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Resumen

Los tratamientos con agroquimicos a los que es sometido el arroz, pueden proveerle una importante
carga residual de fitosanitarios, asi como la contaminacion de las fuentes de agua de riego. Los pla-
guicidas estudiados fueron cyproconazole, epoxiconazole, kresoxim-metil, propiconazole, azoxystrobin
y deltametrina. Los objetivos del presente trabajo fueron: el desarrollo y validaciéon de metodologias
analiticas tendientes a la determinacion cuantitativa de los plaguicidas mencionados en arroz y agua
de riego, por cromatografia gaseosa y su confirmacion por espectrometria de masas; determinar la ocu-
rrencia de los mismos en muestras de arroz y agua obtenidos de supermercados y campos arroceros,
respectivamente; evaluar el proceso de molienda de arroz sobre los plaguicidas; y estudiar el efecto de
3 métodos de coccidén sobre el contenido de los contaminantes. Las metodologias validadas son adecua-
das para las determinaciones de niveles traza de residuos. Se encontraron muestras de agua y de arroz
contaminadas con los plaguicidas. El proceso de molienda demostré que en el arroz pulido permanece
de 2 a 35 % de los analitos, por lo que se estudiaron métodos de coccion para asegurar la reduccién. La
coccién con remojo previo logroé reducir de 45 a 86 % de la contaminacion.
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Objetivos propuestos y cumplidos

Los objetivos del presente trabajo fueron: el desarrollo y validacion de metodologias analiticas tendien-
tes a la determinacion cuantitativa de los plaguicidas mencionados en arroz y agua de riego, por cro-
matografia gaseosa y espectrometria de masas; determinar la ocurrencia de los mismos en muestras de
arroz y agua obtenidos de supermercados y campos arroceros, respectivamente; evaluar el proceso de
molienda de arroz sobre los plaguicidas; y estudiar el efecto de 3 métodos de coccidén sobre el contenido
de los contaminantes.
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Marco tedrico

De acuerdo al Codex Alimentarius, se define al arroz como los granos enteros o partidos de la especie
Oryza sativa L. (Codex alimentarius, 1995). El arroz es una planta herbacea anual que se cultiva en con-
diciones casi permanentes de inundacién. El arroz se clasifica como un cereal. Segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO, 2004), el arroz proporciona el 20%
del suministro de energia alimentaria del mundo. Es también una buena fuente de tiamina, riboflavina,
niacina y fibra alimentaria (Fedearroz, 2012).

Argentina participa del 1,3% de las exportaciones mundiales de arroz con cascara o arroz “paddy”. EL
principal exportador es Estados Unidos (59% del total comercializado a nivel mundial). Paralelamente,
participa del 3,5% de las ventas mundiales de arroz descascarillado. Las exportaciones argentinas de
arroz semiblanqueado o blanqueado representan solo el 1% de las ventas mundiales, donde el principal
comercializador es India, con un 40%, seguido por Tailandia (20%) y Vietnam (7%). Las principales areas
de produccién de arroz en Argentina son Corrientes y Entre Rios, con el 45 % y el 37 % de la produccion
total, respectivamente. Solo el 27 % de la cosecha total de arroz se comercializa en Argentina, y el otro
73% se exporta, principalmente a Brasil (Clarin, 2016; Moreno, 2016; 2017).

La obtencién del arroz pulido consiste en eliminar la cascara del arroz, mediante unos rodillos de
caucho (descortezador) que giran a diferentes velocidades en sentidos opuestos. Estos se alimentan con
arroz con cascara a una velocidad controlada. De esta manera se obtienen dos corrientes, por un lado,
la cascaray por el otro, el arroz integral. A partir de esta ultima corriente y por medio de un proceso de-
nominado molienda, en donde intervienen fuerzas de abrasién y/o friccién, se consigue el arroz blanco
(Buggenhout y col, 2013).

El arroz, como otros cultivos, normalmente se ve afectado por insectos, hongos y otras plagas. Para
reducir los dafios econdmicos asociados a estas plagas, el uso de pesticidas es una practica comuan en el
campo. Sin embargo, estos compuestos quimicos podrian permanecer en los cereales incluso después
de su almacenamiento y procesamiento. La tendencia de los consumidores al consumo de productos
naturales u organicos ha promovido a legislaciones internacionales a reducir los limites de pesticidas
permitidos. Organizaciones como el Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2013), SENASA (SENASA,
2010) y la Comisién Europea (EC, 2005) establecen los niveles maximos de residuos (LMR) para cada
plaguicida y producto.

Por otro lado, seglin Pimentel (1995) y Sabik y col. (2000) aproximadamente el 99.9% de los pestici-
das aplicados alcanzan diferentes objetivos ambientales como las aguas subterraneas y superficiales.
La contaminacion del suelo y el agua por estos compuestos depende de numerosas variables, como el
tipo y la concentracién de pesticida utilizado. El transporte desde el campo hasta el agua esta directa-
mente relacionado con sus propiedades fisicoquimicas: solubilidad en agua, Kow, presién de vapor, etc,,
y las condiciones ambientales (Sabik y col,, 2000; Carazo-Rojas y col,, 2018). Esta contaminacién de los
cuerpos de agua podria causar un riesgo para la vida acuatica y la salud humana (Van Toan y col, 2013;
Vaeziy col,, 2018; Ippolito y Fait, 2019). La mayor concentracién de pesticidas que generan contamina-
cion se alcanza después de su tiempo de aplicacién, debido al drenaje superficial / escorrentia del agua.
Ademas, las pérdidas significativas de pesticidas utilizados en los arrozales parecen ocurrir después de
las lluvias (Watanabe y col., 2007; Anyusheva y col, 2012).

Sin embargo, el agua subterranea que se usa para irrigar los arrozales también puede contener pestici-
das, lo que aumenta la contaminacion (Affumy col,, 2018). Algunas legislaciones establecieron estandares
de calidad ambiental para pesticidas en aguas superficiales. Por ejemplo, el limite maximo de residuos
(LMR) permitido para plaguicidas cominmente utilizados en arrozales en Argentina es 0,1 ug/L (EC, 2006).

Los pesticidas mas comunes utilizados en los arrozales argentinos durante las dos ultimas tempo-
radas de cosecha fueron deltametrina, penconazole, kresoxim-metil, cyproxonazole, epoxiconazole y
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azoxystrobin. Esta informacién se verificé con la recomendacién establecida por la CAmara de Sanidad
Agricola y Fertilizantes (CASAFE, 2017).

Varias técnicas de extraccion y equipos de cromatografia (cromatografia de gases o cromatografia
liquida, solos o acoplados a espectrometria de masas), se utilizan cominmente para la determinacion
de pesticidas. La metodologia QUEChERS propuesta por Anastassiades y col (2003), y sus modificaciones
(Gonzalez-Curbelo y col,, 2015), han sido utilizados para la determinacion de pesticidas en arroz por
varios autores (Nguyen y col 2007, 2008; Koesukwiwat y col 2008; Chung y Chan 2010; Mastovska y col
2010; Hou y col 2013; Grande-Martinez y col. 2015, 2016).

La extraccion en fase sélida (SPE) se usa normalmente para el analisis de pesticidas en muestras de
agua, pero es una técnica costosa y laboriosa, y los costos de los cartuchos son bastante caros (Elfman
y col,, 2011; Metcalfe y col, 2019; Zaidon y col,, 2019) Wang y col. (2018) determinaron los pesticidas or-
ganoclorados en aguas superficiales con GC-MS / MS utilizando magnetoliposomas como absorbentes.
Pareja y col. (2011) propusieron un método de inyeccion directa LC-MS / MS para pesticidas en agua de
arroz, evitando los tratamientos de muestra tipicos. Basado en la misma idea, proponemos un método
de microextraccion en fase sélida (SPME) para reducir los costos de extraccion y mejorar la sensibilidad.

Metodologia

Se detallan a continuacion los materiales y equipamiento considerados mas relevantes en el desarrollo
de las técnicas analiticas:

Materiales

- Estandares certificados de: azoxystrobin, penconazole, deltametrina, kresoxim-metil, epoxico-
nazole y cyproconazole (Sigma-Aldrich).

« Agua grado 1 (agua calidad cromatografica ultra pura).

» Hidroxido de sodio y acido acético, calidad p.a. (Biopack).

« Metanol calidad cromatografica (Sintorgan) para preparar las soluciones estandar stock de
1000 mg/l de los diferentes plaguicidas.

» Hexano calidad cromatografica (Merck).

« Acetonitrilo calidad cromatografica (Merck).

« Filtros de nylon de 0,45y 0,2 ym.

» Fibras de SPME: PDMS de 100 pm (polidimetilsiloxano, apolar) y CWX-DVB de 65 pum (car-
bowax-divinilbenceno, polar). Ambas suministradas por Supelco.

+ Cloruro de sodio y sulfato de sodio anhidro (Biopack).

» Hidrogencitrato de sodio sesquihidratado, citrato de sodio dihidratado (Sigma Aldrich).

« C18y PSA (Agilent Technologies).

Equipamiento

» Cromatégrafo gaseoso Hewlett Packard Modelo 6890 Serie Il, con sistema de inyeccién capi-
lar “split/splitless”, equipado con Inyector automatico Hewlett Packard Modelo 6890 y Chem
station o estacion de trabajo HP. Versién A.03.34 con Detector de microcaptura de electrones
(UECD). Columna Agilent HP - 5MS 0,25 mm x 30 m x 0,25 um de didmetro interno (i.d.).

- Cromatoégrafo gaseoso Hewlett Packard GC 6890, equipado con dos sistemas de inyectores:
Inyector de Vaporizacién con Temperatura Programada (PTV) y puerto de inyeccion modo
“split/splitless”. Muestreador automatico HP 7683, columna capilar HP5 MS (30 m x 0,25 mm
x 0,25pum). Detector Selectivo de Masa (MSD) HP 5973. ChemStation o estacion de trabajo HP.
Biblioteca NIST y RTLPest.
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« Equipo E. Pure - Barnstead, utilizado para la obtencién de agua grado 1.

» Balanza analitica Ohaus, “Freezer” Electrolux, Centrifugas Gelec 130-D y Gelec G-142-D de
13.000 y 5.000 rpm.

« Concentrador a vacio RapidVap ®, Labconco.

Plan de Muestreo

Plan de muestreo para arroz en supermercados

Las muestras fueron tomadas de acuerdo a la Directiva de la Comisién Europea N° 2002/63/EC (EC,
2002). La misma establece que el tamafo de cada muestra debe ser de 1 kg de granos de arroz, por lo
que cada muestra estuvo representada por un paquete de arroz.

Se tomaron 100 muestras de distintas marcas de arroz provenientes de supermercados de la region.
Las mismas fueron conservadas en su paquete original en el freezer (-18 + 1°C), hasta su posterior pro-
cesamiento y analisis.

Plan de muestreo para agua de riego en campos arroceros

Las muestras fueron recolectadas acorde a las recomendaciones del “Standard Methods for the Exa-
mination of Water and Wastewaters” (APHA 1998). Un total de 2 litros de agua fue tomado en botellas de
vidrio color caramelo. Las muestras se mantuvieron a 4°C durante el transporte al laboratorio. Posterior-
mente, fueron filtradas a través de una membrana de nylon de 0,45 um de tamafio de poro para separar
los sélidos suspendidos, y luego se conservaron en el freezer (-18 + 1°C), hasta su posterior analisis.

Plan de muestreo para arroz en molinos arroceros

Las muestras fueron tomadas por el personal del establecimiento. Se tomaron muestras de arroz
cascara, integral y pulido provenientes de 100 lotes. Los mismos correspondian a una temporada de
cosecha.

Con el objetivo de lograr una muestra homogénea, se tomaron 200 - 300 g de cada muestra durante
una jornada de trabajo, con una frecuencia de muestreo de 1 hora. La cantidad total de cada muestra
fue de 1600 - 2400 g. Las muestras fueron identificadas, rotuladas y transportadas en cadena de frio al
Laboratorio y conservadas en freezer (-18 + 1°C) hasta su procesamiento para su analisis.

Metodologias analiticas

Determinacion de plaguicidas en arroz

Los plaguicidas en muestras de arroz fueron extraidos mediante una modificaciéon del método QuE-
ChERS [Quick (rapido), Easy (facil), Cheap (econémico), Effective (eficaz), Rugged (sélido) y Safe (segu-
ro)]. EL método original fue desarrollado para muestras con elevada humedad (> 75 %). La adicién de
agua se propone para cereales y otros productos con humedades menores al 25 % (Diez y col. 2006;
Kolberg y col. 2011).

El arroz (1kg) fue procesado en un molino para granos durante 2 minutos, obteniendo una muestra
pulverizada homogénea. Una porcién de 10 g fue pesado en un tubo de centrifuga y se le adicionaron
10 ml de agua. Luego, se adicionaron 10 ml de acetonitrilo para lograr la extraccién. Se agit6 en vortex
durante 1 minuto. Posteriormente, se adicionaron 1 g de cloruro de sodio, 4 g de sulfato de sodio anhidro,
0,5 g de hidrogencitrato de sodio sesquihidratado y 1 g de citrato de sodio dihidratado. Se agité en vortex
por 1 minuto y se centrifugd por 5 minutos a 4000 rpm, hasta lograr la separacién de fases. Se trasvasé la
fase superior a un tubo de centrifuga conteniendo 1,5 g de sulfato de sodio anhidro, 0,25 g de PSA 'y 0,25
g de C18. Se agité manualmente por 1 minuto y se centrifugd 5 minutos a 4000 rpm. Posteriormente, se
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evaporé el sobrenadante a sequedad bajo condiciones de vacio, y se reconstituyé con 2 ml de hexano.

El puerto de inyeccién del equipo se mantuvo a 250 °C. Se utilizé helio como gas carrier. El flujo se
mantuvo constante en 1 ml/min. La temperatura del horno se establecio6 de la siguiente manera: 80 °C
(0,2 min), y luego se incrementéd a 40 °C/min hasta 195 °C, seguido por una rampa de 12 °C/min hasta 280
°C. La rampa final se fijo en 5 °C/min hasta 290 °C (se mantiene 8 minutos). La temperatura del detector
fue de 290 °C.

Determinacion de plaguicidas en agua

Para estos analisis se utilizd la microextraccién en fase solida (SPME) como metodologia extractiva.
Para la seleccion del método mas apropiado se tuvieron en cuenta las propiedades fisicas y quimicas de
cada analito, su concentracion estimada en las muestras, la naturaleza de la matriz, la forma en que el
analito se presenta en la misma, y la compatibilidad de los medios de solubilizacién y extraccién con el
sistema cromatografico.

Las variables extractivas analizadas para la puesta a punto de la metodologia incluyeron, en primer
lugar, el modo de extraccién por inmersién directa (ID) o por espacio de cabeza (HS).

Definido el modo de extraccion, se estudié el pH al cual se debieron ajustar las soluciones para lograr
la mayor extraccién de los analitos provenientes de la matriz por el solvente, el cual se vari6 entre 5y
9. Ademas, se estudiaron 3 polimeros diferentes: Polidimetilxilosano (PDMS) de 100 pm, Poliacrilato (PA)
de 85 pm y Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB) de 65 pm.

La velocidad de agitacién para la extraccion, se varié desde 0 hasta 250 rpm, el tiempo de extraccién
de la fibra en la solucién conteniendo los analitos en estudio, se modificé entre 5y 720 min.

El agregado de sal durante el proceso extractivo, mejora muchas veces la extraccién de los analitos
(Tsoukali y col. 2005; Fytianos y col. 2006; Chai y Tan 2009; Munitz y col. 2017), sin embargo, produce
también un mayor deterioro de las fibras, por lo que no se incluyé en este estudio por el alto costo de
las fibras (Vinas y col. 2009).

Por otro lado, se optimizaron las condiciones cromatograficas. Para ello se evaluaron diferentes tem-
peraturas de desorcién en el puerto de inyeccion entre 230 y 260°C; el tiempo de desorcion necesario
para lograr que no quede analito remanente en la fibra, y se ajustaron las rampas de temperatura del
horno para una correcta separacion de los analitos de interés.

Finalmente, se emple6 una fibra de PDMS de 100 um para todos los analitos. Las soluciones prepara-
das se colocaron en viales de 8 ml junto con un iman. Cada vial se coloc6 sobre un agitador magnético
con sistema aislante para mantener la temperatura de la muestra. Se realizé la agitacién a 200 rpm para
todos los analitos. En el portafibra que se encontraba sobre el vial se introdujo la fibra de PDMS, se ex-
puso el polimero durante 15 min y luego se retrajo, quedando lista para introducirla en el cromatégrafo
gaseoso. La sala de trabajo estuvo climatizada, a 25+1°C.

La temperatura del inyector se programé en 250°C. El tiempo de desorcion, necesario para asegu-
rar que todo el analito absorbido en la fibra sea desorbido en el puerto de inyeccién, fue de 5 min. La
temperatura del detector se fijé en 290°C. El flujo por columna fue de 1 ml/min, y la rampa del horno se
programo de la siguiente manera: 80°C durante 6,2 min, luego la temperatura ascendié a 40°C/min hasta
195°C, a 12°C/min hasta 280°C, a 5°C/min hasta 290°C y se mantuvo 8 min.

Confirmacion de resultados

Para la confirmacion de los resultados se utilizé un cromatégrafo gaseoso Agilent 6890 N acoplado a
un espectrometro de masas Agilent 5973 (GC/MS). Las condiciones del horno fueron las mismas que se
utilizaron en el GC-UECD. La ionizacion se produce por Impacto Electrénico (El) a 70 eV. Las temperatu-
ras de la fuente de iones y del cuadrupolo fueron fijadas en 230 y 150 °C, respectivamente. La confirma-
cién de los pesticidas se llevé a cabo segun las recomendaciones de la Guia Europea SANTE (EC, 2017).
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Tratamiento estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados obtenidos se realizé mediante software: Statgraphics
Centurién XV, version 15.2.06 y OriginPro versién 90E.

Los resultados de los triplicados obtenidos de las diferentes matrices fueron analizados a fin de esta-
blecer los parametros estadisticos, se efectu6 el analisis unidimensional en el que se determinaron los
valores medios, intervalos de confianza para un 95 % y normalidad de los datos.

Coccion de arroz
Los diferentes tipos de cocciones se realizaron por cuadruplicado. Los mismos se describen a conti-
nuacion:

1. Método tradicional de coccién: la coccién tradicional de arroz consiste en colocar una parte
de arroz con dos partes de agua. Se calienta el agua por un minuto y luego se adiciona el
arroz. Una vez que comienza a hervir la mezcla de arroz con agua, se controla el tiempo in-
dicado en el rotulo del paquete de arroz (10 minutos). La temperatura a la cual comenzo la
coccion fuede 91 +1°C.

2. Método con exceso de agua: la coccién con exceso de agua consistié en cocinar una parte de
arroz con 6 partes de agua. Una vez que el agua dentro del recipiente de coccion alcanzé el
punto de ebullicion, se agreg6 el arroz. Al comenzar el hervor se controlé el tiempo necesario
de coccion indicado en el envase (10 minutos).

3. Método con remojo: consistio en colocar el cereal en un recipiente, junto con 2 partes de agua
por cada parte de arroz. La etapa de remojo duré 10 hs. Luego se retir6 el agua de remojo y
se cocind con exceso de agua.

Para llevar a cabo este estudio, se realiz6 una aplicacion de pesticidas al arroz comprado en el su-
permercado. Para esto se abrié el paquete de arroz y se colocé el mismo, uniformemente distribuido, en
bandejas plasticas. A continuacion, se aplicé mediante un aspersor, 25 ml de una solucién acuosa de los
siguientes pesticidas: azoxystrobin, deltametrina, kresoxim-metil, cyproconazole, epoxiconazole y pen-
conazole, con una concentracion de 10 ppm. El enrase de la solucién a 25 ml se realizé con agua de red,
la misma que se utilizé para las diferentes cocciones. La temperatura del agua tanto para la preparacion
de la solucién, como para la cocciéon fue de 21 +1 °C.

Cada muestra se constituyé pesando 50,00 + 0,01 g de arroz. Luego de la aplicacién de los pesticidas,
se tomaron 4 muestras como testigo para evaluar la concentracién inicial de los plaguicidas. Antes de
realizar las diferentes cocciones se dejo secar el arroz al cual se le habia aplicado la solucién de pesti-
cidas, a temperatura ambiente durante 2 dias.

Teniendo en cuenta que el tiempo de exposicion a una determinada temperatura puede influir en
la destruccion de los pesticidas, las tres cocciones se realizaron durante 10 minutos, que es el tiempo
recomendado en el envase.

Resultados y conclusiones

A) Metodologia para la determinacion de plaguicidas en agua de riego

Como se menciond en el item de Metodologia, para la seleccion de los parametros adecuados de
extraccion, se probaron diferentes valores de pH, fibras, tiempos y velocidades de extraccion, tiempos y
temperaturas de desorcién. En las Figuras 1 - 3 y en la Tabla 1, se pueden observar los resultados obte-
nidos:
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Figura 1: Seleccién del polimero de recubrimiento y del pH de extraccién para soluciones de estandar de 0,01 ppm

Figura 2: Seleccién de la velocidad de agitacién para soluciones de estandar de 0,01 ppm.

Los tiempos de desorcién ensayados, luego de pruebas preliminares, fueron de 4; 5; y 6 minutos. Los
resultados pueden observarse en la Tabla 1:
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Tabla 1: Comparacion de respuestas cromatogrdficas promedio para diferentes tiempos de desorcion (n=3.)

Tiempo (minutos)

Pesticidas
5

Deltametrina 55285141

95353528 71113405

Penconazole 116985178 121220043 125241409

Kresoxin metil 134131865 148491200 147727159

Ciproconazole 29865393 39385491 38968200

Epoxiconazole 90578030 102894151 106146816

Azoxystrobin 3285890 3258820 3560991

Figura 3: Seleccién de la temperatura de desorcién para soluciones de estdndar de 0,01 ppm.

Puede apreciarse que la fibra de PDMS combinado con un pH de extraccion igual a 7, permitié ob-
tener los mejores resultados para los 6 analitos en estudio. Por este motivo, esta fue la combinacién de
polimero y pH seleccionados para la extraccion.

Trabajar sin agitacion produjo las respuestas cromatograficas mas bajas. Se observa que al incremen-
tar la velocidad de agitacion las respuestas cromatograficas fueron cada vez mayores. Sin embargo, no
hay diferencias significativas entre el proceso de agitacién a 200 y 250 rpm. Por ello se adoptd 200 rpm
de velocidad de agitacion para la extraccién de estos analitos. Velocidades mas altas podrian provocar
que el agitador dafie la fibra.

Los tiempos de desorcién se optimizaron de manera de lograr que no queden cantidades residuales
en la fibra. Por los motivos antes expuestos, se toman como tiempos de desorcién, en la metodologia
analitica propuesta, 5 minutos para todos los compuestos.

En el caso de deltametrina, penconazole y cyproconazole, las mejores respuestas cromatograficas se
obtuvieron a 250 °C. A mayor temperatura probablemente ocurrié la degradacién térmica de los com-
puestos. Por otro lado, para kresoxim-metil, epoxiconazole y azoxystrobin, no hay diferencias significa-
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tivas entre 240 y 250 °C. La temperatura de 230 °C arrojé la mejor respuesta para kresoxim-metil, pero
debido a que la diferencia con las otras temperaturas es pequefia, y priorizando el desarrollo de una Uni-
ca metodologia multirresiduo, se adopté como temperatura de desorcion para todos los analitos, 250°C.

Una vez que la técnica fue puesta a punto, se procedi6 a su validacién de acuerdo a los lineamientos
establecidos por la Guia Europea SANTE (EC, 2017).

Para la construccion de las curvas de calibraciéon se prepararon soluciones de estandares en el rango
de concentracion de 0,0005 a 0,01 ppm (n = 9; a = 0,05). EL método presenta una adecuada linealidad
en los rangos estudiados de cada analito, con valores de R? superiores a 0,9945 en todos los casos. La
selectividad del método se evalué observando que no habia picos de interferencias en los tiempos de
retencion de cada analito, en un cromatograma de muestra de agua sin adicién de los compuestos. En la
Figura 4 puede apreciarse, a modo de ejemplo, la curva de linealidad para deltametrina:

Linealidad de Deltametrina
(X1 EB) h=-1,02173E7 + 5,2154E10*ppm

e T T T —

50 E

8 4f E
& F

3 3k 3
g ¢

z 2F 1

10 3

OF; . . . . =

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Concentracion

Figura 4: Curva de calibracién para agua adicionada con deltametrina (n=9; u=0,05). R?=0,9977.

En la Tabla 2 pueden observarse los valores de precision, porcentaje de recuperacién, ambos a tres
niveles de concentracion, los limites de deteccion (LOD) y los limites de cuantificacion (LOQ), para cada
compuesto.

Tabla 2: Caracteristicas del método cromatogrdfico validado en agua.

Precision (RSD%) Recuperacion (%) +RSD%

LOD LOQ

Analito l
8/) o5pg/! 25ug/l 100pgl  05pg 25pg/l 1,0pg/l

Azoxystrobin 102,4+45 1042111

99,5+£0,7

Cyproconazole 0,03 0,05 2,9 52 21 914431 1025+1,8 100,5+1,5

Deltametrina 0,02 0,05 53 50 30 99115 101,011 98514

Epoxiconazole 0,02 0,05 51 38 3,0 102,9+0,9 90,5+1,2 101,4+09

Kresoxim-metil 0,02 0,03 7,0 13 34 98413 992+1,2 100,1+0,4

Penconazole 0,01 0,02 3,7 4,6 2,5 99,8+1,0 100,4+0,1 99,3+0,1
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B) Metodologia para la determinacion de plaguicidas en arroz

Previo a la aplicacion de la metodologia QUEChERS, se realizé una seleccién de solventes de extraccion
y reconstitucién. Para la extraccion se compararon acetonitrilo y hexano; mientras que para la reconsti-
tucién del residuo sélido obtenido luego de la evaporacién se evaluaron metanol, acetonitrilo y hexano.
La extraccién con metanol se descarté por cuestiones practicas ya que el volumen extraido y el tiempo
de evaporacioén eran muy altos, dificultando las tareas rutinarias de un laboratorio de investigacién. En
la Tabla 3 se observan los resultados obtenidos para muestras de arroz adicionadas con 0,5 ppm de los
6 plaguicidas es estudio:

Tabla 3: Comparacién de respuestas cromatograficas promedio para diferentes solventes de extraccion y reconsti-

tucion (n=3.)

Solvente Pesticidas
Extraccion  Reconstitucion Azoxystrobin Deltametrina Kr::]s:t)i(:m Penconazole Cyproconazole Epoxiconazole

Hexano Acetonitrilo ND 42519062 | 44923268 | 1964206 ND 38287
Acetonitrilo Metanol 32430531 | 27698391 |107682462 | 114190901 553168 64551426
Acetonitrilo Hexano 43082615 | 46852831 |116102093 | 119716964 801238 63265163
Acetonitrilo | Acetonitrilo | 36315981 | 23240269 |105351124| 115001225 1179773 56625382

Hexano Hexano ND 56022586 | 68275534 | 5308287 ND 1458378

Hexano Metanol ND 52050235 | 42046790 | 4736410 ND 1269015

ND = no detectado

En la misma puede observarse que en general la extraccién con acetonitrilo permite obtener las
mejores respuestas cromatograficas, independientemente del solvente que se utilice en la reconstitu-
cion. La excepcion es la deltametrina, para la cual el hexano muestra mayor extraccion. Sin embargo,
teniendo en cuenta que el objetivo es lograr unificar la técnica de determinacion de los plaguicidas
comunmente empleados en arroz, se optd por una solucién de compromiso sacrificando sensibilidad
de la deltametrina y seleccionando acetonitrilo como solvente de extraccion. Ademas, la utilizacion de
hexano no permitié la extraccién de azoxystrobin de las muestras de arroz.

Por otro lado, en relacién con el solvente de reconstitucion, los resultados fueron analizados median-
te un test de comparacion de medias utilizando el software estadistico Statgraphics Centurion XV, ob-
servando que no existen diferencias estadisticamente significativas para un 99% de confianza entre los
resultados utilizando metanol, acetonitrilo o hexano, para epoxiconazole, cyproconazole, kresoxim-me-
tily penconazole. Sin embargo, existen diferencias significativas para azoxystrobin y deltametrina, obte-
niendo el mejor resultado con la utilizacion de hexano.

Una vez que la técnica fue puesta a punto, se procedi6 a su validacién de acuerdo a los lineamientos
establecidos por la Guia Europea SANTE (EC, 2017).

Para la construccion de las curvas de calibracion se prepararon soluciones de estandares y de matriz
adicionada en el rango de concentracion de 0,005 a 2 ppm (n = 9; a = 0,05). Las Figuras 5y 6 muestran un
ejemplo de dichas curvas para soluciones de estandares y arroz adicionado con deltametrina:

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°13 | AfoXl | 2022 | 471



Munitz, Martin et al.| Determinacion de plaguicidas en agua de riego en cultivos arroceros, granos de arroz y subproductos

Linealidad estandar deltametrina
(X1,E7) h=1,69884E6 + 2,81103E7*ppm
’ 4 LA L B L B R LR SR B R B

0 | I SR SR SR SR N SN TR T SN SR ST SR S T S |
0 02 04 06 08 1
Concentracion (ppm)

Figura 5: Curva de calibracion para estandar de deltametrina (n=9; 0=0,05). R2=0,9945.

Linesficed Deftarmerine
X1 Afradepico=-386709+ 7, 151067 Canoertradan
5 T T T

Altura de pico

0 04 08 12 16 2
Cavartradén

Figura 6: Curva de calibracién para matriz adicionada con deltametrina (n=9; a=0,05). R2=0,9998.

A los efectos de evaluar la existencia o no de efecto matriz, para determinar la metodologia de
calibracion para muestras reales, como son las muestras de arroz provenientes de molinos arroceros
y supermercados, fue necesario efectuar la comparacion de los resultados de las rectas de regresion.
El analisis estadistico se realizd con el software Statgraphics Centurion XV comparando las curvas de
regresion, a partir de los resultados obtenidos para soluciones de estandares y soluciones de arroz adi-
cionadas. Se presenta la Figura 7, a modo de ejemplo, donde puede observarse la comparacion de las
curvas de regresién para deltametrina:
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Comparacion de rectas de regresion para Deltametrina
X 1,E71)5

e T T T T 7 Codigo
- Arroz
12L | — Estandar
© 9t
=
< 6]
3t
Ok . . . . e
0 04 08 12 16 2

Concentracion

Figura 7: Comparacion rectas de regresién de soluciones estandar y matriz adicionada para deltametrina (n=9;
a=0,05)

Debido a que los P-valor de la comparacion entre las pendientes y las ordenadas al origen de am-
bas rectas son menores que 0,01, existen diferencias altamente significativas entre las pendientes y las
ordenadas al origen, para las distintas curvas de arroz adicionado y soluciones de estandares, con un
nivel de confianza del 99%. De estos resultados se decidi6 que para determinar las concentraciones
de los plaguicidas en estudio, se realizaran periédicamente nuevas curvas de calibracién con la matriz
adicionada.

El método presenta una adecuada linealidad en los rangos estudiados de cada analito, con valores
de R?superiores a 0,9998 en todos los casos. La selectividad del método se evalué observando que no ha-
bia picos de interferencias en los tiempos de retencién de cada analito, en un cromatograma de muestra
de arroz sin adicién de los compuestos.

En la Tabla 4 pueden observarse el resto de los parametros estudiados para la validacion de la me-
todologia.
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Caracteristicas del método cromatogrdfico validado en arroz
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Estos valores de LOD y LOQ se encuentran muy por debajo de los LMR permitidos por la Uniéon Eu-
ropea o SENASA, lo que indica la aplicabilidad del método analitico propuesto para este fin. Se debe
resaltar que estos limites pueden no ser adecuados para aquellos lotes que se exporten a otros destinos.

Se puede concluir que la metodologia adoptada es precisa y exacta, con adecuada resolucion, y
bajos LOD y LOQ comparados con los limites maximos de residuos permitidos en los distintos paises
importadores.

C) Analisis de agua de riego de cultivos arroceros: determinacion de plaguicidas

Se analizaron 100 muestras de agua utilizada para el riego de arroz, en campos arroceros. Los mues-
treos se efectuaron segin lo indicado en el item metodologia.

El analisis de cada muestra se llevo a cabo por triplicado, y los resultados pueden observarse en la
Tabla 5:

Tabla 5: Concentracion maxima, minimay promedio de los pesticidas en muestras de agua (pg/l). Namero de mues-
tras positivas.

Azoxystrobin ~ Cyproconazole  Deltametrina  Epoxiconazole Kresoximmetil  Penconazole

Maximo 4,26 3,23 2,73 2,74 2,63 2,45

Promedio 1,60 136 131 132 1,16 1,27
Minimo 0,53 0,51 0,51 0,54 0,77 0,52

Muestras

positivas 46 46 50 48 50 47
(>LOQ)

Muestras

positivas 59 62 63 65 59 58
(>LOD)

Los resultados por encima de los LOD varian entre 58 y 65 % para penconazole y epoxiconazole, res-
pectivamente. No se detectaron pesticidas en 14 muestras.

Si bien, segln los resultados el epoxiconazole es el plaguicida con mayor presencia, teniendo en
cuenta aquellas muestras en las que los resultados pueden cuantificarse (> LOQ), se puede apreciar que
entre el 46 y 50% de las muestras de agua presentaron todos los plaguicidas estudiados. La presencia de
estos compuestos en el agua podria generar contaminacion de los cursos de agua o el suelo, por lo que
es necesario tomar medidas preventivas.

Teniendo en cuenta el limite maximo de residuo (LMR) permitido para pesticidas en agua, que es de
0,1 pug/L(EC, 2006), la concentracion de cada compuesto en las muestras excedié dicho valor. Las concen-
traciones superaron el LMR entre 11,6 y 43,6 veces. Estos compuestos son los mismos que se encontraron
en muestras de arroz colectadas en supermercados.

Pareja y col. (2011) estudiaron 59 muestras de agua de riego de campos arroceros en Uruguay y Es-
pafia, obteniendo 51,5 % de muestras positivas. Estos autores encontraron solamente presencia de ben-
sulfuron metil, tricyclazole, carbendazim, imidacloprid, tebuconazole y quinclorac, en concentraciones
que variaron entre 0,08 y 7,20 pg/l, aproximadamente 1 a 70 veces los LMR establecidos por la Unién
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Europea (EC, 2006). Azoxystrobin, cyproconazole, epoxiconazole, kresoxim-metil y propiconazole no fue-
ron encontrados; y deltametrina no se estudié. Los autores explicaron que los plaguicidas encontrados
fueron aquellos ampliamente utilizados en los cultivos de arroz de Uruguay y Espaia.

D) Analisis de muestras de arroz: determinacion de plaguicidas

Para el estudio de ocurrencia, se efectuaron muestreos de arroz envasado, disponibles en géondolas
de supermercados. Las mismas fueron procesadas y se determinaron los niveles residuales de los dife-
rentes plaguicidas en cuestion (azoxystrobin, deltametrina, kresoxim-metil, cyproconazole, epoxicona-
zole y penconazole).

Se analizaron 100 muestras comerciales de arroz de diferentes marcas provenientes de supermerca-
dos. En todos los casos los muestreos se efectuaron segin lo indicado en Metodologia. El analisis de cada
muestra se llevé a cabo por triplicado.

Las concentraciones maximas y el valor promedio, correspondiente a los pesticidas encontradas en
las 100 muestras comerciales de arroz analizadas se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6: Concentracion maxima y promedio de los pesticidas en muestras de arroz (ug/kg). Numero de muestras
positivas.

Azoxystrobin Cyproconazole Deltametrina Epoxiconazole Kresoxim-metil Penconazole

Maximo

Promedio
de muestras positivas por rango de concentraciones

<1ypg/kg

>1y<5pg/kg

>5y<20pg/kg

>20y<100 pg/kg

Total

El nimero de muestras positivas y la incidencia de ocurrencia se pueden observar en la misma tabla. EL
porcentaje de resultados positivos varia de 29 a 84% para penconazole y deltametrina, respectivamente.

Las concentraciones de residuos variaron de 0,97 a 19,21 pg/kg, 16,33 a 72,39 ug/kg, 2,58 a 39,21 pg/
kg, 5,21 a 20,19 pg/kg, 0,77 a 4,58 pg/kg y 5,45 a 17,28 pg/kg, para azoxystrobin, cyproconazole, delta-
metrina, epoxiconazole, kresoxim-metil y penconazole, respectivamente. Estos resultados no exceden el
LMR establecido por la Comisién Europea (EC, 2005) y SENASA (2010). La Gnica excepcién fue el epoxi-
conazole con respecto a los limites de SENASA, con 36 muestras que presentaron una concentracion de
este pesticida por encima del LMR.

Chen y col. (2009) estudiaron siete pesticidas organofosforados en 2250 muestras de arroz, encon-
trando que solo el 9,33 % de las muestras evaluadas contenian al menos uno de ellos; 0,56 % contenian
dos pesticidas al mismo tiempo; 0,20 % presentaron tres pesticidas; y sélo el 0,04 % de las muestras pre-
sentaron 4 pesticidas, simultaneamente. Las concentraciones encontradas oscilaron entre 0,011 - 1,756
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mg/kg. Otake y col. (2009) evaluaron 10 pesticidas en 54 muestras comerciales de arroz, detectando solo
un pesticida en una muestra. Nguyen y col. (2008) analizaron 1040 muestras de arroz cascara y el 5,86
% de ellas fueron positivas para al menos un pesticida. Las concentraciones oscilaron entre 0,04 y 7,40
mg/kg. S6lo el 1,15 % tenia mas de 2 pesticidas simultaneamente. Estos autores hallaron una cantidad
menor de resultados positivos que los determinados en el presente trabajo. Lo mismo fue observado por
Nguyeny col. (2007) quienes evaluaron 93 variedades de arroz doméstico comercialmente disponible en
Corea, encontrando solo fenobucarb en 1 muestra de arroz.

En la presente investigacion, se encontré co-ocurrencia de al menos 2 plaguicidas en 94 muestras.
Todos los compuestos analizados fueron hallados en 6 de las muestras, simultaneamente.

E) Efecto del procesamiento de arroz en el contenido de plaguicidas

Para el estudio de la incidencia del proceso de molienda de arroz en el contenido los plaguicidas en
estudio, se muestrearon 100 lotes, obteniendo arroz cascara, integral y pulido en un molino arrocero de
la region. Las mismas fueron procesadas y se determinaron los niveles residuales de los diferentes anali-
tos. En todos los casos los muestreos se efectuaron segtn lo indicado el item Metodologia.

El andlisis de cada muestra se llevé a cabo por triplicado. Los resultados se detallan en la Tabla 7:

Tabla 7: Porcentaje de reduccion de la concentracién de pesticidas por etapa. Reduccion Total y Persistencia (%).

Reduccion por etapa (%)

Persistencia

Reduccion Total (%) )
Azoxystrobin 22,45-94,07% 20,91 -88,28% 87,69y97,33% 2,67-12,31%
Cyproconazole 34,11-66,63% 30,19-65,06% 86,59y 64,92% 13,41-35,08%
Deltametrina 71,73-93,63% 41,20-84,16% 83,60y 98,74% 1,26-16,40%
Epoxiconazole 44,07 - 66,71% 37,90-78,40% 66,05y91,21% 8,79-33,95%
Kresoxim-metil 77,67-91,16% 37,25-81,48% 90,52y 96,72% 3,28-9,48%
Penconazole 38,38-67,52% 526-7817% 64,31y90,81% 9,19-35,69%

AC = Arroz Cascara
Al = Arroz Integral
AP = Arroz Pulido

Respecto a los contenidos maximos de residuos en arroz pulido, los niveles fueron de 80,06 pg/kg,
69,58 ug/kg, 12,73 pg/kg, 2,83 pg/kg, 1,12 pg/kg y 5,95 pg/kg de cyproconazole, epoxiconazole, azoxys-
trobin, deltametrina, kresoxim metil y penconazole, respectivamente, no superando los Limites Maximos
permitidos por la Unién Europea y el SENASA.

Es relevante considerar la posibilidad de que en trabajos posteriores se evalle la cantidad de pesti-
cidas remanentes en la cascara y el salvado, a fin de determinar las variables del proceso incidentes en
la distribucién y/o persistencia de los residuos.
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F) Estudio del método de coccion de arroz sobre el contenido de plaguicidas

Luego de evaluar el contenido de los plaguicidas en muestras de arroz provenientes del mercado y
de molinos arroceros, se estudiaron 3 métodos de coccién cominmente utilizados por los consumidores
de este cereal.

El objetivo de estos ensayos fue determinar que método de coccion seria el mas adecuado para
lograr obtener el menor contenido de plaguicidas en el arroz cocido. Como se mencioné en el item Me-
todologia, los métodos empleados fueron: tradicional, con exceso de agua, y con remojo previo.

En la Tabla 8 pueden observarse los porcentajes de reduccién del contenido de pesticidas en arroz
cocido, dependiendo del método de coccién utilizado. En las Figuras 8 - 10 se detallan ademas, los por-
centajes de pesticidas remanentes en el arroz cocido y en el agua de coccién y remojo:

Tabla 8: Reduccion del contenido inicial de plaguicidas en arroz cocido seglin el método de coccién empleado.

Método Tradicional Método por Excesodeagua  Método con remojo

Azoxystrobin

Deltametrina

Kresoxim-metil

Cyproconazole

Epoxiconazole

Penconazole

Figura 8: Distribucion de pesticidas durante la coccion tradicional.
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Figura 9: Distribucion de pesticidas durante la coccién con exceso de agua.

Figura 10: Distribucién de pesticidas durante la coccién con remojo previo.

Puede concluirse que el método de coccion influyé de igual manera para los seis plaguicidas estu-
diados. EL mayor porcentaje de reduccion se present6 con el método de coccién por remojo, alcanzando
reducciones superiores al 70 % para todos los compuestos a excepcion del cyproconazole que tuvo una
reduccién del 45 %. Se puede observar también que el agua de remojo ayuda a remover una pequefia
cantidad de pesticidas (0,4 a 3,0 %).

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°13 | AfoXI | 2022 | 479



Munitz, Martin et al.| Determinacion de plaguicidas en agua de riego en cultivos arroceros, granos de arroz y subproductos

Conclusiones

Se concluye que las metodologias analiticas validadas son selectivas y sensibles, con adecuada preci-
sion y exactitud, y con limites de deteccién y cuantificacion suficientemente bajos para la determinacién
de niveles traza de los 6 plaguicidas analizados en agua y arroz.

Se estudiaron 100 muestras de agua de riego de arroz, recolectadas en arrozales de la provincia de
Entre Rios. La frecuencia de ocurrencia fue del 86%, y se encontré mas de un pesticida en cada muestra.
Todas las concentraciones estaban por encima del LMR establecido para agua, y son motivo de preocu-
pacién porque no es adecuado para el consumo humano. La concentracion de pesticidas en el agua fue
mayor a 0,1 pg/l, lo que muestra la sensibilidad del método propuesto. Se deben estudiar otros pestici-
das en el agua debido a la agricultura intensiva cerca de los campos de arroz que podrian contaminarlo
y afectar la salud humana.

Posteriormente, se analizaron 100 muestras de arroz comercializadas en diferentes supermercados,
aplicando la metodologia desarrollada y validada. La frecuencia de ocurrencia de pesticidas fue mayor
que las muestras reportadas previamente; y se observo la co-ocurrencia de algunos de ellos en la misma
muestra. Las concentraciones de pesticidas en el arroz no excedieron el LMR establecido en Europa y
Argentina, con la excepcién de 36 muestras que presentaron residuos de epoxiconazole, mayores que el
LMR establecido en Argentina.

Los compuestos hallados en el agua de riego fueron los mismos que se detectaron en las muestras de
arroz. Esto podria suceder debido a malas practicas agricolas o la falta de control del tiempo transcurri-
do entre la aplicacion de pesticidas y la cosecha, por lo que deben revisarse para evitar el riesgo humano
por el consumo de agua o arroz, y la contaminacién ambiental.

El proceso de molienda de arroz disminuye el contenido inicial de los plaguicidas contenidos en el
arroz cascara.

Para determinar cuanto de estos residuos son consumidos por la poblacion, se realiz6 el estudio del
efecto del método de coccién en el contenido de plaguicidas, evaluando la cantidad de pesticidas que
se transfieren al arroz cocido. Se pudo observar que la reduccién del método con remojo previo supera
el 70 % para todos los compuestos a excepcion del cyproconazole donde la reduccion es del 45 %.
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