucha importancia,
sobre todo porque es probable que se encuentren residuos de estos compuestos
en todo el ecosistema, asi de debe realizar seguimiento a suelos, aguas
superficiales y subterraneas, agua potable, y sobre todo con mayor importancia

el seguimiento a productos alimenticios (Rodriguez Eugenio et al., 2019).



2.1.1 Produccién y uso

En el siglo XIX lograron sintetizar numerosas substancias que
presentaban algunas propiedades toxicas e insecticidas. Asi, ademas el
descubrimiento de compuestos que contenian arsénico fue el origen para utilizar
arsenito de cobre para combatir un insecto y cuyo empleo dio lugar a la primera

legislacién conocida sobre pesticidas alrededor de los afios 1900 (Ferrer, 2003).

La produccion de alimentos ha incrementado en los ultimos afios, gracias
al uso de compuestos quimicos, pues al emplearlos ayudan a incrementar los
rendimientos de los cultivos, satisfaciendo la demanda de alimentos para la
poblacién mundial. Sin embargo, debido a sus caracteristicas quimicas los
plaguicidas son contaminantes persistentes que segun su estructura pueden
resistir la degradacién fotoquimica, quimica y bioquimica, llegando a tener una

vida media elevada en el ambiente (Ortiz Hernandez et al., 2014).

Los plaguicidas estan formulados conteniendo la materia o el compuesto
activo, que esta diluido en un medio sélido (vehiculo) o en un disolvente liquido
y ademas de sustancias excipientes que tienen la capacidad de modificar las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de la formulacién aumentando la
eficacia del producto. Entre las sustancias que mencionamos se encuentran:
emulgentes, adherentes, fluidificantes y estabilizantes (Sanchez Martin &

Sanchez Camanazo, 1984).

En la mezcla se incorporan vehiculos o diluyentes denominados
ingredientes inertes, siendo en gran medida la mayor proporcion del producto y
sus efectos nocivos superarian los del propio ingrediente activo, tales como el
tetracloruro de carbono y el cloroformo, considerados compuestos hepatotdxicos

y neurotéxicos potentes (Ramirez & Lacasania, 2001).

Algunas de las caracteristicas del compuesto quimico influyen mucho en la
toxicidad, como su composicion o grado de pureza, pues podrian tener presentes
impurezas o contaminantes considerablemente mas toxicos que el propio
agente. Es decir que, la identidad y la pureza de sus componentes son
importantes en las pruebas de toxicidad.

Teniendo en consideracién sus propiedades fisicas y quimicas como la
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solubilidad, la presion de vapor y el pH que afectan la biodisponibilidad, la
persistencia, transformacion y la disposicion final del agente quimico en el medio
ambiente también son otro de los factores de consideraciéon en las pruebas

(Marques da Silva & Rodrigues dos Santos, 2007).

Cuando el plaguicida es aplicado al cultivo, una porcién del producto se
puede depositar en el follaje y los residuos caen al suelo a través de este. O a
su vez una parte del plaguicida colocado en el follaje o suelo llega a volatilizarse
después de su aplicacion y transportado por accion del viento y de manera
simultdnea mientras suceden los diferentes procesos de transporte del
plaguicida, podria degradarse a otros productos secundarios. Por lo que en
ocasiones los productos que se forman de su transformacion quimica no son
metabolitos inocuos, llegando a ser productos de las reacciones de degradacion

mas toéxicos y persistentes que el producto original (Stoorvogel et al., 2003).

De las varias clasificaciones existentes de los plaguicidas, la de mayor
interés sanitario es la que esta dada por su estructura quimica, pues de tal forma

se establece su incidencia en el organismo humano (Doménech, 2019).
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2.1.2 Clasificacién de los plaguicidas

Los plaguicidas han sido clasificados considerando varios aspectos, lo cual

se resume en el esquema de la figura 1, ademas existe una clasificacion

toxicologica establecida por la OMS, en los que si la formulacion del plaguicida

contiene mas de una sustancia activa es decir como solventes, humectantes u

otros componentes cuyas propiedades ocasionen un aumento significativo de la

toxicidad del formulado, entonces se clasificaran de acuerdo a la toxicidad de la

mezcla de dichos ingredientes (Navas & Garcia-Fernandez, 2020).

CLASIFICACION

PLAGUICIDAS

|

|

s ™\
SITIO DE MODO DE GRADO DE EPOCADE
APLICACION ACCION ORIGEN TOXICIDAD FORMULACION APLICACION
\ J \ 7 \
I N\ s ™ r -

( - ) D i ~Muy toxico (~Granulado - Presiembra
Acaricidas - .e CO.TItaCtO - |I'IOI'g3..T'IICOS _Téxico Cebos Preemergenda
Bactericidas - Sinteticos - Otganicos - Nocivo - Polvos Secos Post .

. i . it i - Postemergencia
Fungicidas Inhalacién Bioldgicos - Cuidado - Palvos majables
Herbicidas - Ingestion — - Polvos solubles
Iscticidas - Preventivos _Liquidos
Molusquicidas - De accion - Concentrados
Nematicidas repelente emulsionables

. - De accién - i
Ovicidas ; Suspensiones
residual concentradas
Reguladores de "
.. - De accion - Aerosoles
crecimiento i
erradicante - Fumigantes
|
.~/

Figura 1. Clasificacion de los Plaguicidas.

Fuente: Autora, 2022.

De acuerdo a la accidn especifica de los plaguicidas, y segun su

composicidn quimica se puede considerar la siguiente clasificacion: Pesticidas

Organoclorados, Organofosforados, Carbamatos, Piretrinas, y otros compuestos

como: herbicidas y fungicidas (Doménech, 2019).
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2.1.2.1 Pesticidas Organoclorados

Son compuestos aryl, carbociclicos o heterociclicos de peso molecular
medio, actuando como insecticidas de ingestion o de contacto. Tal como se
muestra en la Fig. 2, se clasifican en grupos de acuerdo a la estructura quimica
de la cual se derivan. Asi estan los en orden como se encuentran enumerados,
derivados del clorobenzeno, derivados del ciclohexano, ciclodienos o derivados

del indano, y canfenos clorados (Ferrer, 2003).

Cl
Cl ClI Cl Cl
O O N B
Cl Cl Cl Cl
DDT HCH
o Cl
Cl
Cln
Cl
Canfenos clorados Toxafen

Figura 2. Pesticidas Organoclorados.

Fuente: Ferrer (2003).

21.2.2 Pesticidas Organofosforados

Son insecticidas cuya estructura quimica se deriva del acido fosfdrico,
compuestos liposolubles muy téxicos, usados ademas como acaricidas,
nematicidas y fungicidas. De acuerdo con calculos estimados alrededor de un
40% de las cosechas son tratadas con este tipo de compuestos. Entre los
compuestos mas conocidos de este tipo se encuentran: Paratién, malation,

diazindn (Doménech, 2019).
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Figura 3. Compuesto Organofosforado: Paration.

Fuente: Autora, 2022.

2.1.2.3 Carbamatos

Son compuestos cuya estructura quimica deriva del acido carbamico, algunos
de estos son usados como herbicidas o fungicidas, y los carbamatos mas
simples en cuya estructura llevan H o radical metil en R1 y R2 (Fig. 4), son
utilizados como insecticidas. Los carbamatos que han sido empleados como
herbicidas presentan una toxicidad muy baja ocasionando apenas dermatitis
(Ferrer, 2003).

0
" R.
R-0-cC=-N7
N Rz

Figura 4. Estructura quimica de un compuesto carbamato.

Fuente: Ferrer (2003).

2.1.2.4 Piretroides

Las piretrinas son compuestos que originalmente se extraian del
crisantemo, uno de sus compuestos el pelitre es uno de los primeros insecticidas
de la historia. Son insecticidas usados a nivel doméstico. Han sido clasificadas
en dos grupos: las de tipo 1 como las permetrinas que no tienen grupo ciano, y

las de tipo 2 que si tienen grupo ciano
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Figura 5. Estructura quimica de las piretrinas. *piretrina I: R = CHs, *piretrina ll: R = CO2CHs.

Fuente: Autora, 2022

2.1.2.5 Herbicidas

Son compuestos que destruyen malas hierbas de manera general o
selectiva, incluyéndose en este grupo los defoliantes y arboricidas (Ortiz
Hernandez et al., 2014). Estos compuestos son utilizados en la etapa de
postemergencia (hojas) o preemergencia de los cultivos (suelo) (citado en
Wagner y Nadasy 2006) (Magnoli et al., 2020).

Los herbicidas son aplicados sobre el 85-100% de todos los cultivos en
paises industrializados, de esta forma pueden aplicarse de dos formas al follaje
o al suelo y es asi como son clasificados por su modo de accion o sus
propiedades quimicas. Se conocen como herbicidas de contacto cuando han
sido aplicados al follaje y afectan solo la parte tratada, y cuando los herbicidas
se trasladan del follaje tratado hacia un punto de accién en otro sitio de la planta

son conocidos como herbicidas sistémicos (Caseley, 1987).

Debido a su composicién quimica, los herbicidas son capaces de alterar la
fisiologia de la planta ocasionando su desarrollo anormal o su muerte, pueden
generar un efecto letal al actuar sobre un sitio primario de accién y generan
efectos secundarios indeseados. Los efectos fisiolégicos que pueden arraigar
entre ellos se encuentran la regulacion del crecimiento, inhibicion de la particidon
celular, inhibicion de la respiracion y/o fotosintesis o interrumpir procesos

metabdlicos complejos (Diez de Ulzurrun, 2013).
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2.1.3 Herbicida 2,4 D

Uno de los herbicidas mas utilizados a nivel mundial es el acido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D), es empleado para el control de malezas en paises
de Latinoamérica asi como en Estados Unidos (Freisthler et al., 2022). Este
herbicida es un imitador de la hormona auxina, utilizado para el control de hoja
ancha en el cultivo de cereales y cafa de azucar, ademas de pastos (Brucha et
al., 2021).

O\)J\OH
Cl o

Figura 6. Estructura quimica del 2,4-D

Fuente: Autora, 2022.

Asi también ha sido considerado como un posible carcinégeno para los
humanos (clasificado dentro del grupo 2B), pero no hay estudios suficientes en
animales que lo sustenten. Ademas, existen estudios que brindan informacion
sobre otros posibles efectos producidos por el herbicida 2,4-D, asi es como
induce a estrés oxidativo un mecanismo que se da en seres humanos (Osejos
Merino et al., 2020).

El 2,4-D ha sido descrito desde el ano 1942 como un auxin sintético, las
moléculas de este compuesto que se encuentran en formas de sales se
absorben a través de las raices de las plantas, mientras que las formas ésteres
se absorben por las hojas. Este compuesto fue producido partiendo desde otra
sustancia precursora como el 2,4-diclorofenol el mismo que forma parte de las
impurezas en los productos 2,4-D, siendo un producto de degradacién
importante. Ademas de que forma parte de las sustancias clorofenoxi tales como:
2,4,5-T, MCPA, MCPP, y 2,4-DB (Neumeister, 2014).
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Figura 7. Mecanismo de accién del herbicida 2,4-D sobre las malas hierbas objetivo.

Fuente: (Magnoli et al., 2020)

El 2,4-D esta considerado dentro de un conjunto de sustancias quimicas
que se conocen como fenoxi compuestos y que han sido determinados como
potencialmente toxicos para los seres humanos, es un producto vulnerable a
procesos de lixiviacion en el suelo, es asi como la molécula puede estar disipada
alrededor de 20 dias dependiendo el tipo de suelo en donde haya sido aplicado.
Por ello, algunos estudios demuestran que la absorcion de la molécula va a

depender del pH del suelo (Boivin et al., 2005).

En el mercado mundial, ademas de la forma acida existen tres
formulaciones de este herbicida, la inorganica, la amina y las sales ésteres.
Algunos herbicidas a base de 2,4-D pueden sufrir procesos de degradacion
bioldgica o quimica y convertirse en otros productos o metabolitos con diferentes
propiedades quimicas y fisicas. El uso continuo y extenso de 2,4-D en la
agricultura es discutible debido a su alta recalcitrancia en los suelos y porque
pueden encontrarse metabolitos toxicos en el medio ambiente (Magnoli et al.,
2020).

Todos los herbicidas pueden flotar como gotas de aspersion, pero algunos
son lo suficientemente volatiles como para causar dano a la planta debido a la
deriva de vapor (emanaciones). En este caso podriamos mencionar a los ésteres
2,4-D o MCPA que son capaces de producir vapores dafinos, mientras que las
aminas de 2,4-D o MCPA son esencialmente no volatiles y pueden flotar solo

como gotitas o particulas secas (Dexter, 1995).
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Figura 8. Destino del 2,4-D después de su aplicacion agricola y doméstica.
Fuente: (Islam et al., 2018).

2.1.4 Uso de herbicidas en cultivos

La agricultura es uno de las principales actividades que emplea éste tipo
de compuestos, consume el 85% de la produccidon mundial cuyo objetivo es
mermar la cantidad y calidad de las cosechas de alimentos y otros vegetales
(Ramirez & Lacasafia, 2001).

El aumento de la produccién de alimentos en los ultimos afos, no solo se
debe al empleo de plaguicidas, sino también de otros conocimientos como la
mejora vegetal, desarrollo de maquinaria, entre otros., los cuales han contribuido
al avance en el aumento y tecnificacién de las cosechas. Por lo que actualmente
no se podria prescindir del empleo de plaguicidas en la agricultura y esto se
enfoca en el sentido de demostrar que existen conocimientos para el empleo
seguro de los mismos (Hermosin Gavifio, 2010).

Gran parte de los herbicidas han sido elaborados para aplicarse mediante
aspersion usando agua como vehiculo, por tal motivo en menor cantidad algunos
ingredientes activos son aplicados a través de formulaciones secas (granulados),
estas se caracterizan por tener un tamano de particula de 10 mm3 y cuyas
concentraciones del ingrediente activo se encuentran entre un 2y 20%. Ademas,
algunos herbicidas volatiles que son aplicados con agua como vehiculo deben
ser agregados al suelo para que alcancen una actividad considerable (Caseley,
1987).
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2.2 Contaminacion de suelos y aguas por herbicidas.

La produccion mundial de alimentos ha mejorado, pero en la agricultura
moderna se involucra el uso excesivo de herbicidas, debido a su elevada
persistencia en el medio ambiente y por su toxicidad para los organismos que no
son el objetivo. Por ello, se estima que alrededor del 0.1% de los plaguicidas
afnadidos a las plantaciones en todo el mundo, tocan a sus plantas objetivo pero
van dejando grandes cantidades de residuos téxicos libres y por lo tanto, la
contaminacion quimica por agrotéxicos en los alimentos, el agua y el aire es una
de las mayores preocupaciones para poblacién y la de los ecosistemas (Islam et
al., 2018).
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Figura 9. Probables vias de exposicion en un entorno doméstico, debido a la contaminacién
del suelo.

Fuente: (Rodriguez Eugenio et al., 2019).

El uso de herbicidas en areas no agricolas ha sido la causa de

contaminacion ambiental; en muchas areas como caminos asfaltados y aceras,
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superficies rigidas, no absorben nada siendo vulnerables al transporte hacia
cursos de agua y areas no objetivo, de forma en particular después de la
precipitacion. Es decir, que los herbicidas que se encuentran en el agua suelen
ser consecuencia de un uso no agricola, ademas que, sin considerar el area de
aplicacion, alta dosis de productos pueden aumentar la concentracién en el

medio ambiente (Ferreira Mendes et al., 2012).

Muchos factores provocan una distribucion inadecuada de los herbicidas
en la naturaleza, que implica la utilizacion directa en los cultivos agricolas,
limpieza ineficiente de tanques contenedores, filtraciones en los depdsitos de
almacenamiento, residuos liberados y distribuidos en el suelo. Siendo los
residuos de estos plaguicidas que se dispersan en el ambiente y se transforman
en contaminantes para los sistemas bidticos (animales y plantas) y abidticos
(agua, aire, suelo). Pues al ingresar a las cadenas alimentarias son distribuidos
a través de ellas, concentrandose y acumulandose y de manera indirecta pueden
lograr una dosis letal para cualquier espécimen que forma parte de la cadena
alimentaria, o hasta llegar a niveles superiores de la red trofica (del Puerto
Rodriguez et al., 2014).
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Figura 10. Introduccién de los plaguicidas a la cadena alimentaria y posible transformacién en
el ambiente.

Fuente: Agrospray.
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La contaminacion del suelo puede darse por el resultado de actividades
planificadas e involuntarias, que incluyen la incorporacién de los contaminantes
en el suelo, procesos ambientales profundos que conllevan a una contaminacién
indirecta del suelo a través del agua o de la deposiciéon atmosférica. Por tal
motivo, se producen dos tipos de contaminacion: de origen puntual y difusa. La
contaminacion puntual es causada por actividades antropogénicas, entre las que
se mencionan los emplazamientos de fabricas, eliminacion ineficiente de
desperdicios y aguas residuales. Al contrario de la contaminacién difusa, que se
acumula en el suelo y se observa donde la dispersién, transformacion y diluciéon
de contaminantes en otros medios ha ocurrido previo a su propagacion en el

suelo (Rodriguez Eugenio et al., 2019).

2.3 Movilidad de herbicidas en el suelo

Las propiedades fisicoquimicas de los herbicidas son la causa de su
comportamiento en el suelo, ademas de los riesgos de contaminacion, uno de
los factores puede ser la solubilidad en agua que determina la posible lixiviacion
del herbicida con el flujo de agua en el suelo, asi como la disponibilidad de la
molécula en otros procesos de disipacion. Es decir que cuanto mas se absorba
el herbicida en el suelo, sera mayor la persistencia de la molécula en el medio

ambiente (Ferreira Mendes et al., 2012).

Un factor importante es la interaccion que se da entre el herbicida y el
suelo, esto ocurre debido a que el suelo es un sistema dinamico en el que los
herbicidas pueden degradarse o pasar de su lugar inicial de aplicacién hacia
demas compartimentos, o persitir en el mismo sitio conservando su estructura
original o degradarse por un periodo variable de tiempo. Es decir que, cada
plaguicida tiene su potencial de contaminacion y sera variable su periodo de
residencia en el suelo. Tal es el caso para el herbicida 2,4-D, que tiene una
elevada persistencia a largo plazo en un entorno natural, pero esto se debe a
que los microorganismos que se localizan en el suelo, tienen una capacidad
limitada para metabolizar el herbicida en presencia de otras fuentes de carbono
(Islam et al., 2018).
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2.4 Degradacion de herbicidas en el suelo

La mayoria de los plaguicidas estan sujetos a una extensa degradacién en
las plantas y el medioambiente. Parte de la degradacion se produce debido a
transformaciones quimicas y fisicas, como fotdlisis, autdlisis, oxidacion,
reduccion, reordenamientos e inactivacion debido a procesos de unién (es decir,
a suelos y macromoléculas). Sin embargo, la transformacién enzimatica es la
ruta principal de desintoxicacion. Por tal motivo existen muchos aspectos a
considerar del metabolismo de los pesticidas en plantas y microorganismos, para
ello la importancia de estas vias bioquimicas para el desarrollo de pesticidas y la

gestion ambiental (Hoagland et al., 2003).
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Figura 11. Factores que afectan el comportamiento de herbicidas en el suelo.

Fuente: Comfort et al. (1994)

Desde el punto de vista cientifico y menos empleado, el suelo puede
definirse como el producto de erosién de las rocas, que se evidencia en las
partes superficiales de la corteza terrestre y en ocasiones contienen restos de
materia organica descompuesta o en estado de descomposicién. Aunque
independiente de su origen, el suelo debe soportar vegetacion y tener
condiciones necesarias para el desarrollo de las plantas, es asi como con este
enfoque el suelo es una mezcla de particulas pulverulentas, de agua y aire y que

posee nutrientes necesarios para las plantas. Por ello, en el ocurren algunas
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reacciones que participan en los procesos que se efectuan cuando se adicionan

otros componentes quimicos (Navarra Blaya & Navarro Garcia, 2003).

La composicion del suelo esta determinada por la composicion de arcilla,
limo y arena que en conjunto forman la textura del suelo, ademas del contenido
de materia organica, por ello cuando se aplican compuestos quimicos como los
herbicidas estos son afectados por la composicion del suelo que incide sobre su
persistencia y actividad a través de procesos de adsorcion, lixiviacion y
volatilizacion. Asi de forma general los suelos que contengan mayor contenido
de arcilla y/o materia organica son los que retienen con mayor facilidad a los
herbicidas, ademas otros factores afectarian la residualidad del herbicida en el
suelo como su composicién fisica, composicion quimica y su flora microbiana
(Ozuna, 2020).

Existen repercusiones en la salud humana debido a la ingestion de
contaminantes persistentes acumulados en el suelo (Rodriguez Eugenio et al.,
2019).

La residualidad o persistencia que pueda tener un herbicida en el suelo es
un factor importante a considerar ya que determinara el periodo de tiempo en el
que el compuesto posea efectos fitotdxicos, asi también esto influye en el
movimiento del herbicida hacia aguas subterraneas y su contaminacién (Ozuna,
2020).
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2.5 EIl Cacao (Theobroma cacao).

El cacao es un arbol caracteristico de las regiones tropicales humedas,
que tuvo su origen en América central. Sus frutos florecen en el tronco y las
ramas. Los frutos se originan de la polinizacion de las flores, nacen agrupados
en cojines florales. El fruto es una baya que se la conoce como mazorca, que
tiene una corteza rugosa de alrededor 4 cm de espesor, cuya composicion se
presenta rellena de una pulpa rosada y comestible que contiene de 30 a 50

granos largos (blancos y carnosos) (Carrasco Angel, 2015).

Figura 12. Arbol del cacao.

Fuente: Autora, 2022

Los granos de cacao son las semillas del arbol, por lo tanto, cada semilla
estd conformada por dos cotiledones y una planta embrional, que a su vez se
encuentran contenidos dentro de una piel conocida como cascara. En los
cotiledones se encuentra el sostén para la planta en desarrollo y se convierten
en las dos primeras hojas cuando la semilla germina, y asi el contenido del grano
estd compuesto por materia grasa al cual se conoce como la manteca de cacao,
por lo que equivale a la mitad del peso de la semilla seca (Medina & Vargas,
2009).
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Semillas

Figura 13. Composicion de la mazorca del cacao.

Fuente: AgroKrebs

2.5.1 Composicion del cacao

Tal como se habia mencionado, las flores permiten el desarrollo de los
frutos (mazorcas) y esto se da particularmente mediante la accion de algunos
insectos. Las semillas se encuentran dentro de las mazorcas y son de forma

plana o redondeada, de color blanco, café o morado (Navarro & Mendoza, 2006).

Como producto de las mazorcas de cacao se obtiene el cacao en grano,
ademas de otros subproductos tales como: manteca, licor, torta y polvo de cacao,
asi ademas del chocolate como producto final. Para su procesamiento el cacao
en grano es secado, fermentado y se somete a un proceso de tostado,
obteniendo de este proceso la cascarilla. Debido a su alto porcentaje de grasa
(alrededor de 52%), el grano de cacao puede absorber facilmente olores y
aromas que se encuentren a su alrededor, de modo que el sabor, aroma que
predominen en el cacao, dependera de la influencia de la zona donde se cultiva
(Carrasco Angel, 2015).

Los granos de cacao son secados en accion directa del sol por un tiempo
aproximado de una semana, lo que permite eliminar la humedad y mejorar su
conservacion. En tal sentido, se pueden dar dos alternativas en el proceso
productivo: la primera es el tostado tradicional de las habas enteras empleando
temperaturas de 100 a 140 °C por un tiempo definido, o la segunda es someter
las habas a un tratamiento térmico previo, cuyo producto final a obtener es el

cacao en grano seco (Gonzalez, 2018).
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2.5.2 Variedades de cacao en Ecuador

Alrededor del mundo se logran producir 3 especies de cacao y solo en
Ecuador se produce una cuarta variedad de especie originaria con particular
caracteristica, estas a su vez se clasifican por su variedad genética. Asi tenemos
el cacao criollo, forastero, trinitario y el cacao Nacional siendo esta una variedad
producida de manera exclusiva en el pais. También conocida como cacao
“arriba” y es reconocida a nivel mundial por su aroma floral y por ser un cacao

fino y de aroma (Anecacao, 2013).

CACAO CRIOLLO

Figura 14. Variedades del cacao.

Fuente: Autora, 2022

2.5.2.1 Cacao Criollo

También conocido como cacao dulce, su origen se produjo en Centro
América, ademas se produce en Venezuela y Colombia, es distintivo por tener
frutos de cascara suave y sus semillas son dulces y de color blanco o violeta
(Navarro & Mendoza, 2006).

Figura 15. Cacao criollo

Fuente: Ecomuseo del cacao, 2022
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2.5.2.2 Cacao Forastero

El origen de esta variedad proviene de América del sur y es cultivado
también en paises como Africa y Brasil, es destinado a la produccién de polvo
de cacao, manteca de cacao, preparacion de varios alimentos y bebidas

instantaneas (Ministerio De Agricultura y Riego, 2020).

Figura 16. Cacao forastero

Fuente: Autora, 2022

2.5.2.3 Cacao Trinitario

Es una variedad hibrida que tuvo su origen a partir de cruces entre las
variedades criollas y forasteras, se produce en paises de Centro América y
Sudamérica (Ricafo-Rodriguez et al., 2018). Sus mazorcas tienen diferentes
formas y colores, las semillas son mas grandes que las semillas de las otras

variedades (Navarro & Mendoza, 2006).

2.5.2.4 Cacao Nacional CCN-51 (Coleccion Castro Naranjal 51).

También llamado como cacao ramilla, es una variedad de cacao trinitario
que tiene algunas caracteristicas particulares y su productividad es mayor a la
de las otras variedades producidas, siendo la variedad mas popular y de calidad
que se produce en Ecuador (Abad et al., 2020).
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Su fruto tiene algunas caracteristicas morfoldgicas, inicialmente es de
color verde y cuando estd maduro es de color amarillo intenso, de cascara
rugosa, sus almendras de forma eliptica terminadas en punta. Una de las
caracteristicas de la planta es porque es de cultivar precoz ya que su produccién
inicia a los 24 meses, ademas tiene un excelente indice de mazorca
produciéndose alrededor de 7 marzocas/libra de cacao seco (Bustamante Adum
& Ramirez Trivifio, 2010).

Figura 17. Plantula de cacao CCN-51.
Fuente: Eco-Yuma, 2022

2.6 Normativa para el control de residuos quimicos en cacao en grano

Existen iniciativas de control a nivel mundial, cuyo objetivo es proteger la
salud y el ambiente, mediante una gestion adecuada de plaguicidas. Se ha
establecido un marco para el desarrollo de leyes y normas de cada pais cuyos
lineamientos han sido definidos en los convenios de Bassilea, Estocolmo y
Rotterdam y Ecuador como firmante de los tres convenios establecié un Cédigo
Organico de Ambiente en el afio 2017, ademas de las resoluciones definidas por
la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (Agrocalidad) que tiene
como objetivo regular el control y uso de sustancias quimicas como los

plaguicidas (Guia Para La Gestién Adecuada de Plaguicidas, 2017).

Entonces la regulacion del uso de agrotdxicos y su mercado en Ecuador,
esta vinculado a Agrocalidad, el Instituto Nacional de Investigacion Agricola
(INIAP), Ministerio de Agricultura y Ganaderia y el Ministerio del Medio Ambiente.

Siendo Agrocalidad, el ente regulador que realiza el control del cacao en grano
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para exportacion, mediante el apoyo de laboratorios acreditados que realicen la

evaluacion de residuos del herbicida 2,4-D (Melgarejo et al., 2020).

Ademas, en otras normativas también se ha establecido un LMR de
residuos, tal es el caso de la Norma Internacional de Alimentos del Codex
Alimentarius, en cuyo documento ha clasificado el tipo de herbicida y detalla una
lista de alimentos para los cuales se ha definido un Limite maximo residual. Para
el herbicida 2,4-D y como tal se considera al fruto del cacao una baya y como se
muestra en la tabla 3, el LMR establecido es de 0.1 mg/kg (CODEX
ALIMENTARIUS: CX/MRL-2, 2018).

Commodity 1t MRL :::;:itm Ssymbol  Note
Tz Arroz descascarado 0,1 mgikg 2001

Tz Bayas y otras frutas pequefias 0,1 mgikg 2003

Tz Carne (de mamiferos distintos de los mamiferos marinaos) 0.2 mgikg 2003

Tz Carnes de aves 0,05 mgikg 2003 )
Fe Cafia de azicar 0,05 mgikg 2001

Tz Centeno 2mglkg 2001

Tz Citrus fruits 1 mgikg 2004 Fo
Tz Despojos comestibles (mamiferos) 5 mg/kg 2003

Tz Despojos comestibles de aves de corral 0,05 mgikg 2003 *)
Tz Forraje de soja 0,01 mgikg 2003 *)
T2 Forraje seco de maiz 40 mgfkg 2001

Tz Heno o forraje seco de gramineas 400 mg/kg 2003

Tz Huevos 0,01 mgikg 2001 *)
Tz Leches 0,01 mgikg 2003

T Maiz 0,05 mgrkg 2001

Tz Maiz dulce (maiz en la mazorca) 0,05 mgikg 2001 )
Tz Pajay forraje seco de arroz 10 mg/kg 2001

Tz Pajay forraje seco de trigo 100 mgrkg 2001

Te Patatas (papas) 0.2 mg/kg

Tz Pome fruits 0,01 mgikg 2003 )
Tz Soja (seca) 0,01 mgikg 2003 ()]
Tz Sorgo 0,01 mgikg 2003 *)
Te Stone fruits 0.05 mgikg 2001 =)
Tz Treenuts 0,2 mgikg 2001

T Trigo 2 mgikg 2001

Tabla 1. LMR Herbicidas. CODEX ALIMENTARIUS

Como todos los alimentos de consumo humano, el cacao se considera
dentro del grupo alimenticio cuya composicion tiene establecido un limite
maximo de residuos (LMR) en la Unién Europea. El reglamento CE 396/2005
establece los LMR de algunos productos fitosanitarios. Cuando no se ha
establecido un LMR para un plaguicida, se considera el umbral de 0.01 mg/kg
(Reglamento (CE) 396/2005 Del Parlamento Europeo y Del Consejo Relativo a

Los LMR de Plaguicidas, 2005).
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CAPITULO lil. MATERIALES Y METODOS

3.1 METODOLOGIA

Este trabajo de investigacidn presenta una metodologia de tipo
experimental debido a que esta enfocado a identificar el productor de cacao en
grano que ha presentado problemas de residuos de herbicida 2,4-D en el cacao
en grano. Debido a esto mediante investigaciones previas de muestras tomadas
por el organismo gubernamental (Agrocalidad) que certifica el cacao en grano
que es exportado, se ha determinado que si se han presentado residuos de 2,4-
D, ademas también esta informacién se la pudo obtener de uno de los principales

compradores de cacao ecuatoriano en Japon.

Por lo tanto, se ha desarrollado dos fases, la primera la fase de toma de
muestra en la cual se ha considerado la investigacion de 3 haciendas de
productores de cacao en grano de la provincia del Guayas, de los que se tiene
referencia que para el control de malezas usaban una mezcla de herbicidas. La
segunda fase esta dada por la parte experimental en donde se utilizé un método

aplicado para la determinacion de 2,4-D en cacao en grano.

3.2 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

3.2.1 Materiales

= Tamiz#12

= Frascos plasticos de 200 ml (boca ancha)
= Matraz volumétrico 200 ml

= Matraz volumétrico 10 ml

= Balén en forma de pera de 50 ml
= Embudos de vidrio 70 mm

= Papel filtro cualitativo NM200

» Pipeta volumétrica 10 ml

= Balén fondo plano 250 ml

= Tubos de evaporacion 50 mi

» Tirillas de pH (Merck)
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= Cartuchos ChemElut 5 ml

= Cartuchos C18 6 cc 1g

= Cartuchos HLB 3 cc

» Puntas plasticas para pipetas automaticas
= Membranas de PDVF de 0.22 um

= Jeringas descartables 3 cc

» Viales de vidrio 2 ml

= Columna C18 1,7um (2.1x50 mm)

3.2.2 Reactivos

= Acetona grado reactivo

= Acetato de etilo grado reactivo

= N-Hexano

= Metanol grado cromatografia

= Acetonitrilo grado cromatografia
= Acido clorhidrico

» Hidroxido de sodio

= Agua ultrapura tipo |

= Acido férmico

3.2.3 Equipos

= Rota-evaporador BUCHI

= Calentador térmico BUCHI

» Homogeneizador dispersor Ultra Turrax
= Colector de vacio para cartuchos SPE
= Bomba de vacio

= Cromatoégrafo liquido de alta resolucion con detector XEVO TQ MS
= Bafo isotérmico

* Pipeta volumen variable 10 mli

= Micropipeta 1000 ul

= Molino de cuchillas

» Dispensador automatico 10 ml

= Agitador Vortex
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3.3 PROCEDIMIENTO

3.3.1 Muestreo de cacao en grano

Se tomaron muestras de cacao en grano seco de 3 haciendas productoras
en la provincia del Guayas. Las fincas emplean algun tipo de herbicida para
controlar las malas hierbas de hojas anchas. Las muestras de cacao en grano
se obtuvieron de 2 tendales de 3 Ha donde secan el grano de cacao hasta por 3

dias dependiendo la temperatura alcanzada.

Las muestras fueron tomadas con un calador, donde se encontraban los

sacos dispuestos en pallets de 20 unidades.

Figura 18. Cacao en grano seco.

Fuente: Autora, 2022.

3.3.2 Extraccion de la muestra

Las muestras de cacao en grano fueron homogeneizadas, molidas y
tamizadas teniendo un tamafio de particula de 1.7 mm. Se pesaron 10 g de la
muestra de cacao, a los cuales se les adiciond 20 ml de agua ultrapura para que
la muestra se humedeciera y pueda acidificarse con 5 ml de una solucién de
acido clorhidrico 4M, se dejaron reposar durante 30 min y luego de ese tiempo
se procedid a la extraccion empleando un dispersor bio-homogeneizador durante
3 min, realizandose dos extracciones agregando acetona como disolvente y

posterior centrifugacion por 10 min a 3500 RPM para separar los sélidos.
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Figura 19. Extracciones utilizando el equipo Bio-homogeneizador.

Fuente: Autora, 2022.

El extracto resultando que se centrifugd, fue trasvasado hacia el matraz
de 200 ml a través de papel filtro cualitativo. Al terminar las extracciones se llevo
a volumen con acetona obteniéndose el extracto final que se usé para su

purificacion en procesos de extraccion en fase sélida (SPE).

Figura 20. Extracto de la muestra con disolvente acetona.

Fuente: Autora, 2022

3.3.3 Purificacion

Se tomd una alicuota de 10 ml del extracto empleando una pipeta

volumétrica y se colocé en un balén de 50 ml, se procedié a su evaporacion para
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obtener un concentrado del extracto a un volumen de 3 ml con el uso de un

equipo rotavapor, usando bafo de agua a 60 °C.

Figura 21. Balén de 50 ml que contiene el extracto concentrado a 3 ml.

Fuente: Autora, 2022

El concentrado resultante es colocado en cartuchos de fase inerte para
eliminar el agua que haya quedado del proceso de extraccion dejando reposar
la muestra por 5 min. Para luego ser eluido con 60 ml de una solucién (1:1) de
acetato de etilo-hexano, la recoleccion se realizé en un balén de fondo plano de
250 ml y la mezcla recolectada fue evaporada a sequedad en un bafo térmico a

60 °C, se reconstituyd con 10 ml de metanol grado cromatografia.

Figura 22. Muestra cuyo extracto purificado en cartucho es sometida a evaporacion en un equipo
rotavapor.

Fuente: Autora, 2022.
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El extracto metandlico se vertié en los cartuchos C18, que luego se
recolectaron en tubos de vidrio y se llevaron a un proceso de hidrolisis con 5 mi
de NaOH 1.5 M durante 30 min a una temperatura determinada, transcurrido el
tiempo se retiraron los tubos del bano isotérmico y se dejaron enfriar para
adicionarles 3 ml de una solucién de acido clorhidrico y asi realizar el ajuste de
pH a la solucién, comprobando con las tirillas medidoras que la soluciéon se

tampond a un pH <1.

..ii“\‘ .1

*-,e -

Supelco.  visiwems= 24

Figura 23. Recoleccién de extracto metandlico en cartuchos C18.

Fuente: Autora, 2022.

El extracto hidrolizado es purificado a través de cartuchos HLB 3cc, que
se acondicionan previamente, se hizo pasar todo el extracto para la retencion del
analito, al final los cartuchos fueron secados con la ayuda de vacio para eliminar
toda la solucion y el analito se dejo eluir con 5 ml de acetonitrilo, finalmente se
evapord a sequedad en bafio maria 60 °C y se reconstituyé con 2 ml de una
solucion metanol-agua 1:1, para su posterior filtracién a vial a través de una
membrana en PDVF de 0.22 um.
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3.3.4 Analisis Instrumental

Las muestras para la deteccion de 2,4-D se analizaron en un sistema de
cromatografia liquida de alta resolucion (UPLC) Waters acoplado a un
espectrometro de masas Xevo TQ-MS, con fuente de ionizacion ESI. Se equip6
con una columna Acquity BEH C18 de 1.7 um, la temperatura de la columna se
ajusto a 40 °C. Inyectandose asi 5 ul de muestra a un flujo de 0.4 mL min- con
una gradiente cuyas fases mdviles fueron (A) compuesta por Acido formico al
0.2% en agua y la (fase movil B) compuesta por Acido férmico al 0.2% en
Acetonitrilo, partiendo al minuto 0 en 80% Ay 20% B, 7 min con 60% Ay 40 %
B, 8 min con 100% B, 12 min 80% Ay 20 % B. Para el analisis de datos se utilizd

el software MassLynx v4.1.

3.4 Calculos

Para realizar el calculo de las concentraciones del 2,4-D, se hace uso del
software Masslynx usando el método del estandar externo e interpolacion de

areas de acuerdo con la curva de calibracién correspondiente al analito de

interés.
Y=aX+0b
ugy yxb
X (2.4DT) ==« FD

L (solucion)
FD = ———F—=
g (muestra)

Donde:

X es la concentracion del analito en el extracto de la muestra en ug/L.

FD: Es el factor de dilucion aplicado a las muestras.
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Para el calculo de la concentracion del analito en la muestra en ug/Kg, aplicamos

la siguiente expresién matematica:

ug ug 0.2L 1000g 2ml
2,4D (—) =X —x ¢ *
Kg L 10g 1Kg 10ml

Asi nos queda:

24D (ﬂ) “9

kg :XT*4
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cuantificaciéon del herbicida 2,4-D en muestras de cacao en grano

La cuantificacion del 2,4-D se realiz6 por medio de una curva de
calibracion en estandar puro, se pesaron 10 mg del estandar de marca Dr.
Ehrenstorfer y se disolvié en metanol para obtener una concentracion de solucion
stock de 1000 mg/L. Los puntos de la curva de calibracién se prepararon en
volumen de 10 ml usando como disolvente una solucion de metanol-agua, con
un rango de linealidad de concentraciones entre 1.25 a 40 ug/L. Cuyo rango final

de concentracion en muestra de 5 a 160 ug/kg.

1800
1600

1400

y =40,486x + 25,786

1200 R%=0,9993

1000
800
600
400

200

Figura 24. Curva de calibracién del 2,4 D.
Fuente: Autora, 2022

Se utilizaron dos transiciones para la identificacion del analito, siendo la
transicion de mayor abundancia utilizada para la cuantificaciéon y la segunda
transicion utilizada para la confirmacion. El limite de cuantificacion se establecio

de acuerdo con el LMR definido por Japon para el cacao en grano de 0.01 mg/kg.
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Std : 10.0 ug/L Std : 10.0 ug/L
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1007
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1.119e+003

225 250 275 300 325

Figura 25. Cromatograma de un estandar de 10 ug/L. Se observan las dos transiciones del

analito 2,4-D

Fuente: Autora, 2022

En la tabla 1, se puede observar el area obtenida de los cromatogramas

350 375 400 425 450 475 500

525 550 575 600 625 650 6.75

de los estandares para la construccion de la curva de calibracion.

Con. Final

ug/L area
1,25 98
2,5 117
5 237
10 410
20 828
40 1653

Tabla 2. Concentraciones obtenidas de la curva de calibracion del analito 2,4-D
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4.2 Evaluacion de la concentracion residual del herbicida 2,4 D en cacao

en grano

Para determinar la concentracion de 2,4-D en las muestras de cacao, se
realizd el analisis de 6 muestras de cada productor, cuyos resultados se
encuentran detallados en la tabla 1. Se puede observar que en solo uno de ellos

se hallaron concentraciones del herbicida mayores a 0.01 mg/kg.

Muestra  Productor El Empalme Productor Pto. Inca Productor Colimes

1 0.03 0.002 0.004
2 0.01 0.00 0.005
3 0.01 0.00 0.004
4 0.02 0.001 0.003
5 0.01 0.003 0.00
6 0.02 0.002 0.002

Tabla 3. Concentraciones residuales en mg/kg de 2,4 D de cada productor evaluado.

Origen: Datos de ensayos en laboratorio de analisis.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observa que en las muestras
analizadas para el productor de la hacienda ubicada en el cantén El Empalme
se hallaron concentraciones = 0.01 mg/kg del herbicida 2,4-D, asi se observan
diferencias en los resultados obtenidos del analisis del productor de la hacienda
San Eduardo del canton Puerto Inca en donde se obtienen concentraciones
menores a 0.004 mg/kg.
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4.3 DISCUSION

El estudio nos demuestra que no todos los productores de cacao en grano
realizan practicas adecuadas en sus procesos, que les permita vender un
producto final que satisfaga o cumpla con los parametros necesarios para su

exportacion.

Por otra parte, se evidencia que existe mucho hermetismo respecto a la
informacion que proporcionan, ya que no todas las haciendas productoras nos
dieron apertura para realizar toma de muestra, considerando que existe una
elevada competencia por la venta de cacao en grano a empresas exportadoras

lo que conlleva a pérdida de acuerdos para que su producto sea aceptado.

Estudios similares se han realizado en otros paises, pero no destacan la
importancia de evaluar 2,4-D en cacao en grano. Los enfoques estan dados en
otro tipo de cultivos y las consecuencias de una inadecuada aplicacion del

herbicida en los mismos.

Un experimento efectuado en Canada demostré que entre 3-4 % tanto de la
amina 2,4-D como del éster de alta volatilidad se desplazaron fuera del area
objetivo en forma de gotas de rociado. Sin embargo, un 25 a 30 por ciento
adicional del éster se desplazé como vapor en los primeros 30 minutos después
de la pulverizacién, mientras que no se detectd ningun movimiento adicional de

la amina (Dexter, 1995).

Stoorvogel, et all. (2003), mencionan en su estudio que la contaminacion que
puede ocasionar un plaguicida estd dada por dos causas principales: una
contaminacion puntual que se da por derrames accidentales en el transporte de
envases o recipientes de las mezclas de plaguicidas aplicados, y la segunda
causa es la conocida como una contaminacién no puntual como resultado de

residuos de plaguicidas después de su aplicacién en los cultivos.

Con respecto a otros estudios, existe evidencia que hay dafos a otros
cultivos por ingredientes activos de los herbicidas 2,4-D y Dicamba de acuerdo
a lo reportado por la Asociacion Oficial Estadounidense de control de Pesticidas

(AAPCO), ya que varios cultivos de hoja ancha como la soya y el algodon son
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sensibles a estos compuestos que ocasiona una pérdida potencial de su
rendimiento incluso en dosis muy bajas, ya que sus formulaciones son
moderadamente volatiles y los herbicidas pueden viajar en el viento como deriva

de vapor en campos lejanos tratados con dichos compuestos (Egan et al., 2014).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1

5.2

CONCLUSIONES

Se obtuvieron concentraciones residuales del herbicida 2,4-D superiores
al LMR en uno de los productores, con lo que se demuestra que depende
del proceso de produccion del cacao en grano seco que en el muestreo

del producto final se encuentren residuos.

Los resultados del productor Haciendo San Eduardo ubicado en el cantén
Puerto Inca, permite evidenciar que es un cacao organico y utilizan otro
tipo de herbicida diferente a 2,4-D por lo que todas las muestras presentan

concentraciones inferiores a 0.005 mg/kg.

La elaboracion de la guia para los productores esta enfocada en minimizar
las contaminaciones cruzadas que pueden darse por un uso inadecuado
o por desconocimiento durante el proceso de produccion del cacao en

grano seco para exportacion.

RECOMENDACIONES

Debido a la alta persistencia del herbicida 2,4-D y a la susceptibilidad del
cacao en grano de absorber facilmente cualquier tipo de sustancia con la
que pueda contaminarse, se debe tener especial cuidado con las
superficies en donde se coloca el producto tanto en el proceso de
fermentacion, o cuando se realiza el secado del producto, inclusive si los
sacos son almacenados dentro de bodegas en donde se encuentren otros

productos (herbicidas).

Los productores de cacao en grano podrian realizar producciones de
cacao organico, con la finalidad obtener una certificacién que les permita
vender un producto que tenga la seguridad de encontrarse libre de

herbicidas.
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ANEXOS

GUIA DE MEDIDAS PREVENTIVAS PARA EL USO DE PLAGUICIDAS

Los plaguicidas que se usan para proteccion de cultivos si no se manejan de

forma adecuada, son productos peligrosos.

Se debe considerar ciertas caracteristicas que poseen estas sustancias para
evitar efectos indeseados y contaminaciones cruzadas que pudieran afectar a

los usuarios que manipulan los productos.

Caracteristicas de plaguicidas

Permanecen } §§§§§ Resisten degradacion
mucho tiempo solar y quimica ’
en el ambiente ===

°o Sin importar el lugar
F1M) B donde fueron usados o

adle, Se transportan
’ producidos

f\d largas distancias

————=7" poraguay aire

— Se almacena en '!3 Aumenta Sl:]’ I
=0 el tejido graso } concentracion en la

cadena alimenticia

--------- vegetal o animal
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ALMACENAMIENTO

Otro de los aspectos a considerar es el lugar de almacenamiento de los

plaguicidas, debido a su potencial peligro para las personas que puedan estar

expuestas. Por lo que existen objetivos basicos de almacenamiento:

>

Los plaguicidas deben adquirirse de acuerdo con sus necesidades de uso,
asi se reduce el tiempo de almacenamiento y excedentes.

Se debe mantener en su envase original y libre humedad.

Los plaguicidas deben almacenarse segun su categoria y ser rotulados
de acuerdo con las mismas.

Asegurar su uso antes de la fecha de caducidad establecida.

Se debe realizar una revision periddica del producto almacenado para
prevenir derrames indeseados.

Las bodegas destinadas al almacenamiento deben ser de uso exclusivo
para el fin previsto y encontrarse separadas de oficinas y fuentes de agua
ya que podria causar contaminacion difusa.

La recomendacién para las estanterias es que los liquidos deben

colocarse en la parte inferior y tener una distancia adecuada entre un

soporte y otro.

L |_I

- EE———- & L -

== -

| SOLIDOS o
[QUIDO0S = B
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TRANSPORTE

El transporte de plaguicidas quizas es uno de los factores que no se considera
de mayor importancia, pero la contaminacion de este origen tiene consecuencias

indeseadas para toda la cadena de produccién de alimentos.

INCORRECTO

Los plaguicidas (insecticidas, herbicidas, rodenticidas, fungicias) deben ser

transportados SOLOS, sin cercania de alimentos de consumo humano o animal.

Se evidencia que la utilizacion de vehiculos donde se transportan los envases,
puede contener ciertas estructuras salientes que pudieren causar perforaciones
a los recipientes contenedores de las sustancias quimicas y ocasionar derrame

y por consiguiente contaminacion indebida.
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