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Resumen

El arroz, al igual que otros cereales, es altamente susceptible al ataque de insectos
y enfermedades fungicas, y asociado a estas ultimas, a la produccion de micotoxinas
durante el almacenamiento de los granos. Por este motivo, la utilizacién de pesticidas
como son diclorvos, malation, metil-pirimifos, tebuconazole y fenitrotién, es una prac-
tica comun en la produccion arrocera. Estos agroquimicos no sélo quedan depositados
en la superficie del grano, sino que pueden, por su naturaleza sistémica, penetrar en
su interior y ser encontrados en productos industrializados. Por esta razén, se planteo
desarrollar y validar una metodologia analitica para la identificacién y cuantificacion
de los residuos de plaguicidas en arroz integral. Aplicar esta metodologia a 100 mues-
tras de arroz integral adquiridas en diferentes comercios. Estudiar diferentes métodos
de coccién y optimizar aquel que genere la mayor reduccion de estos contaminantes.
La metodologia analitica validada fue adecuada, detectando la presencia de diclorvos
en 19 muestras, tebuconazole en 10 fenitrotiéon y metil-pirimifos en 13 y malatién en 6.
El método de coccion que se optimizd, mediante la metodologia de superficie de res-
puesta, fue por microondas. Permitiendo eliminar al diclorvos y malatién y reducir en
un 90,1%, 92,4% y 87,3% al metil-pirimifos, fenitrotiéon y tebuconazole, respectivamente.
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Objetivos propuestos y cumplidos

Los objetivos que se describen a continuacién son los propuestos y fueron cumpli-
dos durante la ejecucion del proyecto.

Objetivos Generales
Se plantean como objetivos generales:

Optimizar metodologias analiticas tendientes a la identificacion y determi-
nacién cuantitativa de pesticidas en el grano de arroz integral, arroz integral
cocido, asi como en el agua de remojo y coccion.

Aplicar las metodologias optimizadas y validadas para evaluar la presencia
de los analitos en estudio en 100 muestras de arroz integral comercializado
en supermercados.

Proceder a la coccién de arroz integral contaminado, seleccionados en el pun-
to anterior, por métodos en uso en la regién.

Evaluar la contaminacion del arroz integral cocido y determinar los niveles
residuales de plaguicidas en el agua de coccién y de remojo utilizada para la
coccién de arroz integral.

Seleccionar el método de coccién que provoque la mayor reduccion de pes-
ticidas, en particular los mas frecuentes que se detecten o en mayor concen-
tracién. Estudiar la factibilidad de ajustar las variables del proceso para opti-
mizarlo.

Objetivos Especificos
Los objetivos especificos se detallan a continuacién:

Identificar los plaguicidas utilizados en pre y poscosecha en la region.
Desarrollar y optimizar las metodologias analiticas para la identificacion y
cuantificacién de los residuos de plaguicidas en las diferentes matrices a estu-
diar (arroz integral, arroz integral cocido, aguas de remojo y coccion.
Determinar el método de coccion que permita los niveles residuales de pla-
guicidas mas bajo o nulo. Optimizar las variables del proceso.

Aplicar el método de coccién optimizado para reducir la concentracion de los
residuos en aquellas muestras con presencia de algin analito.

Formar recursos humanos capacitados a fin de lograr y sostener la transfe-
rencia, como asi también incrementar la generacion de nuevos proyectos ten-
dientes al mejoramiento de la produccion.

Implementar la transferencia de los resultados obtenidos mediante jornadas,
talleres, y otras actividades de extension a los consumidores sobre el método
de coccion que permita lograr la mayor reduccién de los plaguicidas, obte-
niendo un producto de mejor calidad.

Brindar el conocimiento generado a fin de concientizar a los productores so-
bre la necesidad de un adecuado manejo de los cultivos y sitios de almacena-
miento; que permita lograr la mayor reduccion de los plaguicidas, obteniendo
un producto de mejor calidad.

Incentivar a la toma de decisiones preventivas y promover la interaccién entre
los sectores involucrados con el Laboratorio de referencia.
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Marco tedrico (sintesis)

El grano de arroz esta formado por la cascara, la cual esta constituida por la lemay
la palea. Debajo de ésta, existen varias capas que se denominan pericarpio, tegumento
y aleurona que forman el salvado de arroz o afrecho, y juntas con el endospermo y el
germen, componen la cariépside, mas conocido como arroz integral.

La obtencién del arroz integral, 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 cascara y por el otro, el arroz
integral (Buggenhout et al., 2013).

El proceso de molienda para obtener arroz pulido, provoca una disminucién signi-
ficativa de vitaminas y minerales debido a la eliminacion del salvado (Lamberts et al,
2007; Monks Fernandes et al,, 2013; Saman et al., 2019).

Hoy en dia, la preocupacién por una alimentacién mas saludable ha hecho que el
arroz integral sustituya el arroz blanco en algunos hogares (Sun et al., 2010).

La principal caracteristica que diferencia el arroz integral del arroz blanco es que
el primero posee mas fibra que el segundo, la cual se encuentra principalmente en
su capa externa, conocida como salvado. Ademas, su aporte de vitaminas y minerales
también es mayor (Sun et al,, 2010).

La fibra permite regular el funcionamiento intestinal y de esta manera previene el
cancer de colon, y ademas, reduce los niveles de colesterol. Por otra parte, al absorber-
se mas lento, no altera los niveles de glucemia e insulina, siendo un alimento de bajo
indice glucémico. La fibra inhibe la absorcién de azlicar proveniente de los alimentos,
es por esta razon, que es consumido por personas con diabetes (Sun et al., 2010).

El arroz integral aporta antioxidantes, provitamina A, vitamina B1 (tiamina), la cual
mantiene el sistema nervioso y digestivo, corazén y metabolismo de carbohidratos, vita-
mina B3 (niacina) que sirve para el metabolismo de proteinasy prevencion de infecciones,
y vitamina B12 en la produccion de ADN, manteniendo del sistema nervioso, formacién
de globulos rojos y metabolismo de proteinas. Asimismo, es de los pocos alimentos que
contienen por si mismos los doce aminoacidos esenciales para el cuerpo humano. Estos
altimos son necesarios para el correcto desarrollo de algunas funciones en el organismo.
Los aminoacidos esenciales no son sintetizados por el organismo humano, por lo que
debe tomarlo desde una fuente exterior, es decir, a través de la dieta (Sun et al,, 2010).

Enfermedades del arroz

Las enfermedades fungicas que afectan tanto a la planta como a los granos, junto
con el ataque de insectos, representan las principales causas de pérdida en la pro-
duccioén arrocera pre y postcosecha (Benavidez, 2006). Estas plagas y enfermedades,
pueden llegar a provocar pérdidas de variada magnitud, lo que se traduce en una re-
duccién en términos econémicos. Por lo tanto, la aplicacion de pesticidas es necesaria
para su control.

Los pesticidas, a nivel mundial, constituyen una problematica polifacética no s6lo
desde el punto de vista del sector agricola - industrial, sino de todo el sistema ambien-
tal y también econémico. Asimismo, constituye un problema para el hombre, como
consumidor de productos alimenticios tratados, dada la acumulacién de los pesticidas
en los mismos, en especial, los no biodegradables. Medina et al,, (2019) han estudia-
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do los niveles residuales de 6 pesticidas (deltametrina, penconazole, kresoxim-metil,
cyproconazole, epoxiconazole y azoxystrobin) en 100 muestras de arroz pulido prove-
nientes de supermercados, encontrando su presencia en 94 muestras. Debido a estos
resultados, es probable que en el arroz integral, que posee su capa de salvado, siendo
sometido a una etapa menos del proceso de elaboracién, contenga mayor concentra-
cion de residuos de plaguicidas.

Generalidades de los pesticidas

Un Pesticida Agricola puede definirse como todo producto quimico destinado a lu-
char contra los parasitos de animales o vegetales que atacan a los cultivos (Barbera,
1989). Este vocablo se aplica a todas las sustancias empleadas para controlar “pestes”
durante la produccién, almacenaje, transporte, comercializacién o procesado de ali-
mentos para el hombre o animales.

Se pueden dividir en dos grandes grupos, segin se comporten una vez en contacto
con el tejido vegetal: de contacto y sistémicos (Barbera, 1989, Cremlyn, 1995).

e Nosistémicos, llamados también fungistaticos o de contacto.
« Sistémicos, que se absorben por el vegetal, se incorporar a la savia y son tras-
locados ejerciendo su accién contra las enfermedades criptogamicas.

Entre ambos tipos extremos, existen una serie de gradaciones, pudiéndose hablar de
pesticidas dotados de accidén penetrante mas o menos localizada, o de accién sistémi-
ca limitada.

Los relevamientos previos efectuados por el grupo de trabajo, indicaron que los
agroquimicos de mayor utilizacion en la regién varian segun el tipo de cultivo y épocas
del afo. En su mayoria se trata de herbicidas, insecticidas y fungicidas. Respecto a su
naturaleza quimica podemos citar compuestos organoclorados y fosforados, piretroi-
des, triazoles, estrobirulinas, entre otros (Munitz et al,, 2013 a,b; Williman et al,, 2017;
Medina et al., 2019).

Influencia de los procesos de preparacion del arroz para consumo

Sharafi et al,, (2019) estudiaron el efecto del lavado, remojo y coccién del arroz en
el contenido de metales pesados. El estudio se realiz6 en Iran. Compararon el efecto
de 1y 5 lavados con agua, 5 lavados junto con remojo del grano 1,5y 12 hs, y 5 lava-
dos combinado con 1 hora de remojo y coccién en exceso de agua (1 parte de arroz y
4 partes de agua). Con este ultimo método los autores lograron la mayor reduccion de
los metales pesados analizados, manteniendo el nivel maximo de metales esenciales.
Mwale et al,, (2018) evaluaron el contenido de arsénico luego de la coccién de arroz
(1 parte arroz y 6 partes agua). Si bien el contenido del arsénico disminuyé, también lo
hicieron los metales esenciales.

Liu et al, (2019) cocinaron el arroz con el método tradicional, con presién y con
microondas, para evaluar el efecto que tendrian sobre el contenido de vitaminas y mi-
nerales. Previamente el arroz se lavd 2 veces y se remojo durante 30 minutos en agua
(relacién agua / arroz de 1,8 / 1). Estos autores observaron una reduccion de nutrientes
a través del lavado, y s6lo de vitamina B1 cuando efectuaron el remojo. La coccién con
microondas produjo la menor pérdida de vitaminas del complejo B. He et al, (2018)
evaluaron las propiedades fisicoquimicas y la digestibilidad del almidén al cocinar 3
variedades de arroz pulido durante 15, 30 y 45 minutos con temperaturas de 50, 70 y
90 °C.
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De Souza Batista et al,, (2019) aplicaron 3 diferentes temperaturas en la coccién
rapida de arroz integral (72, 80 y 88 °C). Este método consiste en una coccion total o
parcial seguida de una deshidratacion del arroz integral con el objetivo de reducir su
tiempo posterior de coccién.

Metodologia (sintesis)

Se realizé la validacién de la metodologia analitica para determinar, la concentra-
cion de diferentes pesticidas, diclorvos, fenitrotion, malatién, metil pirimifos y tebuco-
nazole, en muestras de arroz integral adquiridas en diferentes comercios de la zona
y para determinar la cantidad residual de pesticidas en el arroz integral luego de las
diferentes cocciones. Para la siguiente validacién se tomo como referencia las reco-
mendaciones de la guia europea SANTE (EC, 2021).

Analisis de pesticidas en muestras de arroz integral
Reactivos, estandares y equipamiento utilizado

En la tabla 1, se presentan los reactivos y estandares utilizados para el desarrollo de
la metodologia analitica.

Tabla 1. Reactivos y estandares utilizados en la determinacién de pesticidas en arroz integral.

Reactivos Estandares
Aguagradol Diclorvos
Acetonitrilo Fenitrotion

Hexano Malation

Metanol Metil-pirimifos

Cloruro desodio Tebuconazole

Sulfato de sodio anhidro

Citrato de sodio tribasico dihidrato

Citrato acido de sodio sesquihidrato
(18
PSA

A continuacion, se describe el equipamiento utilizado.

» Cromatdgrafo gaseoso Agilent Technologies 6890N (Network GC System). De-
tector de nitrégeno y fésforo (NPD). Autosampler (Hewlett Packard serie 7683)
con capacidad para 100 viales, sistema de inyeccion capilar split/splitless, con
un inyector automatico (Agilent Technologies serie 7683B), sistema de analisis
de datos Enhanced ChemStation, Columna analitica Narrowbore HP-5MS de
30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 pm de espesor de fase
estacionaria (J&W Scientific). Liner de 900 pl - 78,5 x 6,5 mm, (para inyeccion
directa y Liner de 0,75 mm de diametro interno (para SPME). Origen: Estados
Unidos.
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» Cromatdgrafo gaseoso Agilent Technologies 6890N. Detector Selectivo de
Masa Agilent 5973. Inyector de Vaporizacién con Temperatura Programada
(PTV) y puerto de inyeccion modo split/splitless. Muestreador. Columna capi-
lar HP-5MS. Software MSD ChemStation con libreria NIST98 y RTLPest. Origen:
Estados Unidos.

« Centrifuga de 500 a 4000 rpm (GELEC modelo G-142D). Capacidad para 6 tu-
bos de 50 ml. Origen: Argentina.

+ Concentrador a vacio RapidVap®, Labconco. Origen: Estados Unidos.

e Purificador de agua - E-pure Barnstead/Thermolyne modelo 04642. Calidad
de agua: Grado I (ultrapura y calidad cromatografica). Origen: Estados Unidos.

Preparacion de soluciones de estandares

Para cada pesticida a analizar se prepar6é una solucion de referencia a una con-
centracion de 1000 mg/l en metanol, para lo cual, se trasvasé cuantitativamente a un
matraz aforado, mediante un embudo, la totalidad del material de referencia sélido.
Luego, se lavé sucesivamente el envase con metanol hasta lograr extraer todo el ma-
terial, las alicuotas utilizadas se volcaron en el matraz. Posteriormente, se enjuagd el
embudo varias veces con metanol y se llevo a volumen final. Las soluciones de referen-
cia de 1000 mg/L se fraccionaron en frascos color caramelo crimpados, adecuadamen-
te rotulados, y se almacenaron en freezer a -18 °C.

Por altimo, se prepararon dos soluciones de trabajo adicionales (100 y 10 mg/l) en
acetonitrilo, que es el solvente de extraccion.

El arroz integral fue adicionado con los pesticidas en estudio para realizar la valida-
cion de la metodologia analitica.

Preparacion de las muestras
Las muestras de arroz integral se pulverizaron en un molino de acero inoxidable
durante 1 minuto y 40 segundos. Luego fueron tamizadas a través de una malla N° 230.

Metodologia de extraccién

Se utilizé6 como método extractivo una modificacién de QUEChERS (Quick Easy Che-
ap Effective Rugged Safe), para esta seleccion se tuvieron en cuenta algunas considera-
ciones, como ser, 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 extraccion
con el sistema cromatografico.

En el método QUEChERS el solvente utilizado para la extraccion es el acetonitrilo
a razon de 1 ml de acetonitrilo por 1 g de muestra. Tras la centrifugacién se recoge
la capa de acetonitrilo, que contiene el pesticida (Anastassiades et al., 2003; Gonza-
lez-Curbelo et al,, 2015). El método original fue disefiado para muestras de alta hume-
dad (superior al 75 %). Por lo tanto, se propuso la adicién de agua para el arroz integral,
cuya humedad es inferior al 25 %. Se pes6 una porcién de 10 g de muestra pulverizada
en un tubo de centrifuga de 50 mly se afiadieron 10 ml de agua. Luego, se agregaron 10
ml de acetonitrilo para la extraccion de pesticidas. La solucion se agitd vigorosamente
en un mezclador vértex durante 1 minuto. Posteriormente, se afadieron 1 g de cloruro
de sodio, 4 g de sulfato de sodio anhidro, 1 g citrato de sodio tribasico dihidrato y 0,5
g citrato acido de sodio sesquihidrato, y se agitd en un mezclador vértex durante 1
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minuto para permitir una separacion de fases bien definida después de una centrifuga-
cion de 5 minutos a 3500 rpm. Para la etapa de limpieza, la capa superior se transfirid
a un tubo de centrifuga que contenia 1,5 g de Na,SO,, 0,25 g de PSAy 0,25 g de C18. El
tubo se agité a mano durante 1 minuto, se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos.
El sobrenadante obtenido luego de la centrifugacion se transfirié a un tubo de vidrio
y se evaporé a sequedad en condiciones de vacio y temperatura controladas (40 °Cy
280 mBar). El residuo se redisolvié con 0,5 ml de hexano y se agit6 en vértex durante 1
minuto. Finalmente, se filtré a través de un filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,2
um directamente en el vial con inserto de 300 pl (Medina et al,, 2023).

Determinacién cromatografica

Todos los pesticidas en estudio se determinaron mediante un cromatégrafo gaseoso
Agilent Technologies 6890N con detector de nitrégeno - fésforo (NPD) descripto ante-
riormente.

La temperatura del inyector se programé en 250 °C. La separacion se realizé con una
columna capilar de silice fundida HP-5MS (30 m x 0,25 mm didmetro interno x 0,25 um
de espesor de pelicula). EL gas portador helio (99,999 % de pureza) se mantuvo a un
flujo constante de 1 ml/min. La temperatura del horno comenzé a 80 °C (0,2 minutos), y
luego se increment6 a una velocidad de 40 °C/min hasta 195 °C, seguido de una rampa
de 12 °C/min a 280 °C y una rampa final de 5 °C/min a 290 °C (mantenido durante 8
minutos). La temperatura del detector fue de 290 °C.

Se us6 un GC Agilent 6890 N junto con un espectrometro de masas (MS) Agilent
5973, descripto anteriormente, el cual posee bibliotecas de referencia para la confir-
macioén de los resultados. Se emplearon las mismas condiciones de columna y horno
del GC - NPD. Los espectros de masas de lonizacién por electrones (El) se obtuvieron
a 70 eV y el sistema se programd en el modo de monitoreo selectivo de iones (SIM). La
fuente de iones y la temperatura del cuadrupolo se ajustaron a 230 °Cy 150 °C, respec-
tivamente. La confirmacion de cada pesticida se realiz6 segln lo recomendado por la
Guia Europea SANTE. Por lo tanto, se seleccionaron 3 iones (un ion objetivo y dos iones
cualificadores).

Validacion de la metodologia analitica
Para la validacion de la metodologia se realizaron los siguientes pasos:
« Construccion de curvas de calibracién con soluciones de estandares.
« Construccion de curvas de calibraciéon con matriz adicionada.
« Determinacion de efecto matriz
« Determinacién de la precision del método.
« Determinacion de la exactitud del método.
« Determinacion del limite de cuantificacién (LOQ) y de deteccién (LOD).
¢ Comprobacion de la selectividad del método.
« Confirmacion por espectrometria de masas (MS)

Linealidad con estandares

Para determinar la linealidad con estandar se prepararon soluciones individuales
de cada pesticida en hexano. Las concentraciones utilizadas para construir la curva de
calibracién fueron 0,01, 0,05,0,1,0,5y 1 ppm, por triplicado.
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Linealidad con matriz adicionada y efecto matriz

En este caso, se adiciono cada pesticida al arroz integral, a las mismas concentra-
ciones que para la linealidad con estandares y también por triplicado. Cada muestra
se analizo por triplicado. Con los resultados obtenidos se calcularon el promedio, la
desviacion estandar y RSD (desviacion estandar relativa) %.

A los efectos de evaluar la existencia de efecto matriz, para determinar la metodo-
logia de calibracién para muestras reales, fue necesario efectuar la comparacién de las
rectas de regresion, de las soluciones de estandares y soluciones de arroz adicionadas.
Considerando que los p-valor de la comparacion entre las pendientes y las ordenadas
al origen de ambas rectas fueron menores a 0,05, existieron diferencias altamente sig-
nificativas 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 95 %. Se
pudo concluir que en todos los casos hubo efecto matriz. El andlisis estadistico se rea-
lizd con el software Statgraphics Centurion XV.

Entonces, para determinar las concentraciones de los plaguicidas en muestras de
arroz, se debié utilizar curvas de calibracién con la matriz adicionada.

Determinacién de la precisién del método

Para la determinacién de la precision de la metodologia de arroz integral, la repe-
tibilidad se evalué a 0,01y 1 ppm. Las preparaciones se efectuaron por triplicado, en 3
dias diferentes. Se realizaron 3 lecturas de cada una (n=9 y 0=0,05).

Determinacion de la exactitud del método

Para determinar la exactitud del método se evalud la recuperacién de los pesticidas
en estudio. Se fortificaron las muestras de arroz integral a 3 diferentes concentraciones
de cada analito; una en el limite inferior (0,01 ppm), una en el centro (0,1 ppm) y una
en el limite superior (1 ppm) del rango de trabajo y se analizaron por triplicado (n=3y
0=0,05), calculando el porcentaje de recuperacién y el RSD %.

Determinacion del limite de cuantificacién y de deteccion

Ellimite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) de cada plaguicida se
estimo considerando una relacién sefal/ruido de 3 y 10 respectivamente, en compara-
cion con el ruido de fondo de una muestra en blanco (n = 5).

Determinacion de pesticidas en arroz integral

Para éste estudio, se efectuaron muestreos de arroz integral envasado, disponibles
en gondolas de supermercados. Se recolectaron 100 muestras de arroz integral. Las
mismas fueron procesadas y se determinaron los niveles residuales de los diferentes
pesticidas en cuestion (diclorvos, fenitrotion, malation, metil pirimifos y tebuconazole).

Estudio de Coccion

Preparacioén de las muestras

Para realizar el estudio de coccion se realizé una aplicacion de plaguicidas a mues-
tras negativas de arroz integral, es decir, sin residuos de plaguicidas. Con el objetivo de
evaluar la comparacién entre los métodos de coccion se agregaron los pesticidas en
concentraciones iguales. A pesar de que la penetracién en el interior del grano puede
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ser diferente en campo, evaluamos las posibles diferencias con la situacion real, anali-
zando muestras reales. La comparacioén entre la reduccion de la concentracion obteni-
da después de cocinar muestras de arroz integral enriquecido y contaminado natural
fue la misma para todos los plaguicidas analizados. Se abrieron los paquetes de arroz
integraly se colocaron los granos, distribuidos uniformemente, en bandejas de plastico
(5 kg de arroz integral). Posteriormente, se aplicaron 100 ml de una solucién acuosa
de los plaguicidas en estudio mediante un aspersor, con una concentraciéon de 10 ppm.
Antes de realizar los diferentes procesos de coccion, el cereal se dej6 secar a tempe-
ratura ambiente durante 48 h. El arroz integral se dividio en diferentes fracciones de
50,00 + 0,01 g. Se probaron diferentes tiempos de secado y el tiempo seleccionado
(48 h) permitié diferencias menores al 5% entre las fracciones analizadas. Luego de la
aplicacion del pesticida, se tomaron 3 muestras secas para evaluar su concentracion
inicial, como control.

Luego de evaluar el contenido de los pesticidas en muestras de arroz integral obte-
nidas en supermercados, se estudiaron 4 métodos de coccion cominmente utilizados
por los consumidores de este cereal. Cada método de coccién se realiz6 tres veces.

Coccibn con exceso de agua. La coccién con exceso de agua consiste en cocinar una
parte de arroz integral con ocho partes de agua, como indica la figura 1. Cuando el
agua dentro del recipiente de coccion ha alcanzado el punto de ebullicion, se agrega
el arroz integral. Cuando la mezcla de arroz integral con agua empieza a hervir, se
controla el tiempo indicado en la etiqueta del paquete de arroz integral (30 min) y se
cuece a fuego lento. Una vez terminada la coccién, se debe retirar el exceso de agua
antes de consumir el cereal.

Figura 1. Esquema del método de coccién con exceso de agua para arroz integral.

Coccioén con la cantidad adecuada de agua. Este método consiste en agregar una
parte de arroz integral a cinco partes de agua, en un recipiente. EL agua se calienta
hasta el punto de ebullicion y luego se agrega el arroz integral. Una vez que la mezcla
de arroz y agua comience a hervir, se controla el tiempo indicado en la etiqueta del
paquete de arroz integral (30 min) y se debe disminuir la intensidad de la llama. Una
vez que se completa la coccion, el arroz integral esta listo para comer, porque no hay
agua para quitar. EL esquema de esta coccion se presenta en la figura 2.

Figura 2. Esquema del método de coccién con la cantidad adecuada de agua.
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Remojo previo del arroz integral y coccién con exceso de agua. Este proceso con-
siste en colocar una parte de arroz integral en un recipiente con cierto volumen de
agua, durante unas horas, generalmente durante la noche. En este caso, se dejé en un
recipiente un volumen de arroz integral y dos volimenes de agua durante doce horas.
Luego se retira el agua de remojo y el arroz integral se cocina con exceso de agua
como se describe anteriormente, ocho partes de agua durante 30 minutos. Una vez
terminada la coccidn, se debe retirar el exceso de agua antes de consumir el cereal. La
representacién de esta coccién se observa en la figura 3.

Figura 3. Esquema del método de coccién con remojo previo para arroz integral.

Coccibn en microondas. Se coloca una parte de arroz integral con tres partes de
agua en un recipiente apto para microondas durante 10 minutos a una potencia de
800 W. Una vez finalizado esta etapa, se afiaden tres partes mas de agua, y se cocina
durante 10 minutos a menor potencia (640 W). Luego de la optimizacion del método,
las condiciones de coccion se modificaron. La cocciéon por microondas se representa
en la figura 4.

Figura 4. Esquema del método de coccién con microondas para arroz integral.

Analisis estadistico

Para analizar y optimizar la reduccién de pesticidas durante la coccion del arroz
integral con microondas, se utilizé la metodologia de superficie de respuesta (MSR)
con un disefio central compuesto (DCC) Los experimentos se realizaron por triplicado.

Se utilizaron pruebas no paramétricas de Mann-Whitney y Kolmogorov Smirnov
para estudiar las diferencias entre los métodos de coccion (STATGRAPHICS Centurion
versién XV). El estudio de MSR y la optimizacion de resultados se realizaron utilizando
el mismo software.

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°18 | AfoXV | 2025 | 10



Ma.BelénMedina, etal. | Selecciony optimizacion de un método de coccion de arroz integral para disminuir la contaminacion residual de plaguicidas

Sintesis de resultados

Validacion de la metodologia analitica

Como se mencion6 anteriormente, se trabajo con matriz adicionada para realizar
las curvas de calibracion. En latabla 2, 3,4, 5y 6 se pueden observar los valores prome-
dio, desviacion estandar y RSD % para los diferentes pesticidas y en las figuras 5, 6, 7, 8
y 9 sus correspondientes curvas de calibracion.

Tabla 2. Promedio, desviacion estandar y RSD % de matriz adicionada con diclorvos (n=9; a=0,05).

Concentracion (ppm) Promedio Desviacion estandar RSD %
0,01 4716 621 13,17

0,05 5245 361 6,88

01 7414 1198 16,16

0,5 33083 1707 516

1 72047 4356 6,05

Linealidad de diclorvos en arroz integral
(X1000) YIRSy | |

N
LI e B S S B B B B

Respuesta cromatografica (h)
4~
T

T T

0 02 04 0,6 08 1
Concentracion (ppm)

Figura 5. Curva de calibracién para matriz adicionada con diclorvos (n=9; a=0,05). R?*=0,9938.

Tabla 3. Promedio, desviacion estandar y RSD % de matriz adicionada con fenitrotion (n=9; ¢.=0,05).

Concentracion (ppm) Promedio Desviacion estandar RSD %
0,01 4098 562 13,72
0,05 12627 724 5,73
01 22170 1042 4,70
0,5 102407 3064 2,99
1 201846 2728 135
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Linealidad de fenitrotion en arroz integral

X 10000,(?4 y=2361,6 + 199603 x
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Respuesta cromatografica (h)

12
8 /
4
o , , , ,
0 02 04 0,6 038 1
Concentracion (ppm)

Figura 6. Curva de calibracién para matriz adicionada con fenitrotién (n=9; a=0,05). R?*=0,9997.

Tabla 4. Promedio, desviacion estandar y RSD % de matriz adicionada con malation (n=9; a=0,05).

Concentracion (ppm) Promedio Desviacion estandar RSD %
0,01 1063 113 10,62
0,05 11018 771 7,00

01 18272 1458 7,98
0,5 91285 1470 161
1 179551 2191 1,22
Linealidad de malation en arroz integral
(XIOOOOO) y= 700,976 + 179327 x

’ 2 T T — T T T T T T ]

s | 5

8 156 [ ]

= B 4

\© - 4
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Figura 7. Curva de calibracion para matriz adicionada con malatién (n=9; a.=0,05). R?=0,9997.

Ciencia Docenciay Tecnologia - Suplemento

| N°18 | AfoXV | 2025 | 12




Ma.BelénMedina, etal. | Selecciony optimizacion de un método de coccion de arroz integral para disminuir la contaminacion residual de plaguicidas

Tabla 5. Promedio, desviacion estandar y RSD % de matriz adicionada con metil pirimifos (n=9; a=0,05).

Concentracion (ppm) Promedio Desviacion estandar RSD %
0,01 10022 1674 16,70
0,05 44090 1632 3,70
01 60752 3020 4,97
0,5 250915 2017 0,80
[ 1 453951 15137 333

Linealidad de metil pirimifos en arroz integral
(X100000) =16659+443635x

4~

Respuesta cromatografica (h)
AL e e

(=)

02 04 0,6 08 1
Concentracion (ppm)

Figura 8. Curva de calibracion para matriz adicionada con metil pirimifos (n=9; a=0,05). R?>=0,9980.

Tabla 6. Promedio, desviacion estandar y RSD % de matriz adicionada con tebuconazole (n=9; a=0,05).

Concentracion (ppm) Promedio Desviacion estandar RSD %
0,01 5254 282 537
0,05 11542 1048 9,08
01 19153 870 4,54
0,5 82682 955 1,15
1 162487 1026 0,63
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Linealidad de tebuconazole en arroz integral
(X10000,0) y=3480,91 + 158875 x
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Figura 9. Curva de calibracién para matriz adicionada con tebuconazole (n=9; 0=0,05). R?*=0,9998.

Del analisis de las tablas y figuras anteriores, se puede ver que el método presento
una adecuada linealidad en los rangos estudiados para cada analito, con valores de R?
superiores a 0,9938 en todos los casos.

Determinacion de la precisién del método

Para la determinacion de la precisién de la metodologia de arroz integral, la repe-
tibilidad se evalué a 0,01 y 1 ppm. En la tabla 7, se presentan los valores promedio,
desviacion estandar y de RSD % para los pesticidas en estudio.

Tabla 7. Precision: promedio, desviacion estandar y RSD % para 2 niveles de concentracion de diclorvos, fenitro-
tion, malation, metil-pirimifos y tebuconazole (n=9; 0=0,05).

0,01 ppm 1ppm
Pesticidas
Promedio DE RSD % Promedio DE RSD %

Diclorvos 4853 278 573 72661 4252 5,85
Metil pirimifos 10916 531 4,87 452712 7970 1,76
Fenitrotion 4199 203 4,84 215090 13837 6,43
Malation 1159 145 12,52 178533 3740 2,09
Tebuconazole 5027 197 3,93 163658 1802 1,10

D E: desviacion estandar

Como puede observarse en la tabla anterior, la precision fue satisfactoria para los
5 pesticidas en estudio, ya que la desviacién estandar relativa no super6 el 13 % en

ningln caso, cumpliendo con los requisitos establecidos por la Guia SANTE (2021) para
metodologias validadas (menor al 20 %).
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Determinacién de la exactitud del método

Para determinar la exactitud del método se evalud la recuperacién de los pesticidas
en estudio. Se fortificaron las muestras de arroz integral con los analitos en estudio a 3
diferentes concentraciones (0,01 ppm, 0,1 ppm y 1 ppm) y se analizaron por triplicado
(n=3y 0=0,05), calculando el porcentaje de recuperaciény el RSD %.

En la tabla 8 se observan los porcentajes de recuperacion para los analitos en estu-
dio, junto con su correspondiente RSD %.

Tabla 8. Recuperacién (RSD %) para 3 niveles de concentracion de diclorvos, fenitrotién, malatién, metil-pirimifos y
tebuconazole (n=3; a=0,05).

Pesticidas 0,01 ppm 0,1ppm 1ppm
Diclorvos 98,50 % (6,00 %) 98,94 % (3,87 %) 100,50 % (6,30 %)
Fenitrotion 97,93% (1,28 %) 99,16 % (6,44 %) 105,10 % (2,98 %)
Malation 95,49 % (1,42 %) 108,49 % (1,97 %) 97,38 % (1,41 %)
Metil pirimifos 109,86 % (3,52 %) 94,63 % (2,21 %) 103,61 % (1,50 %)
Tebuconazole 98,47 % (5,34 %) 103,82 % (4,25%) 100,45 % (2,06 %)

Se puede apreciar que el método de analisis permite recuperaciones muy préximas
al 100 % y es suficientemente exacto ya que los RSD % no superan el 7 %, cumpliendo
con los requisitos establecidos por la Guia SANTE (2021) para metodologias validadas
(70 - 120 %).

Determinacion del limite de cuantificacién y de deteccion

El LOQ para diclorvos, metil-pirimifos, malatién, fenitrotiéon y tebuconazole fue de
51,26,3,4,38y48pug/kg, respectivamente. Los LOD para estos plaguicidas fueron 1,5,
0,8,1,0,11y 1,4 pg/kg, respectivamente.

Confirmacién por espectrometria de masas
La confirmacion de los resultados se realizd mediante un cromatégrafo gaseoso con
un detector de masas (GC - MS). En la tabla 9, se detallan los iones utilizados.

Tabla 9. lones utilizados en GC - MS para la confirmacién de los resultados.

Pesticidas lon objetivo lones cualificadores
Diclorvos 220 109-185
Fenitrotion 277 125-260
Malation 285 93-125
Metil-pirimifos 305 276-290
Tebuconazole 307 125-250

Por ultimo, la selectividad del método se evalué observando que no habia picos que
interfirieran en el tiempo de retencién de cada pesticida en un cromatograma en blan-
co de la matriz en estudio sin picos.

Se concluye que la metodologia validada es precisa y exacta, con adecuada resolu-
cion, y bajos limites de cuantificacion y de deteccion.
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Determinacion de pesticidas en arroz integral

El método validado se utilizo para la determinacién de la concentracion de diclor-
vos, metil-pirimifos, fenitrotién, malation y tebuconazole en 100 muestras de arroz in-
tegral.

El analisis de cada muestra se llevé a cabo por triplicado, y los resultados pueden
observarse en la Tabla 10.

Tabla 10. Concentracién media de los distintos analitos (n=3; a=0,05) en muestras de arroz integral provenientes
de supermercados.

Muestras Concentracion(mg/kg)
Diclorvos Fenitrotion Malation Metil-pirimifos Tebuconazole
1 ND ND ND ND ND
2 ND ND ND ND ND
3 ND ND ND ND ND
4 0,06 ND ND ND ND
5 ND ND ND ND ND
6 0,02 <lQ ND <Q ND
7 ND <LQ 0,01 0,01 <LQ
8 ND ND ND ND ND
9 ND ND ND ND ND
10 ND ND ND ND ND
11 ND ND ND ND ND
12 ND <LQ ND ND ND
13 ND ND ND <LQ 0,01
14 ND ND ND ND ND
15 ND ND ND ND ND
16 ND ND ND ND ND
17 ND ND ND ND ND
18 0,05 <LQ <LQ ND 0,01
19 ND ND ND ND ND
20 ND <LQ ND 0,02 ND
21 ND ND ND ND ND
22 ND ND ND ND <LQ
23 ND <LQ ND <LQ ND
24 ND ND ND ND ND
25 ND ND ND ND ND
26 0,07 ND ND ND ND
27 ND <LQ ND 0,02 ND
28 ND ND ND ND ND
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29 ND ND ND ND ND
30 0,02 ND ND ND ND
31 ND ND ND ND ND
32 ND ND ND <LQ ND
33 ND ND ND ND ND
34 ND ND ND ND ND
35 <LQ <LQ ND ND ND
36 ND ND ND ND ND
37 ND ND ND ND ND
38 ND ND ND ND ND
39 ND ND ND ND ND
40 ND ND ND ND ND
41 ND ND ND ND ND
42 0,04 ND <LQ ND ND
43 ND ND ND ND ND
44 ND ND ND ND ND
45 ND ND ND ND ND
46 ND ND ND ND ND
47 ND ND ND ND ND
48 0,08 ND ND ND ND
49 ND ND ND ND ND
50 ND ND ND ND ND
51 ND ND ND ND ND
52 ND <LQ ND ND ND
53 ND ND ND ND ND
54 ND ND ND ND ND
55 0,03 <LQ ND <LQ ND
56 <LQ <LQ ND <LQ ND
57 ND ND ND ND ND
58 ND ND ND ND ND
59 0,03 ND 0,02 ND <LQ
60 ND <LQ ND <LQ ND
61 ND ND ND ND ND
62 ND ND ND ND ND
63 ND ND ND ND ND
64 ND ND ND ND ND
65 ND ND ND ND ND
66 ND ND ND ND ND
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67 ND ND ND ND ND
68 ND ND ND ND ND
69 ND ND ND ND ND
70 0,01 <LQ ND ND ND
71 ND ND 0,01 <LQ <LQ
72 ND ND ND ND ND
73 ND ND ND ND ND
74 ND ND ND ND ND
75 0,03 ND ND ND ND
76 ND ND 0,01 ND <LQ
77 ND ND ND ND ND
78 ND ND ND ND ND
79 ND ND ND ND ND
80 ND ND ND ND ND
81 ND ND ND ND ND
82 ND ND ND ND ND
83 0,01 ND ND ND ND
84 <LQ ND ND <LQ 0,01
85 ND ND ND ND ND
86 ND ND ND ND ND
87 ND ND ND ND ND
88 ND ND ND ND ND
89 0,02 ND ND ND ND
90 ND ND ND ND ND
91 ND ND ND ND ND
92 ND ND ND ND ND
93 ND ND ND ND ND
94 <LQ ND ND <LQ 0,01
95 0,05 ND ND ND ND
96 0,06 ND ND ND ND
97 ND ND ND ND ND
98 ND ND ND ND ND
99 ND ND ND ND ND
100 ND ND ND ND ND

El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) establece la
prohibicion del uso de diclorvos (SENASA, 2018). A pesar de estar prohibido, este pla-
guicida se sigue utilizando, ya que se detecta su presencia en 19 de las 100 muestras
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analizadas. Por lo tanto, todas las muestras positivas superaron el limite maximo de
residuos (LMR) para este pesticida, 13 resultaron positivas para metil-pirimifos y feni-
trotion, y 6 para malatiéon, pero ninguna de ellas tuvo una concentracién superior a los
LMR establecidos por SENASA, como se muestra en la tabla 4. Finalmente, 10 muestras
resultaron positivas a tebuconazole y todas presentaron concentraciones por encima
del LMR, debido a que, el tebuconazole deberia estar exento en el arroz integral se-
gun SENASA. La presencia de tebuconazole puede deberse probablemente a que no se
respeto el tiempo entre la aplicacién del plaguicida y la cosecha o las dosis recomen-
dadas. Finalmente, de las 100 muestras analizadas, 10 de ellas contenian un maximo
de 3 pesticidas simultaneamente; y 68 estaban libres de estos contaminantes. Medina
et al. (2019) encontraron la presencia de deltametrina, kresoxim - metil, cyproconazo-
le, epoxiconazole, azoxystrobin y penconazole en 100 muestras de arroz pulido con
valores maximos de 39,21, 4,58, 72,39, 20,19, 19,21y 17,28 pg/kg, respectivamente. Me-
dina et al. (2021) detectaron estos mismos analitos durante el analisis de 50 muestras
de arroz integral de la industria arrocera, con valores maximos de 33,91, 24,13, 31,70,
163,65, 34,01 y 21,92 pg/kg, para azoxystrobin, cyproconazole, deltametrina, epoxico-
nazole, kresoxim - metilo y penconazole, respectivamente.

Estudio de Coccién
La figura 10 muestra la comparacion de la concentracion de cada pesticida luego de
aplicar los diferentes métodos de coccioén utilizados.

Figura 10. Comparacion de la concentracién de residuos de plaguicidas luego de la coccion de arroz integral con
exceso de agua, agua justa, con remojo previo y con microondas.

En la figura 10, se puede observar que el malation se eliminé del arroz integral con
todos los métodos de coccion propuestos. Por otro lado, el diclorvos solo se elimin6
mediante la coccion con microondas. La coccion con exceso de agua deja la mayor can-
tidad de residuos de diclorvos, metil-pirimifos, fenitrotion y tebuconazole en el arroz
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integral cocido. Por lo tanto, no se recomienda este método. El plaguicida con mayor
persistencia después de cualquier método de coccion aplicado es el metil-pirimifos.
No se observan diferencias estadisticamente significativas, con un 95% de confianza
(a0 = 0,05), entre el método de remojo previo del arroz integral y el de microondas
para tebuconazole y fenitrotién. Sin embargo, el método con microondas elimina tanto
al malatién como al diclorvos, siendo el Gnico que destruye dos pesticidas simulta-
neamente. Ademas, deja menos residuos de metil-pirimifos que el método de remojo
previo. Se midié la temperatura final del arroz integral en cada método de coccion. La
coccién con agua permite una temperatura final de 99 £ 1 °C, mientras que la coccion
con microondas permite una temperatura final del arroz integral de 83 + 1 °C.

En la tabla 11, se presentan los porcentajes de reduccion de cada pesticida segun la
coccién aplicada.

Tabla 11. Porcentaje de reduccién de los plaguicidas en estudio segtin la coccién realizada.

Métodos de coccion Porcentaje de reduccion (%) + DS (%)
Diclorvos Metil-pirimifos Fenitrotion Malation Tebuconazole
Con exceso de agua 904+21 258+19 34128 100.0+£0.0 604+19
Conaguajusta 98.1+0.3 86.9+1.8 88.9+2.0 100.0+0.0 89.3+0.9
Con remojo previo 98.5+0.8 823%12 90.5+2.3 100.0£0.0 90.1+11
Microondas 100.0+0.0 85.2+15 87.0£24 100.0+£0.0 91.7+18

DS: desviacion estandar

Por lo que se observa en la tabla 11 y figura 10, y lo descripto anteriormente, se
seleccion6 el método de coccién con microondas para la optimizacién mediante la
metodologia de superficie de respuesta.

Optimizacién del método de coccién

Una vez seleccionado el método de coccién que elimina la mayor cantidad de re-
siduos de plaguicidas del arroz integral, se optimiz6 a través de la metodologia de
superficie de respuesta, variando tanto el porcentaje de potencia sobre la potencia
total del equipo (800 W) como el tiempo de coccién (minutos) en el microondas. EL
diclorvos se eliminé en todas las condiciones experimentales probadas. Los resultados
de este analisis se pueden ver en la figura 11 y la tabla 12. La falta de ajuste no fue
significativa segun un valor de p > 0,05. Los R? fueron superiores a 0,8565. EL modelo
propuesto se puede emplear para predecir adecuadamente la concentracion de estos
pesticidas después de la coccion en microondas. Los porcentajes teéricos de reduccién
de la concentracién de plaguicidas obtenidos del procedimiento de optimizacién son
100,0%, 91,2%, 89,2% y 85,5%, para malation, fenitrotion, metil-pirimifos y tebuconazo-
le, respectivamente. EL microondas, que es similar a los que se usan cominmente en el
hogar, tiene opciones de porcentaje de potencia limitadas, por lo que se seleccion6 la
mas cercana a la 6ptima. En este caso fue del 60%. Evaluando el tiempo del método, se
eligié 33 minutos como tiempo de coccion para todos los plaguicidas, como solucion
de compromiso. La temperatura final del arroz integral alcanzada durante el procedi-
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miento optimizado fue de 84 + 1 °C. Este método optimizado se utilizé en las muestras
positivas evaluadas previamente para confirmar los resultados, por triplicado. Los re-
sultados estuvieron de acuerdo con los predichos por MSR. El porcentaje medio de re-
duccién de la concentracién de plaguicidas y el % RSD para metil-pirimifos, fenitrotion
y tebuconazole fueron 90,1 % +1,1 %, 92,4 % + 0,8 % y 87,3 % + 1,2 %, respectivamente.
No se detectaron diclorvos ni malation en muestras cocidas.

Tabla 12. Condiciones 6ptimas para la reduccién de pesticidas durante la coccion.

Pesticidas R? Condiciones optimas
Fenitrotion 0,8863 A(61,72)-B(30,70)
Malation 09775 A(58,87)- B (33,48)
Metil-pirimifos 09757 A(65,74) - B (28,23)
Tebuconazole 0,8565 A(61,45)-B(20,34)

Figura 11. Grdficas de superficie de respuesta que describen el efecto del porcentaje de potencia de microondas
(%) y el tiempo de coccion (min) en la concentracion de pesticida (ug/kg) en arroz integral cocido.

Conclusiones

Teniendo en cuenta los objetivos planteados en este proyecto, se pueden describir
las siguientes conclusiones:

Para la extraccion simultanea de 4 insecticidas, como son diclorvos, metil-pirimifos,
fenitrotion y malatién y un fungicida como es el tebuconazole, en muestras de arroz
integral, se utiliz6 como método un QUEChERS modificado.

La metodologia validada permitié la determinacién de los analitos en estudio con
adecuada precision, elevada recuperacion y sensibilidad, mediante cromatografia ga-
seosa con detector de nitrogeno - fosforo, y su confirmacion por espectrometria de
masas. Los limites de deteccién y cuantificacion fueron inferiores a los establecidos por
el SENASA.
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Evaluando estos compuestos en 100 muestras de arroz integral se observoé la pre-
sencia de diclorvos en 19 muestras, por lo tanto, no se estaria cumpliendo con la legis-
lacion debido a que este insecticida esta prohibido. Con respecto al tebuconazole, se
detectaron 10 muestras por encima del limite maximo de residuos, ya que, este com-
puesto debe estar exento en muestras de arroz integral, seglin indica la legislacion na-
cional. En cuanto al metil-pirimifos, 13 muestras dieron positivas, igual que en el caso
del fenitrotion. Sus niveles residuales para ambos analitos no superaron los limites
maximos de residuos. Por Gltimo se detectaron 6 muestras positivas para malation, sin
superar el limite que establece la legislacién nacional. De las 100 muestras analizadas,
68 se encontraban libres de estos contaminantes y 10 de ellas contenian un maximo de
3 pesticidas simultaneamente.

Se probaron cuatro métodos de coccién de arroz integral para la reduccién de pes-
ticidas. Todos los métodos evaluados de coccion permitieron la reduccion de los pesti-
cidas estudiados. El malatién se elimina independientemente del método de coccion
utilizado. El método por microondas genera la mayor reduccién de todos los analitos
y ademas, elimina al diclorvos. Por lo tanto, fue el método seleccionado para realizar
la optimizacion.

El método de coccién por microondas se optimizéd a través de la metodologia de
superficie de respuesta, logrando reducirenun 90,1 % +1,1 %, 92,4 % +0,8 %y 87,3 % +
1,2 % el metil-pirimifos, fenitrotion y tebuconazole, respectivamente. No se detectaron
diclorvos ni malatién en muestras cocidas.

Las condiciones de coccion del método optimizado fueron 480 W durante 33 mi-
nutos. Este método simple que podria usarse en el hogar, reduce la concentracién de
pesticidas y ayuda a minimizar el riesgo para la salud.

En cuanto a la transferencia de los resultados obtenidos, se realizaron publicacio-
nes en revistas internacionales y se realizaron presentaciones de resultados parciales
en congresos nacionales e internacionales. Queda pendiente la divulgacién de esta
informacion en fuentes de comunicacién que se encuentren al alcance de la sociedad,
como ser, las redes sociales.
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