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RESUMEN

El objetivo de la investigacién se centrd en identificar parcelas cacaoteras con presencia de glifosato y 2,4-
diclorofenoxiacético; asi como cuantificar estas moléculas en suelos, hojas y granos fermentados secos de cacao
en 16 zonas productoras de cacao (Theobroma cacao L.) en la regién San Martin. Las muestras se analizaron
mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC). Encontrandose concentraciones de glifosato
en suelos entre 0,1751 y 0,5925 ppm; por su parte en hojas de cacao se encontraron concentraciones entre
0,0015 y 0,2639 ppm. En granos secos fermentados de cacao se obtuvieron valores de glifosato entre 0,0427 y
0,5518 ppm. En lo referente a valores de 2,4-diclorofenoxiacético, los suelos presentaron concentraciones desde
0,2248 hasta 0,7201 ppm; mientras que en hojas se reportaron valores entre 0,0011 y 0,3307 ppm. En granos
secos de cacao la cuantificacion fue desde 0,0708 hasta 0,6491 ppm. Se establecié que existen contrastes
significativos (p < 0,05) entre las cantidades de glifosato y 2,4-diclorofenoxiacético en suelos, hojas y granos
secos de cacao. Afinando que los valores de glifosato y 2,4-diclorofenoxiacético encontrados en granos secos de
cacao en el 93,75% de las parcelas superan los LMR que dictala NTS N 128-2016/MINSA/DIGESA que es de 0,1
ppm para dichos analitos.
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ABSTRACT

The objective of the research was to identify cocoa plots with the presence of glyphosate and 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid and to quantify these molecules in soils, leaves and dry fermented cocoa beans in
16 cocoa (Theobroma cacao L.) producing areas in the San Martin region. The samples were analyzed by ultra
high performance liquid chromatography (UHPLC). Glyphosate concentrations in soils ranged from 0.1751 to
0.5925 ppm, while concentrations in cocoa leaves ranged from 0.0015 to 0.2639 ppm. In dry fermented cocoa
beans, glyphosate values between 0.0427 and 0.5518 ppm were obtained. Regarding 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid values, soil concentrations ranged from 0.2248 to 0.7201 ppm; while in leaves, values between 0.0011 and
0.3307 ppm were reported. In dry cocoa beans, quantification ranged from 0.0708 to 0.6491 ppm. It was
established that there are significant contrasts (p<0.05) between the amounts of glyphosate and 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid in soils, leaves and dry cocoa beans. The values of glyphosate and 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid found in dry cocoa beans in 93.75% of the plots exceed the MRLs dictated by NTS
No 128-2016/MINSA/DIGESA, which is 0.1 ppm for these analytes.
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INTRODUCCION

El Pert es uno de los lugares mas importantes de
origenes del cacao (Theobroma cacao L.), con el
60% de las variedades de este producto del mundo,
al igual que el café, se ha convertido en una de las
materias primas peruanas de mejor calidad
mundial, generando valor agregado de primerisima
calidad en las fabricas de chocolate. El cacao es un
producto muy apreciado y ese aspecto, el comercio
mundial diferencia dos mercados principales para
el cacao en grano: el de productos basicos y el de
especialidad, en el dltimo tipo se encuentra el cacao
fino o de aroma. El cacao especial es un mercado en
crecimiento caracterizado por precios mas altos,
principalmente debido a la promocién de practicas
sustentables (Viteri et al, 2023). La Organizacién
Internacional del Cacao (ICCO) ha reconocido al
Pert como un pais en el cual se origina y se exporta
un cacao fino y de aroma. En los dltimos afios, el
cacao peruano ha ganado numerosos premios
internacionales y es reconocido como uno de los
mejores cacaos del mundo. Como resultado,
algunas de las fabricas de chocolate mas exclusivas
de Francia, Bélgica y Suiza utilizan este cacao para
elaborar sus productos. El cacao peruano se cultiva
en las laderas occidentales inferiores de los Andes
y en las selvas peruanas a altitudes entre 300 y 900
metros. Las principales zonas productoras de este
agradable grano son Cusco, Amazonas, San Martin,
Ayacucho, Junin y Piura, representando el 80% de
la produccion total del pais. Los principales
mercados de exportacidon son Estados Unidos y la
Unién Europea (Paises Bajos, Italia, Bélgica y
Alemania) (MIDAGRI, 2020).

Los granos de cacao se producen a partir del arbol
del cacao y son un importante producto agricola
mundial utilizado en la industria del chocolate y
en alimentos como bebidas, galletas, bizcochos y
helados (Mohamed et al, 2020). Adema4s, esta
planta agricola comercial sustenta de manera
directa la economia para una mejora de la calidad
de vida de millones de personas a nivel mundial.
Las economias de muchas naciones productoras de
cacao, particularmente las de los paises en
desarrollo, se sustentan enlos ingresos por
exportacionesde cacao.Sin embargo, para
garantizar rendimientos satisfactorios, la planta
suele tratarse intensamente con pesticidas porque
es vulnerable a enfermedades y ataques de
plagas. Aunque los pesticidas ayudan a proteger la
planta del cacao, también es probable una
contaminacién ambiental involuntaria (Boakye,
Stanley & White, 2023). Por lo tanto, el cultivo del
cacao crea y promueve una buena fuente de
ingresos econdémicos para los productores
dedicados a este producto en la regién de San
Martin; Sin embargo, los productores de cacao
utilizan herbicidas, principalmente glifosato y
acido 2,4-diclorofenoxiacético, para controlar las

malas hierbas en sus campos. El glifosato
representa al herbicida con mayor aplicacién a
nivel mundial. El éxito comercial de esta molécula
se debe a su no selectividad y a su acciéon, que
supuestamente se dirigiria a rutas biosintéticas
especificas que se encuentran principalmente en
las plantas (Bataillard, et al., 2020). También puede
ser bastante téxico para macroéfitos nativos (Sesin,
et al, 2021). Por otra parte, el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y su uso extensivo en
la agricultura es la principal fuente de
contaminacién del suelo, agua e incluso algunas
propias plantas no seleccionadas (Martinez y
Martinez, 2018). El 2,4-D se viene utilizado
ampliamente en la eliminacién de muchos tipos de
malezas que poseen hojas anchas, pastos y otras
monocotiledéneas (Zhen, et al, 2019). Sin
embargo, ha habido una preocupacién creciente en
varios sectores de la agroindustria y en los
gobiernos de todo el mundo sobre el uso
de agroquimicosy sus efectos nocivos sobre el
medio ambiente, los trabajadores agricolas y los
consumidores. El uso de pesticidas en el mundo
representa un peligro para la salud del ser humano
y deterioro del ambiente (Chavez et al.,, 2021). Esto
es bastante preocupante actualmente, debido a
esto los paises importadores de pasta o granos de
cacao vienen implementando rigurosos controles
en los puertos de desembarque de los mismos
monitoreando los limites maximos permisibles de
sustancias quimicas provenientes de la utilizaciéon
de plaguicidas en la produccién agricola,
especialmente del cacao. La demanda de pesticidas
ha ido en aumento para mejorar la produccién y la
calidad de los alimentos, garantizando asi la
seguridad alimentaria (Eta et al,, 2023).

Durante la dltima década, el mercado de productos
organicos de chocolate y cacao ha experimentado
un crecimiento significativo con una tasa media
anual del 7,5 % (MIDAGRI, 2020). Esta tendencia de
crecimiento, se espera que se extienda en el futuro,
especialmente en cuanto a las exportaciones. Sin
embargo, el problema radica en la presencia de
pesticidas, como el herbicida 2,4-D y el glifosato,
que estan contaminando el cacao y el chocolate.
Esto ha llevado a un aumento en el rechazo de lotes
contaminados en los puertos de destino europeos y
en otros lugares. Con estas premisas, el objetivo de
esta investigacion buscd  cuantificar las
concentraciones de glifosato y 2,4-D tanto en los
suelos, hojas y frutos de cacao secos fermentados
en las zonas productoras del mismo, asi como su
georreferenciacion en la regién San Martin, con la
finalidad de poder tomar acciones pertinentes por
parte de las autoridades agrarias y no limitar las
exportaciones de cacao, lo cual llevaria a un
retroceso econdmico para muchos agricultores y
toda la cadena de este cultivo a nivel nacional.

METODOLOGIA

Area de estudio y muestreo
El trabajo de campo (toma de muestras) se realizo
en plantaciones de cacao ubicadas en la Regién San

Martin, Peru, distribuidas en las provincias de
Lamas, San Martin, Huallaga, El Dorado y Mariscal
Caceres. Las actividades de trabajo de campo, es
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decir la recoleccién de muestras (suelos, granos y
hojas de cacao) en las parcelas cacaoteras
seleccionadas, asi como la georeferenciacion de las
mismas fueron ejecutadas durante un tiempo de
tres meses (noviembre, diciembre del 2021, enero
del 2022); y el segundo periodo de desarrollo fue el
trabajo de los ensayos de laboratorio mediante la
cromatografia liquida de wultra alta eficacia
(UHPLC), durante los meses de junio y julio del
2022. Este ultimo periodo se realizé en el
Laboratorio de Investigaciéon de la Facultad de
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Nacional de San Martin, Tarapoto.

Las muestras de suelos fueron extraidas de acuerdo
alo recomendado por Hintze etal. (2021) y Ouyang
et al. (2021), compuestas por 32 monolitos de
tierra (02 monolitos de suelo por cada zona) de 25
cmx 25 cm de drea y 30 cm de calado. Se colectaron
muestras de suelode 0 a5 cm; 5al0cmyde 10 a
20 cm, conseguidas de los sembrios de cacao. Las
hojas se extrajeron directamente de las plantas de
cacao, colocandolas en sobres tipo manila (30 hojas
de diferentes plantas por parcela). Los granos
beneficiados  (secos  fermentados) fueron
recolectados 250 g de muestra por cada parcela de
sembrio de cacao en la zona de intervenci6n. Estas
muestras fueron empaquetadas en bolsas de
polietileno con cierre tipo ziploc rotuladas. Las
variedades de cacao que predominan en la zona es
el criollo y los clones CCN-51 y el ICS-95. Tanto las
muestras de hojas y de granos de cacao
debidamente envasadas fueron almacenadas en
refrigeracion a 4 °C para su posterior procesa-
miento y ensayos siguientes.

Identificacién y georreferenciacion de las
parcelas productoras de cacao

Durante la recoleccién de las muestras, se realizd,
ademas, la georreferenciaciéon de cada parcela
intervenida, para ello se utilizd un equipo de
posicionamiento satelital Garmin; Etrex 32X (GPS)
con el cual se obtuvieron las coordenadas
geograficas mediante el sistema geodésico
mundial; ademas de la altitud (msnm) en la cual se
encuentran dichas parcelas cacaoteras. Debe
tenerse en cuenta también que se obtuvo la
informacidn de la superficie cultivada de cacao por
cada zona agricola.

Obtencion de estandares para la determinacion
de las curvas analiticas

Para la determinaciéon de las curvas patrones se
utilizaron el estandar de calibracién glifosato
298,5% pureza grado HPLC (Sigma Aldrich, lote #
BCCC7102) y el estdndar de calibraciéon 2,4-D
299,0% pureza grado HPLC (Sigma Aldrich, lote #
BCCD8084); los cuales se pesaron 20,5 mg por cada
uno de los estandares por separados y fueron
llevados a fiolas de 100 mL, afladiéndose 50 mL de
agua ultrapura, luego se sonicd por 10 minutos,
(obteniendo una solucién madre con concentracién
de 410 ppm). Se tomaron una primera alicuota de
100 uL de esta solucién y se llevd a una fiola de 10
mL (enrasandola con agua ultrapura), para obtener
una solucidn stock de 4,1 ppm (4100 ppb) luego se
tomaron alicuotas de cada estandar para obtener

los patrones para las curvas de calibraciones
afiadiéndolas en cada caso 10 mL de agua ultrapura
en fiolas de 20 mL, tal como la Tabla 1 muestra al
detalle.

Tabla 1
Concentraciones de calibracién encontradas para las
muestras patrones (glifosato y 2,4-D)

Alicuota (solucién Volumen Puntos de calibracién /
stockde 4100 ppb)  final (mL) Concentracion (ppb)
0,125 mL 10,125 P1 51,25
0,25 mL 10,25 p2 102,5
0,5 mL 10,5 P3 205
1,0 mL 11,0 P4 410
2,5mL 12,5 P5 1025
5mL 15,0 P6 2050
10 mL 20,0 p7 4100

Luego se inyectaron cada concentraciéon de los
estandares en el UHPLC, registrandose de manera
exacta y precisa el tiempo de retenciéon (minutos),
mili absorbancia (mAU) y el area debajo la curva
(mAU*min).

Preparacion de las muestras

Con la finalidad de obtener tamafios de muestras
mucho mas pequeias y aumentar la superficie de
extraccion de las mismas y facilitar asi la deteccién
y cuantificacion de los analitos, las hojas
almacenadas se sometieron a un proceso de
triturado, utilizando para ello una licuadora. Los
granos secos fermentados de cacao fueron
sometidos a molienda, utilizando para este proceso
un molino de discos manual. Estos procedimientos
permitieron obtener las muestras en tamafios de
particulas adecuadas para los ensayos posteriores.
En el caso de las muestras de suelo, éstos fueron
preparadas directamente sin ningin proceso de
trituraciéon. Las metodologias aplicadas para la
preparacion de las muestras y los ensayos en el
UHPLC fueron adaptadas en gran parte de las
propuestas por Rangel (2017), Delmonico et al.
(2014) y Casado et al. (2019).

Muestras para analisis de glifosato (N-
fosfonometilglicina) (CsHsNOsP)

5 mL de agua destilada ultrapura fueron mezclados
con 1 g de muestra (suelos, hojas o granos) en un
agitador vortex de mesa por 30 min a 25 + 1 °C.
Seguidamente, se centrifugd a 3500 rpm por 15
min y se rescatd el primer sobrenadante. Se agregé
12 mL de una solucién NaOH 1N al sedimento en
tubos Falcon de 15 mL y se mezclé en el agitador
vortex de mesa por 30 min a 25 * 1 °C
Seguidamente se centrifugé a 3500 rpm por 15 min
y se rescatd el segundo sobrenadante. Posterior-
mente fueron combinados los sobrenadantes y se
les agreg6 una solucién de H2S04 al 20% (0,2 mL
por cada mL de extracto) y se centrifugaron a 3000
rpm durante 15 min. El sobrenadante fue filtrado a
través de una membrana de nylon (0,45 pum, 33
mm) y se realiz6 una extracciéon en fase sdlida
empleando cartuchos Bond Elut EnvirElut (500 mg,
6 mL) preparados previamente con 2 mL de
metanol, 4 mL de NaOH 0,5 M y 2 mL de agua, se
aplicaron 6 mL del sobrenadante filtrado. Los
compuestos fueron eluidos con 1 mL de HCI en
acetonitrilo 0,5 M y se evaporaron completamente.
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El residuo conseguido se reconstituyé en 2 mL de
aguay fue sometido a un proceso de derivatizacién,
que se detalla a continuacién:

Se tomaron 500 pL de la muestra reconstituida, se
les adicion6 250 uL de buffer de fosfatos 0,4 M
(Fosfato de sodio monobasico anhidro + Di-sodio
hidrogenofosfato anhidro) a pH 11, ajustado con
NaOH 1M, y 100 upL de una solucién de p-
toluensulfonilo en acetonitrilo a 0,01 ppm.
Consecutivamente, la mezcla se calenté a bafio
maria a 35 °C de temperatura, durante 5 min.
Finalmente se centrifugé a 3000 rpm por 10 min.
Las soluciones fueron inyectadas al HPLC en viales
de 1,5 mL con volumenes de inyeccion de 25 pL.

Muestras para analisis de 2,4-Diclorofenoxi-
acético (CsHsCl203)

Se pesaron las muestras de suelos, hojas trituradas
o granos fermentados secos de cacao molidos (1
gramo por muestra). Posteriormente se afiadié un
volumen de 5 mL de una solucién de NaOH 0,01N,
se agitd en vortex por 2 minutos, seguidamente se
llevé se lleva al bafio de ultrasonido por 20 minutos
a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el
tiempo de extraccién se centrifug6 a 2000 rpm por
20 minutos, se tom6 una alicuota de 2 mL del
sobrenadante y se eluyé en el cartucho de
extraccién de fase sélida (Strata C18-E, 55 um, 70
A; 100 mg / 3 mL marca Phenomenex). Luego se
eluy6 nuevamente con 1 mL de la solucién de
Metanol / Eter tert-butilmetilico en proporcién 1 a
9 respectivamente, esta fracciéon de la elucién se
colect6 en un vial y se llevd a sequedad con
corriente de nitrégeno. Se realiz6 luego una
reconstitucién utilizando para ello 1,5 mL agua
ultrapura, para luego ser filtrado mediante un filtro
de jeringa (membrana de nylon de 0,45 pm x 13
mm). Esta solucidn filtrada se colocé en un vial para
inyectar en el sistema UHPLC para su tratamiento y
lectura. Las soluciones fueron inyectadas en viales
de 1,5 mL con voliumenes de inyeccion de 25 pL.

Metodologia cromatografica aplicada

La selectividad de un método analitico depende de
la capacidad del sistema analitico para separar los
componentes de la muestra entre si. Sin embargo, a
veces el simple hecho de utilizar la precision de la
masa, el tiempo de retenciéon y el patrén de

Tabla 2

fragmentacion da como resultado una
identificaciéon multiple de compuestos, ya que una
muestra puede contener miles de componentes
individuales (Hisyam, 2022). El proceso de
extraccion se desarrollé en un régimen de
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiencia
(UHPLC) con un equipo modelo UltiMate 3000
marca Thermo Scientific, compuesto por una
bomba  cuaternaria, automuestreador con
temperatura regulable en la bandeja de muestras,
con horno de columnas y un detector de arreglo de
diodos. La separaciéon se efectué en columnas
cromatograficas RP-C18. Todos los ensayos de
cromatografia liquida para cada muestra se
realizaron por triplicado. Las condiciones
cromatograficas aplicadas en la determinacién de
glifosato y 2,4-Diclorofenoxiacético, detallamos en
la Tabla 2.

Cuantificacion de glifosato y 2,4-Diclorofenoxi-
acético
Para medir los residuos de herbicidas glifosato y
2,4-Diclorofenoxiacético en las muestras de suelos,
hojas y granos fermentados secos de cacao
sometidos a cromatografia liquida de ultra alta
eficiencia, se obtuvo primero la ecuaciéon de la
curva de calibracién:

Y=mX+Db; r2 (1)
Donde:
Y: Area del pico cromatografico (mAU*min)
X: Concentracién (ppb)
m: Pendiente de la curva (Slope)
b: Término independiente (Offset)
r2: coeficiente de correlacién, no menor de 0,998.

Finalmente se aplic6 la siguiente ecuacién:

Conc.24 — D = e XVe by g

one T = W x 1000 ¢ @
Donde:
Conc. 2.4-D: Concentracién de glifosato o 2,4-D en
la muestra (mg/kg o ppm)
Conc. Lc: Concentracidn del analito interpolado de
la curva de calibracién (ppb)
Vf: Volumen final de reconstitucién (mL)
FD: Factor de dilucidn de la muestra (Vaticuota/Vtotal)
Wnm: Peso de la muestra (g).

Condiciones cromatograficas para la determinacién de glifosato y 2,4-D

Glifosato 2,4-D
Columna analitica Hypersil ODS C18; 150 mm x RP-C18, Luna 5 pm Phenyl-Hexyl 150 mm x
4,6 mm; 5 pm 4,6 mm

88% de (A) buffer KH2PO4y 12% de (B)

70% de (A) acido acético al 0,1% en

Fase mévil 2cetonitrilo. acetonitrilo y 30% de (B) acido acético al
0,1% en agua ultrapura.

Flujo de fase moévil 1,0 mL/min

Te de columna 30°C

Longitud de onda 240 nm 283 nm

Volumen de inyeccion 25uL

Te en la bandeja de muestras 20°C

Tiempo de corrida 20 min 10 min
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Evaluacién de las diferentes concentraciones
de glifosato y 2,4-D en suelos, hojas y granos de
cacao

Con la finalidad de comparar las medias aritméticas
de todos los parametros en estudio (glifosato y 2,4-
D en suelos, hojas y granos de cacao), se realiz6 el
andlisis de varianza (ANOVA), de esta manera se
pudo conocer si los niveles de estos analitos son o
no diferentes estadisticamente de una parcela a
otra, con un nivel de significancia de p < 0,05
(Prueba de Tukey al 5%), utilizando para ello un

disefio completo al azar (DCA). La interpretacién y
discusion de los datos obtenidos fueron realizados
comparandolos con datos reportados en la
literatura cientifica y las normas regulativas como
la Resoluciéon Ministerial No 1006-2016/MINSA
“Limites maximos de residuos (LMR) de
plaguicidas de wuso agricola en alimentos de
consumo humano” y el Reglamento (UE)
2019/1791 de la Comisiéon Europea sobre LMR
permitas de 2,4-D en productos agricolas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion y georreferenciacion de parcelas
productoras de cacao

En la Tabla 3 se muestran las ubicaciones de las
parcelas cacaoteras de la region San Martin;
plantaciones de las cuales fueron tomadas las
muestras de suelos, hojas y granos fermentados
secos de cacao, georreferenciadas en el sistema de
coordenadas UTM (Universal Transverse Mercator).

Tabla 3
Ubicacién de las parcelas cacaoteras en la Region San
Martin

v} o] E "3 s = E
= = <
8 g = §EQ g g
= i ] g =0 f=
S g Eo 3 =R
A = g e g
% 8 ~
. 18M E: 386441
1 Barranquita S: 9308617 153
18M E: 318164
2 Tabalosos S: 9294851 556
Nuevo 18M E: 330240
3 & _Celendin 5:9271596 795
4 = Santiago de  18M E: 394465 158
Borja S:9312782
18M E: 373100
5 Sangamayoc S: 9307112 166
18M E: 328326
6 Pamashto S: 9297745 711
18M E: 373600
7 . E Chazuta S: 9272669 248
« 8 Lo 18M E: 375805
=
8 Pasiquihui S: 9273980 204
. 18M E: 300941
9 5 San Regis S: 9241477 340
e . 18M E: 302680
10 s San Miguel S: 9234307 332
=]
. 18M E: 301763
11 Piscoyacu S: 9227029 378
3 18M E: 312777
—_ A . B
12 = sg San José de Sisa S: 9265593 339
. 18M E: 315447
13 § Campanilla S: 9175713 324
8 . 18M E: 305138
14 S Huicungo S: 9189163 311
T 18M E: 312162
31 .
15 é Villa Prado S: 9210715 267
= . 18M E: 316988
16 Costa Rica S: 9192555 353

Las 4reas cultivadas intervenidas en el estudio
pueden comprenderse como parcelas de mediano
tamaflo, ya que se encuentran entre las 1,5 Ha hasta
un tamafio de 14,0 Ha de superficies cultivables de
cacaotales. Las zonas se encuentran ubicadas en la

region de Selva Baja, ya que se encuentran en altitud
en altitud promedio de 560 m.s.n.m. Con los datos de
la Tabla 3, se procedié a trazar las ubicaciones
espaciales georreferenciadas de las 16 parcelas
cacaoteras consideradas en la investigacion, las
cuales se muestran en la Figura 1.

9320000

oow  mme  mew  vew  wwe  ww  aww
p -,
heaN -
b o t‘ém‘ J AR
, Sregmh |
g ‘) ) e

420000

Figura 1. Ubicacion en la region San Martin de 16
parcelas cacaoteras consideradas en el estudio.

Curvas analiticas y cromatogramas de los
estandares de calibracion

Las curvas analiticas se muestran en las Figuras 2 y
3; las cuales se obtuvieron con los estandares de
glifosato y 2,4-Diclorofenoxiacético a las concen-
traciones de 51,25; 102,50; 205; 410; 1025; 2050 y
4100 ppb luego de ser inyectados y procesadas en el
cromatégrafo liquido (UHPLC) por separados.

En las Figuras 4 y 5 se muestran los cromatogramas
UHPLC, obtenido al inyectar 25 pL estandares de
glifosato y 2,4-Diclorofenoxiacético a 2050 y 4100
ppb respectivamente, obteniendo tiempos de
retenciones de 12,425 minutos para el glifosato y de
2,170 minutos para el 2,4-D.
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Figura 2. Curva analitica para glifosato.
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Figura 3. Curva analitica para 2,4-Diclorofenoxiacético.
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Figura 4. Cromatograma de UHPLC estandar de glifosato.
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Figura 5. Cromatograma de UHPLC estandar de 2,4-Diclorofenoxiacético.

Concentraciones de glifosato en suelos, hojas y
granos fermentados secos de cacao

Los valores promedios de la cuantificacion de
herbicida glifosato en suelos, hojas y granos
fermentados secos de cacao expresados en partes
por milléon (ppm o mg/kg) en cada una de las
dieciséis (16) parcelas cacaoteras de la regiéon San
Martin que fueron seleccionas para el estudio
analizadas mediante UHPLC, se muestran en la
Tabla 4 y se grafican en la Figura 6.

9.00

Fueron encontradas concentraciones de glifosato en
suelos de todas las 16 parcelas cacaoteras de la
region San Martin, con valores que van desde 0,1751
ppm (Barranquita) hasta 0,5925 ppm (Villa Prado),
valores que podrian comparase con los reportados
por Rangel (2017), quien encontr6 en suelos
agricolas (Estado de Veracruz, México) entre 0,555
a 2,383 ppm de glifosato. Sin embargo, otras
investigaciones cuantificaron valores mucho mas
elevados de glifosato en suelos agricolas como en el
estado de Nuevo Ledn, México con hasta 11 430 ppm
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(Cano et al.,, 2022) y en el departamento de Arauca,
Colombia con valores de hasta 10,95 ppm (Bernal,
2020). En cuanto a concentraciones de este
herbicida en hojas de cacao, se encontraron en 12
parcelas cacaoteras valores desde 0,0015 ppm
(Sangamayoc) hasta 0,2639 ppm (Chazuta) y en 04
parcelas valores no cuantificables. Estos valores
(NC) se entienden que, al aplicar los ensayos de
cromatografia liquida, ésta si detecta al analito, sin
embargo, al ser cantidades muy pequeiias, éstas no
pueden calcularse matematicamente y son conside-
radas por debajo del limite de cuantificacion de la
metodologia empleada. Gaén (2013) reporté valo-
res de glifosato entre 0,60 ppm y 4,20 ppm en tallos
de cacao en la provincia de Sucumbios, Ecuador. Los
granos fermentados secos de cacao analizados
presentaron concentraciones de glifosato en todas
las zonas estudiadas (16), con valores que van desde
los 0,0427 ppm (Barranquita) hasta 0,5518 ppm
(San Regis); concentraciones por debajo de los
reportados Gaén (2013) en granos de cacao en la
provincia de Sucumbios, Ecuador, con valores de
entre 550 ppm y 9,30 ppm. Puede indicarse
entonces que, el 93,75% (15/16) de las muestras

Tabla 4

13

analizadas superan los limites maximos de residuos
(LMR) dispuesto en la Resolucién Ministerial No
1006-2016/MINSA que aprueba la NTS Neo 128-
2016/MINSA/DIGESA  “Norma Sanitaria que
establece los Limites Maximos de Residuos (LMR)
de plaguicidas de uso agricola en alimentos de
consumo humano”. Esta Norma Sanitaria no reporta
los LMR especificamente de glifosato para granos de
cacao, sin embargo, si lo podemos comparar con los
valores maximos de residuos de este herbicida
aceptados para arroz descascarillado (Oryza sativa)
que es de 0,1 ppm y para los granos de café (Coffea
arabica) de 0,05 ppm. El glifosato, como ingrediente
activo y sus preparados, tiene un efecto téxico en las
células humanas en condiciones in vitro y esta
relacionado con diferentes tipos de cancer, pero esta
mas vinculado con el linfoma no Hodgkin, segin
estudios cientificos publicados en la literatura
mundial (Gonzalez et al.,, 2023), sin embargo, este
posible impacto sobre la salud en el ser humano, va
a depender de la cantidad de glifosato que se
encuentre presente, la duracién y periodicidad de la
exposicién (Gandhi et al,, 2021).

Contenido de glifosato en suelos, hojas y granos fermentados secos de cacao en la regién San Martin

Concentracion glifosato (ppm)

Parcela Localidad Snelos Hojas Granos
1 Barranquita 0,1751+0,01818 0,1069 +0,01707 0,0427 +0,00531
2 Tabalosos 0,1961 + 0,00443 NC 0,1331 + 0,01088
3 Nuevo Celendin 0,2129 +0,02623 0,0595 + 0,00574 0,2581 + 0,00826
4 Santiago de Borja 0,3097 + 0,02366 NC 0,2453 +0,01264
5 Sangamayoc 0,3317 +0,00519 0,0015 + 0,00268 0,2496 + 0,01245
6 Pamashto 0,3415 +0,03253 NC 0,2737 +0,00811
7 Chazuta 0,3337 +0,19585 0,2639 + 0,05007 0,3408 + 0,01480
8 Pasiquihui 0,4395 + 0,05367 0,0870 +0,00122 0,5352 +0,00778
9 San Regis 0,3258 +0,08616 0,0570 +0,01115 0,5518 + 0,02143
10 San Miguel 0,3617 +0,05762 0,0470 +0,01333 0,4581 + 0,06493
11 Piscoyacu 0,3660 + 0,01704 0,2448 +0,00260 0,2481 +0,00411
12 San José de Sisa 0,3676 + 0,01890 0,2026 + 0,03775 0,3793 + 0,02366
13 Campanilla 0,4045 +0,02486 0,0535 +0,02077 0,2920 + 0,00788
14 Huicungo 0,3108 +0,10509 0,2388 + 0,01245 0,2041 + 0,00627
15 Villa Prado 0,5925 +0,11864 NC 0,3704 + 0,00872
16 Costa Rica 0,4445 + 0,16605 0,1603 + 0,04821 0,3171 + 0,00530

Los valores representan el promedio *+ Desviacion estdndar; n = 3; NC = No cuantificable.
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Figura 6. Concentraciones promedias de glifosato en suelos, hojas y granos de cacao en parcelas cacaoteras de la regién San
Martin. LMR: Limite Maximo de Residuos (0,1 ppm).
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Concentraciones de 2,4-Diclorofenoxiacético en
suelos, hojas y granos fermentados secos de
cacao

En la Tabla 5 se detallan los valores promedios de la
cuantificacién de 2,4-diclorofenoxiacético encontra-
dos en suelos, hojas y granos fermentados secos de
cacao expresados en partes por millon (ppm o
mg/kg) en cada una de las dieciséis (16) parcelas
cacaoteras de la regiéon San Martin que fueron
seleccionadas para el estudio analizadas mediante
UHPLC, ademas en la Figura 7 son graficados estos
datos. Al igual que el glifosato, se detectaron y
cuantificaron 2,4-D en suelos de las 16 parcelas
cacaoteras estudiadas de la regiéon San Martin,
encontrando  valores desde 0,2248 ppm
(Barranquita) hasta 0,7201 ppm (Villa Prado), estas
concentraciones son cercanas a los reportados en
suelos de uso agricola en el estado de Veracruz,
México de 0,129 ppm hasta 0,526 ppm de 2,4-D
(Rangel, 2017). Si observamos las concentraciones

Tabla 5

14

encontradas de 2,4-D en las hojas de cacao, se
obtuvieron valores de 0,0011 ppm hasta 0,3307
ppm, no encontrando este analito (NC) en hojas de
04 parcelas cacaoteras.

Todas las muestras de granos fermentados secos de
cacao analizadas de las 16 parcelas cacaoteras
reportaron concentraciones de 2,4-D con cantidades
desde 0,0708 ppm (Barranquita) hasta 0,6491 ppm
(San Regis); dichas zonas de cultivos coinciden con
valores minimos y maximos encontrados también
en la cuantificacion de glifosato. Valores muy
similares fueron encontrados por Villanueva et al.
(2023) en la misma provincia del Huallaga,
concentraciones de hasta 0,956 ppm de 2,4-D;
ademas en las zonas de Tarapoto, Moyobamba,
Juanjui y Ucayali, reportaron valores de hasta 0,216;
0,077; 0,093y 0,201 ppm respectivamente. Ancayay
(2022) encontré concentraciones de 2,4-D desde
0,01 ppm hasta 0,03 ppm en granos de cacao en la
provincia del Guayas en Ecuador.

Contenido de 2,4-D en suelos, hojas y granos fermentados secos de cacao en la regién San Martin

Concentracion de 2,4-D (ppm)

Parcela Localidad
Suelos Hojas Granos
1 Barranquita 0,2248 + 0,02545 0,1462 +0,02100 0,0708 + 0,00538
2 Tabalosos 0,2495 £ 0,00059 NC 0,1718 £0,01123
3 Nuevo Celendin 0,2674 +0,02912 0,0910 + 0,00818 0,3230 + 0,01040
4 Santiago de Borja 0,3811 £ 0,02536 NC 0,3134 £0,00821
5 Sangamayoc 0,4023 £ 0,00889 0,0011 £ 0,01560 0,3147 £ 0,01526
6 Pamashto 0,4156 + 0,03649 NC 0,3425 +0,01006
7 Chazuta 0,4057 + 0,22646 0,3307 + 0,05882 0,4208 + 0,02538
8 Pasiquihui 0,5342 + 0,05798 0,1246 +0,00199 0,6490 + 0,00941
9 San Regis 0,3996 + 0,10314 0,0889 +0,01214 0,6491 +0,01356
10 San Miguel 0,4467 +0,05723 0,0788 + 0,01430 0,5563 + 0,07383
11 Piscoyacu 0,4421 + 0,02526 0,3051 + 0,00588 0,3106 + 0,00649
12 San José de Sisa 0,4501 + 0,02632 0,2608 + 0,04338 0,4580 + 0,03301
13 Campanilla 0,4891 + 0,03098 0,0856 + 0,02180 0,3582 +0,01133
14 Huicungo 0,3794 +0,12024 0,2985 + 0,01940 0,2583 + 0,00705
15 Villa Prado 0,7201 + 0,14263 NC 0,4572 £ 0,01143
16 Costa Rica 0,5368 + 0,19457 0,2109 + 0,05631 0,3889 + 0,00700

Los valores representan el promedio * Desviacion estdndar; n=3; NC=No cuantificable.
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Figura 7. Concentraciones promedias de 2,4-D en suelos, hojas y granos de cacao en parcelas cacaoteras de la regién San
Martin. LMR: Limite Maximo de Residuos (0,1 ppm).



E. Navarro et al. (2024). Manglar 21(1): 07-17 15

Debemos indicar entonces que las concentraciones
de 2,4-D encontrados en 15 de las 16 muestras de
cacao, superan los LMR para cacao en grano
(Theobroma cacao L.) que establece el “Reglamento
(UE) 2019/1791 de la Comisién Europea”, el cual
limita a 0,1 mg/kg (ppm) de 2,4-D en el mencionado
alimento. Este herbicida (2,4-D) es uno de los mas
manejados a nivel mundial, el cual se emplea para
controlar las malezas en paises tanto de América
Latina, como en los Estados Unidos (Freisthler et al,,
2022). Este agroquimico es un competidor de la
hormona auxina, aplicado para limitar el
crecimiento de malezas de hoja ancha en el cultivo
de cereales, granos y cafia de azuicar, ademas de
pastos (Brucha etal., 2021).

Evaluacién de diferencias significativas entre las
concentraciones de glifosato y 2,4-dicloro-
fenoxiacético en suelos, hojas y granos
fermentados secos de cacao

Para realizar la comparacién de las concentraciones
de glifosato y 2,4-D entre las muestras de suelos,
hojas y granos secos fermentados de cacao por
parcelas y de esta manera establecer si existe o no
diferencias significativas entre las mismas. Los
datos primarios de las Tablas 4 y 5 fueron
analizados mediante la comparacién de medias
(ANOVA) con la Prueba de Tukey al 5%; y se
presentan en las Tablas 6 y 7.

Tabla 6
Concentraciones promedias de glifosato en cacao y su
cotejo estadistico mediante la prueba de Tukey

Concentracion glifosato (ppm)

Parcela

Suelos Hojas Granos
1 0,1751 C 0,1069 CD 0,0427 ]
2 0,1961 BC NCE 0,13311
3 0,2129 BC 0,0595 DE 0,2581 FGH
4 0,3097 BC NCE 0,2453 GH
5 0,3317 BC 0,0015 E 0.2496 GH
6 0,3415 BC NCE 0,2737 FG
7 0,3337 BC 0,2639 A 0,3408 CDE
8 0,4395 AB 0,0870 D 0,5352 A
9 0,3258 BC 0,0570 DE 0,5518 A
10 0,3617 ABC 0,0470 DE 0,4581 B
11 0,366 ABC 0,2448 A 0,2481 GH
12 0,3676 ABC 0,2026 AB 0,3793 C
13 0,4045 ABC 0,0535 DE 0,292 EFG
14 0,3108 BC 0,2388 A 0,2041 H
15 0,5925 A NCE 0,3704 CD
16 0,4445 AB 0,1603 BC 0,3171 DEF

Medias con igual letra en una misma columna son
significativamente iguales (p > 0,05).

Los resultados obtenidos para la prueba de Tukey
demuestran que, en casi todos los valores, tanto en
suelos, hojas y granos fermentados secos de cacao
(para glifosato y 2,4-D), son estadisticamente
diferentes (p < 0,05). En varias zonas agricolas de la
regiéon de San Martin, se ha descubierto que los
agricultores dependen en gran medida del uso de
agroquimicos para proteger sus cultivos. La mayoria
de los agricultores que utilizan regularmente
herbicidas y pesticidas afirman que estas sustancias
son cruciales para obtener mejores rendimientos, lo
que determina la fuerte dependencia entre
pesticidas y agricultores. Debemos entonces tener
bastante fiscalizacién en los granos de cacao que son
procesados y/o comercializados provenientes de

parcelas cuyos resultados no han sido favorables, ya
que la NTS Ne 128-2016/MINSA/DIGESA sostiene
“Cualquier alimento que exceda los limites maximos
de residuos (LMR) especificados en esta norma de
sanidad se considera riesgoso y no apto para el
consumo humano y la autoridad competente debera
tomar las medidas de seguridad sanitaria adecuadas
para proteger la vida y la salud de los
consumidores”.

Tabla 7
Concentraciones promedias de 2,4-D en cacao y su cotejo
estadistico mediante la prueba de Tukey

concentracion de 2,4-d (ppm)

Parcela =
suelos hojas granos
1 0,2248C 0,1462 CD 0,0708 1
2 0,2495 BC NCF 0,1718 H
3 0,2674 BC 0,0910 D 0,3230 EFG
4 0,3811 BC NCF 0,3134 FG
5 0,4023 BC 0,0011 EF 0,3147 FG
6 0,4156 BC NCF 0,3425 EF
7 0,4057 BC 0,3307 A 0,4208 CD
8 0,5342 AB 0,1246 D 0,6490 A
9 0,3996 BC 0,0889 D 0,6491 A
10 0,4467 ABC 0,0788 DE 0,5563 B
11 0,4421 ABC 0,3051 A 0,3106 FG
12 0,4501 ABC 0,2608 AB 0,4580 C
13 0,4891 ABC 0,0856 DE 0,3582 DEF
14 0,3794 BC 0,2985 A 0,2583 G
15 0,7201 A NCF 0,4572 C
16 0,5368 AB 0,2109 BC 0,3889 CDE

Medias con igual letra en una misma columna son
significativamente iguales (p > 0,05).

Las concentraciones mas altas de 2,4-D que se
detectaron estan en el suelo, el aire y las aguas
superficiales rodeadas de campos de cultivo, lo que
sugiere que se deben implementar estrategias de
mitigacion localmente para evitar la entrada de 2,4-
D al medio ambiente (Islam et al., 2018). Podemos
indicar entonces que el escaso conocimiento
adecuado de los riesgos y manejo adecuado de los
plaguicidas por parte de los productores pone en
peligro su salubridad, asi como la de sus familiares y
en general de toda la comunidad debido a
intoxicaciones. Por lo tanto, existe la necesidad de
implementar iniciativas de educacién ambiental y
de salud para los agricultores de la region. Sin
embargo, en estudios de medicién de 2,4-D y sus
analogos en 417 muestras de orina recolectadas de
139 nifios de 0 a 7 afios durante la temporada baja
de aplicacién de pesticidas gravedad especifica
urinaria, corregida por SG, en Wuhan (China
Central) y Shenzhen (sur de China).La media
geométrica (GM) de la concentracién urinaria de
2,4-D no conjugado fue de 0,10 pg/l (corregida por
orina) (Wenjing et al, 2021). En otros estudios de
laboratorio, se indican que la exposicion a glifosato
y mezclas de 2,4-D, en lugar de exposiciones unicas,
puede inducir alteraciones histolégicas y
transcriptémicas perjudiciales menores en los
resultados renales tempranos inducidos por dietas
occidentalizadas en ratones machos obesos
(Ribeiro, et al, 2023). En el caso de México, el
gobierno decret6 la prohibicion del glifosato a partir
de enero de 2024. No obstante, muchos cientificos
mexicanos coinciden en que el uso de glifosato
deberia reducirse, pero no prohibirse por completo
(Alcantara et al, 2021). Por ende, los métodos
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integrados de control de malezas son cada vez mas
demandados para mantener un alto rendimiento y
al mismo tiempo aliviar los efectos ambientales
negativos de las medidas de control con
agroquimicos (Oveisi et al,, 2021). Por lo tanto, se
debe entonces mitigar la contaminacidn por parte
del ingrediente activo pulverizado de los pesticidas

que no alcanza el objetivo previsto y contamina los
compartimentos medioambientales; esto debe
efectuarse  mediante nuevos procesos de
biorremediacion preventiva basado en la aplicacion
simultanea del pesticida con microorganismos
degradantes de pesticidas para reducir el riesgo de
lixiviacién al medio ambiente (Carles et al.,, 2021).

CONCLUSIONES

Las parcelas productoras de cacao con
concentraciones de residuos de glifosato y 2,4-
Diclorofenoxiacético en suelos, hojas y granos
fermentados secos de cacao de dieciséis zonas
cacaoteras de la regiéon San Martin fueron
georreferenciados y detallados en un mapa
cartografico y satelital. Los valores promedios de
glifosato encontrados en suelos de parcelas
cacaoteras en la regién San Martin fueron de
0,5925 ppm como maximo hasta concentraciones
de 0,1751 ppm como minimo, mientras que los
valores promedios de 2,4-Diclorofenoxiacético
encontrados fueron de 0,7201 ppm como maximo
hasta concentraciones de 0,2248 ppm como
minimo. Con respecto a los valores promedios de
glifosato encontrados en hojas de cacao cultivadas
en parcelas cacaoteras de la regién San Martin
fueron de 0,2639 ppm como maximo hasta
concentraciones minimas no cuantificables,
mientras que los valores promedios de 2,4-
Diclorofenoxiacético encontrados fueron de 0,3307
ppm como maximo hasta concentraciones minimas
no cuantificables; sin embargo, las concentraciones

promedias de glifosato encontradas en granos
fermentados secos de cacao procedentes de
parcelas de la regién San Martin, fueron entre
0,0427 ppm y 0,5518 ppm; mientras que para el
2,4-Diclorofexiacético, los valores encontrados
fueron entre 0,0708 ppm y 0,6491 ppm.
Encontrando en el 94% de las muestras (15
parcelas) valores de estos herbicidas por encima de
los Limites Maximos de Residuos que establece el
Reglamento (UE) 2019/1791 de la Comision
Europea que establece 0,1 ppm para estos analitos.
Se recomienda a efectuar andlisis a nivel de
productos terminados como cacao en polvo,
manteca de cacao y chocolates en sus diversas
combinaciones y concentraciones de cacao, con la
finalidad de determinar si estos compuestos
(glifosato y 2,4-D) y otros agroquimicos se
encuentran presentes en dichos productos y por
ende su cuantificacién; todo esto con la finalidad de
proteger la inocuidad de los productos y evitar
cualquier forma de dafio a la salud de los
consumidores finales a mediano y a largo plazo.
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