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Abreviaturas y Acronimos

Lista de Abreviaturas y Acrénimos

ACA - Asociacion de Cultivadores de Arroz de Uruguay

AMPA - Acido amino-metil-fosfénico

AOAC - International Association of Official Analytical Chemists

APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) - lonizacion Quimica a Presion
Atmosférica

APPI - Fotoionizacion a Presién Atmosférica

Bt — Bacillus thuringiensis

BPA - Buenas Practicas de Agricultura

CE - (Collision Energy) — Energia de Colision

Cl (Chemical lonization) - lonizacion Quimica

CID (Colision Induced Dissociation) - Disociacion por Colisién Inducida
CLso - Concentracion Letal Media

CL{OM - Suelo Franco Arcilloso con Bajo Contenido en Materia Organica
CLTOM - Suelo Franco Arcilloso con Alto Contenido en Materia Organica
CTOM - Suelo Arcilloso con Alto Contenido en Materia Organica
Co.Sa.Ve - Comité de Sanidad Vegetal del Cono Sur

COD - Carbono Organico Disuelto

COT - Carbono Organico Total

CWA - Ley de Agua Limpia

DBE - Double Bond Equivalent

DDT - Dicloro-difenil-tricloroetano

DG SANCO - Direccion General de Sanidad y Proteccion del Consumidor
DLLME - Micro extraccion Dispersiva Liquido-Liquido

DLso - Dosis Letal Media

DP — Declustering Potential

dSPE - Extraccion Dispersiva en Fase Sdlida

ECD (Electron Capture Detector) — Detector de Captura Electronica

El (Electron lonization) — lonizacion por Impacto Electrénico

EM — Efecto Matriz

EP — Entrance Potential

EPA (Environmental Protection Agency) — Agencia de Proteccion Ambiental
EPI — lon Enhance Product

ESI- lonizacion por Electrospray

ESL - Extraccion Sélido-Liquido



Abreviaturas y Acronimos

FAO — Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion

FDA - Food and Drug Administration

fF - foto-Fenton

FH - Fotocatalisis Heterogénea

FIA — Flow Injection Analysis

FID - Flame lonization Detector- Detector de lonizacion de Llama

FM - Fase Mévil

FPD (Flame Photometric Detector) — Detector Fotométrico de Llama

GC - Cromatografia Gaseosa

GCB (Graphitized Carbon Black) - Carbén Grafitizado

GC-MS — Cromatografia Gaseosa Acoplada a Espectrometria de Masas

GPC (Gel Permeation Chromatography) — Cromatografia de Gel Permeacion

HPLC (High Resolution Liquid Chromatography) - Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién

IDA - Information-Dependent-Acquisition

IDA - Ingesta Diaria Admitida

IRRI - Instituto Internacional de Investigaciéon de Arroz ISO - International
Standarization Organisation

IUPAC - Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada

LC-DAD - Cromatografia Liquida con Detector de Arreglo de Diodos

INASE - Instituto Nacional de Semillas

INIA — Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria

JMPR - Junta de la FAO/WHO encargada de residuos de pesticidas

Kow — Constante de reparto octanol-agua

Koc - Constante de particion

LC — Cromatografia Liquida

LC-MS/MS - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Masas
LC-QLIT/MS - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Masas con
Analizador hibrido de Triple Cuadrupolo y Trampa de lones Lineal

LC-QqQ/MS - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Masas con
Analizador de Triple Cuadrupolo

LC-TOF/MS - Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Masas con
Analizador de Tiempo de Vuelo

LLE (Liquid Liquid extraction) - Extraccion Liquido-Liquido

LMR - Limite Maximo de Residuo

LOD (Limit of Detection) - Limite de Deteccion



Abreviaturas y Acronimos

LOQ (Limit of Quantification) — Limite de Cuantificacion

LYOM - Suelo Franco de Bajo Contenido en Materia Organica

MASE - Extraccion con Solvente Asistida con Membrana

MCL - Niveles Maximos de Contaminantes

MO — Materia Organica

MRM - Método Multi-residuo

MRM - Multiple Reaction Monitoring

MS (Mass Spectrometry) - Espectrometria de Masas

MSP - Ministerio de Salud Publica

MVOTMA - Ministerio de Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente
NCI (Negative Chemical lonization) - lonizacion Quimica Negativa

NPD (Nitrogen Phosphorous Detector) — Detector de Nitrogeno y Fosforo
NT - Nitrogeno Total

OMS - Organizacion Mundial de la Salud

PAO - Procesos Avanzados de Oxidacion

PCI (Positive Chemical lonization) - lonizacién Quimica Positiva

PISQ - Programa Internacional de Seguridad Quimica

PLE — Extraccion con Fluido Presurizado

PSA - Amina Primaria y Secundaria

PTFE - Politetrafluoroetileno

PTs - Productos de Transformacion

PTV (Programmable Temperature Vaporization) - Vaporizaciéon por Temperatura
Programable

% Rec — Porcentaje de Recuperacion

QNC - Quinclorac

QQAQ (Triple Quadrupole) — Triple Cuadrupolo

QTOF (Quadrupole-time of flight) - Cuadrupolo-Tiempo de Vuelo
QUEChERS - (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) — Rapido, Facil, Barato,
Efectivo, Robusto y Seguro

RSD - (Relative Standard Deviation) - Desviacién Estandar Relativa

SIM (Selected lon Monitoring) — Monitoreo de lones Seleccionados

S/N - Signal to Noise ratio — Relacion sefial-ruido

SPE (Solid Phase Extraction) — Extraccion en Fase Sélida

SPME (Solid Phase Microextraction) — Micro-Extraccion en Fase Sdlida)
SRM - Selected Reaction Monitoring

TIC (Total lon Chromatogram) — Cromatograma de lones Totales



Abreviaturas y Acronimos

TOC (Total Organic Carbon) - Carbono Organico Total

TOF (Time of Flight) — Tiempo de Vuelo

TPP — Trifenil fosfato

UE — Union Europea

UNIT — Instituto Uruguayo de Normas Técnicas

USDA (U.S. Department of Agriculture) — Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos

UV - Ultravioleta

XIC (Extracted lon Chromatogram) — Cromatograma de lones Extraidos



Resumen

1. Resumen

Uruguay es el 6to pais exportador mundial de arroz y a pesar de que el sistema
de cultivo del arroz aplicado es considerado sustentable, la creciente demanda
tuvo como consecuencia la intensificacion de los cultivos. Generalmente la
aplicacién de un herbicida en un cultivo de arroz es seguida por la inundacion
del cultivo y, dependiendo de las practicas agricolas, se aplican también
fungicidas e insecticidas.

En funcién del manejo del agua realizado, de las condiciones ambientales y de
las propiedades fisicoquimicas de los pesticidas, éstos pueden persistir hasta
su degradacion en el area donde fueron aplicados o ser transportados fuera del
area de cultivo, contaminando otros recursos naturales. Por todos estos
motivos se debe tener extrema precaucion en el uso de fitosanitarios y conocer
el nivel en el que se encuentran ya que por su acumulacién o residualidad
pueden suponer un riesgo no solo para el consumidor, sino también para el
ambiente.

Con el fin de generar informacién para un futuro estudio del impacto ambiental
que pueden producir dichos agroquimicos en el ecosistema del arroz, se
desarrollaron diversas técnicas analiticas multi-residuos para la determinacién
de residuos de pesticidas mediante LC-DAD, LC-QqQ/MS, LC-QLIT/MS y GC-
MS en diversas matrices representativas: suelo, agua, arroz paddy y arroz
blanco.

Para cada determinacion se optimizaron las condiciones de extraccion y clean-
up y las condiciones instrumentales para el analisis de los compuestos de
interés.

Se desarrollaron y validaron metodologias de analisis multi-residuo para la
determinacion de 9 herbicidas de post-emergencia en suelo, agua y grano de
arroz utilizando diferentes condiciones de extraccion y clean-up y el mismo
método cromatografico mediante LC-DAD.

Las principales metodologias de extraccion evaluadas fueron extraccién con
solvente en suelos mediante la agitacion con shaker orbital, extraccion en fase
sélida para el analisis de agua y metodologias basadas en el método de

QUECHhERS para grano de arroz.
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Resumen

La metodologia desarrollada para el analisis de herbicidas en agua mediante
LC-DAD fue posteriormente ajustada para el analisis de 40 pesticidas mediante
LC-QqQ/MS.

Ademas se validdé una metodologia para el analisis de 70 pesticidas mediante
la técnica de “dilute and shoot” que consiste en la introduccion de la muestra
directamente en la columna cromatografica sin un paso previo de pre-
concentracién y clean-up. Esta metodologia se desarrollé en un sistema LC-
QLIT/MS.

Para arroz blanco, la metodologia validada mediante LC-DAD sirvi6 como
insumo para el posterior desarrollo de otras metodologias de analisis multi-
residuo en arroz blanco y en arroz paddy en las cuales se optimizaron
diferentes condiciones de extraccion y clean-up con el fin de seleccionar el
mejor método de analisis.

En general, los resultados de las determinaciones realizadas cumplen con los
requisitos de las guias europeas de validacion y control de calidad para
residuos de pesticidas en alimentos, documento N° SANCO/12495/2011.

Las metodologias validadas fueron aplicadas para la evaluaciéon de la
distribucion de residuos de pesticidas en los distintos productos generados
durante el procesamiento del arroz.

La constatacion de la presencia de pesticidas en el ecosistema del arroz, dirigié
las etapas finales del trabajo de tesis a la exploracion de posibles soluciones
ambientalmente amigables para disminuir el impacto de los agroquimicos en la
sustentabilidad del sistema. En ese contexto, se realiz6 la evaluacion de 2
procesos de oxidacién avanzada, fotdlisis y fotocatalisis con TiO, tomando el
herbicida quinclorac como modelo, por ser un herbicida semi-persistente, y uno
de los mas aplicados en nuestro pais, frecuentemente encontrado en sistemas
acuaticos y del que no se conocen datos de su remediacion quimica. La
evolucién de los productos de degradacion de este herbicida se siguié con la
técnica de LC-QTOF-MS/MS, identificandose 14 nuevos productos de
transformacion. Estos resultados sirven como herramientas para la realizaciéon
periodica del monitoreo del ecosistema de arroz. El esquema de trabajo
utilizado puede servir como disparador para futuras evaluaciones de los

diferentes  sistemas agricolas en crecimiento en nuestro pais.

Pagina | 2



Introduccion

Pagina | 3



Introduccion

2. Generalidades

En las ultimas décadas ha habido un marcado crecimiento en la produccion
agricola, 145% aproximadamente. Concomitantemente, durante el mismo
periodo la poblacién mundial se ha duplicado, con el consiguiente aumento en
la demanda de alimentos. En el mismo sentido, el area total destinada a la
agricultura se ha expandido alrededor de un 11%, desde 4,5 a 5 billones de ha
lo que ha traido aparejado un consumo de casi 4 veces mas de fertilizantes, asi
como un aumento drastico en el uso de pesticidas en la agricultura,
constituyendo aproximadamente 2,6 billones de kg por afo, de los cuales un
49% corresponde a herbicidas, 25% insecticidas, 22% fungicidas y un 3% a
otras clases. Todos los factores descriptos anteriormente tienen un impacto
directo positivo en la produccién de alimentos a nivel mundial pero impactan
negativamente en la salud de los consumidores y el medio ambiente.) A
medida que la poblacién aumenta, el uso de insumos como el agua, los
fertilizantes, los pesticidas y la mano de obra es cada vez mayor con el fin de
incrementar la produccién. Esto provoca una disminucién en la calidad del
suelo pudiendo también favorecer la contaminacion de los recursos naturales,
agua, suelo, y la biota.”’ Esto ha generado gran preocupacién acerca del
deterioro de los recursos naturales ocasionado por estas practicas agricolas.

La preocupacion por mantener la viabilidad de los agro-ecosistemas tiene larga
data. Ya en la década del 80 surge el concepto de agricultura sustentable. La
agricultura sustentable promueve la estabilidad desde el punto de vista
ambiental, econdmico y ecoldgico centrandose en el desarrollo de practicas y
tecnologias agricolas que: no generen efectos adversos en el ambiente, que
sean accesibles y efectivas para los agricultores, que produzcan aumentos en
la produccion de alimentos y brinden beneficios al medio ambiente.®
Particularmente en los cultivos de arroz es importante el logro de una
agricultura sustentable. Por ejemplo en Asia, el agua y los nutrientes del suelo
requeridos para un buen funcionamiento del agro-sistema o ecosistema del
arroz estdn escaseando, con la consiguiente disminucién en la tasa de

produccion. La intensificacion de este cultivo y el uso excesivo de pesticidas
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como en la mayoria de los sistemas agricolas, estan perjudicando al ambiente
y al ser humano.

El cultivo del arroz es uno de los mas importantes a nivel mundial considerando
el area de cultivo y el numero de personas que dependen de él. Globalmente
ocupa una superficie de aproximadamente 145 millones de ha, cerca de una
décima parte de la tierra arable, mientras que en los paises asiaticos ocupa la
tercera parte del area cultivada.?

El consumo mundial de arroz ha aumentado un 40% en los ultimos 30 afios y
en el 2010/2011 se estima aumente un 2% hasta aproximadamente 460
millones de toneladas, de los cuales 389 millones de toneladas se destinaran al
consumo humano.

El consumo per capita de arroz blanco a nivel mundial aument6 desde 61,5 kg
hasta aproximadamente 85,9 kg. Existen basicamente 3 modelos de consumo;
el asiatico en donde el consumo promedio es mayor a 80 kg /persona (China
90 kg, Indonesia 150 kg), el de los paises en vias de desarrollo en el cual se
consumen entre 30 a 60 kg /persona (Colombia: 40 kg, Brasil: 45 kg, Uruguay
11 kg) y el modelo del oeste en donde se consumen 10 kg /persona (Francia: 4
kg, Estados Unidos: 9 kg).®

Segun los datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), el volumen anual de toneladas de arroz
cascara producido en el ano 2010 fue aproximadamente 699 millones de
toneladas, que generaron cerca de 460 millones de toneladas de arroz
elaborado y se prevé que en el 2011 la produccion aumente un 3% (Figura 1).
En general, las principales variaciones que se observan en la produccion afio a
afio se deben principalmente a anomalias meteoroldgicas, especialmente en
ciertos paises de Asia oriental y meridional, donde se encuentra concentrada la

produccién (aproximadamente 90%).©
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Figura 1. Evolucién de la produccion de arroz paddy en la ultima década.

Segun la proyeccion mundial para la zafra 2010/11 realizada por el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), Asia contribuye
con un 88% de la produccién a nivel mundial, siendo China e India los paises
que proporcionan mas de la mitad del arroz mundial (52%). América Latina
constituye el segundo continente en cuanto a produccion (2,8%), siendo Brasil,
Argentina, Uruguay y Peru, los paises con mayor produccién. En la Tabla 1 se
muestran los 12 paises que presentaron mayor produccion en la zafra
2011/2012, junto con los volumenes de produccion de arroz blanco y la Figura

2 muestra un grafico del porcentaje de contribucion de cada uno de estos

paises.®
Pai Produccién (millones de
ais
ton. arroz blanco)

China 141
India 100
Indonesia 37,3
Bangladesh 33
Vietnam 254
Tailandia 20,3
Filipinas 10,7
Burma 10,5
Brasil 8,9
Peru 8,4
Japon 7,9
Pakistan 6,6

Tabla 1. Producciéon (millones de ton. Arroz blanco) de los 12 principales paises
productores.”
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Figura 2. Grafico del porcentaje de produccién de arroz en zafra 2011/2012.

El prondstico de la FAO indica que se ha aumentado en un 15% el comercio
mundial de arroz en el 2011.°’) El incremento se explica por las entregas
mayores registradas en Africa pero también en América del Norte y Europa,
que compensan la disminucion de las importaciones en Asia, América Latina y
el Caribe. Con respecto a las exportaciones se prevé que Tailandia, y en menor
proporcion Vietnam, Brasil, Camboya, China, India y Uruguay aumenten sus
entregas en el periodo 2011-2012.)

Segun la Asociacion de Cultivadores de Arroz de Uruguay (ACA) las
exportaciones/importaciones para la zafra 2010/11 estan proyectadas en
30.280.000 toneladas de arroz elaborado. Los principales paises exportadores
en el 2010/2011 fueron: Tailandia, Vietnam, Pakistan, India, Camboya,
Uruguay, China, Egipto, Argentina y Brasil (Tabla 2 y Figura 3). Estos datos

indican que nuestro pais es actualmente el 6to pais exportador de arroz.”9)
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Exportaciones (millones de

FEIE ton. arroz blanco)
Tailandia 10
Vietnam 5,9
Pakistan 3,2
EE.UU. 2,7

India 2,8
Uruguay 1,1
Camboya 1
Argentina 0,8

Burma 0,8

Tabla 2. Principales paises exportadores de arroz en el 2010/2011.

H Tailandia
mVietnam
Pakistan
mEEUU
India
EUruguay
Camboya
H Argentina

EBurma

Figura 3. Principales paises exportadores de arroz en el 2010/2011.

Para asegurar el abastecimiento de la demanda de arroz en los proximos afos
los paises productores deberan hacer un gran esfuerzo a nivel nacional,
regional e internacional en inversiones y politicas apropiadas que permitan
lograr producciones sustentables.’” En este marco, en el mundo se estd
trabajando en la implementacion de especificaciones técnicas de Buenas
Practicas Agricolas (BPA), orientadas a los productores de forma de asegurar la
inocuidad de los alimentos, buscando también proteger al mismo tiempo a los

trabajadores del campo y al medio ambiente.""-"2™
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2.1. Produccion de Arroz en Uruguay

La superficie de arroz en los ultimos 20 afos pas6 de 83 mil hectareas en la
zafra 1989/90 a 162 mil en la 2009/10, lo que representa un crecimiento de
aproximadamente el 100%. La produccion, en el mismo periodo, pasé de 365 a
1.287.234 toneladas, siendo el aporte de las regiones norte y este el mas
significativo. La Figura 4 muestra las principales zonas en donde se cultiva
arroz en Uruguay. Estas zonas son: la zona norte (18,4%), principalmente en
Artigas y Salto ocupando parte de la cuenca del Rio Cuareim y Uruguay; la
zona central (11,6%), abarca fundamentalmente la cuenca del Rio Negro y
comprende los departamentos de Rivera, Tacuarembd, oeste de Cerro Largo y
norte de Durazno. El 70% restante de la produccion esta concentrado en la
zona este, Rocha, Lavalleja, Treinta y Tres y este de Cerro Largo. Abarca las
planicies de la Laguna Merin y el océano Atlantico."® Uruguay posee una
superficie potencialmente cultivable de mas de un millén de hectareas sin
embargo la superficie sembrada en el 2009/2010 fue de 162.000 hectareas.
Esta es una caracteristica unica de nuestro pais ya que en el mundo las areas
de arroz se cultivan todos los afios, incluso en algunos paises tropicales como
Colombia, Tailandia o Vietnam se cultiva hasta 2 o 3 veces al afio.

La variedad mas sembrada en Uruguay es El Paso 144 (58,5% en la zafra
2009/10). Las dos variedades mas utilizadas después de El Paso 144 son
Olimar y Tacuari, entre las tres variedades ocupan en general, el 90% de la
superficie sembrada. Las principales caracteristicas de las variedades
utilizadas son:

El Paso 144: es una variedad tropical (indica) de alto rendimiento,
aproximadamente 21%, de ciclo largo. Las plantas son bajas con hojas erectas
y pilosas. Sus granos son largos de cascara clara y pilosa. En la etapa
reproductiva es susceptible al frio por lo que debe sembrarse temprano, hasta
mediados de noviembre.

INIA Tacuari: Las plantas son bajas y erectas y los granos poseen cascara
clara sin pilosidad. Posee alta tolerancia a bajas temperaturas en la etapa

reproductiva.!’”
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INIA Olimar: es una variedad tropical que supera el rendimiento y presenta
menor susceptibilidad al desgrane comparado con las otras variedades
disponibles. Su ciclo es mas corto que el de la variedad el Paso 144. Las
plantas poseen hojas erectas y pilosas. Sus granos son pesados y pilosos."®

Uruguay exporta aproximadamente el 90% de la produccién, un 7% se destina

a semilla y el resto se destina a consumo interno.!®

Figura 4. Principales regiones arroceras del Uruguay.

El cultivo de arroz en Uruguay se basa como se menciond principalmente en un
sistema de produccién de baja intensidad, en rotaciones con pasturas e
integrado con la produccién ganadera. De forma que, como se muestra en la
Figura 5, se cultiva arroz en los dos primeros afos, luego durante 4 afnos se
cultivan praderas y otros cultivos alternativos y finalmente en el séptimo afo se

vuelve a sembrar arroz para comenzar un nuevo ciclo.
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Figura 5. Ciclo de rotacién del cultivo de arroz en Uruguay.

Estas caracteristicas le confieren al sector arrocero la posibilidad de
aprovechar estas ventajas comparativas y diferenciarse dentro de la regién. En
Uruguay, el 60% del cultivo se realiza sobre campo natural o diversos tipos de
retorno y solo el 40% se siembra sobre rastrojos de arroz del afio anterior. Los
retornos mencionados se efectian sobre campos naturales, campos con varios
afos de descanso sin arroz o sobre praderas, rotando en un sistema de
produccion donde, como se comentd anteriormente, en la mayoria de los casos
los campos pasan por lo menos cuatro a seis afios sin ser cultivados vy, en
algunas circunstancias, mas tiempo aun.!"®

Este sistema de produccion, sumado a una alta calidad de semilla utilizada por
los productores, le otorga al cultivo de arroz una alta sustentabilidad. Existe
informacion que indica que el sistema de rotacién cultivo-pastura con la
integracion de la produccidén ganadera, es el mas sustentable ya que entre

otros, mejora las propiedades fisico-quimicas y biolégicas del suelo, disminuye
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la presencia de malezas, insectos e indculo de enfermedades, y disminuye la
frecuencia de aplicacion de los agroquimicos.”” El sistema de produccién de
arroz que predomina en nuestro pais, si bien no ha escapado a la tendencia
creciente en el uso de fertilizantes y fitosanitarios, se diferencia de otras
regiones productoras porque practicamente no existe el monocultivo sino que
se basa en general en un sistema de rotaciones con pasturas integrado con la

617 Ademas posee otras caracteristicas que hacen que se

actividad ganadera.!
lo considere como un cultivo de baja intensidad e impacto ambiental.!"”

Estas caracteristicas son:

-Se siembra un sélo cultivo por afo en seco y se inunda en forma definitiva
entre los 30-40 dias después de la emergencia, evitando posibles problemas
ambientales por la inundaciéon continua.

-En el 95% del area de siembra se utilizan variedades nacionales y en el 85%
del area se utiliza semilla certificada, (semilla que se manipula de forma de
mantener la identidad y la pureza genética especifica) reduciendo el riesgo de
aparicion de arroz negro y rojo. La certificacion de las semillas en Uruguay la
realiza el Instituto Nacional de Semillas (INASE) y garantiza que se utilicen
semillas que han cumplido un proceso para su produccion y comercializacion,
en acuerdo con lo establecido en los estandares especificos, mediante el cual
se puede conocer la pureza varietal y los otros aspectos relativos a la calidad
de esas semillas.

-Los agroquimicos se utilizan con baja frecuencia y en menor cantidad en
comparacion con otros paises productores de arroz, viabilizada por la
rotacién.’" )

En los ultimos afios, la produccion agricola en nuestro pais sigue la tendencia de
crecimiento observada a nivel mundial, tanto en superficie como en rendimiento.
Sin embargo, en el caso del arroz la produccion de este cultivo sigue una
tendencia al alza siendo, en la ultima década, un 22% superior pero con
aproximadamente la misma area sembrada. En el periodo 2008-2012 la

(19 Este aumento en el

produccion subié un 5,5% y en el ultimo afo un 1,1%.
rendimiento requiere un uso cada vez mas intensivo de materiales de alto
potencial de produccion que requieren altas tecnologias para su uso. A modo de

ejemplo, en la zafra 2006/2007, el 99,6% del area de arroz se produjo con uso de
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fertilizantes, en el 89,9% del area se utilizaron herbicidas, el 64,3% de la
superficie fue tratada con fungicidas y en el 7,8% de la superficie se aplicaron
insecticidas."®

En el afio 2005, segln el indice de Sustentabilidad Ambiental creado por las
Universidades de Yale y Columbia de EE.UU., Uruguay ocupaba el tercer
puesto como pais menos contaminado del mundo.?? A partir del 2005 este
indice fue precedido por el EPI (indice de Desempefio Ambiental). Para el
calculo del EPI, los investigadores modificaron la metodologia utilizada en la
estimacion del indice ESI. Las variables consideradas se dividen en dos
grandes objetivos: 1)- salud ambiental que incluye el impacto del ambiente en
la salud, el agua potable y el saneamiento basico, y los efectos de la calidad
del aire en la salud y 2)- la vitalidad de los ecosistemas enfocada
principalmente en los efectos de la contaminacion del aire en los ecosistemas,
los recursos hidricos, la biodiversidad y el habitat, los recursos naturales
productivos y el cambio climatico. El EPI del afio 2012 ubica a nuestro pais en
el puesto 46 a nivel mundial y en el puesto 7 en América Latina.?” Este
descenso en el ranking mundial hace que sea fundamental conocer el impacto
ambiental de las nuevas tendencias en las practicas agricolas, con el fin de:
orientar a los productores en el manejo del cultivo durante toda la cadena de
produccion e intentar mitigar los efectos nocivos de dichas practicas para mejorar
el estatus de nuestro pais.

A nivel mundial el mercado consumidor es cada vez mas exigente en cuanto a
la inocuidad de los productos que adquiere exigiendo certificados de calidad de
todos aquellos consumibles. Ademas Uruguay es el principal exportador de

(7.9 Por todo lo

América Latina, exportando cerca del 90% de su produccion.
anteriormente expuesto es necesario desarrollar procedimientos que permitan
conocer los efectos en el ambiente del manejo realizado en los cultivos y su
incidencia directa en el producto final. Particularmente, parte de ese impacto se
puede evaluar a través de la determinacion de residuos de agroquimicos en el
suelo y en cursos de agua que pueden afectar la biodiversidad de los agro-
ecosistemas como el arrocero, asi como evaluar la persistencia de estos

contaminantes en el grano para evitar un dafio en la salud de los consumidores.
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3. Pesticidas

La produccion y el consumo de productos vegetales y animales tienen un papel
muy importante a nivel mundial. El rendimiento de la produccion se ve afectado
negativamente por organismos nocivos, por lo tanto es fundamental proteger
los diferentes cultivos de dichas plagas con el fin de evitar una disminucion del
rendimiento de los cultivos o dafios a la produccion y asi garantizar la cantidad
y calidad de los productos cosechados y la productividad agricola. Con este fin,
existen diferentes métodos alternativos disponibles, tales como el uso de
variedades resistentes, la rotacion de cultivos %2, la eliminacion de malezas de

23.24) y el uso de productos fitosanitarios,

forma mecanica, el control biolégico
también denominados, pesticidas, plaguicidas o agroquimicos, que es la

practica mas comun para la proteccion de los cultivos de las plagas o pestes.?”
3.1. Definicién de pesticida

El Codex Alimentarius define un pesticida como cualquier sustancia destinada
a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas las
especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccion,
almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos, productos
agricolas o alimentos para animales, o que pueda administrarse a los animales
para combatir ectoparasitos. El término incluye a las sustancias destinadas a
utilizarse como reguladores del crecimiento de las plantas, defoliantes,
desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o inhibidores de la
germinacion y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la
cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el
almacenamiento y transporte. La definicion no incluye normalmente los
fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos alimentarios ni
medicamentos para animales.?®

Por otro lado la Unién Europea (UE) define un producto fitosanitario como una
sustancia activa o un preparado presentado en la forma en que se ofrecen para

su distribucion a los usuarios, destinados a:
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-proteger los vegetales contra todos los organismos nocivos o evitar la accion
de los mismos, siempre que dichas sustancias no se definan de otros mas
adelante;

-influir en el proceso vital de los vegetales de forma distinta de como lo hacen
las sustancias nutritivas (por ejemplo, los reguladores de crecimiento);

-mejorar la conservacion de los productos vegetales siempre y cuando dichas
sustancias o productos no estén sujetos a disposiciones particulares sobre
conservantes;

-destruir los vegetales inconvenientes;

-destruir partes de vegetales, o controlar o evitar un crecimiento inadecuado de
los mismos.°)

Uruguay toma la definicion del Comité de Sanidad Vegetal del Cono Sur
(Co.Sa.Ve), el cual define un plaguicida como cualquier sustancia, agente
biolégico, mezcla de sustancias o de agentes bioldgicos, destinada a prevenir,
controlar o destruir cualquier organismo nocivo, incluyendo las especies no
deseadas de plantas, animales o0 microorganismos que causan perjuicio o
interferencia negativa en la produccién, elaboracion o almacenamiento de los
vegetales y sus productos. El término incluye coadyuvantes, fito-reguladores,
desecantes y las sustancias aplicadas a los vegetales antes o después de la
cosecha para protegerlos contra el deterioro durante el almacenamiento y
transporte.?”

De acuerdo con los datos del British Crop Protection Council, existen
aproximadamente 908 sustancias activas que son comercializadas como
pesticidas en diversos tipos de formulaciones. Estas sustancias estan divididas
en mas de 100 clases, encontrandose las benzoilureas, triazoles,
estrobilurinas, neonicotinoides, carbamatos, organofosforados, organoclorados,
piretroides, sulfonilureas y triazinas, entre los grupos mas importantes. 242930
Las caracteristicas fisico-quimicas de los pesticidas son considerablemente
diferentes, pueden presentar caracter acido, basico 6 neutro, ser volatiles o no,
poseer diferente polaridad, entre otros. Estos compuestos pueden contener en
su estructura halégenos, fosforo, azufre y nitrégeno que permiten la deteccién
selectiva de estos compuestos. Esta gran diversidad de propiedades

fisicoquimicas causa serios problemas en el desarrollo de métodos analiticos
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universales para la determinacion de residuos, que deberian tener el alcance

mas amplio posible.?”)
3.2. Historia de los pesticidas

El uso de insecticidas data de 4500 afos atras por los sumerios, que utilizaron
compuestos de azufre para controlar insectos y acaros. Escritos de la antigua
Grecia y Roma demuestran que la religion, la magia popular y el uso de lo que
puede denominarse métodos quimicos fueron usados para el control de
enfermedades en las plantas, de las malezas, insectos y plagas de animales.
Como no habia industria quimica, se empleaban productos de origen vegetal o
animal, de facil obtencién o disposicion. Se quemaban materiales, como la
paja, peces, basura, buey o cuernos de animal para que el humo,
preferentemente maloliente, se extendiera a lo largo de la huerta, cultivos y
vifiedos. La planta de tabaco fue utilizada para matar insectos desde 1690,
anos después se descubrid que el principio activo responsable del efecto
insecticida era la nicotina.®®”

Las malezas se controlaron principalmente de forma manual, pero diferentes
"métodos quimicos" como el uso de sal o de agua de mar también se describen
en la antigiiedad.®%3"

El piretro, derivado de las flores secas de Chrysanthemum cinerariaefolium, se
ha utilizado también como insecticida por mas de 2000 afos. El piretro es una
mezcla de cuatro compuestos: las piretrinas | y Il y las cinerinas | y Il. Alrededor
de 1950 con el fin de imitar los efectos del piretro se sintetizaron sustancias
quimicas, de estructura muy similar a las piretrinas que se llamaron piretroides.
Estos compuestos sintéticos se dividen en 4 generaciones. La primera
generacion incluye un solo compuesto, la aletrina. La segunda generacion se
sintetizdé en el periodo del 1965-1973. Algunos ejemplos son la tetrametrina,
resmetrina y bioresmetrina. El fenvalerato y la permetrina son de la tercera
generacion. Estos compuestos poseen gran efecto insecticida y poseen mayor
estabilidad a la luz. La cuarta generacién (bifentrin, A-cihalotrina, cipermetrina,
deltametrina, entre otros) son fotoestables y poseen una baja volatilidad por lo

) (30,32,33

que el efecto residual es mas duradero (Tabla 3 ) En general son
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insecticidas de contacto con un efecto de “knockdown” rapido que combinado
con una toxicidad muy baja hacia mamiferos los hacen de elevada
importancia.®”

Hasta la década de 1940 las sustancias inorganicas, como el clorato de sodio y
acido sulfurico, o los productos quimicos organicos derivados de fuentes
naturales fueron ampliamente utilizados en el control de plagas. Compuestos
organicos, tales como el nitrofenol, clorofenol, la naftalina y aceites de petrdleo
se utilizaron contra las plagas de hongos e insectos, mientras que el sulfato de
amonio y arseniato de sodio se utilizaron como herbicidas.®"

Entre 1930 y 1940 como resultado de investigaciones enfocadas al desarrollo
de armas quimicas surgen los plaguicidas organoclorados que, originalmente
fueron probados en insectos. Uno de los primeros compuestos, el
diclorodifeniltricloroetano (DDT) fue sintetizado por Zeidler en 1874, y sus
propiedades insecticidas fueron descritas por Paul Miiller en 1939 (Tabla 3).°"
El DDT se utilizé por primera vez durante la segunda Guerra Mundial para
proteger a los soldados estadounidenses contra enfermedades transmitidas por
vectores y se comercializo en los EE.UU. en 1945.%% Sin embargo, en 1946 se
informé de la resistencia de las moscas domésticas al DDT debido a su uso
generalizado y su uso indiscriminado que generd una ola de preocupacién
sobre sus efectos en la salud y el ambiente. Estos efectos fueron destacados
por Rachel Carson en 1962 en el libro “primavera silenciosa”, el que, junto al
creciente numero de reportes sobre dafios a plantas y animales hizo que su
uso se restringiera y finalmente se prohibiera.

A partir de ese momento se origind la busqueda de compuestos analogos
menos toéxicos al ser humano, mas efectivos y selectivos hacia las plagas. Asi
surgieron el BHC, aldrin, dieldrin, endrin, clordano, paratién, captan y 2,4-D. El
DDT fue el mas popular, debido a su amplio espectro de accién.®?

A lo largo de la década de 1950, los productores, consumidores y legisladores
no se preocuparon demasiado por los riesgos potenciales que generaba el uso
de pesticidas en la salud y el medio ambiente. Los alimentos eran mas baratos,
y ademas, se creia que la disminucion en el numero de reportes de personas
intoxicadas y muertes implicaba un efecto menos nocivo de estos pesticidas

comparados con los preparados de arsénico. En este periodo se desarrollaron

Pagina | 17



Introduccion

los compuestos organofosforados; en donde el malatiéon fue el primero
reportado como de amplio espectro y baja toxicidad a los mamiferos. Una
ventaja de estos compuestos organofosforados es que una vez aplicados se
degradan rapidamente a productos no téxicos, son de baja persistencia, no se
bio-acumulan en el ambiente y ni en la cadena tréfica como es el caso de los
organoclorados.®”

Otra familia relevante en cuanto a frecuencia de uso son los carbamatos. El
carbaril, uno de los mas representativos de este grupo se ha utilizado como
sustituto del DDT desde el aino 1956, para reducir la contaminaciéon ambiental
ya que se biodegrada rapidamente y no se acumula en el ambiente (Tabla
3).(30)

En el afo 1975 fueron desarrollados los herbicidas de la familia de las
sulfonilureas, por DuPont Crop Protection. Estos herbicidas fueron
comercializados por primera vez en el aio 1982, para su uso en cultivos de
cebada y trigo.

Asi mismo en los afos "80 se introdujo el herbicida glifosato, organofosforado,
actualmente uno de los mas vendidos a nivel mundial. También se comenzaron
a utilizar las imidazolinonas, las dinitroanilinas, los de Ila familia
ariloxifenoxipropionato, ciclohexanodionas, avermectinas, fenilureas, los
triazoles, imidazoles, pirimidina, entre otros.®” Ademas comenzaron a
desarrollarse pesticidas de origen bioldgico como el Bacillus thuringiensis (Bt).
El uso de estos compuestos se ha extendido a nivel mundial, siendo muy
utilizados por su compatibilidad con la tendencia mundial hacia el control de
malezas post-emergencia y de manejo integrado de plagas.®®”

En la década de 1990 las actividades de investigacion se concentraron en la
busqueda de nuevos miembros de familias ya existentes con mayor
selectividad y menor impacto ambiental y toxicologico, introduciéndose nuevas
familias tales como los herbicidas triazolpirimidina e isoxazol, los fungicidas
estrobilurinas y los insecticidas cloronicotinilos, espinosin y diacilhidrazina. Una
familia que ha adquirido elevada relevancia es la de los neonicotinoides, en
donde el imidacloprid es uno de los mas utilizados. Este insecticida fue
introducido en Europa y Japon en los afios 90 y registrado para su uso en

EE.UU. en 1992. Los compuestos pertenecientes a esta familia fueron
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sintetizados tomando como insecticida base a la nicotina.®® Afio a afio se
siguen introduciendo nuevos compuestos, desarrollandose formulaciones mas
seguras y amigables con el medio ambiente, con un aumento de la selectividad
de los productos disefiados y con el fin de evitar la aparicion de

resistencia.®%3"

3.3. Clasificacion de los pesticidas

Los plaguicidas se clasifican en funcion de algunas de sus caracteristicas
principales, como son la estructura quimica y su uso, la vida media y la
toxicidad. De acuerdo a su estructura quimica se nuclean en diversas familias,

la Tabla 3 muestra ejemplos de las familias mas representativas.

Familia Estructura Sustituyente Ejemplo
Cl f Cl
Organoclorados DDT
AT T
Cl
Rs
R1:
/ R, cN Q
Piretroides y Cipermetrina
o R2:-Cl
S R3:-Cl
0
P=S
R1:-CH,CHj,3
R2:-CH,CHj,3
P-O-X
X:
o //s(O) Diazinon
1
Organofosforados \P\ NN
/. oms)—x ﬁ)l\
R>O N/ ~
R1:-H Glifosato
R2:-
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P-CH,-
NCH,COOH
Carbamatos N/ R1: Carbaril
\ R2:-H
Ri—0 Rs R3:-CH;
Ry
)\ R1:-CH,CH;
Triazinas MY R2:-CH-(CIHs), Atrazina
)I\ R3:-Cl
G
R, N Rs
NO, R,
R N R1:-CHs
Dinitroanilina Ry R2:-CH; Pendimetalin
R3:-H
y NO,
Rs
R 5 R1:-Cl
e R2:-Cl
Fenoxiacido on R3:-H 2,4-D
o R4:-H
Ry o]
OCH,
N / |N
R
Z\N \N)\
R1:-COOH
Sulfonilureas R2:-H Metsufurdn
(0] l|\lH
O—=S—=0
Ri< i
. R1:-CH,CH;
COCH,CI
Amidas N/ R2:-CH,OCH. Alaclor
Lo
R, Rs
Sy R1:(CHy),CH-
Fenilureas R2:-H Isoproturén
Rs N o R3:-CHj3
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o\

N R

Neonicotinoides

Imidacloprid

N

Imidazolinonas /k
Ri N

N

Imazapic

COOH

Tabla 3. Estructura y ejemplos de las principales familias de pesticidas.

Segun su finalidad se clasifican en herbicidas, insecticidas, fungicidas,
rodenticidas, nematicidas, acaricidas, bactericidas y otros. En la Tabla 4 se

encuentran listados los grupos mas representativos segun la finalidad de

uso.®

Accion Familia Quimica

Ejemplos

Organoclorados DDT, aldrin, endosulfan, endrin
Organofosforados Diazinon, clorpirifés, malation
Carbamatos Carbaril, carbofuran, propoxur
Insecticida Piretroides Cipermetrina, fenvalerato, permetrina
Neonicotinoides Imidacloprid, tiacloprid, tiametoxam
Compuest(’)s.de origen Rotenona, nicotina
botanico
Derivados bipiridilos Diquat, paraquat
Derivados de triazinas Atrazina, simazina, terbutrin, propazina
. Pirazosulfurén-etil, metsulfurén-metil,
- Sulfonilureas X . . )
Herbicida bensulfurén-metil, azimsulfurén
Imidazolinonas Imazapic, imazaquin, imazapir
Sulfonamidas Penoxulam, piroxulam
Ureas Diuron, linurén, fenurén
Imidazoles Imazalil, procloraz, triflumizol
Ditiocarbamatos Maneb, mancozeb, propineb
Fungicida

Estrobilurinas

Piraclostrobin, azoxistrobin, kresoxim-metil

Triazoles

Tebuconazol, epoxiconazol, triadimefdn,
triadimenol

Tabla 4. Ejemplos de pesticidas segun la familia quimica y modo de accion.
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Segun su vida media, los plaguicidas se clasifican en permanentes,

persistentes, moderadamente persistentes y no persistentes (Tabla 5).

Persistencia Vida media
No persistente De dias hasta 12 semanas Malation, dle_lzmon,
carbaril
Moderadamente persistente De 1 a 18 meses Paration
Persistente De varios meses a 20 afios DDT, aldrin, dieldrin
Productos hechos a
Permanentes Indefinidamente partir de mercurio,
plomo, arsénico

Tabla 5. Clasificacion de los pesticidas segun su persistencia.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los pesticidas segun su
peligrosidad o grado de toxicidad aguda, definida ésta como la capacidad del
plaguicida de producir un dafio agudo a la salud a través de una o multiples
exposiciones, en un periodo de tiempo relativamente corto (Tabla 6).°” La
toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DLsp) o de la concentracién
letal media (CLsg) en determinadas especies animales. Ambos parametros
varian conforme a multiples factores como la presentacion del producto (sélido,
gel, liquido, gas, polvo, entre otras), la via de entrada (oral, dérmica,
respiratoria), la temperatura, la dieta, la edad o el sex0.®” La EPA define a la
toxicidad como el grado al cual una sustancia o mezcla de sustancias puede
hacerle dafio a los seres humanos o animales. Toxicidad aguda se refiere a
efectos peligrosos en un organismo a través de una sola exposicién o una
exposicion a corto plazo. Toxicidad cronica se refiere a la habilidad de una
sustancia o mezcla de sustancias de causar efectos daninos en un periodo de
tiempo extenso, normalmente a través de exposiciones continuas o repetidas a
veces durante toda la vida del organismo expuesto.®®

En nuestro pais los productos fitosanitarios que sean comercializados deben,
segun el decreto 294/2004, presentar la clasificacion toxicologica (basada en la
clasificacion de peligrosidad realizada por el Programa Internacional de
Seguridad Quimica (PISQ) de la OMS segun la Figura 6.°°
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Ia Producto Sumamente <5 <50

Peligroso
b Producto Muy Peligroso 5-50 50-200
" Producto Moderadamente 50-2000 200-2000

Peligroso

) Mas de Mas de
Il Producto Poco Peligroso 2000 2000
U Productos que Normalmente 5000 o mas
no Ofrecen Peligro

Tabla 6. Clasificacion de los pesticidas segun la Organizaciéon Mundial de la Salud,
(Figura adaptada de OMS).®"

Il - Producto Moderadamente Peligroso NOCIVO

U-Productos que Normalmente CUIDADO
no Ofrecen Peligro

Figura 6. Clasificacién toxicolégica segun la OMS, (Figura adaptada de OMS) 7

3.4. Destino de los pesticidas

Se estima que menos del 45% de los pesticidas aplicados alcanza los cultivos y
menos del 0,1% llega al organismo objetivo; el resto se incorpora al medio

ambiente contaminando suelos, agua, aire o simplemente actua sobre un
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organismo no objetivo. Segun sus caracteristicas fisico-quimicas, pueden
persistir por largos periodos en un ecosistema y por esta propiedad de
persistencia, pueden incluso entrar en la cadena alimenticia, sufrir
biomagnificacién y acumularse en tejidos grasos del organismo, llegando a
concentraciones mayores que las que se encuentra en el ambiente.“%#")

Segun el modo o sitio de aplicacién los pesticidas tienen diferentes destinos.
Por ejemplo los que son aplicados por medios aéreos pueden contaminar el
aire y finalmente terminar en el suelo o el agua.**?

De esta forma, el uso inadecuado de los plaguicidas puede alterar la
productividad de los suelos, deteriorar la calidad de los recursos hidricos,
alterar la reproduccion y desarrollo de especies acuaticas y terrestres, asi como
provocar problemas inmunolégicos, neurolégicos, hormonales, e intoxicaciones
en humanos y otros animales. #*#4#)

Aun en las mejores condiciones de uso, los pesticidas generan residuos que
pueden persistir en el ambiente asi como en los alimentos.

Segun el Codex, un residuo de plaguicida es cualquier sustancia presente en
alimentos, productos agricolas o alimentos para animales como consecuencia
del uso de un plaguicida. El término incluye cualquier derivado de plaguicida,
como productos de conversion, metabolitos y productos de reaccion y las
impurezas consideradas de importancia toxicoldgica.?®

La UE define un residuo de producto fitosanitario como una o varias sustancias
que se encuentren en o sobre vegetales o productos de origen vegetal,
productos animales comestibles, o componentes del medio ambiente, que
constituyan los restos de la utilizacion de un producto fitosanitario, incluidos sus

metabolitos y los productos resultantes de su degradacion o reaccion.?®

4. Ecosistema del Cultivo de Arroz

A pesar de que el sistema de cultivo de arroz en nuestro pais es considerado
sustentable la creciente demanda del arroz ha hecho que los cultivos se hayan
ido intensificando. Generalmente la aplicacién de un herbicida en un cultivo de
arroz es seguida por la inundacion del cultivo y, dependiendo de las practicas

agricolas se aplican también fungicidas e insecticidas.
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En funcién del manejo del agua realizado y de las precipitaciones, los
pesticidas pueden persistir hasta su degradacién en el area donde fueron
aplicados o ser transportados fuera del area de cultivo, contaminando otros

%) Por todos estos motivos se debe tener extrema

recursos naturales.'
precaucion en el uso de fitosanitarios ya que por su acumulacion o residualidad
pueden suponer un riesgo no solo para el consumidor, sino también para el
ambiente. Ademas es fundamental generar informacién respecto al impacto
que pueden generar dichos agroquimicos en el ecosistema del arroz, para lo
cual es necesario el desarrollo de metodologias que permitan el analisis de
residuos de pesticidas en matrices representativas de dicho ecosistema como

por ejemplo; suelo, agua y arroz.*”)
41. Suelo

El suelo es un recurso practicamente no renovable debido a que su cinética de
degradacion es rapida y, por el contrario, los procesos de formaciéon y
regeneracion son extremadamente lentos. Se trata de un sistema muy
dinamico que realiza muchas funciones y presta servicios vitales para las
actividades humanas y la supervivencia de los ecosistemas, como son: la
produccion de biomasa; el almacenamiento, el filtrado y la transformacién de
nutrientes y agua; el alojamiento de la reserva de la biodiversidad; la actuacion
como plataforma de la mayor parte de las actividades humanas; la aportacion
de materias primas; la acumulacién de una reserva de carbono y el
almacenamiento del patrimonio arqueolégico y geoldgico.*®

La degradaciéon del suelo o su mejora, tienen un impacto fundamental en la
proteccion de las aguas superficiales y subterraneas, la salud humana, la
proteccién de la naturaleza, la biodiversidad, la agricultura y la seguridad
alimentaria.””® Muchos de los pesticidas utilizados en la agricultura presentan
cierta persistencia en suelo y en general producen una disminucion de la
biodiversidad. Los herbicidas por ejemplo, disminuyen la cantidad de
vegetacion que cubre el suelo, promoviendo la erosién que ocurre entre otros
factores por el viento y el escurrimiento. La erosion afecta la estructura de

suelo y crea un desbalance en su fertilidad.““? Existen principalmente 2 rutas
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por donde estos contaminantes llegan al suelo; mediante la aplicacion de
pesticidas por spray o por la aplicacion de las diferentes formulaciones
directamente en el suelo.*? Asi mismo las diversas practicas de limpieza y
manipulacion de los utensilios y maquinarias utilizadas para dichas
aplicaciones son también una via de contaminacion.

El comportamiento de los pesticidas en el suelo depende de las caracteristicas
de este y estd gobernado por diferentes mecanismos: adsorcion-desorcion,
lixiviacién (leaching), volatilizacién, solubilidad y escorrentia que controlan la
transferencia de estos contaminantes desde el suelo al agua, aire o a los
alimentos.“?*" Ademas estos contaminantes pueden sufrir transformaciones
mediante procesos de degradaciéon quimica y/6 bioldgica.”*’*? Todos estos

procesos se muestran esquematizados en la Figura 7.

. Escurimients | ¥ OLzncion

'
Descomposicién Descomposicion .  Descomposicion

quimica y biologica quimica biclogica

Adsorcion —— Desorcién

Lixiviacion

Figura 7. Posibles mecanismos de transporte y transformacion de plaguicidas en el
ambiente, (Figura adaptada de www.ine.gob.mx).*”

Es importante conocer estos procesos para predecir el destino de un pesticida
en el ambiente. Entre los principales procesos que sufren dichos contaminantes
se encuentran:
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Adsorcion-desorcion: se mide mediante el coeficiente de particion (Koc), que
es la tendencia de los pesticidas a permanecer atrapados a las particulas de
suelo. Valores de K, mayores a 1000 indican una gran atraccion por el suelo y
por lo tanto una baja movilidad, a menos que el suelo se encuentre erosionado.
Valores menores que 500 indican que los compuestos tienden a moverse ya
sea mediante escurrimiento o infiltracion. Aquellos pesticidas que son
adsorbidos por el suelo se encuentran menos accesibles a los
microorganismos por lo que la adsorcién limita tanto su degradaciéon como su
transporte.“"°")

Solubilidad: indica la facilidad con que un pesticida puede ser lavado del
cultivo, penetrar en el suelo o sufrir escurrimiento. Pesticidas cuya solubilidad
es menor que 1 parte por millén (ppm) tienden a permanecer en la superficie
del suelo, en caso de que éste se encuentre erosionado pueden sufrir
escurrimiento.“”

Volatilidad: se expresa a través de la Constante de Henry (H). Un valor de H
alto indica una tendencia a la volatilizacion. La volatilizacion de un
contaminante en general es minima en comparacion con otros procesos como
el escurrimiento y ademas puede disminuir mediante su adsorcion en las
particulas de suelo. A su vez, los pesticidas volatiles pueden re-depositarse en
el suelo por accion de la lluvia. La tasa de volatilizacibn depende de las
caracteristicas del suelo y de factores ambientales como la temperatura, la
humedad y el viento.*"

Escorrentia (runoff): es el movimiento del agua en una superficie inclinada y
ocurre cuando la cantidad de agua presente es mayor a la que es capaz de
penetrar en el suelo. Aquellos pesticidas solubles en el agua o unidos a
particulas de suelo erosionado pueden ser movilizados mediante este
mecanismo contaminando arroyos y lagos, pudiendo terminar en aguas
superficiales, afectando a plantas y animales, o en aguas subterraneas.*?
Lixiviacion (leaching): es el movimiento de los pesticidas a través del suelo.
Este proceso esta influenciado por las caracteristicas del suelo, del pesticida y
factores climaticos como la lluvia. Una alta solubilidad del pesticida en agua y
bajo Ky, lluvias luego de su aplicacion y suelo arenoso aumentan la

probabilidad de que ocurra lixiviacion.®?
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Degradacion: es fundamental para atenuar la concentracion de pesticidas en
suelo. Puede producirse por factores bioticos o abidticos y depende de las
caracteristicas del pesticida y de las propiedades fisico-quimicas vy
microbiolégicas del suelo.?

La biodegradacion es el resultado del metabolismo microbiano de compuestos
organicos para formar metabolitos que difieren en la estructura y propiedades
téxicas del compuesto original. Ocurre cuando hongos, bacterias u otros
microorganismos del suelo usan pesticidas como fuente de carbono y energia.
El contenido de materia organica, temperatura, humedad, aireacion y pH
afectan este proceso.®

La degradacién quimica ocurre por diferentes reacciones tales como
ionizacion, relacionada con el pH del suelo, hidrélisis o procesos de oxidacion-
reduccion. Ademas las sustancias organicas como los pesticidas pueden sufrir
procesos de foto-degradacion en hojas, suelo, agua y aire dependiendo de
algunos factores tales como: intensidad de la luz solar, tiempo de exposicion,

propiedades del pesticida y modo de aplicacion.®%?

4.1.1. Caracteristicas del suelo
4.1.1.1. Textura

La textura y estructura del suelo juegan un factor primordial en el trasporte de
los pesticidas en el ambiente. La textura de un suelo representa el porcentaje
en que se encuentran los elementos que lo constituyen; arena gruesa, arena
media, arena fina, limo y arcilla.®® Suelos de textura fina poseen una mayor
area superficial y menor permeabilidad y por lo tanto otorgan mayores tiempos
de contacto y mayor area de adsorcion. Suelos con alto contenido en arcilla,
con pequeno tamafo de poro y una gran area superficial pueden presentar una
ventaja al momento de atenuar la concentracion de pesticidas. Suelos muy
arenosos permiten que el agua se desplace muy facilmente, no retienen a los
pesticidas y ademas no contienen tantos organismos como para que ocurra

(41)

degradacion. El contenido de materia organica también condiciona Ila

adsorcion de un contaminante y el nivel de actividad bioldgica en el suelo.®
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A partir del triangulo textural de los suelos representado en la Figura 8 y
conociendo el porcentaje en limo, arcilla y arena se puede tener una

aproximacion de la textura de un determinado suelo.®®®
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Figura 8. Diagrama textural de suelo.®”

4.1.1.2. pH

La adsorcion de un pesticida en el suelo no solo depende de la naturaleza
quimica del compuesto sino también del pH del suelo. Un aumento del pH hace
que los pesticidas débilmente acidos se ionicen y sufran repulsion con las
particulas de suelo cargadas, disminuyendo asi la adsorcion.“*%® La adsorcion
de contaminantes organicos alcanza un maximo a valores de pH cercanos al
pKa del compuesto. Si el pH del suelo es mayor que el pKa de los pesticidas,
estos se encontraran como moléculas neutras y el proceso de adsorcion estara
gobernado por fuerzas del tipo puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals

e interacciones hidrofébicas.*? Pero este proceso practicamente no tiene
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relevancia comparada con las reacciones de intercambio cationico, por lo que

la adsorcién de los pesticidas es escasa favoreciendo su movilidad. %9

4.1.1.3. Legislacion sobre proteccion del suelo

La Unién Europea en julio de 2002 crea el VI programa de accién comunitario
en materia de medio ambiente (Decision No 1600/2002/CE).®® Uno de los
objetivos de este programa es contribuir a un alto nivel de calidad de vida y
bienestar social para los ciudadanos, proporcionando un medio ambiente en el
que los niveles de contaminacién no tengan efectos perjudiciales sobre la salud
humana y el medio ambiente fomentando un desarrollo urbano sostenible.
Presta especial atencién a la prevencién de la erosion del suelo, su deterioro y
contaminacion para lograr su uso de forma sostenible. Los objetivos y ambitos
prioritarios de actuacion sobre el medio ambiente, la salud y la calidad de vida
estan enmarcados en lograr un uso mas sostenible de los plaguicidas de forma
de proteger las cosechas asi como lograr una importante reduccion de los
riesgos asociados a su uso. Plantea, siempre que sea posible, la posibilidad de
sustituir aquellos plaguicidas persistentes, toxicos o que sufren bio-
acumulacion, por otros menos peligrosos. Fomenta practicas agricolas que
impliquen un uso reducido de plaguicidas o que no los utilicen, promoviendo la
utilizacién de codigos de buenas practicas.®®

En nuestro pais la Ley 15.239 rige la conservacion del suelo y aguas en donde
se declara de interés nacional promover y regular el uso y la conservacion de
los suelos y de las aguas superficiales destinadas a fines agropecuarios.®”
Ademas establece que el Estado debe prevenir y controlar la erosidén vy
degradacion de los suelos, las inundaciones y la sedimentacién en cursos de
agua, en los lagos y lagunas naturales y artificiales. En el Decreto 405/08,%9
con el fin de lograr una conservacion, uso y manejo adecuado del suelo y del
agua se establece que dadas las nuevas tendencias en el uso intensivo del
suelo algunas practicas se consideran inadecuadas, por ejemplo para el caso
de siembra directa se considera inadecuado: 1)- aplicacidon de herbicidas en los
desagues naturales del terreno; 2)- aplicacién de herbicidas fuera del area del

cultivo, como caminos y franjas contra los alambrados; 3)- aplicacion de
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herbicidas en predios linderos y caminos o rutas de jurisdiccion departamental
0 nacional.

Tanto en la Unién Europea como en nuestro pais existen reglamentaciones con
el fin de conservar la calidad del suelo, principalmente en cuanto a la erosion y
degradacion, pero no establecen una lista de sustancias que podrian
considerarse contaminantes en suelo ni las concentraciones maximas

admisibles de dichos contaminantes.
4.2. Agua

Las mayores concentraciones de productos quimicos agricolas en agua
resultan en general de procesos de percolacion, escorrentia o filtracion de
contaminantes a través del suelo, 6 simplemente, pueden desviarse fuera de
los cultivos cuando son aplicados por spray. Ademas el proceso de erosion del
suelo, contribuye con la presencia de los pesticidas en los cursos de agua. Los
principales factores que favorecen la presencia de los pesticidas en el ambiente
son: tipo de suelo, clima, la presencia/ausencia de un cultivo, el método de
aplicacion del pesticida, la distancia que existe entre el punto de aplicacion y
los cursos de agua y las propiedades fisico-quimicas de los pesticidas, en
particular su solubilidad en agua.®#?

El agua subterranea puede ser contaminada por la lixiviacion de los
agroquimicos a través de suelos muy agrietados y erosionados.

Por otro lado las aguas superficiales son particularmente propensas a la
contaminacion por malas practicas agricolas, tales como la disposicion
inadecuada de exceso de productos quimicos, el vertido del agua del lavado

%) Generalmente los

del equipo de aplicacion y derrames accidentales.
agroquimicos se aplican directamente en las plantas (pulverizacion foliar, etc.)
o en el suelo, y las concentraciones en las aguas superficiales dependera de
factores tales como las tasas de aplicacién (incluyendo sobre aplicaciéon y mala
aplicacion), caracteristicas del suelo, el clima (en particular lluvia) y el sistema
de riego.®”

El riego y el drenaje pueden desempefar un papel importante en el transporte

de contaminantes desde su origen hasta los cursos de agua. También pueden
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afectar la calidad del agua subterranea mediante la alteracién del equilibrio del
agua y las sales del suelo, que a su vez cambia sus caracteristicas fisico-
quimicas, produciendo la lixiviacibn de sustancias quimicas a través del
suelo.®

Varios programas de monitoreo de agua han reportado la presencia de

pesticidas, ya sea en aguas superficiales como subterraneas.®”
4.2.1. Agua en el ecosistema del arroz

En diferentes zonas donde se cultiva arroz (UE, Trépico, Asia) se ha
identificado a este cultivo como uno de los principales agro-ecosistemas que
contribuyen con la contaminacion por pesticidas al medio ambiente. Esto se
atribuye a las relativamente grandes cantidades de plaguicidas aplicados en el
cultivo y a la practica comun de drenar el agua del arroz en los canales de riego
que eventualmente fluyen al sistema de agua dulce y luego al medio marino.®”
En los campos de arroz en particular, los herbicidas aplicados se dispersan
muy facilmente, ya sea por el drenando o por escurrimiento, terminando en los
canales de riego o pequefios rios y arroyos que finalmente vierten a cursos de
agua de mayor tamafo. Ademas es importante destacar que la practica de
inundacion de los suelos usados para el cultivo de arroz ha resultado en
cambios significativos en las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas del
suelo, que a su vez ejercen una influencia importante en la persistencia de los
plaguicidas aplicados en el campo de arroz.®”

Asi mismo, los campos de arroz inundados, se han convertido en el habitat de
una variedad de especies que han adaptado su ciclo de vida a este cultivo.
Incluso varios de estos organismos desempefian una funcion importante como
agentes de control bioldgico de vectores y plagas, conservando asi el equilibrio
del ecosistema que, en muchos casos, no requiere la aplicacion de
insecticidas.®® Existen pocos estudios especificos sobre los efectos de los
pesticidas en los organismos acuaticos presentes en el ecosistema del cultivo
de arroz, pero algunos autores denuncian una disminucién en la cantidad de

organismos acuaticos en los Ultimos afios, principalmente en Asia.®?
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En 2005, el 8% de los plaguicidas que se utilizan comunmente se encontraban
por encima del valor umbral establecido.®® Diversos estudios a nivel mundial
reportaron la presencia de contaminacion por pesticidas tanto en aguas
superficiales y subterraneas, en zonas ocupadas por la horticultura intensiva,
como los cultivos de arroz y otro tipo de cultivos, algunos incluso excediendo

los limites establecidos.®"%%
4.2.2. Legislacion sobre proteccion del agua

Desde los afios 70 la Union Europea ha llevado a cabo una expansion y
reestructuracion de su politica en materia de agua. Las primeras legislaciones
referentes al agua surgieron en los afios 1970 y 1980, con el objetivo de lograr
niveles de calidad aceptables para ciertos tipos de agua como la de bafo
(Directiva 76/464/CEE) ©®¥ y la destinada al consumo humano, (Directiva
80/778/CEE) ¥ que establece una concentracion maxima de un pesticida de
0,1 ug/L excepto para aldrin, la dieldrin, el heptacloro y el heptaclorepéxido
cuya concentracion maxima es de 0,03 pg/L. Ademas establece que la
concentracion total de los pesticidas presentes no puede ser mayor de 0,5
Mg/L. Esta ley es derogada en el afo 1998 y actualmente esta en vigencia la
Directiva 98/83/CE.®”

En los afios 90 surgido la Directiva 91/271/EEC de Aguas Residuales
Urbanas.®” En el afio 2000 surge la Directiva Marco del Agua (Directiva
2000/60/EC)"®®, reemplazada en el afio 2008, por la Directiva 2008/105/EC.(%
Esta directiva establece un nuevo régimen para la prevencion y el control de la
contaminacion quimica de aguas superficiales y subterraneas, incluyendo
estuarios y aguas costeras. Su objetivo primordial es prevenir el deterioro del
agua, promover el uso y consumo sostenible, basado en una proteccion del
recurso a largo plazo y contribuir a ofrecer agua con una calidad (ecoldgica y
quimica). Paralelamente, en el ano 2001 se aprueba la primera lista de
sustancias prioritarias, Decision 2455/2001/CE,"” en la que figuran 33
sustancias o grupos de sustancias. Esos contaminantes se han clasificado
como “sustancias prioritarias” y son un numero limitado de contaminantes

quimicos cuya presencia en las aguas superficiales de la UE se considera
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especialmente preocupante por su gran uso asi como por las altas
concentraciones que se registran en rios, lagos y aguas costeras.!”? Hay
ademas, una subcategoria de “sustancias peligrosas prioritarias”, a las que se
aplican objetivos ambientales mas estrictos por su gran persistencia, bio-
acumulacion y toxicidad. Esta lista incluye varios tipos de contaminantes de los
cuales 7 son pesticidas. Y ademas establece otros pesticidas como el
bentazone, el glifosato y uno de sus metabolitos (AMPA), el dicofol y el
mecoprop que continlan en consideracion como potenciales sustancias
prioritarias.”” La concentracion maxima establecida para estas sustancias
prioritarias se encuentra en la Tabla 7. Ademas en el 2006 surge la Directiva
2006/118/EC " con el fin de proteger las aguas subterraneas en la que se
establecen los limites maximos de nitratos y de residuos de pesticidas. En esta
directiva se exige una concentracion maxima de 0,1 ug/L para cada pesticida
individual y una concentracion maxima de 0,5 ug/L para la suma de los

pesticidas detectados en una muestra.

AA-EQS
(aguas

MAC-EQS
(aguas
superficiales
continentales)

AA-EQS
(otras aguas
superficiales)

MAC-EQS
(otras aguas
superficiales)

superficiales
continentales)

Alaclor 0,3 0,3 0,7 0,7
Atrazina 0,6 0,6 2,0 2,0
Clorfenvinfés 0,1 0,1 0,3 0,3
Clorpirifos- 0,03 0,03 0,1 0.1
etil
Aldrin
'?E'ﬁg"r:'n“ 50,01 50,005 No aplicable  No aplicable
Esodrin
DDT (total) No aplicable 0,025 0,025 No aplicable
p-DDT 0,01 0,01 No aplicable No aplicable
Diurén 0,2 0,2 1,8 1,8
Endosulfan 0,005 0,0005 0,01 0,004
Isoproturén 0,3 0,3 1,0 1,0
Simazina 1 1 4 4
Trifluralina 0,03 0,03 No aplicable No aplicable

Tabla 7. Lista de sustancias prioritarias en agua y sus concentraciones expresadas en
Mg/L, Decision 2455/2001/CE; AA: Promedio Anual (del inglés, Annual Average); EQS:
Estandares de Calidad Ambiental (del inglés, Environmental Quality Standars); MAC:
Concentracion Maxima Admitida (del inglés, Maximum Allowable Concentration).
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En Estados Unidos la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) es la
responsable de la calidad del agua subterranea, superficial y del agua potable.
En este sentido en los afios 90 surgié la Regulacion Nacional para Agua
Potable (National Primary Drinking Water Regulations), en donde se establecen
niveles maximos de contaminantes (MCL) en agua potable para casi 100
sustancias organicas e inorganicas, entre ellos 20 pesticidas.(72) Ademas
existen algunas leyes relacionadas con pesticidas que intentan evitar la
contaminacion de aguas subterrdneas como por ejemplo la Ley Federal de
Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas, que autoriza a la EPA para controlar la
disponibilidad de los plaguicidas que tienen la capacidad de filtrarse en las
aguas subterraneas.'”® Por otro lado la EPA define los criterios de calidad de
las aguas superficiales recomendados a nivel nacional para la proteccién de la
vida acuatica y la salud humana en alrededor de 150 contaminantes. Estos
criterios se publican de conformidad con la Ley de Agua Limpia (CWA) y
proporciona una guia de calidad del agua para los diferentes estados de
EE.UU.

En nuestro pais, en el afo 1979 se establece el Decreto 253/79 (75

) que por un
lado clasifica los cursos de agua del Pais en 4 clases:

Clase 1: Aguas destinadas o que puedan ser destinadas al abastecimiento de
agua potable.

Clase 2: a) Aguas destinadas al riego de frutas y hortalizas u otros cultivos
destinados al consumo humano, cuando el riego produce el mojado del
producto.

b) Aguas destinadas a recreacion por contacto directo con el cuerpo humano.
Clase 3: Aguas destinadas a la preservacion de los peces y de otros
integrantes de la flora y fauna hidrica, o aguas destinadas al riego de cultivos
cuyo producto no se consume en forma natural.

Clase 4: Aguas correspondientes a los cursos que atraviesan zonas urbanas o
suburbanas que mantengan una armonia con el medio, o aguas destinadas al
riego de cultivos cuyos productos no son destinados al consumo humano en
ninguna forma.

Por otro lado establece parametros de calidad y estandares de forma de

evaluar la calidad del agua, tal como el nivel de téxicos organicos en el agua
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clase 1, 2a, 2b, y 3 donde se incluyen: aldrin, dieldrin, clordano, DDT,
endosulfan, endrin, heptacloro y heptacloro epoxi, mirex, 2,4-D, lindano,
metoxicloro, 2,4,5-T, 2,4,5-TP y paration en concentraciones desde 0,001-10
Mg/L. Dicho decreto le da la potestad al Ministerio de Vivienda, Ordenamiento
Territorial y Medio Ambiente (MVOTMA) de modificar la lista de dichos toxicos
organicos segun su uso.

Con respecto al agua potable, en el capitulo 25 del Reglamento Bromatoldgico
Nacional, Decreto 315/99 ") se admite una concentracién maxima de
pesticidas de 0,5 ug/L. En el 2011, tomando en cuenta los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la EPA, surge el decreto 375/011 en
el cual se modifica el Reglamento Bromatolégico Nacional en su seccion 1:
Aguas. En el decreto 375/011 se re-definen los parametros del agua potable y
sus valores maximos admitidos, los cuales estan establecidos en la NORMA

UNIT 833 y se presentan en la Tabla 8.9

2,4-D 30 Dimetoato 6
2,4 DB 90 Endrin 2
2,4,5-T 9 Fenoprop 9
Glifosato +
Alaclor 20 AMPA 700
Aldrin y Dieldrin 0,03 Lindano 2
Atrazina 3 Metoxicloro 20
Clorotolurén 30 Molinato 6
Clorpirifos 30 Permetrina 20
DDT (total de 1 Trifluralina 20
isbmeros)
Diclorprop 100 Simazina 2

Tabla 8. Valores Maximos Permitidos, Norma UNIT 833:2008."%

4.3. Arroz

4.3.1. Origen e historia

El arroz es uno de los cultivos mas antiguos. Se domesticé hace miles de afos
en Asia y en Africa. Se extendié por China y por toda Asia 3.000 afios antes de
nuestra era. Europa lo conocié durante la conquista de la India.”® En Espafia

fue difundido hace mas de 6 siglos por los arabes y con el descubrimiento de
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América se extendié a ltalia, Centro y Sudamérica. En Estados Unidos su
cultivo se desarrolld alrededor del afio 1685 en Carolina del Sur a partir del
trabajo de los esclavos negros que llegaban de Africa.®”

Durante siglos, el arroz ha marcado la cultura y los habitos alimenticios, casi
todas las culturas tienen su propio estilo de consumir arroz que de hecho,

forman parte del patrimonio cultural mundial.®”
4.3.2. Especies de arroz

Estudios recientes reconocen cerca de 15 especies de arroz, pero todas las
especies cultivadas pertenecen a dos especies: la variedad asiatica: Oryza sativa
y la africana Oryza glaberrima.

Oryza sativa proviene del Extremo Oriente al pie del Himalaya. A partir de ella
se originan 2 subespecies, la O. sativa var. japonica y la O. sativa var. indica.
La gran mayoria de las variedades que se cultivan pertenecen a esta especie,
que se caracteriza por su plasticidad y por su cualidad gustativa. Actualmente
los cultivos de Oryza sativa se obtienen a través de cruzamientos vy
combinaciones inter-raciales y se distribuyen por todo el mundo.®

La variedad africana, Oryza glaberrima, es una especie anual originaria de
Africa occidental, desde el delta central del Niger hasta Senegal y presenta una

menor diversidad.®®
4.3.3. Tipos de cultivo

Segun el Instituto Internacional de Investigacion de Arroz (IRRI) existen 4 tipos
de cultivo: arroz de riego, arroz de secano en “tierras altas”, arroz de secano en
“tierras bajas” ¥ y arroces flotantes o inundados, capaces de vivir a una cierta
profundidad en el agua y que se encuentran en sitios de Asia como en
Bangladesh, delta del Mekong, etc. La altura de la planta puede variar desde
0,4 a 5 m en algunos arroces flotantes. #"%?

El arroz de riego provee el 75% de la produccidn mundial y cubre
aproximadamente la mitad del area de arroz cosechada a nivel mundial,

incluyendo América, Europa, Australia y parte de Asia y Africa. En este sistema

Pagina | 37



Introduccion

el agua es mantenida en una capa de 2,5-15 cm dependiendo de su
disponibilidad. Las variedades apropiadas para el cultivo de riego son de
pequefo tamano, muy sensibles a la oferta de N, resistentes a muchas pestes
y con un alto potencial de rendimiento.

El arroz de secano de tierras bajas se cultiva principalmente en la orilla de los
rios una vez que finaliza la estacion de lluvias y las aguas se retiran. Esta
forma de cultivo se desarrolla en general en areas de clima adverso y de tierras
poco fértiles. Como consecuencia, los rendimientos son variables, y en general,
bajos. El cultivo de arroz de secano representa aproximadamente el 13% de la
superficie cosechada en el mundo y el 4% de la produccion mundial de arroz.
El cultivo en tierras altas, esta presente en algunos paises africanos y asiaticos
y en Brasil donde el cultivo en seco representa mas del 50% del total de la
superficie dedicada al arroz.*¥)

El cultivo de arroz inundado cubre un 7% del area de arroz cultivada,
encontrandose en el Sur y Sudeste Asiatico (Bangladesh, Tailandia, Camboya,
Sumatra), en Africa del Oeste y en América del Sur. Los rendimientos son
bajos, principalmente debido a los riesgos climatologicos (sequias e
inundaciones) y al bajo potencial de produccion de cultivares tradicionales

plantados con pocos insumos.®

4.3.4. Requerimientos edafoclimaticos
4.3.4.1. Clima

Se trata de un cultivo subtropical y tropical, pero también se puede cultivar en
climas templados y mediterraneos. Se cultiva desde el nivel del mar hasta los
2500 metros de altitud.**"5%

4.3.4.1.1. Temperatura
El arroz necesita para germinar un minimo de 10-13°C, considerandose su
optimo entre 30-35 °C. La temperatura minima a la cual pueden desarrollarse el

tallo, las hojas y raices es 7 °C, siendo la temperatura éptima 23 °C.“" A

temperaturas superiores las plantas crecen mas rapidamente, pero los tejidos
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se hacen demasiado blandos e inconsistentes, siendo mas susceptibles a los

ataques de enfermedades.##"-8

4.3.4.2. Suelo

El cultivo tiene lugar en una amplia gama de suelos, desde arenosos a
arcillosos.”” El contenido de materia organica es muy variable, desde un
minimo de 0,5% hasta un maximo de 14%. En general en los suelos profundos
se obtiene un mayor rendimiento que en suelos que poseen capas en donde el
agua y los nutrientes fluyen poco. Los suelos arcillosos con alto contenido en
limo son adecuados ya que se caracterizan por la lenta percolacion del agua.(4)
El pH de los suelos en donde se cultiva el arroz es muy variable. En Italia por
ejemplo es acido (pH 4,5-6,8) mientras que en Francia, el suelo es rico en
material calcareo y el pH se encuentra en el rango de 7,5-8,5. La mayoria de
los suelos tienden a cambiar su pH hacia la neutralidad pocas semanas
después de la inundacion. El pH de los suelos acidos aumenta con la

inundacion mientras que para los suelos alcalinos ocurre lo contrario.*#/:89

4.3.5. Morfologia y taxonomia

El arroz (Oryza sativa, L.) es una planta monocotiledénea perteneciente a la
subfamilia Poaceae de la familia de las gramineas.””’ Es una planta herbacea,
anual, posee muchas variaciones, pero generalmente es de vida corta, con una
vida media de 3-7 meses, dependiendo del clima y la variedad. La planta esta
constituida por las siguientes partes:

-Raices: delgadas, fibrosas y fasciculadas con dos tipos de raices: las
seminales temporales, y las raices adventicias secundarias que emergen
posteriormente (Figura 9 a).("838%

-Tallo: erguido, cilindrico y glabro, de 60-120 cm de longitud, formado de
entrenudos de diferente longitud, limitados por nudos. La altura de la planta de
arroz esta determinada por la longitud y numero de los entrenudos, que son

caracteres varietales definidos (Figura 9 b).*”
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-Hojas: alternas, envainadas, con el limbo lineal, agudo, largo y plano. Su
longitud es variable. En una hoja completa se distinguen: la vaina, el cuello y la
lamina. (Figura 9 c). (478384)

-Flores: de color verde blanquecino, en espiguillas.*” Su conjunto constituye
una panicula grande, terminal, estrecha y colgante. La espiguilla es la unidad
basica de la inflorescencia y esta unida a las ramificaciones por el pedicelo.
Una espiguilla consta de dos lemas estériles, la raquilla y la florecilla. Las
lemas estériles envuelven la flor por debajo de la raquilla, el eje que sostiene la
flor. Las bracteas llamadas glumas son: la lema y la palea. Estas bracteas
superiores posteriormente formaran la cascara de la semilla (Figura 9 d y
e)_(83,84)

-Grano de arroz: es un ovario maduro, seco e indehiscente. Consta de la

cascara formada por la lema y la palea con el embrién, situado en el lado
ventral de la semilla cerca de la lema, y el endospermo, que provee alimento al
embridn durante la germinaciéon. Debajo de la lema y la palea hay tres capas de
células que constituyen el pericarpio; debajo de éstas se encuentran dos
capas, el tegumento y la aleurona. El grano de arroz descascarado es una
caridépside; se conoce con el nhombre de arroz integral que aun conserva el

pericarpio de color marrén rojizo o purpura (Figura 9 f).(47:838%

estambre

egumento

estilo
percarpio

aleurona

lemas estériles

Figura 9. Morfologia y Taxonomia de la planta de arroz. a. raiz, b. tallo, c. hoja, d. y e.
flor, f. grano.
(Fotografias adaptadas de http://webapp.ciat.cgiar.org/riceweb/morphology.htm)®)
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4.3.6. Variedades de arroz

A lo largo de la historia se ha intentado clasificar las diferentes variedades de
arroz cultivadas en el mundo con el fin de facilitar su estudio. La mayoria de las
clasificaciones han sido en base a los caracteres externos del grano, pero
debido a que por diferentes factores edafoclimaticos se originan un gran
numero de variedades, agruparlas segun los caracteres externos del grano no
ha sido util. Otras formas de clasificacién han sido: segun las necesidades del
cultivo, en “acudticas o de llanura” y de “secano o montafia”, o en funcion de la
presencia o ausencia de barbas.”” Teniendo en cuenta las dificultades que
implica la clasificacion segun los caracteres botanicos de la planta, EE.UU.
clasifica el grano segun el tipo de arroz producido:

-De grano largo: los granos tienen una longitud media, superior a 6 mm y una
razon longitud/ancho superior a 3 mm.

-De grano semi-largo o medio: los granos tienen una longitud media
comprendida entre 5,2-6 mm y una razon longitud/anchura inferior a 3 mm.

-De grano redondo: los granos tienen una longitud inferior o igual a 5,2 mm y

una razon longitud/anchura inferior a 2 mm."®
4.3.7. Procesamiento del arroz

Cuando el arroz es cosechado, posee una cascara no comestible que protege
al grano. Ademas, contiene un 19-23% de humedad, lo que lo hace vulnerable
al ardido si no es secado rapidamente. El grano ingresa a la planta industrial
humedo y sucio. En la planta de secado se eliminan en una primera instancia la
paja y otros elementos extrafios. Este grano limpio ingresa al secador, en
donde se seca hasta un 13% de humedad, que es el porcentaje adecuado para
almacenarlo o pasarlo a molino, segun las necesidades. En esta etapa el arroz
se llama arroz paddy. El arroz paddy sufre diferentes procesos dependiendo
del producto que se desee obtener. %

A continuacién se realiza un proceso primario de molienda que incluye el
pelado y la remocion de las capas externas de salvado mediante una

descascaradora que elimina la cascara, mediante la friccion de rodillos de
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goma. El arroz obtenido en esta etapa del proceso se llama arroz integral o
cargo, con el afrechillo cubriendo el grano. El arroz cargo es procesado por
pulidoras que pulen los granos mediante la friccion de los mismos con presion
en rodillos de piedra o de acero para eliminar los restos de afrechillo y producir
arroz blanco o pulido.®® Este proceso requiere de sumo cuidado, para prevenir
una excesiva rotura y asi mejorar el rendimiento.

El arroz parboiled, se produce a partir del arroz paddy, al cual es remojado y
precocinado al vapor, evitando que la humedad no exceda el 40%.% El arroz
es luego secado y siempre en la forma paddy se realiza un proceso de pre
molienda para remover la cascara y el salvado.

Durante el procesamiento del arroz se obtienen diferentes subproductos, arroz

medio grano (quebrado), afrechillo, cascara (Figura 10), dependiendo de la

efectividad del proceso de molienda. Estos subproductos poseen diferentes
(85)

fines, tales como: alimento para ganado y horticultura, entre otros.

Limpieza y
secado

—

Eliminacién de la cdscara dura

Vaporizacién y s

Eliminacién del salvado (cascarilla interna)

Pulido

Arroz medio
grano

Figura 10. Principales productos que se obtienen durante el procesamiento del arroz.
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4.3.7.1. Composicion del arroz paddy y los principales productos
luego de su procesamiento

El arroz paddy esta formado por un 18-28% de cascara y el resto es arroz
integral. La cascara esta compuesta por un 20% de silice y un 9-20% de lignina
que le otorgan proteccion fisica frente al ataque de insectos y hongos, hasta un
6% de cutina que cubre las capas externas de la cascara, carbohidratos como
celulosa, fibra cruda y hemicelulosa. No contiene almidén y el contenido de
proteinas y lipidos es bajo. Ademas contiene, alcoholes, esteroles, compuestos
fendlicos, vitaminas y minerales.®

El arroz integral obtenido luego del pelado esta formado por un 3% de salvado
de arroz, 4% germen (que es lo que le otorga el color) y un 93% de
endospermo. El interior del grano, de color blanco, es el arroz blanco.®)

El salvado de arroz es una excelente fuente de proteinas (12-15%) y lipidos
(15-20%), ademas contiene celulosa y hemicelulosa y un alto contenido en
vitaminas.

Ademas, tanto el arroz paddy como el integral poseen a-caroteno, luteina y
licopeno, estos carotenoides no se encuentran presentes en el arroz blanco.®
Una vez removidas las capas de salvado y el germen y luego del pulido, se
obtiene el arroz blanco. Este esta compuesto enteramente por el endospermo,
con un contenido de hasta un 90% de almidén en base seca, hasta un 11% de
proteinas y un bajo contenido de lipidos y fibra cruda (alrededor de 0,3-0,5%).
Los principales minerales son el fosforo y el potasio y niacina, inositol, y colina
las tres principales vitaminas. La Tabla 9 muestra los principales componentes
del arroz paddy (en porcentaje) y de los diferentes productos luego de su

procesamiento.®)

Componente (%) Arroz _ Arroz Arroz Cascara Salvado
paddy integral blanco (afrecho)
Carbohidratos 64-73 73-87 77-89 22-34 34-62
Proteina 5,8-7,7 4,3-18,2 4,5-10,5 2,0-2,8 11,3-14,9
Ceniza 2,9-5,2 1,0-1,5 0,3-0,8 13,2-21 6,6-9,9
Lipidos 1,5-2,3 1,6-2,8 0,3-0,5 0,3-0,8 15-19,7
Fibra cruda 7,2-10,4 0,6-1,0 0,2-0,5 34,5-45,9 7,0-11,4

Tabla 9. Composicion quimica de los diferentes productos obtenidos durante el
procesamiento del arroz. Porcentajes calculados en base a un 14% de humedad del
grano.
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4.3.8. Particularidades del cultivo

Las practicas de cultivo varian segun la region. En los paises tropicales de Asia
durante afios, los campos de arroz se han cultivado todos los afos al menos
una vez al afo, incluso, si el agua es suficiente se realizan dos cultivos
anuales.® Esta practica de cultivo ha dafiado mucho los suelos, por lo que los
rendimientos son bajos. En Japdn, los campos de arroz se cultivan cada afio
con la particularidad de que se rota el sistema de fertilizacién y el manejo del
agua es adecuado, lo que permite obtener buenos rendimientos en los cultivos.
En paises como Espafa, Italia, y Portugal hasta los afios 60 se aplicé el
sistema de rotacidon de cultivos con pasturas, trébol o alfalfa, aplicando altas
cargas de fertilizantes. Pero luego de la revolucion industrial, se redujeron
ampliamente los recursos humanos y por lo tanto se redujo la rotacién de
cultivos, imponiéndose el sistema de cultivo convencional.””” En EE.UU. el
sistema de cultivo suele variar con el tipo de suelo y con las condiciones
econdmicas que afectan la oferta y la demanda del arroz. En nuestro pais
como se comentd anteriormente se aplica un sistema de rotacion con pasturas

e integrado con la produccion ganadera.®?
4.3.8.1. Preparacion del terreno

El cultivo de arroz comienza con la preparacion del terreno que va a ser
sembrado, esta etapa se conoce como laboreo del suelo. El laboreo se realiza
justo antes de la siembra con el fin de dejar el terreno lo suficientemente
disgregado.*”

En los suelos arroceros de tierras hUumedas o secas, el laboreo depende de la
técnica de establecimiento del cultivo, de la humedad y de los recursos
mecanizados. En los paises de Asia tropical, la mayor parte del laboreo se
realiza de forma manual. EI método tradicional de labranza para el arroz de
tierras bajas es el arado y la cementacion, siendo este ultimo muy importante,
pues permite el facil trasplante de la planta.

Los campos de arroz deben ser drenados cuando la plantula de arroz esta

emergiendo del suelo y nuevamente, cuando el cultivo esta listo para ser
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cosechado. Ademas se ha demostrado que la nivelacién de la tierra es
rentable, ya que la tierra nivelada es mas facil de drenar y regar.®”

En nuestro pais, desde mediados del otofio en adelante se realizan las labores
de arado y rastreado empleando tractores de alta potencia y rastras excéntricas
pesadas. Estas labores tienen como objetivo que los equipos trabajen mejor en
las condiciones del terreno (enero-febrero), para comenzar la siembra en fecha

(octubre-noviembre) y lograr un riego y control de malezas mas eficiente.’®
4.3.8.2. Siembra

En Uruguay, el arroz se siembra en suelo seco, en lineas o al voleo como
cualquier cereal.” En la Tabla 10 se recogen los distintos métodos de siembra
utilizados segun el tipo de cultivo del arroz, asi como la correspondiente altura
maxima del agua del arrozal.*”

La cantidad de semilla empleada debe dar lugar a un cierto numero de
tallos/m?, después del ahijamiento, que sea el éptimo productivo para cada
variedad y que produzcan espigas que maduren lo mas uniformemente posible.
El mayor numero de tallos principales produce una mayor sensibilidad al
encamado, pero asegura una maduraciéon mas homogénea de las espigas. En
todo caso, es aconsejable aumentar la dosis de semilla, especialmente en
siembras tempranas. La dosis media de siembra seria de 140-180 kg de
semilla por ha.(®?

En otras regiones del mundo se siembra arroz pre-germinado en el agua o
incluso se trasplantan plantines de arroz. La mayoria de los problemas durante
la siembra estan asociados a la temperatura ambiente, ya que ésta debe estar
por encima de los 10 °C para evitar la interrupcién de la germinacion y
problemas en las cantidades de fertilizantes que pueden estimular el

crecimiento de malezas.
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Profundidad

Tipos de cultivo del arroz Método de siembra méxima del agua
Arroz de tierras bajas Trasplante 0-50
Arroz supebrfl_mal de tierras Trasplante 5-15
ajas
Arroz de profundidad media de Trasplante 16-50
tierras bajas
Arroz de aguas profundas A voleo en suelo seco 51-100
Arroz flotante A voleo en suelo seco 101-600

A voleo o en hileras en

Arroz de tierras altas
suelo seco

Sin agua estancada

Tabla 10. Métodos de siembra segun el tipo de cultivo del arroz y su correspondiente
altura maxima del agua del cultivo de arroz.

4.3.8.3. Riego

Luego de la siembra del cultivo se construyen las taipas que son estructuras
que permiten la retencién del agua de riego sobre la superficie del suelo. El
nivel del agua debe tener la altura correcta en relacién con el desarrollo de la
planta. En los primeros dias el nivel de agua debe ser alto, para proteger del
frio a la plantula, impedir el desarrollo de malezas y que las rafagas de viento
arranquen las plantas. Cuando el arroz esta suficientemente desarrollado, entre
los 35 y 50 dias luego de la siembra, se coloca sobre el suelo una lamina de
agua de aproximadamente 10 cm y se mantiene este volumen de agua desde
diciembre hasta la cosecha en marzo. Los requerimientos de agua varian
segun el tipo de suelo. Suelos arcillosos o compactos requieren menor cantidad
de agua que suelos francos o arenosos, debido a la rapida percolacion del
agua. Conviene renovar el agua para conseguir una Optima oxigenacion y una

temperatura adecuada.!">4"

4.3.8.4. Cosecha

El momento 6ptimo de recoleccion se produce cuando la panicula del arroz
alcanza su madurez fisiologica (esto es, cuando el 95% de los granos tengan el

color paja y el resto estén amarillentos) y la humedad del grano sea del 20 al
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23%." Ademas el suelo debe estar lo suficientemente seco y firme como para
soportar las maquinas cosechadoras.
La madurez del arroz se prueba por la dureza del grano al diente, que debe

ofrecer una resistencia suficiente para que impida cortarlo.®”
4.3.8.5. Secado y almacenamiento

Una vez cosechado el arroz contiene un alto porcentaje de humedad, por lo
que es necesario reducir el contenido de agua hasta un 12-14%
aproximadamente de forma de protegerlo contra la accion de hongos durante el
tiempo de almacenamiento.®® El secado se efectiia en secaderos térmicos
estaticos o dinamicos que proveen aire calentado mediante la quema de
combustible. Una vez finalizadas las operaciones de recoleccion, limpieza y
secado de cada partida destinada a semilla, se llevan a cabo las
determinaciones de calidad reglamentarias (impurezas, humedad, granos rojos,
verdes y yesosos, germinacion, etc.), eliminandose las que no reunen
condiciones requeridas. La seleccion mecanica tiene por objeto separar
aquellos tipos de granos que no interesa conservar junto a la semilla
seleccionada, mejorando la calidad de la misma. Esta operacion se realiza
mediante maquinas limpiadoras y seleccionadoras, que eliminan las materias
indeseables (cascarilla, pajas, granos partidos, semillas de malas hierbas o de

otros cereales, etc.).(#7%°)

4.3.9. Plagas y enfermedades
4.3.9.1. Malezas

La aparicion de malezas en campos de arroz se debe en general, a semillas,
rizomas, bulbos o tubérculos que sobrevivieron en el suelo de cultivos
anteriores. Las malezas compiten con el arroz por los nutrientes, el agua, el
espacio y la luz. Dicha competencia en el caso del cultivo del arroz varia con el
tipo de cultivo, el método de siembra, la variedad y las técnicas de cultivo

(preparacion del terreno, densidad de siembra, abonado, etc.) y resulta mas
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importante en las primeras fases de crecimiento del cultivo; por tanto, su control
temprano resulta esencial para obtener dptimos rendimientos.*’:5”)

Los suelos inundados favorecen la abundancia de semillas viables de malezas
en el arrozal, dando lugar a una flora adventicia especifica, de habito acuatico,
que requiere métodos adecuados de control.*”

Ademas las malezas sirven de huésped a insectos, intensificando los
problemas generados. Segun el IRRI las malezas producen una disminucion
del 34% en arroz trasplantado, un 45% en arroz de siembre directa y de secano
y un 67% en arroz de “tierras altas”.®®

Las malezas se pueden clasificar en hierbas, malezas de hoja ancha y juncias.
La Tabla 11 muestra algunos ejemplos de las malezas mas comunes

encontradas en cultivos de arroz de zonas tropicales. #8589

Clasificacion de maleza Especie Tipo de cultivo

Echinochloa glabrescens
Arroz de tierras

Echinochloa crus-galli ssp. _
bajas

Paspalum distichum L.

Echinochloa colona (L.)

Hierba Digitaria sanguinalis (L.)

Dacryloctenium aegyptium (L.)
Arroz de tierras altas

Paspalum dilatatum

Rottboellia exaltata

Imperata cylindrica

Monochoria vaginalis Arroz de tierras

Sphenoclea zeylanica bajas

Ageratum conyzoides L.

Trianthema portulacastrum L.

Portulaca oleracea L.

Maleza de hoja ancha Ipomoea triloba L.

Eclipta alba (L.) Arroz de tierras altas

Commelina diffusa

Commelina benghalensis L.

Celosia argentea L.

Calopogonium mucunoides
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Amaranthus spinosus L.

Cyperus difformis L.
Fimbristylis littoralis
. Cyperus iria L. Arroz de tierras
Juncias
Scirpus maritimus L. bajas

Cyperus iria L.

Cyperus rotundus L.

Tabla 11. Malezas mas comunes encontradas en cultivos de arroz en zonas
tropicales.

La manera mas eficaz para el control de malezas en cultivos de arroz es
mediante la combinacién de practicas manuales, mecanicas y quimicas. Entre
los métodos agrondmicos para el control de malezas destacan el laboreo
(profundidad y época de realizacioén), riego (control de la capa de agua de
inundacion segun la fase de cultivo), rotaciones y siembra (época, tipo y
densidad). La determinacién del limite de profundidad del agua es muy
importante para maximizar la eliminacién de malezas, ya que, por ejemplo, el
incremento de la profundidad del agua aumenta la eficacia en el control de
ciertas especies como Echinochloa oryzoides y Cyperus difformis.“”
Echinocloa spp. es una de las malezas mas importante en el cultivo de arroz,
pudiendo afectar considerablemente al rendimiento. Su emergencia es
escalonada, precisando de tratamientos repetidos por la escasa persistencia de
los productos que la controlan. Los tratamientos se realizan en pre y post-
emergencia temprana, antes de la nacencia de esta maleza; los tratamientos
se pueden realizar en seco, 1-2 dias antes de la inundacién para efectuar la
siembra, o bien después de ésta con el campo ya inundado.#”%:59

Sin duda alguna, una de las mayores dificultades en la produccion de arroz de
siembra directa lo constituye la incidencia del arroz rojo (Oryza sativa L. var.
sylvatica), el cual se halla diseminado en todo el mundo. Esta maleza es una
de las especies principales en el arroz de siembra directa en el Mediterraneo
mientras que su presencia en EE.UU, América Latina y el Caribe obstaculiza el
proceso de cosecha y reduce la calidad de la produccién obtenida.®”

Las principales caracteristicas del arroz rojo son:
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-El color rojo de su pericarpio, que lo confiere un gen dominante presente en el
pericarpio.

-Suele desgranarse mas tempranamente que su homodlogo y sus semillas
poseen latencia.

-Su presencia en los granos cosechados reduce la calidad de la produccion y
provoca una reduccién de su precio.

No todas las formas de arroz maleza tienen el pericarpio rojo, pero si crecen
mas rapido que su similar cultivable y se desgranan tempranamente.”

Las pérdidas de la cosecha debidas a la incidencia del arroz rojo pueden ser de
hasta 60% en condiciones de alta infestacién en campo. Muchos paises de
Ameérica latina autorizan la presencia de arroz rojo en algunas clases de arroz
comercial, pero en nuestro pais el arroz rojo no esta permitido en ninguna clase
de arroz y de hecho esta maleza esta practicamente erradicada. Existen
algunos métodos para evitar la ocurrencia de arroz rojo, tales como sembrar
semillas pre-germinadas o la rotacion de cultivos.

El control de arroz rojo es muy dificil ya que ambos pertenecen a la misma
especie y por lo tanto comparten practicamente las mismas caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas. Por esta razéon el control quimico con herbicidas
selectivos hasta el momento ha sido imposible. Ademas la separaciéon por
metodos mecanicos o manual de las semillas de arroz rojo es complicada y
poco practica ya que en las primeras etapas de crecimiento es muy dificil de
distinguir entre el arroz rojo y el arroz doméstico.®”

Por otro lado el arroz salvaje Oryza barthi 'y O. longistaminata se hallan entre
las cuatro especies mas importantes de malezas en Africa Occidental y el
Sahel.

4.3.9.2. Enfermedades
Las enfermedades del arroz pueden ser producidas por hongos, bacterias,
virus y nematodos. La aparicion de enfermedades en zonas templadas o

tropicales esta influenciada principalmente por factores climaticos y por las

practicas del cultivo. En las enfermedades causadas por hongos generalmente
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se observan manchas localizadas en las hojas, los tallos y las vainas de las
hojas.

Las enfermedades producidas por bacterias son sistémicas y en general
impiden el crecimiento de las plantulas o se observan lesiones en los margenes
de las hojas.

Mientras que los virus también provocan efectos sistémicos, caracterizados por

crecimiento anormal o cambios de color de la hoja.
4.3.9.2.1. Enfermedades producidas por hongos

A continuacidon se describen las principales enfermedades descriptas en
cultivos de arroz:

-Pyricularia oryzae: esta enfermedad se da a nivel mundial, mayormente en
América Latina y oeste de Africa que es donde se da el mayor porcentaje de
arroz de “tierras altas”. Es causada por un hongo microscépico. El micelio del
hongo produce una substancia téxica conocida como piricularina, que inhibe el
crecimiento de los tejidos y los desorganiza.*”

-Rhizoctonia solani: esta enfermedad esta considerada como la segunda en
importancia econdmica después de la Pyricularia. Se da principalmente en el
tropico, ya que las altas temperaturas y humedad favorecen su crecimiento. La
humedad estd muy influenciada por la densidad de siembra; por lo tanto, una
alta densidad de siembra junto a elevadas dosis de aplicaciéon de fertilizantes,
tienden a incrementar el efecto de esta enfermedad.

-Helminthosporium oryzae: es una enfermedad que ataca a la planta de arroz
en todas sus etapas de crecimiento. Su severidad esta frecuentemente
relacionada con suelos deficientes en nitrogeno o suelos salinos y con una
nutricion deficiente, principalmente en potasio.

-Fusarium moliniforme: El principal sintoma que se observa es una elongacion
de las plantulas que son delgadas y de color amarillento a verde. En los
cultivos maduros, las hojas de las plantas infectadas se secan y finalmente
mueren. Si sobreviven a la cosecha, las paniculas estan vacias. Puede

observarse un polvo blanquecino dentro de la vaina y en la panicula. #8892
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-Sarocladium oryzae: Las lesiones comienzan en la vaina de la hoja
observandose manchas alargadas o irregulares, con margenes de color marrén
y centro gris o marrén gris en todas partes. Las manchas se agrandan y se
unen cubriendo la mayor parte de la vaina de la hoja. En las vainas de hojas
afectadas se puede observar un abundante micelio en forma de polvo
blanquecino. El patégeno infecta a las plantas de arroz en todas las etapas de
crecimiento, pero es mas destructivo después de la etapa de arranque. Los
campos densamente plantados y los infestados por los barrenadores del tallo

son susceptibles a la infeccién por S. oryzae.*:8892

4.3.9.2.2. Enfermedades producidas por bacterias

Las enfermedades causadas por bacterias se han registrado principalmente en
la mayoria de los paises tropicales de Asia. Las principales bacterias son

Xanthomonas translucens y Xanthomonas oryzae.®”

4.3.9.2.3. Enfermedades producidas por virus

En general los virus son transmitidos por insectos, la mayoria de ellos muy
especificos, como el insecto Tagosodes orizicolus que transfiere el virus
llamado hoja blanca, que ha causado grandes pérdidas en América del Sur y
Central, en paises tales como Colombia, Cuba y Venezuela.

Otra de las enfermedades mas destructivas del arroz se denomina Tungro,
cuyos sintomas se manifiestan en el color de las hojas pasando a naranja o
amarillo. Dicha enfermedad esta causada por un complejo virico formado por el
virus esférico (RTSV, de las siglas en inglés; Rice Tungro Spherical Virus) y el
virus baciforme (RTBV, de las siglas en inglés; Rice Tungro Bacilliform Virus).
Este complejo virico es transmitido por varias especies, por ejemplo el
Nephotettix virescens. El incremento de esta enfermedad esta asociado con el

incremento de la poblacién del vector.*:%)
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4.3.9.2.4. Enfermedades producidas por nematodos

Las enfermedades producidas por nematodos han sido reportadas
principalmente en India y Bangladesh. Los nematodos mas comunes son
Hirschmaniella oryzae, Ditylenchus angustus y Aphelenchoides besseyi.
Durante la maduracién del grano, los nematodos entran en estado de
anaerobiosis, pudiendo sobrevivir en los granos, incluso hasta mas de tres

afios.*”
4.3.9.3. Insectos

La planta de arroz es susceptible al ataque de mas de 100 especies de
insectos, pero solo 20 pueden ocasionar dafios importantes. Estas especies
pueden afectar todas las partes de la planta en las diversas etapas de
crecimiento. Las principales plagas que ocasionan pérdidas econdomicas
pertenecen al orden lepiddptero, coledptero, diptero, hemiptero, que no solo
producen un dano directo sino también transmiten enfermedades virales. El
ecosistema del arroz tiene algunas plagas primarias que bajo ciertas
condiciones limitan la produccion.

En Uruguay, salvo en la zona litoral norte, en general no existen problemas
serios con insectos gracias a una importante presencia de predadores en el
ambiente del arrozal. El equilibrio existente entre las poblaciones naturales
asegura un ambiente “libre” de insectos dafiinos en el cultivo.®® Por lo que en
términos generales las plagas distan mucho de ocupar una posicion relevante
en el manejo general del cultivo. Previo a la irrigacion por inundacién de los
cultivos pueden ser dafiados por un conjunto de organismos que destruyen las
plantulas y pequefias plantas. En los ultimos afios la Euetheola humilis ha
causado importantes dafos en los cultivos tanto previo a la irrigacion como en
pre-cosecha. En los cultivos inundados, Oryzophagus oryzae es la plaga mas
recurrente, que produce dafios en las raices. Incluso las chinches llegan a
afectar la calidad de los granos y reducen la produccion.®4%)

La Tabla 12 muestra las principales plagas en Uruguay y los correspondientes

dafos producidos.
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Danos en la implantacion Especie

-Falta de plantulas, plantas cortadas, o

dafiadas, hojas devoradas Agrotis ipsyilon, Peridroma saucia,
-Tallos dafados a nivel del suelo, plantas Spodoptera frugiperda
caidas o marchitas Eutheola humilis

-Tallo dafiados, taladrados por debajo del
cuello, junto a un tubo de seda Elasmopalpus lignosellus
subterraneo cubierto con particulas de
suelo
-Hojas cubiertas con pequefias manchas Collaria scenica
blancas alargadas
-Colonias de pulgones en la base de los Rhopalosiphum rufiabdominalis

tallos y en raices

Dafios en el periodo vegetativo-reproductivo

Hojas
, ) ) ~ Diatraea saccharalis, Faronta albilinea,
-Hojas roidas o con pequefas ) ]
_ Lissorhoptrus spp, Pseudaletia adultera,
perforaciones
) ) ) Oryzophagus oryzae
-Hojas comidas de manera irregular, - ]
o S i Faronta albilinea, Pseudaletia adultera
defoliaciones de distinta intensidad

Tallos

-Tallo central seco con un ] ) ] )
Tribaca limbativentris

estrangulamiento de color oscuro que
impide la circulacion de nutrientes

-Tallos barrenados y secos, paniculas ) ]
Diatraea saccharalis
muertas.

-Tallos dafiados en la base, plantas B
Euetheola humilis

debilitadas, plantas caidas
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Espiga

-Panojas o espigas marchitas o muertas, ] ] ] ]
: Tribaca limbativentris
espigas blancas

-Granos dafiados, generalmente
Oebalus spp
deformes, o manchados

Raices
-Sistema radicular dafiado, anclaje de las ]
o ) Lissorhoptrus spp., Oryzophagus oryzae
plantas deficiente, plantas marchitas, o

con crecimiento retardado

Tabla 12. Principales plagas en Uruguay con los correspondientes dafios producidos.

Diatraea saccharalis: comunmente llamado barrenador de la cafia de azucar,
€S una especie americana con una vasta distribucidn en el continente
americano; EE.UU., México, Colombia, Peru, Bolivia, Paraguay, Argentina,
Brasil, muy comun y extendida en todo el territorio uruguayo. Es la principal
plaga de la cafia de azucar en la zona de Bella Unidon. En cultivos de arroz,
trigo y maiz su importancia es menor aunque en este ultimo puede ocasionar
dafios de cierta entidad. Las larvas penetran en los tallos de las gramineas
donde realizan galerias longitudinales en su interior, lo que reduce el
crecimiento y debilita a la planta. En arroz, cuando las plantas son nuevas, las
larvas provocan la muerte del cogollo. Si se trata de plantas desarrolladas los
tallos se secan y las espigas toman color blanquecino. Al igual que en el caso
del maiz las larvas se alimentan de los granos. %%

Faronta albilinea: vulgarmente llamada lagarta de las espigas de los cereales,
se distribuye principalmente en la zona del cono sur de América del Sur. Habita
preferentemente en diversas gramineas, tanto cultivadas como silvestres,
provocando perjuicios de poca magnitud. Las primeras manifestaciones en
cereales se observan en las hojas que aparecen roidas en diversas partes de
la lamina, mientras que las nervaduras y epidermis de la cara opuesta donde
ocurrio la alimentaciéon permanecen intactas.®4%)

Pseudaletia adultera: llamada lagarta de los cereales o lagarta militar, se

distribuye principalmente en el sur de Brasil, norte argentino y Uruguay. Es un
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insecto polifagico cuyas preferencias alimenticias estan dirigidas hacia las
gramineas cultivadas: trigo, avena, cebada, centeno, arroz, maiz. Sus ataques
son frecuentes y ademas las gramineas que ataca ocupan un area importante
de la region agricola-ganadera. 9%

Oryzophagus oryzae, llamado gorgojo acuatico del arroz. Se encuentra
principalmente en Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay y Uruguay. En nuestro
pais este insecto se registra en todas las zonas productivas, aunque con
diferentes grados de incidencia. Los dafios mas importantes se dan en las
raices, ya que los adultos se alimentan de éstas. (#4%°)

Agrotis ipsilon: lagarta cortadora. Su distribucion es cosmopolita. Es una plaga
con caracteristicas erraticas que hace que la intensidad de sus dafios varie de
una temporada a otra. Los ataques mayores ocurren durante la primavera. A
menudo provoca serios dafios por lo que requiere de estrictas medidas de

control. 9499

4.3.10. Usos de agroquimicos en cultivos de arroz

Ante la busqueda constante de un aumento de la productividad y maximizacion
de las ganancias, la agricultura utiliza una alta carga de agroquimicos. El
cultivo de arroz no escapa a esta problematica, fundamentalmente en lo que
respecta al uso de herbicidas, los cuales en nuestro pais, se aplican en el 96%
del area sembrada. La aplicacion de fitosanitarios, en el sistema de rotacién, se
realiza en la etapa de cultivo y disminuye en la etapa de pasturas. Por tanto la
intensidad de aplicacion de agroquimicos, por afio es menor en sistemas que
realizan rotacion de cultivos con pasturas.®®

La seleccion del método de control de plagas normalmente se realiza en base a
tres criterios; 1)- aquellos pesticidas permitidos para uso en determinado
cultivo, 2)- el tipo de plaga que se quiere combatir y 3)- la estimacién de
eficiencia, costo e impacto ambiental.

Teniendo en cuenta la produccion sustentable y los altos niveles de
competitividad que se requieren en la agricultura, al momento de eleccion del
método a emplear para el manejo de plagas, en general se impone el factor

econdmico al ambiental.
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De todas maneras, los pesticidas utilizados en cada pais varian segun el
sistema de cultivo, el clima y las practicas realizadas por los agricultores, pero
en general se basa en un gran uso de herbicidas para controlar malezas,
seguido por fungicidas e insecticidas. Se estima que, sin un adecuado control
de malezas las pérdidas de este cultivo pueden llegar a ser del 90%. En
cultivos de arroz, el control de malezas se establece segun el grado de
infeccion y las condiciones de siembra. El uso de herbicidas varia
considerablemente en diferentes paises; por ejemplo en cultivos de arroz en
Japén se realizan mas de 2 aplicaciones de herbicidas, mientras que en
Filipinas solo la mitad del &rea sembrada es tratada y en Bangladesh donde las
labores rurales son baratas, los herbicidas se usan en baja cantidad,
eliminando las malezas de forma manual.®”%%

Actualmente existe la tendencia de minimizar el uso de insecticidas para evitar
la resistencia. Pero, en areas tropicales, el control de insectos de arroz todavia
depende del uso de insecticidas sistémicos y de contacto.®®

El tratamiento con fungicidas puede realizarse en la semilla para reducir la
incidencia de enfermedades provocadas por hongos o durante el
almacenamiento de los granos una vez cosechados. Las estrobilurinas, el
triciclazol, isoproturon, tebuconazol y procloraz son los fungicidas mas
utilizados para el control del hongo Magnaporthe grisea. En los ultimos afios se
ha intentado desarrollar variedades de arroz resistentes a patégenos de forma
de disminuir el uso de productos fitosanitarios.?

Durante el almacenamiento del grano, fenitrotion, malation y deltametrina son
utilizados para el tratamiento de los silos de almacenamiento. La lista completa
de los pesticidas autorizados para uso en cultivos de arroz en cada pais seria
muy util, pero desafortunadamente no existe.

En Uruguay se utiliza aproximadamente un 96% de herbicidas y un 67% de
fungicidas. El unico herbicida que se aplica a nivel mundial en cereales y en
gran cantidad es el glifosato.®

La Tabla 13 muestra un resumen de los herbicidas, insecticidas y fungicidas
mas usados con su correspondiente tasa de aplicacion reportadas en

diferentes paises incluyendo a Uruguay en donde se cultiva arroz.
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Insecticida T.aplic./ha Fungicida T.aplic./ha Herbicida T. aplic./ha
Carkg%urén 10-20 kg Hexaczzgnazol ) Bensulf%én-metil 0,08-0,1 kg
Etof%qprox 4L Kresome-metiI 1-1,25 kg Bentafggee 87% 1-2 kg
Fengggtién L/t% ; -é)r,gno Triro§§;robin 0,5-0,8 L Bispil;i’tz)giesodio 0,02 kg
Pirimifgs-metil O,Z?al;\/(t)on Carbtze!r;gazim ) Cihazlgfggébutil 0,2-0,3 kg
Metifscarb 63|e(r?1/|tl(|)an Tebggagazol 0,45-1 kg CIom1_a720ne 0,4 kg
Diazinon 0,75L Triciclazol 0,3-0,4 kg Glifosato 0,5-4 kg
CIorg;rifés 0,06-0,15 L Procg!?raz 05L Mol1i_r;ato 2-4 kg
Tri%!g;fén 0,6-0,85 L Tiofana4to-meti| 0.7-1L Preé?!‘%clor 0,6 kg
Teflube4nzurén 0,07 L Isoprzc?stﬁflane 1151 Pfg}ﬁ)ggil 3-4 kg
Malatign 97% 12 L Caggaril 12kg Profgé(idim 0,1 kg
Fipront 25mL CroRgenazel  os07L Qe 0,506 kg
Clpermetring oo mL  Triflumizol 30%°  0,15kg ~ Metsulfuron-metil 6 505 kg
Penaéulém 0,04 kg
Tiob?_r;carb 2-3 kg
Azimss%lfurén 0,04-0,05 kg

Tabla 13. Ejemplos de pesticidas utilizados en cultivos de arroz en 'EE.UU., ?Asia,
*Espafia, “Uruguay, °Australia, °ltalia y "Brasil con las correspondientes tasas de
aplicacién-(47,88,700,107,102)

4.3.10.1. Efecto de los agroquimicos durante el procesamiento del
arroz

Algunos reportes muestran que en la mayoria de los alimentos, una parte de
los pesticidas se pierde durante el procesamiento.® En el caso del tratamiento
post-cosecha de los cereales la tendencia a la disminucidn en la concentraciéon
de los pesticidas es mas lenta.!’%?

El estudio del destino de los residuos de pesticidas durante el procesado de un

alimento o su coccion es importante para estimar la ingesta en una dieta, para
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establecer LMRs y conocer los niveles reales de un pesticida en un alimento

99 En general la concentracion de los pesticidas se determina en

elaborado.
productos basicos (materias primas), por lo que para evitar una sobre-
estimacion de la ingesta de pesticidas es necesario considerar ciertos factores
de procesamiento. En particular para el arroz, los cambios en la concentracion
de residuos de pesticidas ocurren durante las etapas de descascarado,
molienda, coccidn, lavado y eventualmente en la etapa de tratamiento con
vapor en la produccion del arroz parboiled, pero existen muy pocos reportes en
la literatura acerca de la distribucion de los pesticidas durante el
procesamiento.

Kaushik et al, estudiaron el efecto de la etapa de vaporizacion para producir el
arroz parboiled en la concentracion de diferentes pesticidas. Los resultados
mostraron una reduccién significativa dependiendo del pesticida por lo que
concluyeron que esta reduccion se debia a la inactivacion o degradacién de los
pesticidas durante el procesado del arroz para la obtencion del arroz
vaporizado. Ademas estos autores estudiaron 2 insecticidas; malation y
clorpirifés en arroz con cascara, en cascara, arroz integral, arroz blanco y en
arroz cocido, resultando que el proceso de parboilizacién reduce los residuos
en arroz con cascara y cascara pero tiende a aumentar los residuos en el resto
de las fracciones."%¥

Chen et al, reportaron el uso de un factor de procesamiento de 0,27, que es el

0.9 por otro

que generalmente se aplica para los efectos del lavado y cocinad
lado la Junta de la FAO/WHO encargada de residuos de pesticidas (JMPR), en
el afo 2003, evalué los factores de procesamiento para fenitrotiébn, en
diferentes “commodities” del arroz. El fenitrotion es utilizado en ocasiones para
tratamiento post-cosecha. Para este estudio se almacené arroz paddy durante
1 afo, luego de un tratamiento post-cosecha con 15 g/ton de fenitrotion, fue
procesado para obtener arroz descascarado, arroz blanco y salvado. El arroz
blanco y descascarado se cocinaron durante 25 minutos y posteriormente el
fenitrotion fue analizado en todos los productos. En base a los resultados

%9 Algunos ejemplos de

106,107)

obtenidos se calculd el factor de procesamiento.'

factores de procesamiento se presentan en la Tabla 14.

Pagina | 59



Introduccion

Pesticida Producto procesado FP n
Azoxistrobin Arroz blanco 0,09 1
Benomilo Arroz blanco 0,01 1
Carbaril Arroz blanco 0,02 2
Carbofuran Arroz integral 0,25 1
Clorpirifés Arroz integral, Arroz 0,13; 0,07 2,4
blanco
Deltametrina Arroz integral, Arroz 0,15; < 0,06 1
blanco
Fenitrotion Arroz integral, Arroz 0,64,: 0,11 22,1
integral cocido
Fenitrotion Arroz blanco 0,15 26
Fenitrotion Arroz blanco lavado 0,046 3
Fenitrotion Arroz blanco cocido 0,04 1
Fenitrotion Arroz blango lavadoy 0,02 9
cocido
Flutolanil Arroz integral, Arroz 0,32: <0,16 1
blanco
A-cihalotrina Arroz blanco <0,01 1
Malation Arroz blanco 0,02 1
Espinosad Arroz integral, Arroz 0,11: 0,022 2
blanco
Trifloxistrobin Arroz blanco 0,18 4

Tabla 14. Factores de Procesamiento promedios, reportados en arroz.
FP: Factor de Procesamiento, n: numero de paises que participaron en los ensayos
para la estimacién del FP.

4.3.11. Legislacion sobre Pesticidas en Alimentos

Para evitar un impacto en la salud publica y seguir las BPA, se han establecido
Limites Maximos de Residuo (LMR) para pesticidas en alimentos y agua
potable en la mayoria de los paises.?”

Se entiende por LMR, la concentracion maxima de residuos de un plaguicida
(expresada en mg/kg) presente en la superficie o la parte interna de productos
alimenticios, recomendada por la Comisién del Codex Alimentarius, para que
se permita legalmente su uso para consumo humano y animal.

Los LMRs legalmente son la concentracion maxima aceptable para residuos de
pesticidas que cumplen con las BPA y que aseguran la minima exposicion
posible al consumidor.("%®

Ademas para proteger al consumidor, los LMR se fijan a una concentracién lo
suficientemente baja como para que si ese producto es utilizado en una
cantidad mayor a la recomendada en las BPA resultara en un valor por encima

del LMR. El valor propuesto siempre es un compromiso entre el nivel de
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producto utilizado y el hecho de que el LMR no produzca un mal uso.
Actualmente los residuos de plaguicidas se encuentran regulados por
diferentes organismos en todo el mundo. La UE, a través de la Directiva
1107/2009/CE ha armonizado los LMR para todos los alimentos destinados al
consumo animal o humano.?

Esta regulacién ademas de reunir y armonizar los limites que se aplican a los
diferentes productos, para consumo humano y animal, también establece, un
limite maximo de 10 pg/kg aplicable por defecto para aquellos productos y/o
pesticidas en los que no se ha establecido un LMR.

El Codex Alimentarius también establece LMRs, que se aplican principalmente
a productos que circulan en el comercio internacional. Estos se obtienen
basandose en estimaciones hechas por la JMPR, después de: a) la evaluacion
toxicologica del plaguicida y su residuo; y b) el examen de datos de residuos
obtenidos en ensayos y usos supervisados, en particular usos que se ajustan a
las BPA nacionales. En el examen se incluyen datos de ensayos supervisados
realizados a la concentracion de uso mas elevada recomendada, autorizada o
registrada en el pais. Para tener en cuenta las variaciones introducidas en los
requisitos nacionales de control de plagas, en los LMR del Codex se
consideran los niveles mas elevados observados en tales ensayos
supervisados, que se estima representan las practicas efectivas de control de
plagas.(mg‘”O)

El examen de las diversas estimaciones y determinaciones, tanto a nivel
nacional como internacional, de las ingestas de residuos a través de la
alimentacion, teniendo en cuenta la Ingesta Diaria Admitida (IDA), deberia
indicar que los alimentos que se ajustan a los LMR del Codex son inocuos para

O.(109'110

el consumo human ) Nuestro pais segun el decreto 285/009 adopta los

LMR del Codex. Aunque al momento de la exportacién debe seguir las
legislaciones correspondientes al pais de destino.""”

En la Tabla 15 se encuentran los LMRs establecidos por algunos de los paises
productores de arroz, por el Codex y por la UE para algunos de los pesticidas
utilizados en cultivos de arroz. Es importante destacar que para arroz blanco el
Codex solo establece los LMR para carbaril, flutolanil, dicuat y clordano y para

arroz con cascara estan establecidos los LMR para diflubenzurén, tiacloprid,
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fipronil, dicuat, trifloxistrobin, azoxistrobin, cipermetrinas, cihalotrinas,
clorpirifés, clorpirifés-metil, paracuat y bentazone, mientras que la UE y otros
paises han incorporado un mayor numero de LMRs en arroz.

Como se puede observar en la Tabla 15, la legislacién varia en funcion del
pais, no solo en los pesticidas autorizados sino también en los LMR usados. El
carbaril, por ejemplo, tiene un LMR de 15 mg/kg en EE.UU., en Taiwan es 30
veces menos y en la UE esta prohibido, a pesar de que igual existe un LMR de
1 mg/kg establecido a los efectos de regular las importaciones y exportaciones
que se realicen en toda la UE. Del mismo modo que el carbaril, existen muchos
otros pesticidas que no estan autorizados en la UE pero que son muy utilizados
en otros paises. Otro ejemplo es el bispiribac sodio que la UE todavia no ha
fijado un LMR, y por lo tanto se aplica un LMR por defecto de 0,01 mg/kg. Otro

caso, es el del pirazosulfurén-etil, que ni siquiera esta registrado en la UE, pero
(112)

paises como Corea y Taiwan si han establecido su LMR en arroz.

Pesticida EE.UU. Codex UE Brasil Corea Taiwan
2,4-D 0,5 0,1 0,05 0,2 0,05 -
Azimsulfuron --- - 0,02 - 0,1 -
Azoxistrobin 5 5 5 0,1 1,0 -
Bendiocarb - - - - 0,02 0,2
Bensulfyron- 0,02 . . . 0,02 0.5
metil
Bentazone 0,05 0,1 0,1 0,02 0,05 0,5
Bispiribac 0,02 0,01 0,1
sodio
Carbaril 15 1 1 - 1,0 0,5
Carbendazim --- - 0,01 - 0,1 0,5
Carbofuran --- - 0,02 - 0,2 0,5
Clorotalonil - - 0,01 --- 0,2 -
Clorplr!fos- 6 0.1 3 . 0.1 .
metil
Clomazone 0,02 - 0,01 0,1 0,1 -
Cihalofop-butil - - 0,02 - 0,05 0,1
Diazinon --- - 0,02 --- 0,1 0,1
Difenoconazol - - 0,05 - 0,2 0,5
Diflubenzurén 0,02 0,01 0,05 0,1 --- -
Epoxiconazol - --- 0,1 --- - 0,5
Etofenprox -—- - 0,5 - 0,5 0,5
Fipronil 0,04 0,01 - 0,01 0,01 0,01
Flutolanil 7 1 2 --- 1,0 1,0
Hexaconazol --- - 0,02 - 0,3 0,1
Imazetapir 0,3 - - 0,05 - -
Imazosulfurén --- - 0,01 - 0,1 -
Imidacloprid --- --- 0,05 --- 0,05 0,5

Péagina | 62




Introduccion

Iprodiona 10 10 3,0 - 3,0 3,0
Isoprotiolane - - - - 0,5 0,5
A-cihalotrina 1 1 0,02 0,05 --- 0,5

Malation 8 - 8 8 0,3 0,1
Molinato - - 0,05 - 0,05 0,1
Penoxsulam 0,02 - 0,01 0,01 0,1 0,02
Pirimicarb --- - 0,2 - 0,05 ---
Pirimifés-metil --- - 5 - 1,0 1,0
Procloraz - - 1 - 0,05 0,5
Propanil 10 - 0,2 2 0,2 0,1
Propiconazol 7 -- 0,05 0,1 0,1 1,0
Propoxur - - 0,05 - 0,1 0,1
Plrazo:tt;llfuron- . . . . 0,05 0.5

Piretrinas 3 0,3 3 - 3 -

Piridafention --- - - - 0,2 0,5
Quinclorac 5 - 5 0,05 0,05 1,0
Tebuconazol - - 2 - 0,005 0,05
Tebufenozide --- - 0,2 - 0,3 0,1

Terbufés - - 0,01 - 0,005 -

Tiacloprid - - 0,05 - 0,1 -
Tiametoxam 0,02 -- 0,05 0,02 0,1 0,1

Tiobencarb 0,2 - 0,1 0,05 0,2 0,5

Triciclazol --- - 1 - 0,7 0,5

Trifloxistrobin 3,5 5 0,02 0,2 - -

Tabla 15. Comparacion de LMRs en arroz establecidos por el Codex Alimentarius,
Brasil, EE.UU., Taiwan, Corea y la UE.

4.3.12. Ocurrencia de Pesticidas en Arroz a Nivel Mundial

Segun la base de datos www.pesticides-online.com, en la ultima década se han
reportado varios casos de muestras de arroz conteniendo residuos de
pesticidas. El origen de estas muestras fue principalmente Alemania, India e
Italia. En la UE, de 2750 analisis de residuos de pesticidas en diferentes
productos del arroz sélo el 6% fueron positivas y de este 6% so6lo 20 analisis
contenian concentraciones de pesticidas por encima del LMR. Los pesticidas
que mas frecuentemente excedieron dicho Ilimite fueron ftriciclazol vy

c.'"" Residuos de otros pesticidas tales como azoxistrobin, pirimifos-

quinclora
metil, carbendazim, clorpirifos, clorpirifés-metil e iprodiona fueron encontrados

en algunos productos derivados del arroz, como se muestra en la Tabla 16.
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_ Tipo de N° Concentracion .
Pesticida matriz muestras (mglkg) Referencia
Azoxistrobin Arroz 5 0,02-0,05
Buprofezin g&%zy 5 0,07-2,5 (774
Arroz;
; ’ ) 0,002-0,02; (113)
Carbendazim arroz 8;3 0,015-0,02
parboiled
Arroz
Clorpirifos paddy; 2; 45 0’10'262620’001' (103.113,714)
Arroz ’
Cihalotrina A2 1 0,11 (1149
paddy
Deltametrina Arroz 5 0,02-2,1 (113)
Diazinén Arroz 4 0,11-0,58 (113,114,119)
Edifenfos Arroz 4 2,1-6,1 (118)
paddy
Arroz
paddy; 0,06-2,7; 0,65- 114,115,116,117
Fenobucarb Arroz; 10; 2; 1 0.86: 0.03 ( )
arroz
cocido
Flutolanil Arroz 3 0,003-0,01 (713)
Arroz
Hexaconazol paddy; 24,2 0’05'g’gbg’003' (113,114)
Arroz ’
Arroz,
Iprodiona arroz 3;1 0,02; 0,009 (113)
parboiled
Arroz
Isoprotiolane paddy; 16; 1 0,11-7,4; 0,31 (10.775)
Arroz
Malation Arroz 25 0,008-0,12 (113)
Metamidofds Arroz 86 0,0146 (103)
Metoxiclor Arroz 11 0,017-n.s (113)
Ometoato Arroz 14 0,0055 (103)
Propiconazol Arroz 3 0,003-0,014 (713)
Quinclorac Arroz 11 0,002-0,02 (113)
Arroz;
Tebuconazol arroz 8; 1 0,002-0,03; 0,03 (113)
parboiled
Tebufenozide Arroz 1 0,003 (113)
Triazofos Arroz 117 0,073 (113,103)
Arroz;
. . arrqz 0,005-0,1 X 113,118
Triciclazol parboiled; 6;1; 14 0,002: 0.02-0,09 ( )
arroz
cocido

Tabla 16. Niveles de residuos de pesticidas detectados en arroz, en el periodo 2000-
2010. Promedio de la concentracion encontrada en el total de muestras analizado.
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En arroz con cascara los pesticidas mas frecuentemente encontrados fueron:
buprofezin, clorpirifés, edifenfos, EPN, fenobucarb, iprobenfos, isoprotiolane y
hexaconazol. Esto es de esperar ya que su K, es alto, por lo que tienden a

13.116) En arroz blanco el

concentrarse en la cascara, excepto el fenobucarb.!
malatién, triazofés, clorpirifés, metamidofds, pirimifés-metil, carbendazim,
iprodiona, tebuconazol, quinclorac y triciclazol fueron los mas frecuentemente
encontrados incluso luego del procesamiento, como es el caso del triciclazol
que se detectd no solo en arroz blanco sino también en arroz parboiled y
COCidO.(103’115’118)

Como se puede observar en la Tabla 16, algunos pesticidas se encontraron
presentes a concentraciones mayores al LMR, inclusive, algunos de los
pesticidas listados (ej., buprofezin, diazindn, edifenfos, fenobucarb, metoxiclor,

119

quinclorac y ftriciclazol) se encuentran prohibidos en la UE (119) y otros como el

carbendazim y el clorpirifés estan prohibidos para su uso en arroz en

Uruguay.”
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5. Analisis de Residuos de Pesticidas

Los pesticidas pueden encontrarse en los alimentos y en el ambiente a nivel
traza, en el orden de los ng, yg o mg/kg. La deteccion de esos niveles de
plaguicidas en presencia de grandes concentraciones de otros compuestos
quimicos que se encuentran naturalmente en las diferentes matrices, sea agua,
suelo, alimentos, tejidos entre otros, es un desafio debido a que éstos
compuestos pueden interferir en el analisis. Por esto, para lograr la
determinacion de los residuos de pesticidas a concentraciones tan bajas, la
metodologia analitica debe incluir las siguientes etapas:

-Preparacién de la muestra: cada muestra requiere de un tratamiento
determinado, filtracion en caso de agua, liofilizacion y tamizado en el caso de
suelos, y en el caso de los alimentos es el Codex Alimentarius quien establece
que partes de cada alimento se debe analizar.(79%720:727)

-Extraccién: consiste en la remocién de él o los plaguicidas de los componentes
mayoritarios de la matriz. Obteniendo una solucién que consta de los analitos
de interés mas los compuestos co-extraidos en esas condiciones.

-Clean-up: consiste en la eliminacion de los co-extractivos de la matriz que
puedan interferir con el analisis del residuo de pesticida de interés.

-Analisis instrumental: la identificacidn, confirmacion y cuantificacion mediante

una técnica adecuada.!’??

5.1. Analisis de residuos de pesticidas en muestras ambientales
5.1.1. Analisis de pesticidas en suelo

En la literatura, el analisis de residuos pesticidas en suelos, lodos y
sedimentos, es reportado con menor frecuencia que el analisis de agua o
plantas, tal vez debido a la gran complejidad de estas matrices. Los residuos
de pesticidas se encuentran en general unidos a las particulas del suelo, por lo
que las metodologias de extraccion deben ser cuidadosamente disefadas para
evitar una baja eficiencia en la extraccion. A diferencia del agua, donde la
mayoria de los métodos de extraccion y clean-up reportados se basan en tres
metodologias, Extraccion Liquido-Liquido (LLE), Extraccion en Fase Sdlida
(SPE) y Micro Extraccion en Fase Solida (SPME), los métodos descriptos para
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suelos son mucho mas variados. Los metodologias mas reportadas para
analisis de residuos de pesticidas en suelo son extraccion con solventes, SPE,
SPME, extraccion mediante ultrasonido, extraccién con fluido supercritico y

asistida por microondas.!"#*72

Tratamiento de la muestra

Generalmente el muestreo del suelo para el andlisis de pesticidas involucra a

(12) Aunque muchas veces se hacen tomas

su capa arable, que es de 0-20 cm.
de otras profundidades para estudiar la distribucion de los pesticidas en el
suelo, por ejemplo de 20-40 cm.?” Luego del muestreo, el suelo se seca,
preferentemente en un liofilizador y posteriormente se tamiza para obtener una
muestra homogénea y evitar la degradaciéon de los analitos de interés por la

accion microbiana.'?®

5.1.2. Analisis de pesticidas en agua

Los pesticidas en matrices ambientales como el agua de rios, mares, 0 aguas
de la agricultura en general se encuentran muy diluidos. A pesar de que las
nuevas generaciones de instrumentos son cada vez mas sensibles, y en los
ultimos afos se ha observado una tendencia a disminuir el clean-up y la pre-
concentracién de las muestras de agua, todavia es necesario realizar procesos
de concentracion de la muestra para lograr detectar estos contaminantes. Una
revision de la literatura revela como se indicé anteriormente, que las principales
metodologias de extraccion utilizadas para el analisis de pesticidas en agua
son: LLE, SPE y SPME.

Tratamiento de la muestra

En general una vez recolectada la muestra, esta debe ser filtrada, mediante
fitros de membrana de vidrio de 0,7 ym y posteriormente con filtros de teflon
(PTFE) de 0,45 pm con el fin de remover particulas que puedan interferir en el

analisis. A su vez, las muestras deben ser conservadas en freezer (-20 °C)
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hasta el momento de su analisis para evitar la accidon microbiana y la

degradacion de los compuestos de interés.

5.2. Analisis de residuos de pesticidas en alimentos

El andlisis de residuos de pesticidas en alimentos es sumamente importante no
solo para proteger la salud del ser humano sino también para el comercio
internacional y los controles regulatorios. A nivel mundial existen mas de 900
sustancias activas contra pestes. El gran numero de posibles residuos de
pesticidas, hace necesario el desarrollo de métodos multi-residuos (MRM) que
permitan a los laboratorios realizar un control efectivo.

Hasta hace unos afios un método multi-residuo implicaba el analisis de 10-15
pesticidas simultaneamente, pero debido al aumento del comercio de alimentos
a nivel internacional, entre paises que poseen diferentes regulaciones es
crucial la expansion de estos MRM a un mayor numero de pesticidas.
Actualmente existen MRM altamente sensibles que incluyen el analisis de 100
0 mas pesticidas con limites de deteccién tales que aseguran el control de los
LMRs.("%)

Tratamiento de muestra

La extraccion de los pesticidas de los alimentos depende de la polaridad y del
tipo de matriz. En general consiste en la homogeneizacién de la muestra
utilizando un dispositivo para realizar la homogeneizacion ya sea bafio de
ultrasonido, shaker, licuadora o mixer con un solvente organico o mezclas de
solventes con agua, con o sin ajuste de pH."?” Una vez homogeneizada la
muestra, debe conservarse en freezer hasta el momento de su analisis.

Luego de la extraccién por un meétodo adecuado, en general se realiza un
procedimiento de clean-up con el fin de eliminar compuestos que contiene la
matriz y que pueden ser co-extraidos constituyendo una interferencia en el
analisis cromatografico, causando problemas durante la deteccion,

identificacién y cuantificacion de los analitos.®®
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5.2.1. Métodos MRM de extraccion y clean-up para residuos de
pesticidas
5.2.1.1. Procedimientos de extraccion con solventes; Extraccion
Sdlido-Liquido (SLE) y Liquido-Liquido (LLE)

La extraccion con solvente es una de las técnicas mas ampliamente usadas,
como tal o combinada con una forma de agitacibn mecanica de forma de
aumentar la eficiencia de la extraccién, por ejemplo ultrasonido o shaker. Los
solventes mas comunes para la extraccion de pesticidas son el acetonitrilo
(ACN), el acetato de etilo (AcOEt) y la acetona ya que permiten la extraccién de
un gran numero de pesticidas."?® La seleccién de un solvente u otro depende
de la composicion quimica de la matriz y de las caracteristicas de los pesticidas
a analizar. EI ACN es un solvente caro y toxico, pero la principal ventaja es que
practicamente no extrae componentes lipofilicos, que muchas veces son los
principales interferentes a la hora de realizar un analisis.

El AcOEt es parcialmente miscible en agua. Por su polaridad, es capaz de
extraer compuestos no polares de aquellas matrices con alto contenido en
lipidos. La principal ventaja es que las pequefias cantidades de agua presentes
en el extracto pueden ser facilmente removidas mediante el agregado de sales
anhidras, sin la necesidad del agregado de otros solventes para realizar

'29) La principal desventaja del AcOEt es que por su

particiones liquido-liquido.’
relativa baja polaridad muchos pesticidas polares no se reparten en la fase
AcOEt por lo que las recuperaciones de este tipo de pesticidas pueden ser
bajas. Para evitar esto algunos métodos multi-residuos realizan un salting-out
utilizando grandes cantidades de sales, tales como Na,;SO,4, NaCl y MgSO,4. De
esta forma las sales compiten con los analitos de interés por la solvatacién con
el agua, disminuyendo su afinidad por la fase acuosa y migrando hacia la fase
organica.!"?7%% Otros co-solventes polares, como metanol y etanol, han sido
usados para aumentar la polaridad de la fase organica. Diclorometano (CH,Cly)
y n-hexano han sido también usados para la extraccién de pesticidas de baja
polaridad a pesar de que estos ultimos son altamente toxicos para el ser
humano.?"

La extraccion con solventes presenta varias desventajas, es laborioso,

consume mucho tiempo, en general usa grandes cantidades de solvente con la
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consiguiente generacion de una gran cantidad de residuos, requiere de varias
etapas de clean-up, por lo que lleva mucho tiempo. Ademas muestras que
contienen particulas en suspension pueden formar emulsiones con el solvente
organico, lo que lleva a mayores tiempos de analisis y variaciones en la
reproducibilidad del método.!"*"

A pesar de esto a lo largo de los afios se han desarrollado diferentes
metodologias de analisis de pesticidas que involucran pasos de extraccion con
solvente.

Las principales ventajas son que no es necesario un operario demasiado

entrenado ni tampoco un equipo sofisticado, por lo que son de bajo costo.

5.2.1.1.1. Breve historia de los métodos MRM
Acetonitrilo

Mills et al., en 1963 fueron los primeros en reportar un método de extraccion
multi-residuo utilizando ACN como solvente para pesticidas organoclorados en

5.3 E| método consistia en una extraccion liquido-liquido con

frutas y vegetale
una mezcla éter de petrdleo o hexano y un gran volumen de agua saturado en
NaCl seguido de un clean-up con Florisil. A finales de los afios 60, la
introduccién de los pesticidas organofosforados de mayor polaridad, obligd a
los laboratorios de control a incorporar estos compuestos en las metodologias
de analisis. En este caso, el uso de éter de petréleo no era adecuado para
lograr una buena extraccién de los pesticidas, dada la diferencia de polaridad
entre este solvente y dichos compuestos. Para evitar bajas recuperaciones
surgieron diversas alternativas para el analisis de frutas y hortalizas basadas
en la extraccion con ACN y NaCl para mejorar la separacion de fases. En la
literatura se reportan diversas metodologias para el analisis de pesticidas en
alimentos basadas en este método de extraccion con diferentes clean-up, tales
como SPE con C-18y celite entre otros.”*®

La introduccion de compuestos cada vez mas polares hizo necesario el uso de
la cromatografia liquida con detector ultravioleta, con arreglo de diodos, o
acoplada a detector de masas, siendo el ACN uno de los solventes de eleccion.

Por esta razén y sumado a la introduccion de un nuevo método de extraccion
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dispersivo, el método de QUEChERS con ACN como solvente de extraccion ha

cobrado fuerza.(’®¥
Acetona

En 1975, Luke et al., desarrollaron un método basado en la extraccion con
acetona, una posterior LLE con una mezcla en cantidades iguales de éter de

739 Este método no sdélo

petréleo y CH,Cl, seguido de un clean-up con Florisil.
permitia analizar pesticidas organoclorados sino también organofosforados y
algunos carbamatos. La metodologia de clean-up utilizada ocasionaba bajas
recuperaciones de los pesticidas mas polares, por lo que en 1981 estos autores
sustituyeron el uso de Florisil por un mayor volumen de éter de petréleo que se
adicionaba a continuacion de la LLE para remover trazas de CH,Cl,. Afios mas
tarde se ajustaron las condiciones de esta metodologia con el fin de disminuir
la cantidad de muestra, solventes y sales. Este método se llamoé Mini-Luke y

135,136.137) Al igual que Luke

actualmente hay varias aplicaciones en alimentos.'
et al., Specht et al., utilizaron la extraccion con acetona y posterior extracciéon
mediante LLE con éter de petréleo y CH,Cl, adicionando una etapa de clean-up

(138)

mediante cromatografia en gel permeaciéon (GPC). Esta variacion se

convirtié en un método oficial en Alemania y es conocido como el S-19 en el

(133

Manual de Residuos de Pesticidas de este pais.("®® En la década del 90, para

evitar el uso de solventes clorados, Specht et al., sustituyeron el CH,Cl, por

una mezcla AcOEt: ciclohexano (1:1) en la particion liquido-liquido.!"*®

Acetato de etilo

Uno de los primeros métodos de extraccion de pesticidas basados en el uso de
AcOEt fue reportado por Watts et al., en el afio 1969, pero el uso de este
solvente se popularizé recién en la década del 80. En 1987, Roos et al.,
reportaron la extraccion de pesticidas en algunas matrices como frutas, higado
y cereales con AcOEt y Na,SO, utilizando un procedimiento de clean-up
mediante GPC utilizando Bio Beads SX-3 y cromatografia gaseosa.”® Esta

metodologia ha sido utilizada para el monitoreo de residuos de pesticidas en la

Pagina | 71



Introduccion

Administraciéon Nacional para la alimentacién en Suecia desde el afio 1989.
Este método ha sido ajustado a lo largo de los afios, por ejemplo, en 1994,
Fernandez-Alba et al., reportaron el uso de AcCOEt para el analisis de
organoclorados y piretroides con un posterior clean-up con SPE usando silica
gel como adsorbente."* En la década del 2000, Agiiera et al., introdujeron
algunas modificaciones a este método, entre las cuales se incluyen la
disminucién del tamafio de muestra y solvente, la agitacién con ultraturrax y
eliminacion de la etapa de clean-up con GPC."#" A partir del afio 2003,
Philstrom et al., adicionaron bicarbonato de sodio durante la extraccion con el
fin de ajustar el pH de las muestras en el rango 6 a 8, y mejorar la estabilidad
de algunos pesticidas.!"*? En el afio 2007, Mol et al., reportaron el uso de una
nueva modificacién de esta metodologia que consiste en la extraccion de la
muestra con AcOEt y posteriormente una etapa de clean-up con carbono

29 | os extractos

grafitizado (GCB) y amina primaria y secundaria (PSA).
obtenidos con los métodos previamente descriptos, eran luego analizados
mediante cromatografia gaseosa, en un principio con detectores especificos
(FPD, NPD, ECD, entre otros), luego con detector de masas y en la ultima
década con cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas en

tandem.

5.2.1.2. Métodos de extraccion mediante adsorcion
5.2.1.2.1. Extraccidon en Fase Sdlida (SPE)

La Extraccion en Fase Sdlida se basa en el paso de una muestra liquida por un
cartucho, columna empacada o disco con un adsorbente solido que retiene los
analitos de interés, en nuestro caso, pesticidas. Una vez sembrada la muestra,
el adsorbente utilizado se seca bajo una corriente de aire o N, y posteriormente
los analitos de interés son eluidos con un solvente apropiado.

Previo a la aplicacién de la técnica de SPE la muestra debe ser diluida en agua

143) Las

0 un solvente organico para facilitar su paso a lo largo del cartucho.!
muestras deben ser relativamente limpias para que los solidos en suspensién y
las sales no bloqueen el adsorbente. En el caso de aguas superficiales, por

ejemplo, es necesaria una etapa de pre-filtracion, que generalmente produce la
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pérdida de compuestos hidrofébicos que se encuentran ligados a los sélidos en
suspension. ("%

En los ultimos anos la SPE ha reemplazado a la técnica de LLE. Las
principales causas son, la mayor eficiencia de extraccién, menor consumo de
solventes, facilidad de automatizar, mejor selectividad y mayor facilidad para su
uso. Ademas una vez concentradas las muestras en el cartucho su transporte y
el almacenamiento es mucho mas practico.

Una de las principales caracteristicas de la técnica SPE es la gran cantidad de
opciones disponibles comercialmente, no solo en cuanto a tipo de adsorbentes,
sino también a cantidad de fase solida contenida en el cartucho. La eficiencia
de extraccion depende del tipo de adsorbente y pesticida en estudio, del flujo
utilizado, del acondicionamiento, de la elucion y de la composicién de la
muestra que hacen que las recuperaciones de los pesticidas sean muy
variables. Una de las principales ventajas de esta metodologia es que se logra
la purificacién y pre-concentracion de la muestra simultaneamente, alcanzando

niveles de deteccion muy bajos, del orden de los pg 6 ng/L.("#

SPE con cartuchos

Esta técnica consiste en la transferencia del analito desde la fase liquida a un
sorbente solido que generalmente se encuentra empacado en una columna
(cartucho). Luego el compuesto de interés es eluido del adsorbente para su
posterior analisis."*¥

Existen varios adsorbentes disponibles y su seleccion dependera
fundamentalmente del tipo de analitos a determinar y del tipo de interferencias
presentes en la matriz. Los adsorbentes mas utilizados en SPE son: los
adsorbentes de fase reversa como el C-8 y el C-18, los de fase normal: amino
propil (-NH,) y PSA, los de intercambio anidnico como el trimetil amonio (SAX)
y GCB. Otros adsorbentes de fase normal como el Florisil (MgSiO3), 6xido de
aluminio (Al>O3), y silica (SiO2) son también utilizados en combinacién con los
anteriores. Estos adsorbentes son seleccionados en funcion de las propiedades
fisico-quimicas de los compuestos de interés y de la naturaleza de la

muestra.("#)
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PSA: es un intercambiador i6nico débil que interacciona con acidos grasos,
azucares y otros acidos organicos presentes en la muestra mediante puentes
de hidrégeno.("%7:140)

C-8, C-18: son adsorbentes de fase reversa que retienen pigmentos lipidicos y

49 Se desarrollaron con el fin de mejorar la selectividad de la

otros lipidos.!
silica gel. Las propiedades funcionales del adsorbente dependen del porcentaje
de C unido a la silica, de la porosidad de la silica y del tamafio de particula,
entre otros.

Sorbentes con Carbon: el GCB es util para la remocion de pigmentos y
esteroles, ya sea en arroz cascara como arroz integral y para la extraccién de
muestras de agua con alto contenido en carbono organico, debido a que los
acidos fulvicos (80% del carbono organico disuelto en aguas superficiales) se
adsorben en los sitios anionicos de la superficie del GCB y por lo tanto no
pueden competir con los pesticidas no acidicos por la adsorcion al GCB. La
desventaja de este adsorbente es que retiene ciertos pesticidas planos y no
polares reduciendo el porcentaje de recuperacion de los mismos como reporta

114,146

Takatori et al. ¢ ) Otros inconvenientes del uso de GCB es que pueden

ocurrir posibles desorciones de compuestos de la matriz durante la elucién. Asi
como también posibles reacciones entre el analito y el adsorbente.*"

Resinas poliméricas: en estos materiales la retencién de los analitos depende
de interacciones hidrofébicas. Son similares a C-18 pero debido a la presencia
de grupos aromaticos en el polimero las interacciones entre estos y los analitos

3 Uno de los adsorbentes mas utilizados en los Gltimos afios

son mas fuertes.
ha sido el OASIS® HLB; éste es un co-polimero de fase reversa, formado por
divinil benceno y n-vinilpirrolidona, que le otorgan a este adsorbente un balance
de grupos lipofilicos — hidrofilicos apropiado para el andlisis de una gran
variedad de compuestos y ademas es facilmente humedecible en agua lo que
lo hace ideal para el analisis de muestras acuosas. Una de las principales

ventajas de este adsorbente es que permite trabajar en todo el rango de pH.!"#"
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SPE con discos

En esta metodologia el adsorbente se une a un soporte sdélido en forma de
disco. Los analitos son adsorbidos por la fase estacionaria y luego son eluidos
con la minima cantidad de solvente organico. Los discos mas utilizados son

aquellos en los que se utiliza una fase soélida de C-8 o C-18.
5.2.1.2.2. Extraccioén Dispersiva en Fase Soélida (dSPE)

Actualmente es una de las metodologias mas utilizada. Consiste en la
extraccion de una cierta cantidad de muestra con un solvente apropiado. El
clean-up de una alicuota del extracto se realiza por medio de la dispersién de
uno o mas adsorbentes. Existen numerosas referencias en la literatura que
reportan el uso de la técnica dSPE en cereales, especialmente relacionadas

(148,149,150,151

con el método de QUEChERS y sus modificaciones. ) A su vez, en

este ultimo tiempo, con el fin de simplificar y armonizar los métodos de rutina

en los laboratorios de analisis, este método ha sido aplicado en suelos.!"%?

5.2.1.2.2.1. QUEChERS (del inglés Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe)

El método de QUEChERS fue desarrollado en el afio 2003 y es una alternativa
muy empleada en la actualidad para el analisis multi-residuo de pesticidas en
frutas y hortalizas por su alta eficiencia, bajo costo, sencillez y minimo numero
de pasos.!"?#7%97%9) ge pasa en la extracciéon de una muestra solida con ACN
con una etapa posterior de salting-out, seguido por un clean-up dispersivo en
fase solida para remover las posibles interferencias de la matriz. Es facilmente
adaptable segun el tipo de matriz, los pesticidas a analizar y el equipamiento
del laboratorio. En los ultimos afos se han desarrollado varias modificaciones
en el método original, intentando mejorar las recuperaciones en matrices
complicadas y de pesticidas problematicos como captan, folpet, diclofluanid,

(%) Dichas modificaciones consisten en el uso de

pimetrozina y clorotalonil.
sales que actuan como buffer durante la extraccién para, de esta forma,

mantener el pH en un valor adecuado para favorecer la recuperacion de este
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tipo de pesticidas. Asi se desarrollaron dos variaciones de esta metodologia
que actualmente son muy utilizadas: QUEChERS acetato (127754795750
QUECHERS citrato.(™?)

En funcion de todo lo expuesto anteriormente se deduce que QUEChERS es un
método versatil que permite trabajar a diferentes pH y realizar clean-up
selectivos, en funcién del tipo de matriz y pesticidas a analizar, extendiendo de

este modo el niumero de pesticidas a ser analizados.
QUEChERS acetato

Lehotay et al., demostraron que manteniendo el pH de la solucion extractiva
entre 4 a 5 se mejora la estabilidad de algunos pesticidas, como la pimetrozina,
por lo que los autores proponen usar una solucion de acido acético (HAc) en
ACN y acetato de sodio (NaOAc) como buffer, ya que ambos compuestos se
encuentran tipicamente en las frutas y por lo tanto no se introducen nuevas
interferencias. Ademas, para mantener el nimero de pasos del método,

%) De esta forma

agregaron HAc en el ACN vy sustituyeron al NaCl por NaOAg.!
se genera una fuerte actividad buffer, que estabiliza a los pesticidas labiles. La
desventaja es que el clean-up con PSA pierde efectividad por la alta capacidad

del buffer.("%¥
QUECHhERS citrato

Anastassiades et al., buscaron una alternativa al método QUEChERS acetato
con el fin de evitar el problema asociado al clean-up. El uso de una mezcla de
citrato disddico y trisédico en la etapa de salting-out mostré6 muy buenos
resultados excepto para matrices como limén, lima y frambuesas que
presentan un pH < 3 y que requieren el agregado de hidroxido de sodio (NaOH)

para ajustar el pH."%®
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Adaptaciones de QUEChERS a matrices con bajo contenido de agua

El método original se desarrolld para matrices con alto contenido en agua
(~80%). Por lo que matrices de bajo contenido en humedad como el arroz y
otros cereales, previo a la extraccion con solventes, requieren la adicion de
agua. El agua le provee la humedad necesaria para mejorar la accesibilidad del
solvente en la matriz. Para el analisis de pesticidas en cereales mediante
QUEChERS, se ha reportado el uso de diferentes cantidades de
agua.(149,150,151,155,157)

Particularmente para el analisis de pesticidas en arroz (blanco y paddy), se han
reportado diferentes modificaciones de este método. En general estas
modificaciones incluyen: cambios en el tipo y cantidad de sales, cantidad de
PSA utilizada, la adicion de acido acético o formico al solvente de
extraccion.!!’4740)

Ademas se ha reportado el uso de bajas temperaturas durante el clean-up con
el fin de precipitar compuestos lipidicos y ceras del extracto, esta practica
constituye una etapa de purificaciéon extra cuando se tratan matrices con alto
contenido de compuestos lipidicos, pero presenta la desventaja de que los

7%0) Este proceso de clean-up,

compuestos mas lipofilicos se pueden perder.!
denominado “freeze-out” ha sido reportado en otros cereales y pienso de
animales como una practica habitual para reducir co-extractantes, mejorando

asi la identificacién y cuantificacion de algunos pesticidas.!"*®

5.3. Aplicaciones de Anadlisis de Pesticidas en las Matrices
Seleccionadas
5.3.1. Suelo

Powley describe el analisis de sulfonilureas en suelo a partir de la extraccion de
dichos herbicidas mediante SLE con una solucion de MeOH y 0,1 M de
carbonato de amonio (1:9) v/v, dicho extracto es centrifugado y el sobrenadante
obtenido es purificado y concentrado mediante SPE con cartuchos del tipo
OASIS® HLB previamente acondicionados. Los analitos de interés son eluidos

con 10 mL de una solucién 1 M de hidréxido de amonio y ACN seguido por 5
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mL de AcOEt. Las fracciones eluidas se juntan y se evapora con N, para ser
analizado mediante LC-MS/MS.("%9)

Arora et al., reportan el uso de soxhlet como medio de extraccion. Estos
autores determinaron lindano, pendimetalin, atrazina, carbendazim y clorpirifés
en suelos de campos de arroz, con buenos resultados.'”®” En los ultimos afios
este método ha sido sustituido por otras técnicas de extraccidon como la
agitaciébn mecanica y el ultrasonido a temperatura ambiente con diferentes
solventes organicos o mezclas de estos con agua con la intencién de incluir el

5. A modo de ejemplo, Lambropoulou et

analisis de pesticidas termolabile
al., determin6 dos fungicidas, vinclozolina y dicloram mediante la extraccion
con acetona, durante 30 minutos en ultrasonido a temperatura ambiente y

'62) Tor et al., comparé diferentes métodos

posterior clean-up mediante SPME..
de extraccion; soxhlet, ultrasonido y shaker para el analisis de compuestos
organoclorados utilizando una mezcla de éter de petrdleo: acetona, los tiempos
de extracciéon fueron 4 hs, 20 min y 3 hs para soxhlet, ultrasonido y shaker
respectivamente. Los extractos obtenidos fueron purificados en una columna
de alumina y analizados mediante GC-ECD. Las recuperaciones obtenidas a
partir de la extraccion con ultrasonido fueron del orden del 100% por lo que
estos autores establecen que este método es util para el analisis de pesticidas
organoclorados, ahorrando un 80% del tiempo comparado con los otros dos
métodos testeados y wuna reduccibn de volumen de solvente de
aproximadamente 67%.(%%)

Sanchez-Brunette et al., plantean un método basado en la sonicacion de
columnas pequefas conteniendo muestras de suelo para el anadlisis de

0.7647%9) Fenol| et al, también reportaron este

herbicidas e insecticidas en el suel
sistema de extraccion para el andlisis de 25 insecticidas y fungicidas. El
método consistid en la extraccién con una mezcla de ACN: agua durante 20
min, seguido de una ELL con CH.Cl,. En este trabajo se utilizaron 3 tipos de
suelos de diferente composicion, resultando en porcentajes de recuperacion
diferentes para cada pesticida dependiendo del tipo de suelo, pero en general
fueron entre 69 y 112%, con desviaciones estandares relativas (RSDs)

menores que 6%.(%°
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Ranz et al., analizaron herbicidas polares mediante una extraccién con una
mezcla de agua acida y MeOH. Luego de varias etapas de extraccion se realiza
un clean-up del extracto obtenido mediante cartuchos de silica gel y los analitos
de interés se derivatizan para analizarlos por GC-MS.!"%” Ye y colaboradores,
realizaron una extraccion de suelo en ultrasonido con MeOH: buffer fosfato
(2:8). A continuacién compararon diferentes adsorbentes a ser purificados
mediante extraccion en fase solida; C-18, OASIS® HLB y HXN. Por otro lado
probaron 3 mezclas de solvente a utilizar como solvente de elucién; buffer
fosfato, buffer fosfato:MeOH (80:20), buffer fosfato:MeCN (80:20), a diferentes
pH, siendo la mezcla de buffer fosfato:MeOH la que presentd mejores
resultados. Por ultimo compararon las recuperaciones obtenidas con los tres
tipos de absorbente, los cartuchos de C-18 mostraron los mejores
resultados.!"®® Shen y colaboradores, reportaron el uso de una modificacion de
la técnica de MSPD usando Florisil como agente dispersante y acetona como
solvente de extraccion para el analisis de pirimicarb, metalaxil, metolaclor,
isopropalin y pendimetalin en suelo. La extracciéon con acetona se realizé de
forma continua, durante 1 h. El extracto obtenido se concentré y analizd
mediante GC. Los porcentajes de recuperacion de los pesticidas fueron
aproximadamente 98% con RSDs menores que 10%.("%%

En el ano 2009, Wu et al., analizaron 4 sulfonilureas mediante dSPE seguida
de micro extraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) y HPLC. El
procedimiento de dSPE-DLLME consistié en la extraccion del suelo con una
solucion de acetona: 0,15 M NaHCO; (2:8) seguido de un clean-up dispersivo
con C-18. La DLLME se realiz6 a partir de una alicuota del extracto con 60 uL
de clorobenceno, como solvente de extraccion. El extracto centrifugado se
analizé mediante HPLC. Los porcentajes de recuperacién variaron entre 76-
93% con RSDs entre 5 y 7%. Esta técnica, en comparacion con otras
metodologias tradicionales resulté una técnica facil, rapida con bajo consumo
de solvente.(”?

Yang et al., analizaron 44 pesticidas en suelos a partir de una variacion del
método QUEChERS. Los autores agregaron agua a la muestra con el fin de

otorgarle la humedad necesaria para luego realizar un salting-out utilizando
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ACN vy buffer citrato. Finalmente a una alicuota del extracto se le realizé un
clean-up con MgSO, y PSA para analizarlo mediante GC-MS.("%?

Lesueur et al.,, compararon 4 métodos de extraccion diferentes: extraccion
mediante ultrasonido, extraccion mediante liquido presurizado (PLE),
QUECHhERS y la Norma Europea DIN 12393, para el andlisis de 12 herbicidas y
dos productos de transformacion. Los analitos fueron analizados mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas usando una
interfase de electrospray en modo positivo. Tanto la extraccién con ultrasonido
como QUEChERS permitieron analizar todos los analitos, siendo QUEChERS el
método mas eficiente. Con PLE y la Norma DIN 12393 no se pudo analizar ni

carbendazim ni metamitron.’”"
5.3.2. Agua

Geiss et al., compararon la eficiencia de 21 cartuchos con diferentes tipos de
adsorbentes para la extraccion de pesticidas organofosforados polares en
agua. Concluyeron que los cartuchos con materiales poliméricos mostraron los
mejores resultados y que en general, la recuperacion de los pesticidas con un
material u otro se puede correlacionar con el K,,, de cada pesticida.!’”?

Jeannot et al., describieron 2 procedimientos para el analisis de triazinas y
sulfonilureas en aguas superficiales. Realizaron una extraccion liquido-liquido
de 1 L de agua con CHCI, y por otro lado extrajeron 0,5 a 1 L de agua en
cartuchos de C-18 y 10 L de agua en cartuchos de GCB (Carbopack B). La
extracciéon liquido-liquido arrojé valores de recuperacion entre 83-93% con
RSDs entre 2 a 10%. Con la técnica de SPE con Carbopack B los porcentajes
de recuperacion fueron entre 60 y 96% con RSDs menores a 17%, mientras
que las recuperaciones con C-18 se encontraron en el rango 67 a 100% con
RSDs entre 2 y 7%.(""

En el afo 2003, Zanella et al., validaron un método para la determinacién de
2,4 D, quinclorac, bentazone, clomazone y propanil en muestras de aguas
superficiales y de agricultura mediante HPLC con detector UV. El método

consistié en la pre-concentracion de las muestras en cartuchos de C-18. Los %
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de recuperacion de los herbicidas de interés fueron desde 85,7 hasta 109,8%
con RSD menores que 14%.7%

Ayano et al., en el afio 2004, describieron una metodologia multi-residuo para
la determinacion de 5 sulfonilureas y 3 ureas en agua. El analisis se baso en la
extraccién de las muestras con tres cartuchos diferentes: poliestireno (PS2), C-
18 y OASIS® HLB. Los compuestos se analizaron y cuantificaron mediante LC-
MS. Las recuperaciones promedio para los compuestos en estudio se
encontraron en el rango 70-120% con RSDs menores a 20% y Limites de
Cuantificacién (LOQs) entre 10 y 100 ng/L."”® Carabias-Martinez et al.,
compararon la eficiencia de 3 cartuchos de extraccion con diferente fase sélida
para la determinacion simultanea de 10 sulfonil y fenilureas y un producto de
transformacion; el 3-cloro-4-metil-fenil urea. Las muestras fueron concentradas
1000 veces utilizando cartuchos de C-18, OASIS® HLB vy Lichrolut EN (sorbente
polimérico de estireno y divinil benceno) obteniendo mejores resultados con los
OASIS® HLB.""79 Polati et al., reportaron la determinacion de 6 sulfonilureas y
azoxistrobin en aguas superficiales. EI método consisti6 en la pre-
concentracion de la muestra (factor 1000) con cartuchos Strata RP-18 E y dos
fases poliméricas, Strata-X and Lichrolut EN, seguido del analisis mediante
HPLC-UV (240 nm)-MS". Mediante esta técnica se alcanzaron limites de
deteccion (LOD) menores de 26,9 ng/L con recuperaciones entre 81 y 113%
para los cartuchos Strata RP-18 E y Strata-X pero los cartuchos Lichrolut EN
no mostraron buenos resultados para ninguno de los pesticidas analizados.!"””)
En el afio 2007, Kuster et al., analizaron 17 herbicidas polares, en aguas
provenientes del delta del Rio Ebro durante el periodo de mayor cultivo de
arroz. Estos autores reportaron un método automatizado en el cual las
muestras se analizaron mediante SPE acoplada con cromatografia liquida y
espectrometria de masas en tandem. Para la extraccién de los analitos de
interés se utilizaron cartuchos conteniendo un polimero de divinilbenceno
(cartuchos Hysphere Resin GP). Se cargaron 10 mL de la muestra y los
analitos se eluyeron directamente en la columna cromatografica. Algunos de
los herbicidas, alaclor, molinato, propanil, diurén y clorotolurén presentaron
recuperaciones menores que 60% mientras que atrazina, metolaclor y

cianazina presentaron recuperaciones mayores que 120%.("
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Mazzella et al., desarrollaron un método para la determinacion simultanea de
30 triazinas, fenilureas y herbicidas tipo cloroacetanilidas en agua dulce y de
estuarios. La pre-concentracién de las muestras se realizd en cartuchos
OASIS® HLB con recuperaciones entre 73 a 122% y RSDs entre 6 y 22%.'7®
Ouyang et al., evaluaron la eficiencia de diferentes sorbentes, C-18, OASIS®
HLB y Cleanert HXN (cartucho polimérico de poliestireno y divinilbenceno para
pesticidas polares) para el andlisis de 10 sulfonilureas. Las tasas de
recuperaciéon fueron mayores para los cartuchos HLB, en el entorno 77 hasta
109% con RSDs desde 0,3 hasta 14%.""")

Van Pinxteren et al., compararon la eficiencia de SPE y extraccidén con solvente
asistida con membrana (MASE), para el analisis de 10 pesticidas en agua. Los
autores concluyeron que SPE tiene mayor sensibilidad, mientras que MASE es
un procedimiento mas rapido, provee mejores recuperaciones y presenta una
alternativa para el analisis de compuestos de polaridad baja a media.’®”
Muchos otros autores describen métodos de determinacion de pesticidas, de
diferentes clases y ©polaridades mediante SPE con excelentes
resultados.(152’179’181’182'183)

Carabias-Martinez et al.,, emplearon una fibra de poliacrilato para la
determinacion de 10 herbicidas (alaclor, atrazina, clorotolurén, diclofop,
diflufenicam, etofumesata, isoproturdn, linurén, terbutrin y trifluralina) en agua
superficial y subterranea. Estos autores reportan que las fenilureas se
degradan térmicamente por lo que realizan la identificacion de las anilinas
correspondientes. Los porcentajes de recuperacion de estos herbicidas se
encontraron en el rango 94 hasta 107 con un limite de deteccion (LOD) de 1
pg/L.(184,185

carbamatos y herbicidas tipo fenilureas y fenoxiacidos. El método consistia en

) En el afio 2008, Crespo-Corral et al., describieron el analisis de

la pre-concentracion de la muestra en cartuchos de C-18 seguida del analisis
mediante cromatografia gaseosa luego de una reaccion de derivatizacion de
los analitos de interés. Los porcentajes de recuperacion reportados se

encontraron en el rango 81 a 99% con RSDs de entre 0,9 y 21%.('%9)
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5.3.3. Arroz

Con respecto al arroz, actualmente no existe un método oficial para la
determinacion de pesticidas. En la literatura existen numerosas metodologias
reportadas para el analisis de pesticidas en esta matriz, muchos de ellas
involucran varias etapas de clean-up o métodos instrumentales, como
extraccion con fluido supercritico, extraccion acelerada con solvente y
cromatografia mediante gel permeacién, resultando en métodos poco sencillos
y de elevado costo. Sin embargo en los ultimos tiempos se han reportado
metodologias basadas fundamentalmente en la filosofia dispersiva de
QUuEChERS aplicados al analisis de residuos de pesticidas en arroz.

Takatori et al., emplearon un cartucho conteniendo dos capas con adsorbentes
diferentes (GCB y PSA) para remover pigmentos y acidos grasos de extracto
de arroz. La elucién de los pesticidas del estudio se realizé6 con una mezcla de
ACN: tolueno (3:1). La adicion de tolueno mejora la elucion de los componentes
de interés, especialmente aquellas moléculas de estructura plana que podrian
permanecer retenidas al GCB y por lo tanto presentar bajas recuperaciones. El
metodo propuesto por estos autores se aplicdé para la determinaciéon de
residuos de 47 pesticidas en vegetales, frutas y cereales, particularmente soja
y arroz con porcentajes de recuperacion (% Rec) en el rango 70-120% y muy
buenas RSDs."??

Zhang et al., analizaron pesticidas en arroz con cascara para lo cual utilizaron
una extraccion con AcOEt seguido por una etapa de clean-up con GPC y
columna de Florisil. Este adsorbente tiene una buena capacidad para
interaccionar con interferencias que son co-extraidas con AcOEt y que no son
eliminadas mediante GPC, aunque algunos pesticidas como mevinfos,
ometoato, diazinon, disulfotén y demetdn-S-metil presentaron dificultades en su
elucién de la columna de Florisil y, por lo tanto, bajas recuperaciones. Otra
desventaja observada en este trabajo fue que el uso de AcOEt como solvente
de elucién no logra una buena recuperacién de pesticidas polares como el
acefato, metamidofés y diclorvos."®” Aguilera et al., estudiaron la extraccion
con fluido supercritico seguido por una extraccién en fase sdlida en linea con

propil amino, hidromatrix, Extrelut y Florisi como adsorbente para la
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eliminacion de compuestos lipidicos tanto de arroz blanco como integral. La
extraccién se evalué usando CO, puro y CO, con agua o MeOH como agente
modificador. El extracto mas limpio se obtuvo con el adsorbente propil amino,
con el cual se obtuvieron buenos resultados para 20/22 de los pesticidas
estudiados usando MeOH como modificador. Captafol y dimetoato no pudieron
ser analizados con esta metodologia.’# 89

Nguyen et al., analizaron arroz con cascara mediante el método de QUEChERS
con 2 variaciones; el extracto en ACN fue dejado en el refrigerador por 30 min
previo a la adicion de las sales usadas para el salting-out y ademas en la etapa
de clean-up dispersivo adicionaron GCB junto con el PSA y el MgSO,4. EI GCB
se afadio con el objetivo de remover los pigmentos presentes en el arroz con
cascara, de esta forma se obtienen extractos mas limpios, pero con la
desventaja de que algunas moléculas no polares y planas como el clorotalonil,
bromacilo, alaclor, clorpirifés, diclorobenilo, paration, terbufés, pendimetalin y
quintozeno se obtienen con un bajo porcentaje de recuperacion.!’™®
Koesukwiwat et al., utilizaron el método de QUEChERS citrato para mejorar el
porcentaje de recuperacion de pesticidas sensibles al pH basico y acido.
Ademas evaluaron diferentes mezclas de adsorbentes (PSA; C-18, GCB,
alumina neutra) para realizar el clean-up dispersivo y asi eliminar las
interferencias que pueda contener el extracto de ACN a ser analizado. Estos
autores establecen que el uso de este tipo de adsorbente tiene una gran
influencia en el % de recuperacion de muchos compuestos, en particular de los
herbicidas fenoxiacidos. Este grupo de herbicidas son fuertemente retenidos
por el PSA, resultando en bajas recuperaciones, C-18 presentd mejores
resultados, donde 9/13 de los herbicidas presentaron buenas recuperaciones
aunque el rendimiento del picloram fue muy bajo y el clopiralid no fue
detectado. Las mezclas seleccionadas fueron C-18/GCB y C-18/alumina
neutra. Las recuperaciones fueron mas bajas usando la mezcla conteniendo

("48) Lju et al., y Nguyen et al., también

GCB que la mezcla conteniendo alumina.
reportaron diferentes métodos para el clean-up de arroz, usando los mismos
adsorbentes. (176789

El laboratorio de referencia europeo para pesticidas en cereales y alimento de

animales describe un método multi-residuo, basado en el método de
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QUECHhERS, para el analisis de 62 pesticidas en harina de arroz, trigo, centeno
y avena. La mayoria de los pesticidas presentaron porcentajes de recuperacion
en el rango 75-115% con LOQs de aproximadamente 10 pg/kg. Los
compuestos dietofencarb, flusilazol, binapacril, kresoxim-metil, fenamifos,
fludioxonil, flutolanil, hexaconazol y iodofenfos no cumplieron con los
requerimientos debido a picos de interferencias de la matriz para los 4 tipos de
harina.!"%)

Mastovska et al., estudiaron varias modificaciones al trabajo original de
QUECHhERS para el analisis de pesticidas en cereales. Los autores usaron 25
mL de una mezcla 1,5:1 de H,O: ACN para la extraccién de 5 g de arroz blanco
y una etapa posterior de clean-up con 150 mg de PSA y 50 mg de C-18 para la
adsorcion de lipidos. Ademas se realizé la agitacién durante una hora con un
shaker orbital en vez de agitacién manual de 1 min como lo indica el método
original. Los compuestos analizados presentaron recuperaciones en el rango
70-120% con RSD menores que 20%."%"

Dérea et al., desarrollaron una metodologia para el analisis simultaneo de
malation, paratién-metil y R-endosulfan. En este trabajo se compararon dos
adsorbentes, alumina neutra y silica, usando AcOEt y n-hexano como
solventes de eluciéon. Las recuperaciones fueron aceptables en ambos casos,
pero mayor cantidad de interferencias fueron extraidas utilizando silica como

1) Recientemente, Tsochatzis et al., compararon el solvente de

adsorbente.{
extraccién y la cantidad de alumina utilizada como agente dispersante para el
andlisis de 8 pesticidas cominmente empleados en el cultivo de arroz,
penoxsulam, triciclazol, propanil, azoxistrobin, molinato, profoxidim, cihalofop-
butil, deltametrina, y 3,4-dicloroanilina, el principal metabolito del propanil. Los
autores reportaron que una relacién 1:2, entre la cantidad de muestra y el
agente dispersante, usando ACN como solvente de extraccion presenta una
buena recuperacion, entre 85-105%.7%?

Lee et al., estudiaron el nivel de residuos de 47 pesticidas en arroz blanco
cocido; la metodologia empleada consistio en la extraccion del arroz con ACN
seguido de la agitacion del extracto en shaker durante 20 min y posterior
agitaciéon mediante ultrasonido por 10 min. El extracto fue analizado mediante

cromatografia liquida, sin clean-up. A 10 ug/kg la mayoria de los pesticidas
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presentaron recuperaciones en el rango 70-140% excepto para clotianidina,
cinosulfurén, etiofencarb y metabenztiazurén cuyos porcentajes de
recuperacion fueron menores a 70%.("®

En 2006, Liu et al., analizaron 40 pesticidas en arroz, después de su extraccion
con CHCl, y Na;SO4 en un bafo de ultrasonido, seguido por una etapa de
clean-up con SPE usando un cartucho de Florisil. En este trabajo diclorvés y
dimetoato no se pudieron detectar, probablemente debido que hayan
permanecido en la fase acuosa durante la extraccidon por su alta solubilidad en
agua.”®)

Liu et al., reportaron el uso de ultrasonido como método de extraccion de 7
pesticidas en arroz. Los autores probaron 3 solventes, acetona, AcCOEt y ACN,
siendo este ultimo el que mostré mejores resultados. Posteriormente se realizé
el clean-up del extracto obtenido con cartuchos de Oasis® HLB para disminuir
la cantidad de acidos grasos co-extraidos con el solvente. Las recuperaciones
de estos 7 pesticidas se encontraron en el rango de 70 a 120% con RSDs
menores a 20%.("%)

Pareja et al., compararon diversas metodologias de extraccion y clean-up para
la determinacion de 42 residuos de pesticidas en arroz blanco basadas en el
método de QUEChERS. EI método original y la variacién utilizando buffer
acetato sin clean-up mostraron el mejor desempefo. Sin embargo los autores
reportan que ninguno de los métodos evaluados permite el analisis de todos los

compuestos seleccionados simultaneamente.”%%

6. Técnicas Instrumentales de Analisis

Desde 1970 hasta la década del 90 la mayoria de los métodos de rutina para el
analisis de pesticidas en muestras de origen ambiental o alimentario se
basaron principalmente en la cromatografia gaseosa (GC) con diferentes
detectores tales como detector de Captura de Electrones (ECD), detector de
Nitrogeno y Fosforo (NPD), detector Fotométrico de Llama (FPD). Estos son
detectores selectivos, pero no otorgan informacion acerca de la estructura de
los compuestos, por o que no son los de eleccion para el desarrollo en un

método multi-residuo.
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La introduccién del detector de masas (MS) permite la identificacion y
confirmacién simultanea de compuestos con una adecuada sensibilidad. Este
detector puede ser acoplado tanto a un cromatégrafo de gases (GC-MS) como
a un cromatografo de liquidos (LC-MS), permitiendo la separacion e

identificacion de mezclas complejas en un solo analisis.?* %)

6.1. Espectrometria de masas

Un espectrémetro de masas consta basicamente de una fuente de ionizacién
que produce iones, un analizador que los clasifica por su masa y un detector
que mide la intensidad relativa de las diferentes masas. El principio de todos
los espectrometros de masas es que el comportamiento de una corriente de
iones en fase gaseosa, a través de un campo electromagnético es dependiente
de la relacion masa-carga (m/z) de los iones y dicha relacion es usada por el
analizador para distinguir unos de otros, consiguiendo asi su separacion.

Los modos de operacion del espectrometro de masas son:

Modo “full scan”. el detector “barre” en un rango de masas previamente
definido, tipicamente de 50 a 600 umas, pero no lo hace de forma simultanea.
Esto insume un tiempo (dwell time) para cubrir ese rango de masas, del orden
de milisegundos. En ese tiempo, el detector no puede detectar
cuantitativamente a todos los iones que llegan a él.

Modo SIM (Single lon Monitoring): A diferencia de otros procedimientos de
adquisicién, como el full scan, donde el equipo barre todo el rango de masa
seleccionado, en el andlisis por SIM son monitoreados sélo los valores de m/z
seleccionados. De esta forma, el equipo no “pierde” tiempo en barrer valores de
m/z sin utilidad. De esta forma la sensibilidad es hasta 50 veces mayor que en
modo full scan, permitiendo el analisis cuantitativo de los compuestos de

interés, incluso a nivel de trazas, mediante GC-MS o LC-MS.

6.2. Cromatografia gaseosa con detector de masas (GC-MS)

La cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas es una de las

principales herramientas utilizadas en el analisis de residuos de pesticidas ya
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que permite la separacion, identificacion y confirmacion de un gran niumero de
compuestos simultaneamente en un Uunico andlisis. Las ventajas mas
importantes de los métodos basados en GC-MS son:

-Alta sensibilidad y eficiencia de separacion.

-Gran capacidad de identificacion por la abundante informacién que otorgan los
espectros de masa.

-Posibilidad del uso de bibliotecas comerciales de espectros.
6.2.1. Modos de ionizaciéon

En GC-MS la ionizacion de los compuestos se puede realizar mediante impacto

electrénico (El) o ionizacién quimica positiva o negativa (PCI, NCI).?%739

6.2.1.1. Impacto Electronico (El)

Un filamento calentado emite electrones que son acelerados dentro de la
camara de ionizacién por una diferencia de potencial generalmente de 70 eV.
La ionizacién de la muestra se produce por la remocion de un electrén de la
molécula generando un i6n cargado positivamente con un electron
desapareado. Moléculas neutras, en fase gaseosa, a una presion de 10 E-5
torr, son bombardeadas por electrones, con una energia tipica de 70 eV.
Ocurre principalmente el desplazamiento o captura de un electron formando
iones M*".(7%)

La alta energia de los electrones produce la formacion del ion molecular y
posteriormente la fragmentacién de las moléculas de manera especifica en
iones cargados, llamados iones fragmento. Dicha fragmentacion es unica para
cada molécula. El patron de fragmentacion que ocurre a través de mecanismos
predecibles es una huella digital que permite la identificacion inequivoca de
cada compuesto.!’?”

En general los iones positivos son predominantes (~100 veces mas). Los M se

vuelven importantes para moléculas con alta energia de activacion

M+ e (70 eV) — M* (~ 5 eV) + 2¢" (65 eV)
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A partir de los afios 50 se han registrado los espectros de muchos compuestos
organicos conocidos empleando el impacto electronico como modo de
ionizacion.!"%®

En general los espectros son reproducibles; pudiéndose construir bibliotecas de
espectros de El a 70 eV; lo que constituye una ventaja al momento de la
identificacion y confirmacion de un analito.(’%°)

Se aplica a moléculas de media y baja polaridad y bajo PM (~500 uma),

volatiles y termo-estables.
6.2.1.2. Ilonizacion Quimica (CI)

Un gas reactivo (metano, amoniaco, isobutano, acetonitrilo) es introducido en
exceso en la fuente de iones de forma controlada. El gas reactivo es
bombardeado con electrones (150-200 eV) generandose una serie de especies
nuevas (iones y electrones de baja energia). Posteriormente las moléculas de
la muestra interaccionan con los iones del gas reactivo y se ionizan. Las
condiciones de la fuente (presion, temperatura y energia electronica) controlan
el tipo y proporcion de las nuevas especies generadas. El sistema puede estar
configurado para detectar iones positivos (PCl) o iones negativos (NCI).("3%

Las ventajas del modo El son la baja influencia de la estructura molecular en la
respuesta y el gran numero de iones fragmento caracteristicos generados. La
ionizaciéon quimica practicamente no se usa en métodos multi-residuo, pero
varios pesticidas (organoclorados, piretroides y organofosforados) presentan
una mejor selectividad en comparacién con El, ademas no provee demasiada

informacion, ya que muchas veces genera poca cantidad de fragmentos. ‘%)
6.2.2. Analizadores

Una vez formados los iones en la fuente de ionizacién, son separados de

acuerdo a su relacion masa/carga (m/z) en un analizador de masa. Existen

cinco clases de analizadores disponibles: sector magnético, tiempo de vuelo,

analizador con trasformada de Fourier, trampa de iones, y cuadrupolo, siendo
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estos 2 ultimos los mas empleados para el analisis de pesticidas, mediante
GC.(130)

6.2.2.1. Cuadrupolo

Es un filtro de masa que consiste en cuatro barras paralelas. Las barras
opuestas tienen la misma polaridad mientras que las barras adyacentes tienen
polaridad opuesta. A cada barra se le aplica un voltaje continuo y uno de
radiofrecuencia generando una diferencia de potencial que permite la “filtracién”
de los iones de m/z seleccionada. Modificando los campos eléctricos, las
masas de todos los iones pueden ser “escaneadas” secuencialmente, para
generar un espectro de masas. En modo SIM, la selectividad viene dada
porque sdlo los iones de masa seleccionadas, conforme a las condiciones de
operacién del método analitico, van a atravesar el analizador para llegar al
detector. En la Figura 11 se muestra una representacién esquematica de un

%) El uso de este analizador esta muy extendido

analizador de cuadrupolo.
debido a su relativa sencillez y relativo bajo costo. El cuadrupolo no es muy
sensible en modo full scan, por lo que para el analisis de residuos de pesticidas
se suele utilizar en modo SIM. Este modo presenta una mayor sensibilidad,
pero requiere el conocimiento previo de los compuestos que se van a analizar,
ya que sélo se utilizan los iones seleccionados y no el barrido completo de

iones de la muestra.

Fuente de

l fonizacion

-
~

s

1

Detector

10n resonante

Fuente de
ionizacion

Figura 11. Esquema de analizador de Tipo Cuadrupolo Simple. (Figura adaptada de
Agilent Technologies Inc. y http://chromservis.cz/section/chromatography).”'%%2%

Pagina | 90



Introduccion

Esta técnica instrumental ha sido reportada para el analisis de compuestos no
polares, volatiles y semi-volatiles. Por ejemplo los piretroides pueden ser
analizados solamente por El a 70 eV.

Sin embargo, compuestos polares, no voldtiles e inestables térmicamente,
como las fenilureas, carbamatos, compuestos pirimidinicos, triazoles, y muchos
productos de transformacion no pueden ser analizados mediante esta técnica,

por lo que la técnica de eleccion es LC.(?"

6.2.2.2. Trampa de iones

En este sistema los iones generados en la fuente son “atrapados”, durante un
cierto tiempo, en un campo de radiofrecuencia dentro de un anillo toroidal
situado entre dos electrodos hiperbdlicos. Mediante la aplicacion simultanea de
corrientes continuas y radiofrecuencia se consigue “atrapar” y mantener dentro
del anillo central a los iones provenientes de la fuente de iones. Una vez alli,
dichos iones pueden ser extraidos a voluntad aplicando corrientes de
radiofrecuencia variables hasta valores de resonancia y expulsarlos a través
del anillo de salida. La Figura 12 muestra una representacion esquematica de
un analizador de trampa de iones. Un espectro de masas completo se obtiene
mediante el barrido de un rango de radiofrecuencia determinado. Una ventaja
particular de este analizador es la posibilidad de utilizarlo en la técnica de
masas masas (MS"), puesto que permite la extraccion de iones individuales
(lones Precursores) que posteriormente pueden ser fragmentados para analisis
estructural (lones Fragmento). Las trampas de iones presentan mayor
sensibilidad en modo full scan que los analizadores cuadrupolares ademas
tiene la particularidad de poder realizar experimentos multiples de MS/MS
(MS"), atrapando primero un i6n especifico, fragmentandolo y atrapando
después un nuevo i6n producto para fragmentarlo de nuevo, y asi
sucesivamente. Esta herramienta es Unica de la trampa de iones y es muy util

para la identificacién de compuestos desconocidos.
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Fuente de lonizacidn
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Figura 12. Esquema de analizador de trampa de iones. (Figura adaptada de
www.bdal.de).*"

6.3. Cromatografia liquida

Diez anos atras la técnica de cromatografia de liquidos era poco utilizada para
el analisis de residuos de pesticidas. Sin embargo, los fabricantes de
agroquimicos fueron desarrollando compuestos cada vez mas polares, de
menor volatilidad y mas termolabiles, los que no pueden ser analizados por
GC, impulsando un aumento en el numero de métodos analiticos de residuos
de pesticidas empleando cromatografia liquida primero con detector UV,
posteriormente con detector de arreglo de diodos (LC-DAD) y en los ultimos
afnos con la incorporacion de instrumentos de LC-MS y LC-MS/MS que proveen

una gran sensibilidad y eficiencia.*"2%?

6.3.1. Cromatografia liquida con Detector de Arreglo de Diodos
(LC-DAD)

Desde los comienzos de la cromatografia liquida, los detectores mas utilizados
fueron los fotdmetros basados en la absorcion de luz visible y ultravioleta (UV).
Estos detectores son sensibles a muchos solutos, siempre que absorban en el
rango 190-600 nm apréx. La seleccion apropiada de la fase movil hace posible
trabajar a longitudes de onda (A) en el entorno de 200-215 nm, donde la
mayoria de los compuestos organicos exhiben cierta absorbancia al UV.%)
Los detectores UV existen en tres tipos de configuracion, de A variable, de A fija

y de arreglo de diodos (DAD). EI DAD posee una trayectoria similar al camino
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optico del detector de longitud de onda variable, excepto que la luz proveniente
de la lampara pasa a través de la celda de flujo antes de llegar a la rejilla de
difracciéon. Esto permite que la rejilla disperse el haz de luz incidente a través
de una serie de fotodiodos obteniéndose el espectro UV del analito que

e.(?%) Este detector permite operar a la A maxima de un soluto o a aquellas

eluy
A que proveen una maxima selectividad, incluso permite variar las A de medida
en un mismo analisis pudiendo guardar el espectro completo de los
compuestos a lo largo del analisis. De esta forma se pueden identificar los
analitos no solo por el tiempo de retencién con respecto a un estandar sino
también por comparacion del espectro del compuesto.?%)

En la literatura existen numerosos reportes basados en el analisis de pesticidas
en agua, suelo y grano de arroz mediante cromatografia liquida con detector
UV-DAD. Especialmente para el analisis de herbicidas polares y semi polares,

tales como sulfonilureas, fenilureas y otros.!"7%792209

6.3.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS/MS)

En los dultimos afos el uso de LC-MS/MS ha crecido enormemente,
principalmente debido a la alta sensibilidad, que permite alcanzar niveles de
deteccibn muy bajos y a la elevada capacidad para la identificacion vy
confirmacién de los analitos por la posibilidad de realizar espectros de masa,
por lo que han permitido el desarrollo de métodos sensibles capaces de
identificar contaminantes a niveles trazas en muestras ambientales y

alimentos (173,176,185,205)

6.3.2.1. Sistemas de ionizacion

Después de la introduccion de la muestra desde el sistema HPLC, ésta es
ionizada en la fuente de ionizacion. Existen diferentes tipos de fuentes de
ionizacion; termospray, particle beam, foto-ionizacion a presion atmosférica
(APPI) e ionizacion a presion atmosférica (API), siendo esta ultima una de las

mas utilizadas.(73%2%)

Pagina | 93



Introduccion

6.3.2.1.1. lonizacién a Presion Atmosféerica (API)

Es un proceso de ionizacién suave, a presion atmosférica (P. atm.) con una alta
eficiencia, en comparacion con otras formas de ionizacién convencionales.
Incluye un grupo de interfases llamadas Electrospray (ESI) e lonizacion

Quimica a Presion Atmosférica (APCI).(2%0)

6.3.2.1.1.1. Electrospray (ESI)

En modo positivo, el efluente del LC es bombeado a través de una aguja
nebulizadora que se encuentra a un potencial bajo y éste pasa a través de un
electrodo semicilindrico que se encuentra a un alto potencial. La diferencia de
potencial producida entre la aguja y el electrodo genera un campo eléctrico que
carga la superficie del liquido y forma gotas cargadas. Estas son conducidas a
través de un capilar que por medio de un gas a alta temperatura (N2) elimina el
solvente no cargado. A medida que las micro gotas atraviesan el capilar las
cargas positivas migran hacia la superficie de la micro gota mientras que las
cargas negativas permanecen en el centro de esta. Paralelamente el solvente
continla evaporandose hasta que el tamafo de la micro gota es tal que se
rompe. En este momento el campo eléctrico generado es tal que logra ionizar
el analito eliminando el resto del solvente, generando asi iones cargados (sin
solvente). Una vez obtenidos los iones, se introducen formando un angulo de
90° con el analizador, separandolos asi de las moléculas neutras (Figura 13 a).
Dadas las caracteristicas de ESI su aplicacion, es indicada principalmente para

el analisis de compuestos polares.’%?%)

6.3.2.1.1.2. lonizacién Quimica a Presion Atmosférica (APClI)

Se basa en la reaccion de moléculas e iones en fase gaseosa, que lleva a la
ionizacion del analito a presion atmosférica. ElI proceso es similar al de
ionizacion quimica, se nebuliza el solvente para formar un aerosol y los iones
reactivos son producidos por una gran diferencia de potencial a través de una

aguja corona. Este proceso se da a presién atmosférica, por lo que la
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frecuencia de colisiones entre los iones de solvente y los de la muestra es alta,
generandose iones, en un proceso altamente eficiente (Figura 13 b). Este
modo de ionizacién es suave generando moléculas protonadas del tipo [M+H]"
en el modo positivo y [M-H] en el modo negativo. Esta técnica es util para el
analisis de compuestos de polaridad media o baja o moléculas térmicamente

estables que requieren mayor energia de ionizacion y permite aplicar flujos de

hasta 2 mL/min, pero presenta la desventaja de que algunos pesticidas pueden
130,206)

sufrir degradacion térmica, en comparacion con ESL.
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Figura 13 a. Esquema del proceso de formacion de iones en ESI; b. Esquema del
proceso de formacién de iones mediante APCI. (Figuras adaptadas de la pagina web
de la Universidad de Bristol).?”

6.3.3. Analizadores

Desde la fuente de ionizacion utilizada, los iones son transferidos al
espectrometro de masas, donde son separados segun su relacion m/z. El
analizador opera en condiciones de vacio que aseguran el desplazamiento de

los iones con la maxima eficacia. Los diferentes tipos de analizadores
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incorporados en los sistemas LC-MS/MS son el triple cuadrupolo y el tiempo de
vuelo y los sistemas hibridos: cuadrupolo acoplado a trampa de iones lineal y
cuadrupolo acoplado a tiempo de vuelo. Estos sistemas se detallan a

continuacion.

6.3.3.1. Analizador Triple Cuadrupolo (QqQ)

Este sistema esta formado por dos cuadrupolos con una celda de colision entre
ellos (tercer cuadrupolo), Figura 14. Los iones generados en la fuente de
ionizacion son dirigidos hacia el primer cuadrupolo (Q1) en donde se
seleccionan los iones precursores de los analitos a estudiar, éstos son
acelerados hacia el segundo cuadrupolo (Q2) o camara de colisidbn que
consiste en un hexapolo que contiene un gas de colisién (generalmente Ny) y
donde tiene lugar la fragmentacion inducida por colisién (CID). Los iones
fragmento generados en la celda de colision son direccionados al tercer
cuadrupolo (Q3) en un segundo paso de filtrado, para conseguir aislar y
analizar un i6n precursor e iones producto. De esta forma se utilizan el primer y

tercer cuadrupolos como analizadores. %"
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Figura 14. Esquema de un espectrometro de masas con analizador de ftriple
cuadrupolo, (Figura adaptada del manual de Agilent Technologies Inc.).?*

Los espectrometros de masas con analizadores de triple cuadrupolo
constituyen una poderosa herramienta en el caso de métodos de multi-residuo,

debido a la elevada selectividad y sensibilidad que ofrecen. En general
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presentan cuatro modos de operacién: pérdida neutra, scan de iones producto,
scan de iones precursores y monitorizacion de reaccion sencilla, siendo éste
ultimo el mas utilizado para el analisis de pesticidas cuando se esta realizando
busqueda de compuestos objetivo.

El modo monitorizacién de reaccion sencilla, también llamado SRM (Single
Reaction Monitoring), o en el caso de que el numero de analitos sea mas de
uno: “Monitorizacion de Reaccion Multiple” (MRM). Se basa en la seleccion del
i6n molecular de interés en Q1, posteriormente el idn molecular es enviado
hacia la celda de colisién donde se fragmenta. A continuacion Q3 selecciona un

i6n fragmento especifico.%”)

6.3.3.2. Analizador de Tiempo de Vuelo (TOF)

Es una poderosa herramienta para la identificacion de compuestos no objetivo
en matrices complejas debido a tres importantes caracteristicas: en primer
lugar, la capacidad de recopilar datos a través de una amplia gama de masas
sin una disminucién de la sensibilidad, en segundo lugar, la capacidad de
diferenciar con alto poder de resolucién, entre las sefales correspondientes a
las interferencias de las sefiales de interés, y en tercer lugar, la capacidad de
medir la masa generando informacion de la composicion elemental.!"*?

El principio de la espectrometria de masas de “tiempo de vuelo” esta basado en
la medida de la masa de las moléculas mediante medidas de relacién m/z. Esta
técnica permite la medida directa de una masa absoluta y la deteccién del i6n
con una gran sensibilidad. La masa es un atributo de cada molécula que
permite identificar o confirmar la identidad de una molécula. Las medidas del
peso molecular mediante espectrometria de masas estan basadas en la
produccion, separacion y deteccion de iones moleculares. "%

Una vez producida la ionizacién de la muestra, se retiene a los iones en la
fuente idnica mediante un potencial de retardo de igual signo al de la carga de
los iones. De esta forma se evita que los iones salgan de la fuente dispersos en
el tiempo. Posteriormente se aplica un voltaje de extraccion, consiguiendo que
todos los iones salgan de la fuente simultdneamente. Estos pasan por un

campo electrostatico acelerador con voltaje V, adquiriendo una elevada energia
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cinética que les impulsa a través del tubo de vuelo o analizador, hacia el
detector. Los iones llegan al detector a distinta velocidad en funciéon de su
relacion m/z. Los iones mas ligeros llegan antes al detector que los iones mas
pesados (Figura 15 a y b). La resolucion es mayor cuanto mas largo es el tubo
de vuelo y menor es la dispersion de energias de los iones en la fuente.!"9"

Durante este proceso se mide el tiempo que tardan los iones en llegar al
detector, el numero de iones que llegan al detector en un tiempo dado es la
abundancia o la intensidad de la sefial. El tiempo de llegada es proporcional a

la raiz cuadrada de las masas, y la relacién viene definida por la Ecuacion 1.

Ecuacién 1. Calculo del tiempo que tardan los iones en llegar al detector.

Donde t es el tiempo de llegada de los iones, s es la distancia que recorren los
iones, m;es la masa (kg), V es el voltaje con el cual son acelerados y z es la
carga del i6n.(%"

La masa de los iones es calculada en base a esta relacion y para su aplicacion
es necesario un proceso de calibracién continuo utilizando para ello como
referencia un estandar de masa conocida, que permita obtener valores de

masa exactos.?%®
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Figura 15 a. Principio del andlisis del analizador de tiempo de vuelo. b.
Representacion esquematica del analizador.?%?

6.3.3.3. Sistemas hibridos

Combinan analizadores de diferente configuracién, obteniendo considerables
mejoras en cuanto a la informacioén estructural que brindan y mejorando la

sensibilidad que permite una mejor cuantificacion.
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6.3.3.3.1. LC-QLIT/MS

Este sistema combina la tecnologia de los triple cuadrupolo con la trampa lineal
de iones. La especificidad y cuantificacion de los triples cuadrupolos combinada
con la sensibilidad del “full scan” en MS/MS que aporta la trampa lineal de
iones permite alcanzar niveles de detecciéon acordes a los exigidos a nivel
mundial.

El instrumento estd basado en un QqQ en el cual Qs puede actuar como un
cuadrupolo normal o en modo LIT.

El modo de funcionamiento consiste en que una vez generados los iones en la
fuente de ionizacién, estos son guiados y enfocados hacia Q4, el cual actua
como filtro de masas (selecciona los iones precursores con una determinada
m/z). Estos iones, son después enviados hacia Q, donde se promueve la
activacion de colisiones favoreciéndose la fragmentacion de los iones
precursores previamente seleccionados. Segun el modo de uso los iones
fragmento pueden ser direccionados hasta Qs, que actua como filtro para
“‘escanear” las masas de los iones fragmentos producidos (iones producto), en
la celda de colision cuando el sistema actia en modo QgQ o en modo LIT los
fragmentos pueden permanecer atrapados en el Qs en donde se aplica una
rampa de potencial que dirige a los iones hacia el detector en el modo LIT.?"%
La combinacion de estos modos de trabajo en un unico andlisis es posible
gracias al uso del modo IDA (Information—Dependent-Acquisition) provisto por
el software del sistema, el cual permite, mediante diferentes modos de
operacion, la obtencién de abundante informacion estructural de forma rapida y
sencilla El modo EPI (del inglés Enhanced Product lon), es uno de los mas
utilizados. La Figura 16 muestra un esquema general de las distintas partes del

sistema.
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Figura 16: Principales partes del sistema QTRAP LC-MS/MS. (Figura adaptada de
http://notijenck.com.ar/?p=3038).?""

EPI: es un modo de operacion de la trampa de iones, que permite obtener una
alta calidad de espectros en full scan. El ion precursor seleccionado en Q1 es
fragmentado en la celda de colision por el CAD (Collisionally Activated
Dissociation), y los iones fragmentos generados son capturados en la trampa
de iones. Seguidamente son escaneados en una de las tres velocidades de
scan o barrido que permite el equipo, dependiendo de Ila resolucién

212)

requerida.( Este modo de trabajo es sumamente u0til para aquellos

compuestos en los que la segunda transicion no se detecta o presenta una baja

sensibilidad.?"32%

6.3.3.3.2. LC-QTOF/MS

El QqTOF consiste en un cuadrupolo y region de colisibn adaptado de un
instrumento triple cuadrupolo acoplado a un analizador tiempo de vuelo con
aceleracién ortogonal para MS?2. Por consiguiente, el QqTOF tiene la capacidad
de analisis de MS asi como modos de operacion en MS/MS. En modo MS/MS,
el equipo selecciona un ién precursor en el Q1, lo fragmenta en la celda de
colision (Q2) y realiza el andlisis de masas de los iones fragmento en el
analizador TOF, proporcionando un espectro de masa exacta de iones
producto en full-scan. La utilizacion de instrumentos QqTOF es todavia escasa,
principalmente debido a su alto costo, sin embargo, la aplicacion de esta
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técnica se esta extendiendo principalmente en técnicas de analisis
medioambiental, que van dirigidas hacia la identificacién de productos de

degradacion y transformacion de los contaminantes organicos. 3%

6.4. Aplicacion de Técnicas Cromatograficas para el Analisis de
Residuos de Pesticidas en Suelo, Agua y Arroz.

La Tabla 17 resume las principales metodologias analiticas usadas para
analisis de pesticidas en las matrices ambientales (agua y suelo) y matrices
alimentarias, particularmente arroz blanco y arroz cascara. Como se observa
en la Tabla 17, la mayoria de los métodos reportados usan GC,
particularmente GC-MS. La inyeccion “Splitless” (introduccién de practicamente
toda la muestra) es la mas comunmente utilizada por su robustez, pero también
otras formas de inyeccion como PTV (del inglés programmable temperature
vaporizing) han sido reportadas.

Como se observa en la Tabla 17 las principales aplicaciones reportadas para el
analisis de pesticidas en arroz mediante LC-MS/MS utilizan la ionizacion

mediante electrospray (ESI).

Analitos Técnica instrumental condiciones Ref
Suelo
. Columna: HP-5MS (30m x 0,25 mm
- . 0, El
GC-MS: splitless a 280 °C. d.i: 0,25 um).
Columna: Zorbax SB-C18 (2,1 x 150
. mm, 3,5 um). (171)
24 pesticidas | ~ vs/MS: ESI positivo en modo  Fase mévil (FM): H,O—MeOH, 90%—
SRM. 9,95% (v/v) con 0,05% HAc y H,O-
MeOH, 9,95%—-90% (v/v) con 0,05%
HAc en gradiente a 0,3 mL/min.
LC con detector de fluorescencia y Columna: C-8 5 um, (250 mm x 4,0
6 carbamatos T columna: 42 °C mm) con pre columna de C-8. FM: (%)
' ) ' MeOH y H,O en gradiente.
15 pesticidas GC-MS: modo SIM, splitless a 240 Columna: Rtx (30 m x 0,25 mm d.i.; (215
P °C. 0,25 pm). _
GC-NPD/ECD: splitiess a 270 °c, ~ columna: HP-1(30m x 0,25 mm d.i.
14 fungicidas 0,25 um). (164)
GC-MS: modo SIM, splitless a250  Columna: HP-5MS (30 m x 0,25 mm
°C. d.i.;; 0,25 pm).
Columna: C-18 (250 x 4,6 mm, 5
- LC-MS/MS: APl modo negativo en pm). (216)
16 herbicidas MRM. FM: ACN y 15 mmol/L de HAc en

H,O a 1 mL/min, seguido de Split
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44 pesticidas

7 pesticidas

10
sulfonilureas

36 pesticidas

34 pesticidas

12 pesticidas

GC-MS: modo SIM, splitless a 250
°C.

LC-DAD

LC-MS/MS: ESI modo positivo.

GC-uECD en modo splitless entre
260y 290 °C.

GC-NPD y GC-MS: ionizacioén El a
70 eV, modo SIM, splitless.
GC-MS/MS: PTV splitless hasta
260 °C, se mantiene 1,5 min y luego
se cambia a split.

LC-APCI/ ESI/MS en modo positivo.

para inyectar 0,2 mL/min a la fuente.
Columna: HP-5MS (30 m x 0,25 mm
d.i.; 0,25 pm).

Columna: Nucleosil 100-5 C-18 (250
x 4.6 mm, 5 ym). FM: 5 mM buffer
fosfato y ACN: H,O (90:10) en
gradiente.

Columna: Zorbax XDB-C5 (250 x 4,6
mm, 5 ym). FM: ACN y MeOH con
0,2% (v/v) HAc en gradiente a 0,75
mL/min.

Columna: HP-5 (30 m x 0,32 mm d.i.;
0,25 ym).

Columna: HP-5MS1 (30 m x 0,25
mm d.i.; 0,25 um).

Columna: BPX-5 (30 m x 0,25 mm
d.i.; 0,25 ym).

Columna: Omnispher C-18 (150 mm
x 3 mm d.i. 3 ym). FM: ACN y H,O
en gradiente a 0,4 mL/min

(217)

(204)

(168)

(218)

(166)

(219)

Agua

82 pesticidas

12 pesticidas

10 pesticidas

13 pesticidas

11 pesticidas

16 pesticidas

44 pesticidas

GC-yECD/MS modo Split.

LC-APCI/MS en modo negativo.

LC-MS/MS: ESI modo positivo.

GC-MS: ionizacion Ela 70 eV,
modo SIM.

LC-MS/MS: ESI modo positivo y
negativo.

LC-MS/MS: ESI modo positivo en

modo SIM programado (Scheduled).

GC-MS: ionizacion El a 70 eV,
modo SIM, splitless a 300 °C.

Columna: HP-5MS (30m x 0,25 mm
d.i.;; 0,25 pm).

Columna: FM: ACN y formiato de
amonio con 5 mM acido férmico a pH
3 en gradiente a 0,9 mL/min.
Columna: Zorbax StableBond C-18
(250 x 4,6 mm, 5 ym). FM: ACN y
H.O con 3 MM HAc y 3 mM NH,CO
OH (pH 3,7) a 1 mL/min
Columna: DB17 ms (30 m x 0,25 mm
i.d. x 0,17 pm film
Columna: Xterra MS C-18
(150 mm x 2,1 mm, 3,5um). FM:
ACN y H,O en gradiente a 0,25
mL/min. T. columna 40°C.
Columna: Zorbax RX-C-8 (250 x 4,6
mm, 5 ym). Pre columna Zorbax
XDB-Cs (12,5 x 4,6 mm, 5 ym). FM:
0,15% de HAc en H,O y ACN en
gradiente a 1,0 mL/min, y luego
mediante split se introducen en la
fuente 0,2 mL/min
Columna: HP-5MSi (30 m x 0,25 mm
d.i.; 0,25 ym).

(220)

(181)

(221)

(222)

(223)

(224)

(152)

Arroz

10 pesticidas

13 herbicidas
(fenoxiacidos)

GC-MS: modo SIM, splitless a 220
°C.

UPLC-MS/MS: ESI modo positivo y
negativo.

Columna: DB-5 MS (30 m x 0,25 mm
d.i.; 0,5 ym).

Columna: Acquity BEH C-18 (2,1 mm

x 100 mm, 1,7 pym). FM: 0,1 % &cido

férmico en H,O y 0,1% acido férmico

(225)

(146)
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15 herbicidas
(fenilureas)

18 pesticidas

22 pesticidas

40 pesticidas

47 pesticidas

62 pesticidas

97 pesticidas

99 pesticidas

109 pesticidas

185/ 68
pesticidas

203 pesticidas

405 pesticidas

HPLC-UV A: 254 nm. HPLC detector
de fluorescencia A de excitacion y
emision de 350 y 450 nm
respectivamente.

LC-MS/MS: ESI modo positivo y
negativo.

GC/ECD (1)
GC/TSD (2): splitless a 250 °C.

GC-MS, ionizaciéon El a 70 eV,
modo SIM, splitless.

LC-QTRAP/MS: ESI positivo, en
modo MRM.

GC-MS modo EI, PTV 8 uL con
gradiente de temperatura.
GC-MS: ionizacién El a 70 eV, PTV
con gradiente de temperatura.

LC-MS/MS: ESI positivo, en MRM.

GC-MS: ionizaciéon El a 70 eV,
splitless.

GCxGC/-TOF/MS: ionizacion El a
70 eV, T. de la fuente: 250 °C, Full
scan en el rango m/z 25-550,
Inyeccion: directa de la muestra.

UPLC-MS/MS: modo ESI positivo.

GC-MS: lonizacion El a 70 eV, T. de
la fuente: 230 °C, splitless.

GC-MS: ionizacion Ela 70 eV, T.
230 °C, modo SIM, splitless.

LC-MS/MS: ESI positivo, MRM.

en MeOH en gradiente a 0,2 mL/min.
Columna: Zorbax XDB-C5 (250 x 4,6
mm, 5 ym). Pre columna Zorbax
XDB-C15 (12,5 x 4,6 mm, 5 ym). FM:
H,O y ACN en gradiente a 0,75
mL/min.

Columna: Wakosil-1l C-18HG (150
mm x 2,0 mm, 3 ym). FM: H.O y
ACN en gradiente a 0,2 mL/min

Columna 1: DB-5 MS (30 m x 0, 25

mm d.i.; 0,25 ym). Columna 2: DB-
1701 (30 m x 0, 25 mm d.i.; 0,25

pm).
Columna: HP 5MS (30 m x 0,25 mm
d.i.; 0,25 pym).

Columna: Zorbax XDB-Cs (50 x 4.6
mm, 5 um). FM: H,O y 5mM formiato
de amonio en MeOH, pH 4 en
gradiente a 0,2 mL/min,
Columna: DB5-MS (30 m x 0, 25 mm
d.i., 0,25 pm).

Columna: RTX-5ms (30 m x 0, 25
mm d.i.; 0,25 ym).
Columna: Ascentis C45 (100 x 2,1
mm, 3 ym). FM: H,O y MeOH en
gradiente a 0,2 mL/min,
Columna: DB 5MS (30 m x 0,25 mm
d.i.; 0,25 ym).

Columna: 1% Rtx-5ms (20 m x 0,25
mm d.i., 0,25 pym), 2% Rtx-pesticidas
(1 mx0,1mmd.i., 0,1 ym).

Columna: UPLC BEH C-18 (2,1 mm
x 50 mm, 1,7 ym). FM: 10 mM
formiato de amonio en H,O, pH 3y
10 mM formiato de amonio en MeOH
en gradiente a 0,45 mL/min.

Columna: DB 5MS (30 m x 0,25 mm

d.i.; 0,25 pm).
Columna: DB 1701 (30 m x 0, 25 mm
d.i.; 0,25 pm).

Columna: Atlantis dC4s (150 x 2,1
mm, 3 um). FM: H,O y ACN en
gradiente a 0,2 mL/min,

(226)

(227)

(228),
(188)

(189)

(118)

(190),
(150)

(229,
230)

(117)

(116,
187)

(157)

(114)

(231)

Tabla 17. Diferentes ejemplos de métodos cromatograficos para analisis de pesticidas
en matrices del ecosistema del arroz.
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7. Validacion de Métodos Analiticos
7.1. Parametros de validacion de métodos analiticos

En un laboratorio de analisis la validacion de un método se debe realizar para
demostrar que este es apto para el propdsito analitico para el cual se va a
utilizar, o sea la validacién asegura que los resultados analiticos arrojados por
el método son confiables. La validacion del método es una exigencia de los
organismos de acreditacién nacionales e internacionales y debe ser apoyada y
extendida mediante la verificacion del desempefio de dicho método durante los
analisis de rutina. Todos los pasos involucrados en un método deben validarse.
A nivel internacional, organismos tales como la Unién Internacional de Quimica
Pura y Aplicada (IUPAC), International Standarization Organisation (ISO),
Codex Alimentarius y Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
international han establecido guias para la validacion de métodos analiticos.
Las normas ISO definen a la validacion como la confirmacion mediante examen
y provision de evidencia objetiva de que las necesidades particulares para un
uso especifico previsto se cumplan.®*?

En la practica, la validacion de un método se realiza mediante la evaluacién de
una serie de caracteristicas o parametros de su performance tales como
precision, exactitud, selectividad/especificidad, linealidad, limite de deteccion
(LOD) y de cuantificacién (LOQ) y robustez. %2

La Unién Europea, por medio de la Direccién General de Sanidad y Proteccion
del Consumidor (DG SANCO) establece criterios generales de validacion de
métodos y procedimientos de control de calidad en residuos de plaguicidas en
alimentos y piensos, para los laboratorios oficiales que realizan el control o la
vigilancia de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos de animales por
medio del Documento No. SANC0/12495/2011.**® Dicho documento incluye
normas cientificas aceptables para el analisis oficial de residuos de plaguicidas
en la UE segun lo acordado por todos sus Estados miembros y constituye una
guia técnica que establece criterios especificos para la validaciéon de
procedimientos de control de calidad en relacién con los métodos de analisis
para la determinacion de residuos de plaguicidas. Por lo tanto, debe ser
consultada en las auditorias y acreditaciones de los laboratorios oficiales que

controlan residuos de plaguicidas de acuerdo con ISO/IEC 17025. El
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Documento No. SANCO/12495/2011, ademas de establecer criterios para la
validacién de una metodologia, también ofrece lineamientos acerca de como se
debe realizar el transporte, muestreo y procesamiento de la muestra a ser
analizada, preparacion de estandares, métodos de extracciéon, confirmacion de
resultados, cuantificacion y expresion de resultados.?®

En general los métodos de analisis de residuos de pesticidas en alimentos se
basan en los criterios establecidos por la DG SANCO. Los parametros
establecidos por la DG SANCO a ser evaluados para la validacion de una
metodologia, se presentan a continuacién.(?223%

Exactitud: se define como el grado de concordancia entre el resultado
experimental y el valor de referencia aceptado (valor real).

Precision: el grado de concordancia entre los resultados de pruebas
independientes obtenidos en condiciones establecidas.

Repetitividad: se define como la precision (desviacion estandar) de medicion de
un analito (por lo general obtenido de la recuperacion o analisis de materiales
de referencia), obtenidos utilizando el mismo método, en la misma muestra en
un solo laboratorio en un corto periodo de tiempo durante el cual no existen
diferencias en los métodos, analistas, materiales y/6 equipos involucrados.

Reproducibilidad: se define como la precision (desviacion estandar) de

medicion de un analito (por lo general obtenido de la recuperacion o analisis de
materiales de referencia), obtenidos utilizando el mismo método, en diferentes
laboratorios, con diferentes analistas, 6 durante un periodo de tiempo en el cual
existan variaciones en los materiales y equipos. En el caso de que se evalue en
un mismo laboratorio se denomina reproducibilidad intra-laboratorio y se
representa (WR).

Precision intermedia: es la precision en condiciones donde los resultados de un

ensayo se obtienen con el mismo método, en pruebas idénticas, en el mismo
laboratorio, realizado por diferentes analistas utilizando diferentes equipos
durante un periodo de tiempo prolongado.

Selectividad: La habilidad de la extraccion, el clean-up, la derivatizacion, el
sistema de separacion y especialmente el detector de discriminar entre un

analito y otro.
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Especificidad: La habilidad del detector de dar sefiales que identifiquen el
analito de forma efectiva.

Recuperacion: la proporcidn de un analito remanente en el punto final de su
determinacion, luego de su adicién, generalmente a una matriz blanco,
inmediatamente antes de su extraccion. Generalmente expresado como
porcentaje.

Matriz blanco se define como una porcién de muestra que se sabe que no
contiene niveles detectables del analito en estudio.

Para llevar a cabo ensayos de recuperacién generalmente se envenena
(fortifica) la matriz blanco con los analitos de interés en al menos 2 niveles de
concentracion, el limite de reporte (o limite de deteccién, para comprobar la
sensibilidad del método), y a un nivel mas alto, tal vez un nivel de accion, por
ejemplo, los LMR.

Limite de deteccion: es la concentracion minima del analito que puede ser
determinada cuantitativamente con una precision y veracidad adecuada.

Limite de cuantificacion: se define como la minima concentracion o masa del
analito que puede ser cuantificada con una exactitud y precision adecuada
(media de recuperacion para cada producto representativo en el rango de 70 a
120%, con una RSD < 20%).

Para la estimacion del LOD y del LOQ existen diferentes aproximaciones, una
de las mas utilizadas es utilizar la relacion sefial-ruido (S/N, del inglés signal-to-
noise). De esta forma se considera que el LOD se corresponde con la
concentracién del analito que presenta una relacién sefial-ruido mayor o igual a
3 y el LOQ se corresponde con la concentracion del analito para la cual se
observa una relacion sefal-ruido mayor o igual a 10.%%

Veracidad: se define como el grado de concordancia entre el valor promedio
esperado y el valor de referencia aceptado (valor real). En el caso de existir
materiales de referencia se expresa como el z-score, en ausencia de
materiales de referencia se expresa como el porcentaje de recuperacion.
Linealidad: la habilidad del método de obtener resultados experimentales (en
un determinado rango) proporcionales a la concentracién del analito.
Robustez: es |la medida de la capacidad de un procedimiento analitico de

permanecer inalterado por pequefas y deliberadas variaciones en los
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parametros operacionales del método y que provee la seguridad de obtencién
de resultados confiables durante su normal ejecucion.

Efecto Matriz (EM): Es la influencia de uno o mas componentes de la muestra
detectados durante la medicion de la masa o concentracion de un analito. La
respuesta de ciertos analitos en algunos sistemas de determinacion (por
ejemplo, GC, LC-MS, ELISA) puede verse afectada por la presencia de
compuestos co-extraidos de la muestra (matriz). A pesar de que el mecanismo
exacto de supresion o aumento de la sehal ocasionado por la matriz no se
conoce exactamente se asume que los componentes de la matriz afectan el
proceso de ionizacion en la interface APl (aumentando o disminuyendo la
cantidad de iones de analito formados).(#*®

Estos efectos de la matriz derivan de procesos fisicos y quimicos originados
durante la ionizacién, generalmente dificiles o imposibles de eliminar. Se
observan como un aumento o disminucidon de la respuesta del detector, en
comparacion con la producida por soluciones de estandar de la sustancia
analizada, en disolvente.

La presencia o ausencia de tales efectos puede ser demostrada por
comparacion de la respuesta producida por el compuesto analizado en solvente
con la respuesta que se obtiene de la misma cantidad de analito en un extracto
de la muestra. El efecto matriz tiende a ser variable e impredecible, aunque
ciertas técnicas y sistemas (por ejemplo, HPLC-UV o de dilucion de is6topos)
son intrinsecamente menos propensos a presentar efecto matriz.

Algunas condiciones instrumentales como la fuente de ionizacion (APCI vs.
ESI), el modo de ionizacion y el flujo de fase maovil también influyen en el efecto
matriz.?%°)

Existen algunas aproximaciones para tener en cuenta el efecto matriz. La mas
precisa seria la adicion de estandares lo cual es sumamente inconveniente
dado que el numero de inyecciones por analisis aumentaria demasiado. En
general el uso de estandar interno en analisis multi-residuo no es aconsejado
ya que el efecto matriz depende en gran parte del analito. Un estandar interno
ideal seria un estandar marcado isotépicamente, pero en general no estan

disponibles y los que existen tienen un costo elevado.?®
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La guia SANCO establece una posible practica, a efectos de evitar este efecto
matriz, que consiste en cuantificar mediante calibracion en matrix-matched o
calibraciéon en matriz. La calibracidn mediante matrix-matched se basa en la
adicion de concentraciones conocidas de analito estandar a extractos de matriz
blanco, extraidas usando el mismo método con el cual se extraen las muestras
reales o las recuperaciones.

Es importante destacar que este tipo de calibracion compensa el error que
puede surgir durante la cuantificacion de un analito pero no elimina el
problema, ya que la causa es la variacién en la intensidad de la respuesta
observada y esta dependera del tipo de matriz, de su concentracion y del
analito.(#%%-23")

La DG SANCO establece que durante la validacion de un método debe
estudiarse el efecto matriz. En caso que se demuestre que existe efecto matriz
entonces la cuantificacion de los analitos debera realizarse mediante matrix-
matched, de lo contrario se podra utilizar una curva de calibracién en solvente.
Como se mencion6é anteriormente el EM puede variar dependiendo de la
matriz; esto ocasiona ciertos problemas para los laboratorios que hacen
analisis de rutina de diferentes matrices, ya que deberian realizar una curva en
matrix-matched para cada una de las matrices que evaltan, lo cual implica
mucho tiempo de analisis. Para evitar esto la DG SANCO establece grupos de
matrices representativas que pueden ser utilizadas para calibrar un rango mas
amplio de muestras. Por otro lado es importante recalcar que agencias
federales como la Food and Drug Administration (FDA) y la EPA no permiten el
uso de este tipo de calibracion.?%®

En la practica el efecto matriz se evalia mediante la comparacién de la
pendiente de la curva de calibracién de un analito en solvente y en matriz. Se

calcula segun la Ecuacion 2:

Pendiente de la curva en matrix—matched
% EM= ( ) —1]x 100

Pendiente de la curva en solvente

Ecuacion 2. Calculo del Efecto Matriz.

Si el valor de % EM es igual a 100, no existe efecto matriz, un valor mayor o
menor a 100 indica que existe efecto matriz, ya sea un aumento de la senal
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(EM mayor que 100), o una supresion de la sefial (EM menor que 100).
Dependiendo del valor resultante algunos autores clasifican el efecto matriz en
diferentes categorias, que son las que se utilizaron en este trabajo de tesis. Un
porcentaje entre -20% y 20% se considera como que no existe EM, ya que esta
variacién se encuentra en un valor cercano a la repetitividad aceptada por el
método. Un EM medio se observa cuando los valores se encuentran entre -
50% y -20% 6 20% y 50%, mientras que si los valores son menores a -50% 6

mayores que +50% el EM es pronunciado.®*%240

7.2. Criterios para la identificacion y confirmaciéon de residuos de
pesticidas segun DG SANCO
7.2.1. Requisitos en cromatografia
El tiempo de retencion del analito en la muestra debe coincidir con el del
estandar en la curva de calibracién, ya sea en solvente o en matriz (en LC la

tolerancia es de 2,5%, en GC la tolerancia es de 0,5%).
7.2.2. Requisitos en espectrometria de masas

La identificaciéon depende de la seleccion de iones diagnostico adecuados.
Siempre que sea posible debe seleccionarse el i6n molecular para realizar la
identificacién y confirmacion del analito de interés. En general los iones m/z
mayores que 100 presentan mayor seguridad como iones diagnéstico. Ademas
los iones isotdpicos, especialmente los de Cl o Br son particularmente utiles a
la hora de la confirmacion.

Los picos observados en los cromatogramas generados para cada analito
deben presentar S/N mayor que 3, con tiempos de retencion, forma de pico, y
relacién de las abundancias de iones que coincidan con el estandar utilizado
para la calibracion. El ion que presente la mayor intensidad debe ser utilizado
para la cuantificacion.

Ademas como la selectividad depende del detector, se deben seguir criterios
de identificacion determinados establecidos segun el tipo de detector. En este
trabajo se utilizd6 GC-MS y LC/MS/MS por lo que los criterios de identificacidon

se indican en la Tabla 18.
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Detector de MS simple de

Modo de MS Detector de MS/MS

Triple cuadrupolo, trampa de
iones, sistemas hibridos (Q-
TOF, QTRAP)

resolucion estandar

Cuadrupolo, trampa de

Sistema tipico iones, tiempo de vuelo

= 3 iones diagnéstico
(preferiblemente el ion > 2 iones fragmento
molecular)

Requisito para la
identificacion

Tabla 18. Requisitos para la identificacion de los compuestos segun el sistema de
deteccion de MS.

Otro criterio que se debe cumplir para la identificacion es la relacion de iones o
de iones fragmento. La intensidad relativa de los iones detectados, expresada
en % de intensidad del i6n o fragmento mas abundante, se debe corresponder
con la del estandar en las mismas condiciones de concentracion y medida. Las

tolerancias se expresan en la Tabla 19.

GC-MS (IQ), GC-MS",

Intensidad relativa GC-MS (IE)

LC-MS, LC-MS"
>50% +10% +20%
>20% a 50% +15% +25%
>10% a 20% +20% +30%
£10% +50% +50%

Tabla 19. Tolerancias maximas aceptadas para las intensidades relativas de los iones
segun la técnica espectrométrica.

Por otro lado cuando se miden fragmentos de masa mediante técnicas que no
son de full scan se debe seguir un sistema de identificacion por puntos para
asegurar una correcta interpretacion de los datos. Segun la Directiva 96/23/EC
de la Unién Europea, las técnicas basadas en GC-MS requieren de 4 puntos de
identificacién, que corresponden a 3 iones fragmento y el tiempo de retencion,
mientras que las técnicas de LC-MS/MS requieren de 5 puntos de
identificacion; 2 iones precursores, cada uno con su ion fragmento y el tiempo

de retencion.?4"

8. Degradacion de Contaminantes Organicos en Agua
Mediante Procesos de Oxidacién Avanzados
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8.1. Fotolisis

La degradacién natural de contaminantes en agua es un area interesante de
investigacion y, en este sentido los procesos de foto-alteracion con la luz del
sol, es sabido que juegan un papel importante. Debido al gran uso de
pesticidas en la agricultura, la busqueda de metodologias que permitan reducir
la cantidad de los residuos que pueden generarse en el ambiente es crucial. En
este contexto el uso de metodologias de degradacion quimica puede constituir
una herramienta novedosa y util pasible de ser aplicada en el campo de
manera practica. El principal problema de estas metodologias es que muchos
contaminantes pueden degradarse a productos mas toxicos. Asi pues, para
conocer el destino medioambiental de los contaminantes es necesario tener
informacion de los productos de degradacion y asi establecer posibles rutas de

degradacion.

8.2. Fotocatalisis solar

La polucién del agua por el continuo aporte de contaminantes, como es el caso
de los plaguicidas y sus metabolitos se ha convertido en los ultimos afios en un
problema medioambiental realmente relevante a nivel mundial. En este
contexto, para la remocién de contaminantes se han utilizado técnicas fisicas
tradicionales como la 6smosis reversa, adsorcion sobre carbon activado o
coagulacion. Sin embargo estos métodos generalmente no eliminan la totalidad
de los contaminantes, y muchas veces es necesario un post-tratamiento de
forma de eliminar los adsorbentes o los residuos soélidos, aumentando el
costo.?*? En este sentido, en los Ultimos afios, los Procesos Avanzados de
Oxidacion (PAO) han surgido como procesos eficaces y novedosos para el
tratamiento de aguas contaminadas con compuestos organicos. Estos
procesos se caracterizan por la generacion de radicales hidroxilo (OHe) libres,
capaces de, a presion atmosférica y temperatura ambiente, oxidar y mineralizar
la mayoria de los compuestos organicos, produciendo CO, e iones

242

inorgénicos.( ) Actualmente es bien sabido el elevado potencial de los PAO

para el tratamiento de aguas conteniendo contaminantes persistentes, pero
estos métodos son caros comparados con los procesos de bio-remedacion. (2
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El costo principal de los PAO esta relacionado con el uso de reactivos y
consumo energético para la generacién de radiacion UV. Por ello, procesos
como la fotocatalisis con TiO, o el foto-Fenton, fotocatalisis con Fe*?, son de
especial interés dado que pueden utilizar la radiaciéon UV solar, en el rango UV-

244,245

Vis, para generar los OHe. ¢ ) En este caso se aprovecha la energia solar

como una forma econdémica y ambientalmente amigable, ya que la radiacién
solar es una fuente limpia de energia renovable.?*?

Estos procesos de fotocatalisis han demostrado ser procesos eficientes para la
descontaminacién de contaminantes organicos en agua, permitiendo la total
mineralizacién de los mismos.**® Mediante la fotocatalisis se generan OHe,
cuyo potencial de oxidacion (E°= 2,8 V) es mucho mayor que el de otros
oxidantes tradicionales (ozono 2,07 V, agua oxigenada 1,78 V, cloro 1,36 V,
etc.). Los OHe son capaces de oxidar compuestos organicos principalmente por
abstraccién de hidrogeno o por adicién electrofilica a los dobles enlaces,
generandose radicales organicos libres (Re¢) que reaccionan a su vez con
moléculas de oxigeno formando un peroxiradical, iniciandose una serie de
reacciones de degradaciéon oxidativa que pueden conducir a la completa
mineralizacion del contaminante. Segun Malato et al., la fotocatalisis solar, para
aplicaciones relacionadas con el tratamiento de contaminantes y sustancias no

biodegradables, es una tecnologia que esta en franca expansion.?#”

8.2.1. Fotocatalisis heterogénea

El término “fotocatalisis” implica la generacién de especies cataliticas activas
asistida por fotones. En el afio 2002, la IUPAC propuso la actual definicion de
fotocatalisis, que en su acepcidn mas simplista denota la aceleracién de una
fotorreaccion por la accion de un catalizador. En ese contexto,
terminolégicamente se conceptua la fotocatalisis heterogénea (FH) como la
fotocatalisis que ocurre en el limite entre dos fases (sélido-liquido; solido-gas;
liquido-gas).?#®)

En cuanto al proceso fotocatalitico heterogéneo clasico aplicado a la
descontaminacion de agua se puede considerar que globalmente éste esta

constituido por cinco etapas independientes: (i) transferencia de lo(s)
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reactivo(s) de la fase acuosa a la superficie del catalizador, (ii) adsorcion de por
lo menos uno de los reactivos, (iii) reaccion en la fase adsorbida (iv) desorcion
de los productos, (v) remocién de los productos de la region de interfase. La
reaccion fotocatalitica ocurre en la fase adsorbida (etapa iii). La principal
diferencia de la FH en relaciéon a la catalisis convencional es el modo de
activacion del catalizador, ya que se sustituye la activacién térmica por una
activacion foténica.

Cuando un semiconductor tal como éxidos (TiO, ZnO, ZrO,, Ce0y), o sulfuros
(CdS, ZnS) es irradiado por fotones con una energia igual o superior al ancho
de banda del catalizador Eg (Figura 17), la absorcion de estos fotones provoca
el paso de un foto electrén (e) desde la banda de valencia hasta la banda de
conduccion, creando un foto hueco positivo en la banda de valencia (h"),
reaccién a del Esquema 1. Tanto el foto hueco como el electron (e” y h')
migran hacia la superficie de la particula donde pueden participar en
reacciones redox para generar diferentes productos. El foto electron puede
reducir al sustrato organico o reaccionar con aceptores de electrones como el
O, adsorbido en la superficie del TiO, o el O, disuelto en agua, formando el
radical superoxido (O¢;), como se presenta en la reaccion b del Esquema 1.
Por otro lado los foto huecos positivos pueden oxidar a la molécula organica
directamente o al H,O y a los OH™ adsorbidos en el TiO, formando radicales
OHe, reacciones c-d del Esquema 1. Tanto el e como el h" y los radicales
seran los responsables de los procesos de foto-descomposicién de los
contaminantes, reaccion e del Esquema 1.(249:2°0:257)

La foto eficiencia suele ser disminuida por la recombinacién del par electrén-
hueco, la cual supone la disipacion de parte de la energia fotoeléctrica en

forma de calor.?*?

TiOz + hv— € +h" (a)
O3 (ads) *€ = O*2 (ads) (b)
Ti (IV)-OH +h* —Ti (IV)-OHe (©)
Ti (IV)-Hy0 +h+ —> Ti (IV)-HO= + H* (d)

Molécula organica +h* — Molécula organica oxidada (e)
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Esquema 1. Reacciones que ocurren en el proceso de fotocatalisis heterogénea.

Particula de TiO,

Energia (eV)
4 Adsorcion
-0,1 0 T,
Banda de Conduccion
Reduccion (ox + ne—> red)

+1,0 i

\\ “

S ==

P N
+2,0 e

Oxidacion (red — ox + ne")
3,17 Banda de Valencia
Adsorcion

Pot. redox (V)

Figura 17. Representacion esquematica del proceso de fotocatalisis heterogénea en
una particula de TiO, (Adaptada de Herrman et al., 1999).%°?

En la mayoria de los trabajos reportados de fotocatalisis en muestras de agua
se utiliza el TiO, P25-Degussa como catalizador.®*® El diéxido de titanio (TiO5)
a diferencia de otros catalizadores no es toxico y es de bajo costo.?*® Ademas
tiene un ancho de banda-gap (separacién energética que existe entre la banda
de valencia y la de conduccién) tal que los fotones con longitud de onda inferior
a 387 nm tienen energia suficiente como para producir la excitacion foténica del
mismo. Este hecho hace que la energia necesaria para excitar el catalizador

253) Otras caracteristicas tales como su

pueda obtenerse de la luz solar.
estabilidad térmica y quimica y sus fuertes propiedades mecanicas han
favorecido su uso en reacciones fotocataliticas para la descontaminacion de
agua. Una posible desventaja es que debido a su pequeino tamafio de particula
en conjuncion con la gran area superficial tiende a aglomerarse durante su uso,
en detrimento de una disminucion del area superficial y de su re-utilizacién.?*¥

8.2.2. Fotocatalisis homogénea
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Segun la IUPAC, la fotocatalisis homogénea es el proceso en que tanto el foto
catalizador como las demas especies reactivas se encuentran en el mismo
estado fisico.?#)

Dos ejemplos de fotocatalisis homogénea son los procesos Fenton y foto-
Fenton (fF). Hasta ahora han sido poco reportados para la remediacién de
pesticidas, por lo que solo se describira su fundamento brevemente.

El proceso de Fenton consta principalmente de 2 etapas; la primera gobernada
por radicales hidroxilo Y donde paralelamente, la luz favorece el pasaje de Fe**
a Fe**, produciendo una cantidad relativamente alta de catalizador de Fenton
en el medio de reaccion. La velocidad de degradacion es muy alta hasta que se
agota el H,O,. La segunda etapa ocurre en ausencia de radicales OHe+ y es el
resultado de la reaccion fotoquimica, enlenteciendo enormemente la reaccion.
Ademas, en el proceso Fenton las reacciones a y b son de reactivo limitante,
por lo que una vez agotado el H,O,, la reaccion practicamente se detiene. La
regeneracion de Fe2+, reaccidon b, es mucho mas lenta que la reaccion inicial,
reaccion a. Al utilizar la radiacion UV-Vis, se acelera la regeneracion del Fe*’ a
partir de diferentes complejos de hierro, donde L es un ligando organico, como
se muestra en las reacciones c-f del Esquema 2.

255,2%0) | os radicales

Asi el Fe?* puede entonces reaccionar con el H,0,.
hidroxilo reaccionan con los compuestos organicos, principalmente mediante
abstraccién de hidrégeno de los enlaces C-H, N-H u O-H, adicién a enlaces
C=C, adicion electrofilica, por transferencia de electrones, o adicion a anillos

257) a abstraccién de hidrégeno es el mecanismo de degradacion

aromaticos.
mas frecuente. La reaccion f demuestra que se pueden generar radicales
organicos (R¢), los cuales pueden seguir oxidandose en presencia de H,O, u
oxigeno molecular (generando radicales hidroxilo o radicales perdxido, como se
muestra en las reacciones g-h del Esquema 2. Esta serie de reacciones,

conducen a la mineralizacién de los compuestos organicos. ?°°)

Fe?" + Hy0, — Fe® + "OH + OH' (a)
Fe® + Hy0, — Fe* + OH," + H* (b)
FeOH?" + hv — Fe?" + "OH (c)
[Fe*'L] + hv > [Fe*'L |- Fe* + L (d)
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[Fe*"(OH)x(H20),] + hv — Fe** + (x-1) OH +y H,O + "OH (e)

[Fe*" (RCO,)] + hv —» Fe** + CO, + R° (f)
R* + H,0O, — ROH + OH* (9)
R* + O, » ROO" (h)

Esquema 2. Reacciones que ocurren en el proceso de fotocatalisis homogénea.

Comparado con otros procesos de fotocatalisis homogénea, la ventaja
fundamental de Foto-Fenton es una mejor sensibilidad a la luz (necesita
fotones a una A < 600 nm, que corresponde a un 35% de la radiacién solar).
Por otro lado, las desventajas son el bajo pH requerido (menor que 3, para
evitar la precipitacion de hidroxilos) y la necesidad de eliminar el hierro después

de la reaccion.
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9. Objetivos Generales.

1. Evaluacién de la presencia de residuos de agroquimicos en el ecosistema
agricola del arroz en Uruguay, considerando: suelo, agua y grano de arroz como

las matrices representativas de dicho ecosistema.

2. Estudio de la presencia y distribucion de residuos de pesticidas desde la
siembra hasta el procesamiento del grano en los diferentes productos: arroz
paddy, arroz cargo, arroz blanco y los subproductos: arroz medio grano y

afrechillo.

3. Evaluacién de la posibilidad del uso de métodos de oxidacion avanzada para
la remediacion de pesticidas persistentes, utilizados en el cultivo de arroz en

nuestro pais.

9.1. Objetivos especificos.

1.1. Desarrollo de metodologias analiticas multi-residuo para cada una de las
matrices representativas: agua, suelo y grano de arroz que permitan determinar
simultaneamente los pesticidas utilizados en el cultivo de arroz.

1.1.1. Optimizacién de parametros instrumentales para el estudio de los
analitos de interés.

1.1.2. Desarrollo y comparacion de las diferentes metodologias de extraccion y
clean-up evaluadas.

1.1.3. Validacién de las metodologias seleccionadas para suelo, agua y grano
de arroz.

1.1.4. Aplicacién de estas metodologias al analisis de residuos de pesticidas en

muestras reales de las tres matrices seleccionadas.

2.1. Disefio de un experimento a campo en condiciones controladas y aislado,

para evaluar la distribucion de pesticidas durante la produccion de arroz.
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2.2. Ajuste y validacion de las metodologias analiticas necesarias para la
evaluacion de los productos generados durante el proceso industrial de
obtencion del grano de arroz.

2.3. Analisis de las muestras reales obtenidas durante el experimento

disefiado.

3.1. Estudio de la aplicabilidad de los procesos de oxidacién avanzada para la
remediacion quimica de agua de cultivo de arroz contaminada; tomando como
modelo el herbicida quinclorac.

3.2. Elucidacion de los productos de descomposicion del quinclorac obtenidos a
partir de los procesos de oxidacién avanzada.

3.3. Propuesta de una ruta de degradacion para este herbicida.
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10. Materiales y Métodos
10.1. Materiales y Reactivos

-Estandares:

-Estandares de pesticidas de pureza en el rango 94,1% y 99,5%, adquiridos a
Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania) y Riedel-de-Haén (Seelze,
Alemania).

-3C-Cafeina y trifenil fosfato (TPP), suministrados por Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Augsburg, Alemania).

-Nicotina ds, adquirida a Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

-Pesticidas comerciales.

-Herbicidas: Propanil 480 (propanil), Byspiriné (bispiribac sodio), Exocet
(quinclorac) y Cibecol (clomazone) de Cibeles S.A. (Montevideo, Uruguay).
-Fungicidas: Amistar (azoxistrobin) de Syngenta, Ipetec 40CE (isoprotiolane),
Agrizim 500 (carbendazim), Convect 250 EC (difenoconazol) y Punch 75 WG
(triciclazol) de Agritec (Montevideo, Uruguay), Nativo 300SC (trifloxistrobin) de
Bayer Cropscience (Montevideo, Uruguay), Allegro (kresoxim-metil +
epoxiconazol) de BASF (Bs. As. Argentina), y Bucaner 430F (tebuconazol) de
Cibeles.

-Insecticidas: Engeo 247 (tiametoxam + A cihalotrina) de Syngenta (Santiago de
Chile, Chile).

-Solventes.

-Acetonitrilo (ACN), Metanol (MeOH), Acetona, Acetato de etilo (AcOEt) calidad
HPLC, suministrados por Pharmco (Brookfield, CT, USA), Baker (Phillipsburg,
NJ, USA), y Aldrich (St. Louis, MO, USA).

-Agua tipo 1 (ASTM 1) con una resistencia especifica de 18 MQ, obtenida a
partir de un sistema de purificacion de agua Direct QTM 5 Ultrapure Water
System de Millipore (Milford, MA, USA).
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-Acidos.
-Acido fosforico (H3PO4, pureza 85 %), acido acético (HAc pureza 98%), y
acido férmico (pureza 98%), adquiridos a Fluka-Sigma Aldrich (Steinhein,

Alemania). Acido sulfurico, de Panreac (Barcelona, Espana).

-Sales.

-Acetato de amonio (CH3COONH4) y carbonato de amonio (NH4),COs3,
suministrados por Fluka-Sigma Aldrich (Steinhein, Alemania).

-Acetato de sodio trihidratado (NaAc-3H,0), sulfato de magnesio (MgSQO4) y
sulfato de sodio (Na;SO.) adquiridos a J.T. Mallinckrodt Baker Inc.
(Phillipsburg, NJ, USA). El MgSO4 fue calcinado en mufla durante 5 h a 500°C
de forma de eliminar los ftalatos y el agua residual.

-Cloruro de sodio (NaCl) e hidréoxido de amonio fueron suministrados por
Panreac Quimica S.A (Barcelona, Espafia).

-Citrato de sodio di-hidratado proporcionado por J.T Baker (Deventer, Paises
Bajos).

-Citrato de sodio dibasico sequihidratado, suministrado por Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA) y por Macherey Nagel (Duren, Alemania).

-Sorbentes.

-Carbon activado, carbono grafitizado (GCB) y Amina primaria y secundaria
(PSA) suministrados por SUPELCO (Bellefonte, PA, USA).

-C-18, de 40 ym de tamafio de particula adquirido en Varian (Palo alto, CA,
USA).

-Otros.

-Silica gel (Merck, Darmstadt, Alemania).

-Cartuchos de extraccion de C-18 Bakerbond® (40 mm, 500 mg) obtenidos de
J.T. Baker (Deventer, Paises Bajos).

-Cartuchos conteniendo una resina polimérica, Oasis® HLB (30 mm, 200 mg, 6
mL) adquiridos en Waters (Milford, MA, USA).

-Filtros de teflon de 0,45 um obtenidos de Millipore (Milford, MA, USA).
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-Filtros de membrana de vidrio de 0,70 ym adquiridos en Teknokroma
(Barcelona, Espafia).

-Filtros de membrana de vidrio de 0,22 ym adquiridos en Millipore (Milford, MA,
USA).

-TiO2 P-25 (80% anatasa y 20% rutilo), con un area superficial de entre 51 y 55

m?/g procedente de Degussa (Frankfurt, Alemania)

10.2. Instrumental
10.2.1. Equipos de cromatografia liquida

-HPLC serie 1050 de Hewlett Packard (HP), (Avondale, PA, USA) equipado
con:

e Bomba cuaternaria

¢ Inyector automatico

e Detector de arreglo de diodos, (Figura 18).

Figura 18. Equipo de LC-DAD utilizado en el analisis de herbicidas de post-
emergencia.

-Columna cromatografica ULTRA C-18, de 150 x 4,6 mm d.i. y 5 ym de tamafio
de particula de Restek Corp., (Bellefonte, PA, USA) equipada con una pre-
columna ULTRA C-18, de 4,0 x 10 mm d.i. y 5 ym de tamafo de particula de
Restek Corp., (Bellefonte, PA, USA).
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-HPLC modelo Agilent 1200 de Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA)
equipado con:

¢ Desgasificador.

¢ Inyector automatico.

e Bomba binaria.
-Columna cromatografica C-8 (Agilent Zorbax Eclipse XDB) de 150 x 4,6 mm
d.i. y 5 um de tamano de particula.
-Detector de masas TripleQuad LC/MS modelo 6410 de Agilent Technologies

con una interfase de electrospray (ESI), (Figura 19).

Figura 19. Equipo de HPLC-QqQ/MS utilizado en el analisis de pesticidas.

-HPLC Agilent serie 1100, de Agilent Technologies, equipado con:

¢ Desgasificador.

¢ Inyector automatico.

e Bomba binaria.
-Columna cromatografica XDB-C-18 de 50 mm x 4,6 mm d.i. y 1,8 ym de
tamano de particula de Agilent Technologies, (Santa Clara, CA, USA).
-Detector de masas Agilent MSD TOF de Agilent Technologies, (Palo Alto, CA,
USA) con una interfase de electrospray (ESI), (Figura 20).
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Figura 20. Equipo de HPLC-TOF/MS utilizado para el analisis de pesticidas en full
scan.

-HPLC Agilent serie 1200, de Agilent Technologies, (Santa Clara, CA, USA)
equipado con:

¢ Inyector automatico.

e Bomba binaria.
-Columna cromatografica C-8 Zorbax Eclipse XDB, 150 mm x 4,5 mm d.i. y 5
um de tamafio de particula de Agilent Technologies.
-Detector de masas modelo 5500 QTRAP® de AB Sciex Instruments, (Foster

city, CA, USA), equipado con una Fuente TurboV™, (Figura 21).

Figura 21. LC-QLIT/MS utilizado para el analisis de pesticidas.
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-HPLC Agilent serie 1200, de Agilent Technologies, (Santa Clara, CA, USA)
equipado con:

¢ Desgasificador.

¢ Inyector automatico.

e Bomba binaria.
- Columna cromatografica Zorbax Eclipse XDB-C18 de 50 mm x 4,6 mm d.i. y
1,8 ym de tamaio de particula de Agilent Technologies, (Santa Clara, CA,
USA).
- Detector de masas modelo Agilent 6530 Series Accurate Mass QTOFMS, de
Agilent Technologies, (Santa Clara, CA, USA) equipado con una fuente de

ionizacion de electrospray con Jet Stream, (Figura 22).

Figura 22. LC-QTOF/MS utilizado para el monitoreo de quinclorac y sus productos de
transformacion.

10.2.2. Equipos de cromatografia gaseosa (GC-MS)

-GC modelo HP 6890 de Agilent Technologies, (Santa Clara, CA, USA),

equipado con:
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-Inyector automatico modelo 7683.

-Columna cromatografica: columna capilar HP-5 (5% difenil y 95%
dimetilsiloxano) de 25 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 ym de espesor de film) de
Agilent Technolgies, (Waldbronn, Alemania).

-El GC acoplado con un espectrometro de masa modelo HP 5973 de Agilent
Technologies, (Santa Clara, CA, USA), (Figura 23).

Figura 23. GC-MS utilizado para el analisis de pesticidas.

10.3. Equipos

-Molinos
e Molino modelo F100, SAMAP (Andolsheim, Francia).
e Molino polymix, Kinematica AG, (Bohemia, NY, USA).
-Agitadores:
¢ Vortex modelo SA8, Stuart (Staffordshire, UK).
¢ Plancha agitadora CB162, Stuart (Staffordshire, UK).
e Shaker SSL1, Stuart (Staffordshire, UK).
e Banfo de ultrasonido: Transsonic 460, ElIma (Singen, Alemania).
 Extractor axial automatico AGYTAX® Cirta Lab. S.L. (Madrid, Espafia).

-Equipos utilizados para la evaporacion de solventes
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Rotaevaporador a vacio modelo R 114 equipado con un bafio de agua
modelo B480, de Buchi (Flawil, Suiza).

Evaporador Turbo-Vap modelo LV de Zymark (Hopkinton, MA, USA).
Generador de nitrogeno y aire, modelo NK-500 del Instituto de Quimica

Industrial de Shandong (Shandong, China).

-Equipos varios

10.4.

Sistema de agua ultrapura, Direct QTM 5 Ultrapure Water System de
Millipore (Bedford, MA, USA).

Balanza BP 2105, Sartorius (Goettingen, Alemania).

Balanza trebouchette PS/C1 de Radwag, (Randon, Polonia).

Centrifuga IEC HN-SII, velocidad max. 9000 r.p.m., International
Equipment Company (Chattanooga, TN, USA).

pHimetro pHmeter 240, Richmond Scientific (Lancashire, UK).
Liofilizador Alpha 1-4, de Martin Christ (Osterode au Harz, Alemania).
Equipo de concentracion de muestras a vacio para SPE, Manifold
Visiprep™ de Supelco (Bellfonte, PA, USA).

Analizador de carbono organico total, modelo TOC-5050A, equipado con
un muestreador modelo ASI-5000a, Shimadzu (Columbia, MD, USA).
Suntest CPS+ de Atlas Material Testing Technology (Chicago, IL, USA).
Recipiente de vidrio borosilicatado de 1000 mL con camisa refrigerante,

Schott (Durand, Alemania).

Preparacion de soluciones stock

Las soluciones stock (madre) de los pesticidas se prepararon mediante la

pesada de una masa de aproximadamente 10 mg de forma exacta que fueron

disueltos en 10,0 mL de ACN o MeOH, segun las diferentes solubilidades de

los compuestos a analizar, resultando en una solucion de concentracién 1000

mg/L para cada uno de los pesticidas estudiados. Estas soluciones fueron

almacenadas a una temperatura de -20 °C.

A partir de estas soluciones se prepararon las soluciones de trabajo de 100,0

mg/L en ACN, las cuales también fueron almacenadas a -20 °C. De estas

soluciones se prepararon diluciones para obtener soluciones mix, en un rango
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de concentraciones desde 0,5 pg/L hasta 10,0 mg/L, dependiendo del destino.
Estas soluciones fueron utilizadas tanto para la fortificacion de las diferentes
matrices con el fin de realizar los estudios de recuperaciéon como para la

preparacion de las correspondientes curvas de calibracién.
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10.5. Métodos Cromatograficos para Analisis de Residuos de Pesticidas
10.5.1. Analisis de herbicidas en LC-DAD (método A)

La determinacién de residuos de pesticidas se realizé mediante un HPLC HP
de la serie 1050. Los analitos de interés fueron separados en una columna
analitica ULTRA C-18, equipada con una pre-columna ULTRA C-18.

Se utilizé una fase movil (FM) de ACN (A) y agua ajustada a pH 3 (B) (el pH del
agua se ajustdé con H3PO,4 al 50%) en gradiente comenzando con un 48% de
FM A estable durante 12 min seguido por un gradiente lineal hasta 80% FM A
en 1 min, mantenido constante durante 20 min, (Figura 24). Por ultimo se llevd
a las condiciones iniciales y se dejo equilibrar 5 min. El flujo utilizado fue 1
mL/min hasta los 12 min y posteriormente 1,2 mL/min hasta el final del analisis.

El volumen de inyeccién fue: 20 L.

—— A

—a—B

0 12 13 33 33,5 38,5
tiempo (min)

Figura 24. Gradiente de fase movil utilizado para el analisis de herbicidas de post-
emergencia mediante LC-DAD.

Las longitudes de onda seleccionadas los tiempos de retencién (ir) y el
espectro UV correspondiente se presentan en la Tabla 20. Los analisis fueron

realizados a temperatura ambiente.
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Herbicida

Bensulfurén-metil

Bentazone

Bispiribac sodio

Cihalofop-butil

Clomazone

Metsulfuréon-metil

7,2

5,8

8,6

17,5

8,5

3,8

tr(min) A (nm)

235

220

247

235

220

220

Espectro UV
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Pirazosulfurén-etil 11,0 240

Propanil 9,1 247

Quinclorac 4,2 235

Tabla 20. Longitudes de onda utilizadas, espectros de absorcion, y tiempos de
retencién obtenidos durante el andlisis de herbicidas de post-emergencia mediante
LC-DAD

10.5.2. Analisis de residuos de pesticidas mediante LC-
QqQ/MS (método B)

La determinacion de residuos de pesticidas fue desarrollada en un HPLC
modelo Agilent 1200 (Figura 19). La separacién de los analitos de interés se
realizé con una columna de XDB C-8. La FM C fue una solucion acuosa de
acido férmico al 0,1% y FM D fue ACN.

Las determinaciones se realizaron en el modo positivo y negativo.

Modo positivo

El programa de gradiente comienza en 20% de D, durante 3 min, aumentando
de forma lineal hasta 100% D en 30 min por 3 min. Posteriormente se vuelve a

condiciones iniciales dejando equilibrar 12 min, (Figura 25).
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0
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3 30 33 33,5 45
tiempo (min)

Figura 25. Gradiente de fase movil utilizado para el analisis de pesticidas mediante
LC-QqQ/MS en modo ESI positivo.

Modo Negativo

El gradiente comienza con 50% de D, constante por 3 min, seguido de un
gradiente lineal hasta 100% en 6 min, constante durante 3 min. Posteriormente
se vuelve a las condiciones iniciales dejando equilibrar durante 5 min, (Figura
26).

100 -
80 -
60

——C

% FM

40 ~
—aD

20 -

0 3 9 12 12,5 15
tiempo (min)

Figura 26. Gradiente de fase movil utilizado para el analisis de pesticidas mediante
LC-QqQ/MS en modo ESI negativo.

El flujo de fase movil utilizado fue de 0,6 mL/min en ambos métodos y se
inyectaron 10 uL de muestra en todos los casos. Los analisis fueron realizados
a temperatura ambiente.

El analisis mediante espectrometria de masas se llevé a cabo en un TripleQuad

LC/MS modelo 6410. La fuente de ionizacion (ESI) operé en modo positivo y
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negativo bajo los siguientes parametros: Temperatura de Gas 300 °C; flujo de
gas: 9 L/min; gas nebulizador: 40 psi y voltaje del capilar: £ 4000 V. El gas
nebulizador y el de colision fue Na.

Los tiempos de inicio del primer y segundo segmento en modo positivo fueron 0
y 18,2 minutos, respectivamente. En el modo negativo se utilizé un solo
segmento.

La optimizacién de los compuestos, es decir la seleccion de las condiciones del
voltaje de fragmentacibn y energias de colision se determinaron
individualmente para cada pesticida. Para ello se prepararon soluciones patrén
individuales de 10 mg/L en ACN y agua 1:1 (v/v) y se introdujeron directamente
a la fuente de ionizacion mediante el sistema FIA (del inglés, Flow Injection
Analysis), que consiste en la introduccién de los estandares directamente a la
fuente, sin el paso previo por la columna cromatografica (sistema de inyeccion
de flujo directo).

Se inyect6 cada pesticida a cuatro voltajes de fragmentacién diferentes (60, 90,
120, 150 V) y se seleccioné el 6ptimo para aislar el ion precursor deseado
(generalmente [M+H]" 6 [M+Na]® para modo positivo y [M-H], para el modo
negativo. Una vez optimizado el idbn precursor se determinaron las energias de
colision (CE) de los iones producto o fragmento. Para esto se trabajé al voltaje
de fragmentacién determinado en el paso anterior y se inyectaron nuevamente
cada uno de los pesticidas a 4 CE diferentes (10, 15, 20 y 25 eV). De esta
forma se seleccionaron aquellas 2 CE con las cuales se obtuviera el ién
fragmento mas abundante. En algunos casos, a los valores fijados de voltaje de
fragmentacion y energias de colision, no se obtuvo la fragmentacién adecuada
del compuesto para obtener el idbn precursor o sus fragmentos, por lo que fue
necesario usar otros valores de estos parametros. Estos valores se encuentran
detallados en la Tabla 21 y Tabla 22, junto con los tiempos de retencién y las
transiciones utilizadas para la identificacién y cuantificacion de los pesticidas
analizados mediante LC-QgqQ/MS. El software utilizado para el desarrollo de los
métodos y la adquisicion de datos fue el Agilent Mass Hunter Data Acquisition;

Qualitative Analysis and Quantitative Analysis software.
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Cuantificacion Confirmacion

Pesticida Modo de accidn

tr (min)

Azimsulfurén
Azoxistrobin

Bensulfuron-metil
Bispiribac sodio

Bromacilo
Carbaril

Carbendazim
Carbofuran
Cihalofop-butil
Clomazone
Difenoconazol
Diazinén
Diflubenzuréon
Dimetoato
Edifenfos
Epoxiconazol
Etiofencarb
Fluroxipir
Flutolanil
Imazapic
Imazapir
Imazaquin
Imazosulfurén
Imidacloprid
Iprodiona
Kresoxim-metil
Malation

Herbicida
Fungicida
Herbicida
Herbicida
Herbicida
Regulador de
Crecimiento /
Insecticida
Fungicida
Insecticida
Herbicida
Herbicida

Fungicida

Acaricida / Insecticida

Insecticida

Acaricida / Insecticida

Fungicida
Fungicida
Insecticida
Herbicida
Fungicida
Herbicida
Herbicida
Herbicida
Herbicida
Insecticida
Fungicida
Fungicida

Acaricida / Insecticida

17,3
21,1
18,7
19,2
14,2

17,2

3,4

16,6
10,4
19,4

23,7 pico

doble
25,3
22,1

11,2
23,3
21,0
17,8
14,5
23,0
9,6

6,5

14,3
18,6
10,3
22,7
24,2
23,0

SRM1 SRM2

Modo Positivo

447111781, 425,0/182,1
404,0/372,0 404,0/344,0
411,1/182,0 411,1/149,0
453,1/ 2971 453,1/179,1
261,0/205,0 261,0/188,0
202,0/145,0 202,0/127,0
192,0/160,0 192,0/132,0
222,0/123,0 222,0/165,0
357,8/256,0 357,8/302,0
240,1/125,0 240,1/89,0
406,0/251,0 406,0/ 337,0
305,0/169,0 305,0/153,0
311,0/ 158,0 311,0/141,0
230,0/199,0 230,0/171,0
311,0/173,0 311,0/283,1
330,1/123,1 330,1/121,1
226,0/107,0 226,0/164,0
255,0/181,0 255,0/209,0
324,1/262,1 324,11 2421
276,1/163,2 276,1/145,0
262,1/149,1 262,1/217,0
312,1/199,0 312,1/153,2
413,1/156,0 413,1/153,0
256,0/175,0 256,0/209,0
330,0/245,0 330,0/101,0
336,2/246,2 336,2/229,2
331,0/99,0 331,0/127,0

120 /90
120
150
150
90

140

150
90
150/ 165
150

120

120
120
90
120
120
60
120
150
150
150
90/150
150
90
90
150
90

CE1(V) CE2(V)
10 15
10 20
20 15
15 20
10 20
10 20
15 20
20 10
40 12
20 60
20 15
15 20
10 20
5 10
5 10
10 15
15 5
20 15
15 20
30 40
30 30
30 50
20 5
15 15
15 20
15 20
20 10
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Metsulfuron-metil
Molinato
Oxidemeton metil
Picoxistrobin
Pirimifés-metil
Piraclostrobin
Pirazosulfurén-etil
Piridafention
Procloraz
Propaquizafop
Propiconazol
Quinclorac
Quinoxifen
Spiroxamina
Tebuconazol
Tebufenozide
Temefoés
Tiacloprid
Tiametoxam
Tiofanato-etil
Triadimefén

Triadimenol

Triciclazol
Trifloxistrobin
Triflumizol
Triflumurén

2,4-D
3,4-Dicloroanilina
TPP

Azimsulfurén

Herbicida
Herbicida
Insecticida
Fungicida

Acaricida / Insecticida

Fungicida
Herbicida

Acaricida / Insecticida

Fungicida
Herbicida
Fungicida
Herbicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Insecticida
Insecticida
Insecticida
Insecticida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Insecticida

Herbicida/ Regulador

de Crecimiento
Metabolito
Surrogate St.

Herbicida

15,7
21,4
4,1
245
25,3
24,7
20,3
21,7
19,5
26,3
23,1
14,4
25,9
16,2
21,7
23,7
27,5
13,3
7,6
18,9
21,6
19,5y
19,9
11,5
26,4
22,9
24,1

8,0
18,8
24,6

7,5

382,1/167,1
188,2/126,1
246,9/125,0
368,1/205,2
306,2/164,2
388,1/194,1
415,1/182,1
341,0/189,0
376,0/ 308,0
4441 /3711
342,1/159,1
242,0/223,0
308,1/196,9
298,0/144,0
308,0/70,0
353,2/133,1
467,1/419,0
253,0/126,0
292,0/211,0
371,1/151,1
294,2 /197 1

296,2 /70,2

190,1/163,0
409,2/186,2
346,0/278,0
359,0/156,0

220,8/162,9

162,0/144,9
327,0/77,2

Modo negativo

423,0/ 2141

382,1/141,1
188,2 /55,1

246,9/169,0
368,1/145,1
306,2/108,2
388,1/163,0
415,1/139,1
341,0/205,0
376,0/266,0
444,1/100,1
342,1/69,3
242,0/161,0
308,1/271,9
298,0/100,0
308,0/125,0
353,2/296,9
467,1/405,0
253,0/186,0
292,0/181,0
371,1/325,1
294,21 225,0

296,2/227,0

190,1/136,0
409,2/ 206,2
346,0/73,0
359,0/139,0

218,9/160,9
162,0/127,0
327,0/152,2

423,0/135,1

150
80
80
80

150

120

120/90

120
90

140

120
90

150

120
90

150

150

120
90
90

150

60

150
120
90
120

90
150
120

150

15
10
20

20

25
20
10
15
20
10
35
20
20
15
15
20
10
20
10

10

20
20

15

20

35

10

15
20
10
20
20
20
50
20
15
15
15
40
25
20
20

10
10
20
10
10

25
10
10
20

15
20
30

27
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Bensulfurén-metil Herbicida 8,3 409,1/195,8 409,1/154,1 120 40 40
Bentazone Herbicida 7,9 239,1/197,0 239,1/132,0 120 15 20
Bromacilo Herbicida 6,2 261,2/205,0 261,2/188,0 150 15 15

Imazosulfurén Herbicida 8,2 410,9/229,9 410,9/153,9 120 15 20
Propanil Herbicida 9,1 218,0/161,8 216,0/159,9 120 10 15

Tabla 21. Modo de accion y parametros operacionales optimizados para el analisis de pesticidas mediante LC-QqQ/MS para arroz blanco,

arroz paddy y agua de cultivos de arroz en modo ESI positivo y negativo; tiempos de retencion, transiciones de cuantificacion y de
confirmacion, voltaje de fragmentacion y energias de colision.
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Confirmacion

Cuantificacion

Voltaje de

Pesticida Modo de accion Fragmentacion

SRM2

Modo Positivo
Bendiocarb Insecticida 16,5 224,0/167,0 224,0/109,0 90 5 15
Ciproconazol Fungicida 20,1 292,0/125,0 292,0/70,0 120 20 20
Clorotolurén Herbicida 16,6 213,0/140,0 213,0/72,0 120 20 20
Difenoxurén Herbicida 17,7 287,0/123,0 287,0/72,0 90 20 20
Dietofencarb Fungicida 20,5 268,2/226,2 268,2/180,2 90 5 15
Diurén Herbicida 17,6 233,0/160,0 233,0/72,0 120 20 20
Fenobucarb Insecticida 20,4 208,1/152,1 208,1/95,0 90 5 10
Fenurén Herbicida 10,3 165,0/120,0 165,0/72,0 90 15 20
Hexaconazol Fungicida 22,2 314,2/159,0 314,2/70,2 120 20 20
Isoprotiolane F“”Q'CC':da’ Reguladorde  ,, 7 291,1/231,0 291,1/189,1 90 5 15
recimiento
Isoprocarb Insecticida 18,7 194,1/152,0 194,1/95,1 90 5 15
Isoproturéon Herbicida 17,5 207,0/165,0 207,0/72,0 120 10 20
Pirimicarb Insecticida 7,3 239,2/182,1 239,2/72,2 150 15 20
Promecarb Insecticida 21,1 208,0/151,0 208,0/109,0 60 5 15
Teflubenzurén Insecticida 25,3 381,0/158,0 381,0/141,0 90 20 20
Tetraconazol Fungicida 21,8 371,8/158,9 371,8/70,2 150 20 15
Tiodicarb Insecticida 15,6 355,1/163,1/88,2 355,1/108,1 60 5/15 10
Modo Negativo
Dicamba Herbicida 7,04 221,0/176,8 218,8/174,6 40 2 2

Tabla 22. Modo de accién y parametros operacionales optimizados para el analisis de pesticidas mediante LC-QqQ/MS en arroz paddy en
modo ESI positivo y negativo; tiempos de retencion, transiciones de cuantificacion y de confirmacion, voltaje de fragmentacion y energias de

colision.
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10.5.3. Método cromatografico para el analisis del efecto matriz
mediante LC-TOF/MS (método C)

Se utilizé un HPLC serie 1100, de Agilent, (Figura 20). Para la separacion
cromatografica se utilizé6 una columna XDB-C-18. La fase movil, E y F fueron:
agua/ACN (95:5) (v/v) con un 0,1% de acido férmico y ACN/agua (95:5) (v/v)
con 0,1% de acido féormico. El procedimiento cromatografico fue: 10% de F
constante durante 1 min, seguido por un gradiente lineal hasta 100% de F en
12 min y constante durante 5 min a 100% (Figura 27). El flujo de fase movil fue
0,6 mL/ min. El volumen de inyeccion fue 20 yL de muestra en todos los casos.

Los analisis fueron realizados a temperatura ambiente.

100 -
80 -

0 -
——E

% FM

6
40 -
—a—F

20

0 T T v T v T T 1
0 1 12 12,5 17 17

tiempo (min)

Figura 27. Gradiente de fase movil utilizado para el analisis de pesticidas mediante
LC-TOF/MS en modo ESI positivo.

El detector de masas de tiempo de vuelo (TOF) utilizado fue un Agilent MSD
TOF con una interfase de electrospray (ESI).

Las condiciones de operacion de la fuente en modo ESI positivo fueron: voltaje
del skimmer 60 V; octapolo rf 250 V; temperatura del gas 300 °C; gas de
arrastre 9 L/min; nebulizador 40 psig; voltaje del capilar 4000 V. Se trabajé con
un voltaje de fragmentacion de 190 V.

El registro de la masa exacta se realizé en el rango de 50 a 1000 m/z, y los
datos se obtuvieron a través de los software Analyst QS Applied Biosystems /
MDS - SCIEX (Frankfurt, Alemania) con aplicaciones especificas adicionales
introducidas por Agilent MSD TOF en el software MassHunter Workstation de
Agilent Technologies (USA).
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Este equipo se mantiene calibrado automaticamente, a partir de una solucion
de calibracién proporcionada por el fabricante, que contiene la masa de
referencia de purina (CsHsN4 de m/z 121,05009) y HP-0921 ([hexakis (1H, 1H,
3H-tetrafluoropentoxi)-fosfazeno], (C1sH1sO0esN3P3F24) con m/z 922,009)). El

instrumento provee una resolucion tipica de 9700 £ 500 (m/z 922,0098).

10.5.4. Método cromatografico para el andlisis de residuos de
pesticidas mediante LC-QLIT/MS (método D)

El analisis de los compuestos de interés se desarroll6 en un HPLC modelo
1200 de Agilent acoplado con un sistema hibrido de un triple cuadrupolo y
trampa de iones lineal en tandem, modelo 5500 QTRAP®, (Figura 21). Se
utilizé una fuente TurboV™ en modo positivo y negativo. La separacion
cromatografica se realizd con una columna cromatografica de fase reversa, C-
8. La fase mdvil, G y H, fueron: ACN y 0,1% de acido férmico en agua
respectivamente.

El método desarrollado en modo positivo fue 10% G inalterado durante 1 min,
aumento lineal hasta 100% G en 15 min, constante durante 10 min vy
posteriormente a las condiciones iniciales en 0,1 min, constante durante 10

min, (Figura 28).

0 1 15 25 25,1 35
tiempo (min)

Figura 28. Gradiente de fase movil utilizado para el analisis de pesticidas mediante
LC-QLIT/MS en modo ESI positivo.

El programa de gradiente usado en modo negativo fue: 20% de G por 50 s, se
aumento el % de G hasta 100% en 5 min manteniéndose constante durante 5

min, y posteriormente a las condiciones iniciales en 0,1 min dejando re
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equilibrar la columna 5 min, (Figura 29). El volumen de inyeccién fue 5 uL y el
flujo de la fase moévil de 0,6 mL/min en ambos modos. Los andlisis fueron

realizados a temperatura ambiente.

—_

S

()
]

0 05 5 10 10,1 15
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Figura 29. Gradiente de fase movil utilizado para el analisis de pesticidas mediante
LC-QLIT/MS en modo ESI negativo.

Los parametros de operacién de la fuente fueron los siguientes: voltaje de
ionizacion, 5000/-3500 V; gas cortina, 20 (unidades arbitrarias); La presion de
GS1 y GS2 fue de 50 psi; y la temperatura del gas probe, 500 °C. Se utilizd6 N,
como gas nebulizador y de colisibn en ambos modos. La calibracion de los
cuadrupolos se realiza automaticamente con una solucion de 5-10 M de poli-
propilenglicol, introducida mediante una jeringa conectada a la interfase.

La optimizacién de los compuestos, es decir la seleccion de las condiciones del
voltaje de fragmentacién y energias de colisién se realiz6 individualmente para
cada pesticida. Para ello se prepararon soluciones patrén, individuales, de 1
mg/L en MeOH y se inyectaron mediante el sistema FIA. La metodologia de
optimizacién en este caso es diferente que en el caso del LC-QqQ/MS. Una vez
inyectada la solucién estandar del pesticida, el equipo busca la mejor
combinacion de voltaje de fragmentacién (DP)/i6n precursor. A continuacion se
realiza un barrido en full scan al DP establecido para buscar los iones
fragmento mas abundantes (se eligen 2) con sus correspondientes CE. Otros
dos parametros, el potencial de entrada y el potencial de salida de la celda de
colision también son optimizados, aunque en general se aplica un valor fijo
para todos los pesticidas incluidos en el método. Los parametros optimizados

para cada uno de los pesticidas analizados mediante este sistema se
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encuentran detallados en la Tabla 23, junto con los tiempos de retencién y las
transiciones utilizadas para su identificacion y cuantificacion. La transicion mas
intensa fue la seleccionada para la cuantificacion, mientras que la mas débil se
utilizé para la identificacion de los pesticidas de interés.

El software utilizado para el procesamiento y adquisicion de datos fue el
Applied Biosystems /MDS Sciex Analysis.

10.5.4.1. Condiciones del modo IDA (Information-Dependent-
Acquisition)

El scan mediante EPI fue disefado con un Q1 en baja resolucion y la trampa
lineal de iones escaneando en un rango desde 50 a 270 amu a una velocidad
de 10000 amu/s. La CE, el DP y el EP usados en el modo EPI fueron de 30 eV,
65V y 10 V respectivamente. El tiempo total del ciclo SRM-IDA-EPI fue de 1,19
S.

Por otro lado se prepararon soluciones de quinclorac estandar en MeOH de 1y
10 ug/L, y fueron analizadas con el método EPI. El espectro obtenido fue
almacenado en la biblioteca de espectros a la CE seleccionada. Dichos
espectros fueron utilizados para la comparacién con los espectros obtenidos de

las muestras reales y de las fortificadas.
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Cuantificacion Confirmacion
Modo de accién tr DP (V) CE1(V) CE2(V)

Pesticida

SRM1

SRM2

Modo Positivo

Azimsulfurén Herbicida 12,7 425,0/182,1 425,0/243,7 100 29 28
Azoxistrobin Fungicida 14,4 404,2/372,0 404,2/343,9 100 21 33
Bendiocarb Insecticida 12,6 223,7/166,9 223,7/109,0 100 13 27
Bensulfurén-metil Herbicida 13,3 411,2/182,2 411,2/148,9 117 29 30
Bispiribac sodio Herbicida 13,5 431,2/274,9 431,2/413,1 205 21 28
Carbaril Regulador de Crecimiento / Insecticida 12,8 202,1/145,0 202,1/127 1 130 16 43
Carbendazim Fungicida 6,7 192,0/160,1 192,0/132,0 200 27 41
Carbofuran Insecticida 12,6 222,0/165,1 222,0/123,1 91 18 31
Cihalofop-butil Herbicida 16,9 357,8/256,0 357,8/302,2 117 17 10
Ciproconazol Fungicida 14,1 292,1/70,1 292,1/125,0 170 58 44
Clomazone Herbicida 13,7 240,7/125,0 240,7/85,0 80 30 34
Clorotolurén Herbicida 10,5 214,0/721 214,0/140,8 87 32 19
Diazinén Acaricida / Insecticida 16,7 304,6/169,0 304,6/153,1 100 30 27
Dietofencarb Fungicida 14,3 268,0/226,1 268,0/180,1 76 14 23
Difenoconazol Fungicida 15,8 405,9/250,9 405,9/337,0 100 36 24
Difenoxuréon Herbicida 12,8 287,0/72,0 287,0/123,3 150 23 25
Diflubenzurén Insecticida 15,0 310,8/158,1 310,8/141,1 115 19 47
Dimetoato Acaricida / Insecticida 10,2 230,0/199,1 230,0/171,2 60 15 20
Diurén Herbicida 13,0 233,0/72,0 233,0/160,0 64 22 35
Edifenfos Fungicida 15,6 311,0/283,0 311,0/173,0 160 17 25
Epoxiconazol Fungicida 14,4 331,0/121,0 331,0/141,1 185 30 28
Etiofencarb Insecticida 13,2 226,1/107,0 226,1/164,1 60 28 11
Fenobucarb Insecticida 14,4 208,1/94,9 208,1/152,1 94 25 12
Fenurén Herbicida 9,8 165,1/72,0 165,1/120,0 40 26 24
Flufenoxurén Herbicida 17,3 489,2/158,1 489,2/140,6 165 32 62
Fluroxipir Herbicida 14,7 255,0/208,8 255,0/237,0 135 22 16
Flutolanil Fungicida 15,3 323,9/261,8 323,9/282,2 120 23 20
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Hexaconazol Fungicida 15,2 314,3/69,9 314,3/245,0 180 69 23
Imazapic Herbicida 9,5 276,1/231,0 276,1/163,0 240 25 36
Imazapir Herbicida 8,5 262,9/218,1 262,9/235,0 150 28 22

Imazaquin Herbicida 11,4 312,0/267,0 312,0/198,9 245 28 36
Imazetabenz-metil Herbicida 10,1 289,1/229,0 289,1/257,1 280 28 24
Imazosulfurén Herbicida 13,3 413,1/156,1 413,1/231,9 120 31 24
Imidacloprid Insecticida 9,9 256,0/175,1 256,0/209,1 118 27 35
Isoprocarb Insecticida 13,6 194,0/94,9 194,0/152,1 60 18 11

Isoproturén Herbicida 12,9 207,1/72,0 207,1/165,1 70 27 19

Iprodiona Fungicida 15,3 330,0/244,8 330,0/288,0 165 22 22
Kresoxim-metil Fungicida 15,9 314,0/206,1 314,0/266,9 76 12 8
Malation Acaricida / Insecticida 15,4 331,3/127,0 331,3/99,0 52 19 37
Metsulfurén-metil Herbicida 11,9 382,2/166,7 382,2/141,0 100 19 35
Molinato Herbicida 15,1 188,0/125,9 188,0/97,8 130 23 48
Oxidemetén-metil Insecticida 7,4 247,0/168,8 247,0/104,9 140 16 16
Picoxistrobin Fungicida 15,8 368,2/205,2 368,2/145,0 80 13 30
Piraclostrobin Fungicida 16,2 388,2/193,7 388,2/295,9 50 16 20
Pirazosulfurén-etil Herbicida 14,1 415,2/182,1 415,2/369,1 44 19 19
Piridafention Acaricida / Insecticida 14,8 341,0/189,1 341,0/205,0 100 36 36
Pirimicarb Insecticida 8,3 238,7/72,1 238,7/182,2 50 38 23
Pirimifés-metil Acaricida / Insecticida 16,8 306,1/108 306,1/164,1 110 42 28
Promecarb Insecticida 14,7 208,1/151,1 208,1/109,0 80 14 23
Propafés Insecticida 15,5 304,8/221,0 304,8/263,0 90 19 10
Propaquizafop Herbicida 16,9 443,7/100,0 443,7/371,1 115 20 19

Propiconazol Fungicida 15,5 342,2/159,0 342,2/187,0 110 51 25

Propoxur Insecticida 12,5 210,0/168,1 210,0/111,2 60 9 12
Quinoxifen Fungicida 17,1 309,1/197,9 309,1/272,9 100 40 40
Quinclorac Herbicida 11,6 242,0/224,0 - 50 21 --

Spiroxamina Fungicida 11,2 298,1/144,0 298,1/100,1 240 25 47

Tebuconazol Fungicida 14,8 308,1/70,1 308,1/125,1 80 60 57
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Tebufenozide Insecticida 15,7 353,4/296,7 353,4/133,2 60 10 23
Temefos Insecticida 17,3 467,1/404,7 467,1/418,8 190 25 26
Tetraconazol Fungicida 14,7 372,0/159,0 372,0/70,0 110 43 65
Tiacloprid Insecticida 11,0 253,0/125,9 253,0/186,0 110 34 19
Tiametoxam Insecticida 8,9 292,1/210,9 292,1/246,1 60 19 14
Tiodicarb Insecticida 11,6 355,1/87,9 355,1/163,2 160 29 11
Tiofanato-etil Fungicida 13,4 371,0/282,0 371,0/324,8 60 15 13
Triazofos Acaricida / Insecticida 13,3 314,1/162,1 314,1/286,0 120 25 16
Triciclazol Fungicida 10,0 190,1/163,1 190,1/136,1 210 31 40
Triadimefén Fungicida 14,8 294,0/197 1 294,0/224,9 180 20 20
Triadimenol Fungicida 13,9 296,1/70,0 296,1/227 1 50 40 14
Trifloxistrobin Fungicida 16,9 409,2/185,7 409,2/206.0 150 25 20
Triflumizol Fungicida 15,5 346,2/278,2 346.2/72,9 100 15 21
Triflumurén Insecticida 15,8 359,0/156,2 359,0/138,8 40 27 42
Nicotina d; Surrogate estandar 2,3 163,1/117,0 166,0/130,0 125 35 27
Modo Negativo
2,4-D Herbicida 7,5 220,7/162,8 218,7/160,8 110 15 34
Bentazone Herbicida 7,6 238,8/175,2 238,8/197,1 250 28 29
Fipronil Insecticida 8,4 437,1/331,0 437,1/319,1 100 24 32
Propanil Herbicida 7,9 216,9/160,8 216,9/125,0 110 23 33
Teflubenzurén Fungicida 8,7 379,0/339,0 379,0/359,0 110 16 10

Tabla 23. Modo de accion y parametros optimizados para el analisis de pesticidas mediante LC-QLIT/MS en modo positivo y negativo; tiempos
de retencion, transiciones de cuantificacion y de confirmacion, DP; declustering potential (V), CE; Energia de Colision (eV) y CXP; Potencial de
salida de la celda de colisién (5 V).
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10.5.5. Analisis de quinclorac y sus productos de transformacion
luego de la remediacion quimica mediante LC-QTOF/MS
(método E)

Los analitos fueron separados en un HPLC serie 1200 de Agilent, Figura 22.
Se utilizé una columna XDB C-18. La fase movil consistio en 0,1% de acido
férmico y 5% de agua ultra pura en ACN (l) y 0,1% de acido férmico en agua
(pH 3,5) (J). ElI método cromatografico se comenzé con un 10% de |, constante
por 1 min, seguido de un gradiente lineal hasta 100% en 12 min y mantenido
constante durante 5 min. Por ultimo se volvid a las condiciones iniciales y se
dej6 equilibrar durante de 7 min para comenzar un nuevo analisis, (Figura 30).
El flujo de fase moévil aplicado fue de 0,6 mL/min y el volumen de inyeccién de
20 L. En estas condiciones el tiempo de retenciéon del quinclorac fue de 7,5
min y su LOQ de 4,0 pg/L.

——]

—;—]

0 1 12 17 17,1 24
tiempo (min)

Figura 30. Gradiente de fase movil utilizado para el analisis de quinclorac y sus
productos de degradacion mediante LC-QTOF/MS.

Los analisis para el monitoreo de quinclorac y la busqueda de sus productos de
degradacion fueron desarrollados en un equipo de cromatografia liquida hibrido
acoplado a espectrometria de masas en tandem, utilizando un cuadrupolo
acoplado a un TOF como analizador serie 6530 Accurate Mass QTOFMS de
Agilent

Los iones fueron generados usando una fuente de ionizacidén de electrospray
con Jet Stream, en modo positivo, trabajando con un flujo de N, super
calentado de 12 L/min a 400 °C. El voltaje del capilar fue de 4000 V; la presion

del nebulizador 60 psi; el flujo de gas secante 5 L/min; la temperatura del gas,
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250 °C; el voltaje del skimmer 65 V; el voltaje de fragmentacién en la fuente de
90 V.

El rango de m/z se calibré usando una solucién de referencia en el rango m/z
60-950 suministrada por Agilent. Una segunda soluciéon de referencia
conteniendo purina (m/z 121,0509) y HP-921 (m/z 922,0098) se us6 como
calibrante continuo en el modo positivo. Se trabajé en modo alta resolucién a 4
GHz. Para HP-921, la resolucidon del instrumento en estas condiciones fue
21700 % 500. Los espectros obtenidos mediante MS/MS fueron adquiridos en el
rango de m/z 40-950 aplicando una energia de colision de entre 5-30 eV para
cada compuesto. El software utilizado para el desarrollo de los métodos y la

adquisicion de datos fue el Agilent MassHunter Workstation (version B.03.01).

10.5.6. Analisis de pesticidas en GC-MS (método F)

Para los analisis realizados mediante GC-MS de utilizé un cromatégrafo HP
6890 GC acoplado con un espectrometro de masa modelo HP 5973, (Figura
23). La separacion de los analitos de interés se realizé en una columna capilar
HP-5 de 25 m x 0,25 mm d.i. y 0,25 ym de espesor de film. Los espectros de
masas fueron obtenidos mediante impacto electrénico a 70 eV en modo SIM
como se indica en la Tabla 24. La temperatura del inyector fue de 280 °C y la
de la interfase 250 °C. Se utiliz6 He como gas carrier a 38 cm/s (1 mL/min). El
gradiente de temperatura fue: temperatura inicial de 120 °C constante durante
5 min, aumentando linealmente hasta 285 °C a 5 °C/min, manteniéndose
constante durante 3 min. El volumen de inyeccion fue de 1,0 yL en modo
splitless.

La optimizacion de los compuestos se realizé a partir de la inyeccion de cada
uno de los pesticidas de interés en una concentracion de 10 mg/L en AcOEt en
modo full scan. Se seleccionaron 3 iones, el mas abundante se utilizé para la
cuantificacion mientras que los otros dos fueron para la confirmacion.

La identificacion de los compuestos de interés se realizé a partir de la
comparacion del tiempo de retencion y concordancia del espectro de masas
entre el analito problema y una inyeccion de pesticida estandar. Ademas de la

verificacidon de los espectros de interés con la libreria de referencia del
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software. La cuantificaciéon de los compuestos fue llevada a cabo con un
estandar interno, TPP a una concentracion de 1mg/mL, a partir del calculo del

factor de respuesta.

lones seleccionados m/z
Abundancia relativa
Difenoconazol 35,8 323(100), 265(72), 325(62

Kresoxim-metil 24,0 116 (100), 131(47), 206(54)

Pesticida tr(min)

~

A-cihalotrina 30,2 181(100), 197(77), 208(36)
Trifloxistrobin 26,4  116(100), 131(63), 145(24)
TPP 26,9  326(100), 325(78), 327(19)

Tabla 24. Tiempo de retencién e iones utilizados para la determinacion de pesticidas
mediante GC-MS.

10.6. Muestreo
Uruguay

El muestreo de suelo se realizd previo a la aplicacion de agroquimicos y en el
momento de la cosecha. Las muestras de suelo fueron extraidas en 3
profundidades dependiendo de la zona; 0-10 cm en Rocha, Cerro Largo,
Treinta y Tres y Artigas, y de 0-20 y de 20-40 cm en el departamento de Salto.
El pH, la composicion y textura se los suelos fueron determinados por Facultad
de Agronomia.

Para la realizacion del muestreo de agua se siguieron 2 criterios diferentes; en
Rocha, Cerro Largo, Treinta y Tres y Artigas, para cada ciclo del cultivo, se
realizaron 4 muestreos de agua en los siguientes momentos: previo a la
primera aplicacion de productos, al inicio del riego (aproximadamente 45 dias
post siembra), al finalizar el mismo y en el momento de la cosecha. Ademas se
realizaron un total de 6 muestreos en los rios Cebollati y Olimar, antes del
comienzo de la zafra (julio) y un muestreo mensual durante el periodo
comprendido entre diciembre y abril (2006-2007). EI muestreo en la chacra se
realizo a la entrada y salida de ésta. En Salto el muestreo de agua se realiz6 en
la zona correspondiente a la cuenca del arroyo Tala. En esta zona, para cada
ciclo de cultivo se realizé un muestreo en cada estacion del afo. Se tomaron

muestras de agua en tres puntos diferentes de cada curso de agua y las tres
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muestras se mezclaron de forma de lograr una muestra representativa de cada
punto.

En total se realizaron un total de 16 muestreos durante 2007-2011.

En la Tabla 25 a y b se indican los momentos de la toma de muestra y los
diferentes puntos de muestreo se esquematizan en la Figura 31.

El muestreo de grano se realizé en el momento de la cosecha.

N° muestreo Fecha Estacion Puntos \
Naciente Tala
Naciente Cerrito
Tala entre Juncal y Sarandi
Desembocadura Sarandi
Tala desembocadura Chircal
Desembocadura Tala
Nacientes del Tala
Nacientes del Juncal
Desembocadura del Juncal
Nacientes del Sarandi
Desembocadura del Sarandi
Nacientes de Laguna Bonita
Desembocadura de Laguna Bonita
Desembocadura del Tala
Nacientes del Tala
Nacientes del Juncal
Desembocadura del Juncal
3 Febrero 2008 Verano Nacientes del Sarandi
Desembocadura del Sarandi
Nacientes de Laguna Bonita
Desembocadura del Tala
Nacientes del Tala
Nacientes del Juncal
Desembocadura del Juncal
Nacientes del Sarandi
Desembocadura del Sarandi
Nacientes de Laguna Bonita
Lagunas feed lot (F1 - F4)
Desembocadura del Tala
Nacientes del Tala
Tala nuevo camino
Desembocadura del Juncal
5 Setiembre 2008  Invierno Desembocadura del Sarandi
Tala picada

1 Agosto 2007 Invierno

2 Noviembre 2007 Primavera

4 Julio 2008 Otofo

Desembocadura del Tala

Primavera Nacientes del Tala
6 Diciembre 2008 Tala nuevo camino
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Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

Marzo 2009 Verano

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

Junio 2009 Otoio

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

Octubre 2009  Primavera

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

10

Diciembre 2009 Primavera

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

11

Marzo 2010 Verano

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

12

Junio 2010 Otofo

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

13

Diciembre 2010 Primavera

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

14

Marzo 2011 Verano

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi
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Tala picada

Desembocadura del Tala

15 Junio 2011 Otofio

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

16 Diciembre 2011 Primavera

Nacientes del Tala

Tala nuevo camino

Desembocadura del Juncal

Desembocadura del Sarandi

Tala picada

Desembocadura del Tala

Tabla 25 a. Planificacion de los diferentes puntos de muestreo de agua Uruguay.

N° muestreo Fecha

1 Agosto 2006

Estacion

Invierno

Puntos ‘

Colonia Palma

Tomas Gomensoro

Ruta 14 Km 465

Ruta 15 Km 195

Rio Cebollati

2 Setiembre 2006

Invierno

Ruta Laguna Merin
Km 9

Placido Rosas

INIA Treinta y Tres

Rio Cebollati

3 Noviembre 2006

Primavera

Colonia Palma

Ruta 14 Km 465

Ruta 15 Km 195

Rio Cebollati

Ruta Laguna Merin
Km 9

INIA Treintay Tres

4 Diciembre 2006/

Verano

Placido Rosas

Tomas Gomensoro

Rio Cebollati*

5 Febrero 2007

Verano

Colonia Palma
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Ruta 14 Km 465

Ruta 15 Km 195

Rio Cebollati

Placido Rosas

Ruta Laguna Merin
Km 9

INIA Treinta y Tres

Rio Cebollati,
cuenca altay

media

Rio Olimar, cuenca

alta y media

Colonia Palma

Tomas Gomensoro

Ruta 14 Km 465

Ruta 15 Km 195
6 Marzo 2007 Verano

INIA Treinta y Tres

Placido Rosas

Ruta Laguna Merin
Km 9

Tabla 25 b. Planificacién de los diferentes puntos de muestreo de agua en Uruguay.
*Se muestre6 en dos fechas; Diciembre 2006 y Enero 2007.

Figura 31. Mapa del Uruguay con los principales puntos de muestreo.
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Espana
El muestreo fue realizado por técnicos que tomaron muestras en diferentes
puntos de una zona perteneciente al Parque Natural de la Albufera en Valencia,

Espafia. Los puntos seleccionados se encuentran marcados en la Figura 32.

Gi bré-lllar

Figura 32. Mapa de Espafa y la regién de la Albufera ampliada con los puntos de
muestreo.

A continuacion se muestran algunas fotografias de diferentes puntos del

muestreo en Uruguay (Figura 33) y en Espana (Figura 34).
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Figura 34. Fotografias de diferentes puntos de muestreo en Espana.
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10.7. Validacion de Métodos de Analisis de Pesticidas en Suelo, Agua y
Grano de Arroz

La validacion de las diferentes metodologias para el analisis de pesticidas en
suelo, agua y grano de arroz se realiz6 a partir de la determinacién de los
siguientes parametros: veracidad (porcentaje de recuperacion), reproducibilidad
intra-laboratorio, repetitividad, linealidad, LOD y LOQ segun la definicion
sugerida en las guias de validacion de métodos multi-residuos para el analisis
de residuos de pesticidas establecida por la DG SANCO que se describen a

continuacién.?

10.7.1. Identificaciéon y confirmacion

Segun la DG SANCO el criterio de identificacion y confirmacién de los analitos
varia segun el sistema de deteccidén utilizado.

Para los analisis realizados mediante LC-DAD, la confirmacion de los
herbicidas de interés se realizd mediante 2 criterios: el tiempo de retencién
relativo de cada uno de los analitos y el porcentaje de concordancia con su
espectro UV, a partir de la comparacion del cromatograma de la muestra con el
de una solucidn de estandares de los herbicidas de concentracion conocida.

En algunos casos, la presencia de posibles positivos se testeé variando las
condiciones cromatograficas: flujo y fase mdévil y empleando métodos de
adiciéon de estandares a la solucion problema y evaluando cuidadosamente los
datos espectrales.

Para los pesticidas analizados mediante LC-MS/MS, el criterio de confirmacion
utilizado para cada compuesto fue la presencia de 2 iones diagnéstico junto
con el ién precursor (2 transiciones), la coincidencia del tr de estas transiciones
con las de un estandar y ademas la relacion (SRM2/SRM1) en la muestra
problema debe coincidir con la relacion (SRM2/SRM1) obtenida para el
estandar.

Para los pesticidas analizados mediante GC-MS, el criterio de confirmacion
utilizado para cada compuesto fue la presencia de 3 iones diagnéstico, la
coincidencia del tr de estas transiciones con las de un estandar y ademas la

relacion (SRM2/SRM1) en la muestra problema debe coincidir con la relacion
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(SRM2/SRM1) obtenida para el estandar. En GC-MS también se confirmé a

partir de biblioteca de espectros de referencia.

10.7.2. Recuperacion

Una vez identificados los compuestos de interés la veracidad del método se
evalu6 a partir de la fortificacion de 5 réplicas de una determinada masa de
muestra “blanco” en diferentes niveles de concentracion conocidos.
Posteriormente segun la matriz dichas réplicas se analizaron utilizando el
método de extraccidn/clean-up seleccionado y el sistema cromatografico
correspondiente. El valor de recuperacién se calculé como la relacién entre la

concentracién experimental y la tedrica y expresado en porcentaje.

10.7.2.1. Muestra blanco

La DG SANCO define a un blanco como una muestra o una porcién u extracto
de muestra que se sabe que no contiene niveles detectables de los analitos de
interés.

Las muestras blanco utilizadas en este trabajo fueron:

Suelo: se utilizd suelo franco de bajo contenido en materia organica (L{OM)
proveniente de cultivos de arroz recolectado previo a la aplicacion de
herbicidas.

Agua: para el desarrollo del método de analisis de herbicidas mediante LC-
DAD se utilizdé agua destilada y una vez validada dicha metodologia se utilizd
agua proveniente de cultivos de arroz. Mientras que para la validacién de las
metodologias mediante LC-MS/MS se utilizé agua de cultivos de arroz.

Arroz blanco: para el desarrollo de las diferentes metodologias de analisis tanto
mediante LC-DAD como LC-MS/MS se utilizé una muestra de arroz organico.
Arroz paddy: se utilizd el arroz “testigo” preparado en las condiciones
experimentales descriptas en la seccion 14.1.2. Para lo cual durante el cultivo
del arroz testigo se aplicaron dosis minimas de herbicidas con el fin de no

evitar la pérdida del cultivo.
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Tanto para aguas como para arroz, dada la dificultad para conseguir una
muestra libre de pesticidas, estas muestras fueron analizadas de la misma
manera que las muestras reales para demostrar la ausencia de compuestos
por encima del nivel de deteccion del método. En caso de presencia de
pesticidas ésta fue considerada a la hora de realizar la evaluacion de los

resultados.

10.7.2.2. Ensayo de fortificacion

El ensayo de fortificacién consiste en el agregado de un volumen conocido de
una solucion de una determinada concentracion, conteniendo todos los analitos
en estudio, a una masa de muestra (también conocida) de forma que se
conoce exactamente la concentracion final de los pesticidas en esa muestra.

Los diferentes métodos de fortificacion se describieron para cada una de las

muestras analizadas.

10.7.3. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

La repetitividad del método se evalu6 mediante la fortificacion de 5 réplicas
para cada uno de los niveles seleccionados. A partir de las areas obtenidas se
calcul6 el % RSD.

La repetitividad del instrumento se determind a partir de la inyeccion por
quintuplicado de una solucién de la curva de calibracién en matriz de 0,1 mg/L
para los analisis realizados mediante LC-DAD y de una soluciéon de 10 pg/L
para los analisis realizados en LC-MS/MS. A partir de las areas obtenidas se
calculé la RSD del instrumento. La reproducibilidad intra-laboratorio del
método, también expresada como % RSD, se evalud a partir del analisis con

diferentes operarios en el caso del suelo y en diferentes dias para agua y arroz.

10.7.4. Linealidad

La linealidad de cada uno de los compuestos de interés se estudié a partir de la

preparacion de curvas de calibracion en solvente y en matriz (en diferentes
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rangos de concentracién segun la matriz en estudio) a partir de soluciones de
estandares de los pesticidas de interés.

La preparacion de la curva en matriz (matrix matched) consiste en la extraccion
de la muestra blanco utilizando el mismo método de analisis que las muestras
reales. El extracto obtenido es luego retomado en una solucién de los
pesticidas de interés a una concentracion conocida. Se realiza este
procedimiento para cada uno de los puntos de la curva de calibracion.

A partir de los datos de areas obtenidos y con la ayuda del programa Microsoft®
Excel se graficd el area vs concentracidon, para cada uno de los analitos
obteniéndose comportamientos lineales, del tipo (y= ax + b) y se calculd el

coeficiente de correlacion (r?).
10.7.5. LOD & LOQ

El LOD se estimd a partir de la inyeccion de una solucion de la curva de
calibracion en matriz a diferentes concentraciones segun el tipo de muestra.
Calculandose mediante regresion, la minima concentracién para la cual se
observa una S/N mayor o igual que 3. Este valor fue luego verificado
experimentalmente.

En el caso de LC-MS/MS y GC-MS se tom6 la minima concentracién para la
cual la transicidon de confirmacién presenta una S/N mayor o igual que 3.

El LOQs se determind a partir de la inyeccidon de una solucién de la curva de
calibracion en matriz a diferentes concentraciones segun el tipo de muestra.
Calculandose mediante regresién, la minima concentracion para la cual se
observa una S/N mayor o igual que 10. Este valor fue luego verificado
experimentalmente. En el caso de LC-MS/MS y GC-MS se tomé la minima
concentracion para la cual la transicion de cuantificacion presenta una S/N

mayor o igual que 10.
10.7.6. Efecto matriz

Comparacion cuantitativa: Para los métodos desarrollados mediante LC-

MS/MS se evalud la supresion u aumento de la sefal a partir de la
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comparacion de la pendiente de la curva de calibracion de cada estandar en
solvente y en matriz seguin se definio en la seccion 7.1 de la Introduccion. 249

En algun caso se consideré interesante estudiar el EM de manera cualitativa, a
partir de la evaluacién de los perfiles del cromatograma de iones totales
obtenidos mediante el analisis en full scan con un LC-TOF/MS, cuando se
varian diferentes parametros tales como la cantidad de muestra y diferentes

métodos de extraccion y clean-up.
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11.Suelo
11.1. Tratamiento de Muestra

Las muestras fueron transportadas al laboratorio en bolsas plasticas y
mantenidas a 0 °C, posteriormente se congelaron y luego se liofilizaron y

tamizaron para su posterior utilizacion.

11.2. Validacién de Métodos de Analisis de Herbicidas en Suelo Mediante
LC-DAD
11.2.1. Determinacion del % de recuperacién
11.2.1.1. Ensayo de fortificacion

En un Erlenmeyer se coloc6 una muestra de suelo blanco de forma de que
cubriera toda la superficie del recipiente. Se adiciond a la muestra y gota a gota
1 mL de una solucién de los pesticidas de interés, incluidos en la Tabla 20, en
acetona/MeOH (1:1, v/v) de concentracion apropiada de forma de alcanzar una
concentraciéon de pesticidas en la muestra de 0,5 mg/kg. A continuacion se dejé
2 horas a temperatura ambiente y al abrigo de la luz de forma de eliminar el
resto de solvente. El estudio del % Rec. se realizd por quintuplicado para cada

uno de los niveles de concentracion ensayados. (%

11.2.2. Repetitividad y Reproducibilidad
Como se definio en la seccion 10.7.3.
11.2.3. Linealidad

La linealidad de cada uno de los compuestos de interés se estudid a partir de
curvas de calibracion preparadas a partir de las soluciones de estandares en

solvente y en matriz en el rango de 0,1 a 10,0 mg/L y de 0,25 a 10,0 mg/L.
11.24. LOD & LOQ

El LOD se estim6 a partir de la inyeccion de una solucion de 100 ug/L de la

curva de calibracion en matriz. El LOQ tal como se definié en la seccion 10.7.5.

Pagina | 161



Experimental

11.2.5. Métodos de extraccion y clean-up

Método 1: Diez gramos de suelo previamente liofilizados y tamizados se
colocaron en un Erlenmeyer de 250 mL. A continuacién se adicionaron 20 mL
de una mezcla de MeOH:AcOEt (70:30) y se agitd por accion magnética. Luego
de 4 horas, se filtro el extracto obtenido y se lavé 2 veces con 10 mL de la
misma mezcla de solventes. La mezcla de lavado se juntd con el extracto
previamente obtenido y se transfirié todo el volumen a un balén para proceder
a la eliminacion del solvente hasta sequedad. Este procedimiento se realizé a
40 °C en un evaporador a vacio. El extracto obtenido se re-disolvié en 1 mL de
ACN, se filtré con un filtro de teflon de 0,45 um, transfiriéndose la muestra a un
vial para su analisis como se describe en la seccion 10.5.1.%°)

Método 2: Este método se basd en una adaptacion del procedimiento descrito
en el manual de métodos analiticos para el analisis de residuos de
agroquimicos, para el analisis de los herbicidas del tipo sulfonilureas en
suelos. ™)

Se extrajeron 15 g de suelo dos veces con 60 mL de una mezcla de MeOH y
(NH4)2,CO3 0,1 M (1:9, v/v) usando agitaciéon con pastilla magnética. Luego de
cada extraccion los extractos obtenidos se centrifugaron a 3500 r.p.m durante
10 min, de forma de separar el sobrenadante del sdlido. A continuacién los dos
sobrenadantes juntos se pasaron a través de un cartucho de extraccién en fase
sélida del tipo: Oasis® HLB, previamente acondicionados con 6 mL de MeOH
pH 3, seguido de 6 mL de MeOH-0,1 M (NH4),CO3 (2:1, v/v). El recipiente
conteniendo la fraccion de sobrenadantes se lavé con 6 mL de agua que
también se pasaron por el cartucho. Posteriormente el cartucho fue secado y
se eluyeron los analitos de interés con 2 x 1 mL de MeOH pH 3 y luego con 2 x
1 mL ACN. Los 4 mL de extracto obtenidos se evaporaron a sequedad bajo
corriente de Ny y posteriormente se re-disolvio en 1 mL de ACN. Las muestras
se filtraron con un filtro de 0,45 um directamente a un vial para su analisis como
se describe en la seccion 10.5.1.

Método 3: 10 g de suelo fueron transferidos a un tubo de tapa rosca de 100 mL
y se adicionaron 20 mL de una mezcla de solvente MeOH: AcOEt (70:30). A

continuacion los tubos se colocaron en un bafo de ultrasonido por 15 minutos.
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El extracto obtenido se filtré a vacio y los sélidos se lavaron con 5 mL de la
mezcla de solventes. La solucion obtenida se transfirié a un balén de 25 mL y
se elimind el solvente en un evaporador a presidon reducida hasta sequedad a
una temperatura de 40 °C. Por ultimo se re-disolvié en 1 mL ACN, se filtr6 con
un filtro de 0,45 pm directamente a un vial para su analisis como se describe en
la seccion 10.5.1.7%°

Método 4: 10 g de suelo fueron extraidos con 50 mL de MeOH mediante
agitacién con un shaker orbital a una velocidad de 135 r.p.m. por 24 horas. El
extracto fue filtrado y el sdélido se lavdé con 5 mL de solvente. El extracto fue
transferido a un balén de 100 mL y evaporado a sequedad a 40 °C y presién
reducida en un evaporador a vacio. Finalmente el residuo obtenido se re-
disolvié en 1 mL de ACN vy se filtré con un filtro 0,45 ym directamente a un vial

para su analisis como se describe en la seccion 10.5.1.(72%)

11.2.6. Analisis cromatografico
El analisis cromatografico de las muestras de agua, tanto del ensayo de
recuperaciéon como el de las muestras reales se realizé mediante LC-DAD
como se describe en la seccién 10.5.1.

11.2.7. Andlisis de muestras reales
Se analizaron mas de 80 muestras de suelo provenientes de los diferentes

puntos de muestreo y de diferentes momentos a lo largo de los diferentes ciclos

de cultivo de arroz.
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12. Agua
12.1. Tratamiento de la Muestra

Una vez transportadas al laboratorio, las muestras de agua fueron filtradas a
vacio mediante filtros de membrana de vidrio de 0,7 um (Teknokroma, Espafia)

para su posterior utilizacion.

12.2. Validacién de Métodos de Analisis de Herbicidas en Agua de
Cultivos de Arroz Mediante LC-DAD
12.2.1. Determinacion del % de recuperacion
12.2.1.1. Ensayo de fortificacion

Para la validacién del método de analisis de herbicidas en agua proveniente de
cultivos de arroz se decidié primero evaluar la performance de los métodos que
se describen a continuacion en agua potable. Para esto se seleccionaron 3
niveles de concentracion (0,1; 0,3 y 0,5 pg/L) y se adicion6 una cantidad
apropiada de una solucion estandar de los herbicidas de interés, incluidos en la
Tabla 20, a 250 mL de agua destilada, de forma de lograr los niveles
deseados; 0,1; 0,3 y 0,5 pg/L. A continuacién se desarrollaron los métodos 1y
2.

Los niveles de concentracion evaluados agua de cultivos de arroz fueron 1y 5

Mg/L obtenidos como se describié para agua potable.

12.2.2. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

La repetitividad y reproducibilidad intra-laboratorio se evaluaron como se

describe en la seccion 10.7.3.
12.2.3. Linealidad
La linealidad de cada uno de los compuestos de interés se estudio a partir de

curvas de calibracion preparadas a partir de las soluciones de estandares en

solvente y en matriz en el rango de 25 ug/L a 1,25 mg/L.
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12.2.4. LOD & LOQ

El LOD se estimé a partir de la inyeccion de una solucion de 10 ug/L de la
curva de calibracion en matriz. El LOQ tal como se describe en la seccion como
10.7.5.

12.2.5. Métodos de extraccion y clean-up

Método 1: 250 mL de agua ajustada a pH 3 con H3PO4 al 50%. La muestra se
pre-concentré en cartuchos Oasis® HLB previamente acondicionados con 3 mL
de MeOH pH 3 y 3 mL de agua pH 3 por medio de un manifold operando a
vacio. El cartucho se seco y los analitos de interés se eluyeron con 2x1 mL de
MeOH pH 3 y con 2x1 mL de ACN. El eluido obtenido (4 mL) se seco bajo
atmosfera de N, a sequedad y posteriormente se re-disolvié en 0,2 mL de ACN,
consiguiendo una concentraciéon de la muestra en un factor de 1250. El extracto
se filtré con un filtro de 0,45 um directamente a un inserto que se colocé en un
vial para su analisis como se describe en la seccion 10.5.1.

Método 2: Se siguié exactamente el mismo procedimiento del método 1, pero

esta vez utilizando los cartuchos de C-18.74175.176,184,259)

12.2.6. Anadlisis cromatografico
El analisis cromatografico de las muestras de agua, tanto del ensayo de
recuperacion como el analisis de las muestras reales se realizd mediante LC-
DAD como se describe en la seccion 10.5.1.

12.2.7. Analisis de muestras reales
Se analizaron mas de 100 muestras de aguas provenientes de los diferentes

puntos de muestreo y de diferentes momentos a lo largo de los diferentes ciclos

de cultivo de arroz.
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12.3. Validacion de Métodos de Analisis de Pesticidas en Agua de
Cultivos de Arroz Mediante LC-QqQ/MS
12.3.1. Determinacion del % de recuperacion
12.3.1.1. Ensayo de fortificacion

En un matraz aforado de 1000 mL se colocé un volumen de agua de cultivos de
arroz y se fortifico con 200 yL de una solucién estandar en MeOH, conteniendo
los pesticidas de interés, incluidos en la Tabla 21, para lograr una
concentracién de 0,1, 0,3 y 0,5 pg/L, luego se procedié a la preparacion de la
solucion de agua fortificada, mediante el agregado del resto del agua hasta el
aforo del matraz. A partir del agua fortificada se realiz6 el procedimiento de pre-
concentracion en cartuchos OASIS® HLB por quintuplicado.

Los % Rec se calcularon como se describe en la seccion 10.7.2.

12.3.2. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

La repetitividad y reproducibilidad intra-laboratorio se evaluaron como se

describe en la seccion 10.7.3.

12.3.3. Linealidad

La linealidad de cada uno de los compuestos de interés se estudioé a partir de
curvas de calibracién preparadas a partir de las soluciones de estandares en
solvente y en matriz en el rango de 5 a 750 ug/L excepto para el bispiribac
sodio, fluroxipir, y triadimenol que el rango fue de 10 a 750 pg/L y para el

kresoxim metil la linealidad se evalu6 entre 50 - 750 ug/L.

12.3.4. Efecto matriz

La evaluacion cuantitativa se realizé segun lo especificado en la seccion 10.7.6.
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12.3.5. LOD & LOQ

El LOD se estim6 a partir de la inyeccion de una solucion de 5 pg/L de la curva

de calibracion en matriz. EI LOQ tal como se describe en la seccién 10.7.5.
12.3.6. Método de extraccion y clean-up

Se filtraron 100 mL de agua ajustada a pH 3 con H3PO,4 al 50%, a vacio con
filtros de 0,7 ym y luego mediante filtros de 0,45 ym. A continuacion se afadio
TPP (surrogate estandar). El surrogate es un analito no contenido en una
muestra que se agrega en una concentracidn determinada a cada una de las
porciones de muestra previo a la extraccidén (ya sea en estudio de recuperacion
o en muestras reales) y también a la curva de calibraciéon con el fin de
chequear la performance del método.

La muestra filtrada se pre-concentré en un cartucho OASIS® HLB previamente
acondicionado con 3 mL de MeOH pH 3 y 3 mL de agua pH 3 por medio de un
manifold operando a vacio. El cartucho se secé y los analitos de interés se
eluyeron con 2x1 mL de MeOH pH 3 y con 2x1 mL de ACN. El eluido obtenido
(4 mL) se seco bajo atmosfera de Ny a sequedad y posteriormente se re-
disolvié en 1 mL de ACN: agua (20:80 v/v), consiguiendo una concentracion de
la muestra en un factor de 100. El extracto se filtr6 con un filtro de 0,45 ym
directamente a un inserto que se colocd en un vial para su andlisis segun las

condiciones descriptas en la seccién 10.5.2.(%%%

12.3.7. Analisis cromatografico.

Los ensayos de recuperacion y el analisis de las muestras reales se realizaron

como se describid en la seccion 10.5.2.

Pagina | 168



Experimental

12.4. Validaciéon de Método de Analisis de Pesticidas en Agua de Cultivos
de Arroz Mediante LC-QLIT/MS
12.4.1. Determinacion del % de recuperacion
12.4.1.1. Ensayo de fortificacion

Durante el desarrollo de esta metodologia, no se realizé ninguna etapa de
extraccién y clean-up, sino que la muestra fue diluida y posteriormente
inyectada directamente en la columna cromatografica. Por este motivo no fue
necesario realizar fortificaciones con el fin de chequear la performance del
método relativo al % Rec. La fortificacién de las muestras se realizé con el fin
de estudiar el resto de los parametros de la validacion del método en cada uno
de los pesticidas incluidos en la Tabla 23: linealidad, LOQ, LOD,

reproducibilidad, repetitividad y efecto matriz.

12.4.2. Repetitividad y Reproducibilidad

La repetitividad y reproducibilidad se evaluaron como se describe en la seccién
10.7.3.

12.4.3. Linealidad
La linealidad de cada uno de los compuestos de interés se estudioé a partir de
curvas de calibracién preparadas a partir de las soluciones de estandares en
solvente y en matriz en el rango de 0,5 a 50,0 ug/L.

12.4.4. Efecto matriz

Se estudio el efecto matriz de forma cuantitativa como se definid en la seccion
10.7.6.12%0)

12.4.5. LOD & LOQ

El LOD se estim6 a partir de la inyeccion de una solucién de 5 pg/L de la curva

de calibracion en matriz. EI LOQ tal como se describe en la seccién 10.7.5.
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12.4.6. Método de analisis

Luego de la recoleccién de las muestras se ajusto el pH con H3PO4 al 50% y
como se comentd en la seccidén 5.1.2 se filtraron con un filtro de 0,7 ym y se
mantuvieron a -20 °C hasta el momento de su analisis para evitar la
degradacion de los compuestos de interés. En el momento del analisis se
tomaron 900 uL de agua y se adicionaron 100 pL de una solucion conteniendo
el surrogate estandar (nicotina dsz) y el mix de los pesticidas a estudiar ambos
en ACN. Para el andlisis de las muestras reales se tomaron 900 uL de muestra
que fueron adicionados con una soluciéon conteniendo unicamente 100 uL de
nicotina ds. La solucion resultante se filtr6 mediante filtros de PTFE de 0,45 um
y se inyect6 directamente en la columna sin realizar clean-up ni pre-

concentracion.

12.4.7. Analisis cromatografico

Los ensayos de recuperacion y el analisis de las muestras reales se realizaron

en las condiciones descriptas en la seccion 10.5.4.

12.4.8. Analisis de muestras reales

Para la evaluacion de la performance del método se analizaron 59 muestras de

diferente procedencia; 33 de Espafia y 26 de Uruguay.

Pagina | 170



Arroz

Pagina | 171



Experimental

13.Arroz
13.1. Tratamiento de la muestra
Las muestras de arroz fueron transportadas al laboratorio en bolsas plasticas y
previo a su analisis fueron mantenidas en desecador durante 24 horas y
posteriormente fueron molidas en un molino para cereales para obtener harina

de arroz.

13.2. Validacion de Métodos de Analisis de Herbicidas en Arroz Blanco
Mediante LC-DAD
13.2.1. Determinacion del % de recuperacion
13.2.1.1. Ensayo de fortificacion

Para los estudios de recuperacion se tomé una muestra representativa de arroz
molido, la cual fue pesada y transferida a un mortero en donde fue fortificada
con un volumen apropiado de una solucién estandar en acetona de los analitos
incluidos en la Tabla 20, de forma de alcanzar un nivel de 100, 250 y 500
Mg/kg. La muestra fue mezclada durante 30 min de forma de asegurar una
completa homogeneizacion y se dejo durante toda la noche a temperatura

ambiente para eliminar los restos del solvente.

13.2.2. Repetitividad y Reproducibilidad

La reproducibilidad intra-laboratorio se evalué para los tres niveles de

fortificacién estudiados, con 3 operarios como se indica en la seccién 10.7.3.
13.2.3. Linealidad
La linealidad de cada uno de los compuestos de interés se estudioé a partir de

curvas de calibracion preparadas a partir de las soluciones de estandares en

solvente y en matriz en el rango de 0,1 a 10,0 mg/L.
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13.24. LOD & LOQ

El LOD se estim6 a partir de la inyeccion de una solucion de 0,1 mg/L de la
curva de calibracion en matriz. EI LOQ tal como se describe en la seccidon
10.7.5.

13.2.5. Métodos de extraccion y clean-up

Para el analisis de herbicidas en arroz blanco se compararon diferentes
métodos, de forma de evaluar la performance de cada uno de ellos. Las
metodologias evaluadas se describen a continuacion y se esquematizan en la
Figura 35.

Método 1: 5 g de arroz previamente molido y homogeneizado se agitan con 20
mL de MeOH durante unos segundos. Posteriormente se realiza una extraccion
por medio de ultrasonido, durante 15 min. El extracto obtenido es centrifugado
durante 10 min a 3700 r.p.m. Una alicuota del sobrenadante (15 mL) es
evaporada a sequedad en un evaporador a vacio a 40 °C. Finalmente el
extracto obtenido es redisuelto en 1 mL de ACN Yy filtrado mediante jeringa a la
cual se le colocé un filtro de 0,45 um para su posterior analisis.

Método 2: 10 g de arroz previamente molido y homogeneizado se agitan con
20 mL de MeOH durante unos segundos. Posteriormente se realiza una
extraccién por medio de ultrasonido, durante 15 min. Al extracto obtenido se le
adicionan 1,9 g de MgSO, y 100 mg de carbon activado, se agita manualmente
y se centrifuga durante 10 min a 3700 r.p.m., una alicuota del sobrenadante (10
mL) es evaporada a sequedad en un evaporador a vacio a 40 °C. Finalmente el
extracto obtenido es redisuelto en 1 mL de ACN Yy filtrado mediante jeringa a la
cual se le colocé un filtro de 0,45 um para su posterior analisis.

Método 3: 5 g de arroz previamente molido y homogeneizado se agitan con 5
mL de agua ultra pura. A continuacion se adicionan 20 mL de MeOH con 1% de
HAc y se agita vigorosamente durante unos minutos. Al extracto obtenido se le
adicionan 5 g de MgSOQO., se agita manualmente durante 4 minutos y se
centrifuga durante 10 min a 3700 r.p.m. Una alicuota del sobrenadante (15 mL)

es filtrada a través de una columna previamente empacada con NaySO, y
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evaporada a sequedad en un evaporador a vacio a 40 °C. Finalmente el
extracto obtenido es redisuelto en 1 mL de ACN Yy filtrado mediante jeringa a la
cual previamente se le coloco un filtro de 0,45 ym para su posterior analisis.
Método 4: 5 g de arroz previamente molido y homogeneizado se agitan con 5
mL de agua ultra pura. A continuacion se adicionan 20 mL de ACN con 1% de
HAc y se agita vigorosamente durante 4 minutos. Al extracto obtenido se le
adicionan 5 g de MgSOQy, se agita manualmente y se centrifuga durante 10 min
a 3700 r.p.m. Una alicuota del sobrenadante (15 mL) es filtrada a través de una
columna previamente empacada con Na;SO,4 y evaporada a sequedad en un
evaporador a vacio a 40 °C. Finalmente el extracto obtenido es redisuelto en 1
mL de ACN vy filtrado mediante jeringa a la cual previamente se le colocd un
filtro de 0,45 ym para su posterior analisis.

Método 5: 10 g de arroz previamente molido y homogeneizado se agitan con
10 mL de agua ultra pura. A continuacion se adicionan 20 mL de ACN con 1%
de HAc y se agita vigorosamente durante 1 minuto. Al extracto obtenido se le
adicionan 7 g de MgSOQy, y 1,8 g de NaAc-3H,0, se agita manualmente durante
4 min y se centrifuga durante 10 min a 3700 r.p.m. Una alicuota del
sobrenadante (19 mL) es filtrada a través de una columna previamente
empacada con Na,SO4y evaporada a sequedad en un evaporador a vacio a 40
°C. Finalmente el extracto obtenido es redisuelto en 1 mL de ACN vy filtrado
mediante jeringa a la cual previamente se le coloco un filtro de 0,45 ym para su

posterior analisis (134,148,150,154,159,260,261)
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Método 1

Método 2

Método 3

Método 4

5g arroz/ 20 mL
MeOH

10 g arroz/ 20 mL
MeOH

5g arroz /5 mL H,0/ 20
mL 1% de HAc en MeOH

5g arroz+5mL H,0 +
20 mL 1% de HAc en
ACN

Método 5

T0 g arroz 1 10 mL H,0
/20 mL 1% de HAc en
ACN

Ultrasonido,
15 min

Ultrasonido, 15 min

59 MgSO, + agit.
manual

59g de MgSO, + agit.
manual

79 MgSO,7 1,89
NaAc-3H,0+ agit.
manual

Centrifugary
Evaporar

1,9 g MgS0O, /100 mg
carbén activado

Centrifugar

Centrifugar

Centrifugar

Redisolver en ACN

Centrifugar y Evaporar

Alicuota 15 mL en
columna con Na,SO,

Alicuota 15 mL en
columna con Na,SO,

Alicuota 19 mL en
columna con Na,SO,

Redisolveren ACN

Filtrar PTFE 0,45 pm

g

Filtrar PTFE 0,45 pm

Xy

Evaporar

Evaporar

Evaporar

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

Filtrar PTFE

0,45 um

Filtrar PTFE 0,45um

Filtrar PTFE 0,45pm

J

' 4

Andlisis mediante LC-DAD

' 4

Figura 35. Diagrama de flujo de los diferentes métodos testeados para el analisis de herbicidas en arroz mediante LC-UV/DAD.
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13.2.6. Analisis cromatografico

Los ensayos de recuperacion y el anadlisis de las muestras reales se realizaron

mediante el método descripto en 10.5.1.

13.2.7. Analisis de muestras reales

Para la evaluacion de la performance del método se analizaron 21 muestras de

grano de arroz.

13.3. Validacion de Métodos de Analisis de Residuos de Pesticidas en
Arroz Blanco Mediante LC-QqQ/MS
13.3.1. Determinacion del % de recuperacion
13.3.1.1. Ensayo de fortificacion

Para los estudios de recuperacion se tomé una muestra representativa de arroz
molido, la cual fue pesada y transferida a un mortero en donde fue fortificada
con un volumen apropiado de una solucién estandar en acetona de los analitos
de interés, incluidos en la Tabla 21, de forma de alcanzar un nivel de 10 y 300
Mg/kg. La muestra fue mezclada durante 30 min de forma de asegurar una
completa homogeneizacion y se dejo durante toda la noche a temperatura

ambiente para eliminar los restos del solvente.

13.3.2. Repetitividad y Reproducibilidad
La repetitividad se evalué como se también se indica en la seccion 10.7.3 a
partir de una muestra de concentracion 10 ug/kg en matriz. El estudio de la

reproducibilidad se realizé como se describe en la seccion 10.7.3, en 3 dias

consecutivos.
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13.3.3. Linealidad

La linealidad de cada uno de los compuestos de interés se estudio a partir de
curvas de calibracion preparadas a partir de las soluciones de estandares en

solvente y en matriz en el rango de 5,0-500 pg/L.

13.3.4. Efecto matriz

Se realizé la comparacion cualitativa de los perfiles obtenidos al variar la
cantidad de muestra y con diferentes métodos de extraccion y clean-up, en las
condiciones descriptas en la seccién 10.5.3.

El estudio cuantitativo del efecto matriz se realizdé segun lo especificado en la

seccion 10.7.6.

13.3.5. LOD & LOQ

El LOD se estim6 a partir de la inyeccion de una solucion de 10 ug/L de la
curva de calibracion en matriz. EI LOQ tal como se describe en la seccidon
10.7.5.

13.3.6. Métodos de extraccion y clean-up

Se compararon diferentes variaciones del método de QUuEChERS vy
paralelamente se evaluaron diferentes masas de muestra de arroz; 5; 7,5y 10
g. Debido a que el contenido de agua en arroz es bajo, previo al analisis se
adicion6 agua, en una relacion 1:1 (agua: solvente de extraccion), de forma de
favorecer el contacto con el solvente de extraccion en los pasos
SUCGSiVOS.(117’141’157’175’188’192’193’229 262,263)

Las variaciones evaluadas se describen a continuacién y se esquematizan en

la Figura 36.
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Método A1: QUEChERS original.

X mL de agua ultra pura fueron adicionados a X g de arroz molido en un tubo
falcon de 50 mL. La mezcla se dejo reposar durante 1 hora y posteriormente se
adicionaron 15 mL ACN y 200 pl de una solucién de TPP estandar en MeOH de
concentraciéon 25 ug/mL, se agitd unos segundos y a continuacién se
agregaron 4 g de MgSO4 anhidro y 1 g de NaCl. La mezcla se agitd
manualmente durante 4 minutos y se centrifugd durante 5 min a 3700 r.p.m. 5
mL del sobrenadante fueron trasferidos a un tubo falcon de 15 mL conteniendo
300 mg de MgSO4 y 100 mg de PSA. El extracto fue agitado en vortex por 20 s
y centrifugado nuevamente en las mismas condiciones. Finalmente 1 mL del
extracto fue secado bajo atmdsfera de Ny, redisuelto en 1mL de ACN vy filtrado

usando filtros de teflon de 0,45 pm.(734749.759)

Método A2: QUEChERS citrato.

X mL de agua ultra pura fueron adicionados a X g de arroz molido en un tubo
falcon de 50 mL. La mezcla se dejo reposar durante 1 hora y posteriormente se
adicionaron 15 mL ACN y 200 pl de una solucion de TPP estandar en MeOH de
concentraciéon 25 ug/mL, se agitdé unos segundos y a continuacion se
agregaron 4 g de MgSO4 anhidro, 1 g de NaCl, 1 g citrato de sodio di-hidratado
y 0,5 g de citrato de sodio sesquihidratado. La mezcla se agitd manualmente
durante 4 minutos y se centrifugé durante 5 min a 3700 r.p.m. 5 mL del
sobrenadante fueron trasferidos a un tubo falcon de 15 mL conteniendo 750 mg
de MgSOQOy4, 150 mg de C-18 y 150 mg de PSA. El extracto fue agitado en vortex
por 20 s y centrifugado nuevamente en las mismas condiciones. Finalmente 1
mL del extracto fue secado bajo atmdsfera de N, redisuelto en 1mL de ACN y

filtrado con filtros de 0,45 pm. (46759

Meétodo A3: QUEChERS citrato sin clean-up.

X mL de agua ultra pura fueron adicionados a X g de arroz molido en un tubo
falcon de 50 mL. La mezcla se dejo reposar durante 1 hora y posteriormente se
adicionaron 15 mL ACN y 200 pl de una solucion de TPP estandar en MeOH de
concentracién 25 ug/mL, se agitd unos segundos y a continuacién se

agregaron 4 g de MgSQ4 anhidro, 1 g de NaCl, 1 g citrato de sodio di-hidratado
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y 0,5 g de citrato de sodio sesquihidratado. La mezcla se agitd manualmente
durante 4 minutos y se centrifugé durante 5 min a 3700 r.p.m. 5 mL del
sobrenadante fueron trasferidos a un tubo falcon de 15 mL conteniendo 1 g de
MgSOQO;. El extracto fue agitado en vortex por 20 s y centrifugado nuevamente
en las mismas condiciones. Finalmente 1 mL del extracto fue secado bajo
atmosfera de Ny, redisuelto en 1mL de ACN Yy filtrado usando filtros de 0,45

um. (199

Meétodo A4: QUEChERS acetato sin clean-up.

X mL de agua ultra pura fueron adicionados a X g de arroz molido en un tubo
falcon de 50 mL. La mezcla se dejo reposar durante 1 hora y posteriormente se
adicionaron 15 mL ACN conteniendo 1% de HAc y 200 ul de una solucion de
TPP estandar en MeOH de concentracion 25 ug/mL, se agité unos segundos y
a continuacion se agregaron 7 g de MgSO4 anhidro, 1,8 g de NaAc-3H;0. La
mezcla se agito manualmente durante 4 minutos y se centrifugdé durante 5 min
a 3700 r.p.m. 5 mL del sobrenadante fueron trasferidos a un tubo falcon de 15
mL conteniendo 1 g de MgSO,. El extracto fue agitado en vortex por 20 s y
centrifugado nuevamente en las mismas condiciones. Finalmente 1 mL del
extracto fue secado bajo atmdsfera de Ny, redisuelto en 1mL de ACN Yy filtrado

con filtros de 0.45 um (148,150,151,155,151,194,264)
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Método A1

Método A2

Método A3

Método A4

Xgarroz / XmLH,0, 1
h

Xgarroz+XmLH,0, 1h

Xgarroz+ XmLH,O, 1h

Xgarroz + X mL H,0,
1h

15mLACN /200 pyL TPP

15mLACN +200 yL TPP

15mLACN +200 pL TPP

15mL1 % Hacen
ACN/200 L TPP

49 de MgSO,4/1gde
NaCl

4 g MgSO41 g NaCl /1 g citrato sodio

4. g de MgSQO, /1 g de NaCl /1 g citrato

79 MgSO4 1,849

Agitar4 miny
Centrifugar

di hidratado/ 0,5 g citrato sodio sodio di hidratado/0,5 citrato sodio NaAc- 3H,0
sesquihidratado sesquihidratado
Agitar4 miny
Centrifugar

Agitar4 min y Centrifugar

Agitar4 min y Centrifugar

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

5mL de extracto /300
mg MgS0O,,100 mg PSA

5mL de extracto /750 mg MgSQO,4150
mg PSA/150 mg C-18

5mL de extracto/ 1 g MgSO,

5mLde extracto/ 1 g
MgSO,

Agitar 20 s y Centrifugar

Agitar20 s y Centrifugar

Agitar 20 s y Centrifugar

Agitar20s y
Centrifugar

Evaporar

Evaporar

Evaporar

Evaporar

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

Filtrar PTFE 0,45 pm

Filtrar PTFE 0,45 pm

Filtrar PTFE 0,45 pm

Filtrar PTFE 0,45 uym

ﬁ

\

Analisis mediante LC-MS/MS

@ @

Figura 36. Diagrama de flujo de los diferentes métodos testeados para el andlisis de pesticidas en arroz blanco mediante LC-QqQ/MS. X=5, 7,5y 10 g de agua y arroz.

Pagina | 180



Experimental

13.3.7. Analisis cromatografico

Los ensayos de recuperacion y el anadlisis de las muestras reales se realizaron

como se describe en la seccion 10.5.2.

13.3.8. Analisis de muestras reales

Se analizaron 18 muestras de arroz comercial de diferentes procedencias,

Espana, China, India, Pakistan, Vietnam, entre otros.

13.4. Validacion de Métodos de Analisis de Residuos de Pesticidas en
Arroz Paddy Mediante LC-QqQ/MS
13.4.1. Determinacion del % de recuperacion
13.4.1.1. Ensayo de fortificacion

Para los estudios de recuperacion se peso una muestra representativa de arroz
paddy molido que fue posteriormente transferida a un mortero. 5 réplicas fueron
fortificadas homogéneamente con una solucién estandar en acetona de los
pesticidas incluidos en la Tabla 21 y 22, de forma de alcanzar una
concentracion de 20 y 200 ug/kg. Se mezclé durante 30 minutos, de forma de
asegurar la homogeneizacion y se dejé en reposo a temperatura ambiente,

durante toda la noche, para lograr la completa evaporacion del solvente.

13.4.2. Repetitividad y Reproducibilidad

La repetitividad se evalué como se indica en la seccion 10.7.3, a partir de una
muestra de concentracion 20 ug/kg en matriz. La reproducibilidad intra-
laboratorio se realizé en 3 dias consecutivos como se describe en la seccion

10.7.3 para los dos niveles de fortificacion estudiados, 20 y 200 pg/kg.

13.4.3. Linealidad
La linealidad de cada uno de los compuestos de interés se estudio a partir de
curvas de calibracién preparadas a partir de las soluciones de estandares en

solvente y en matriz en el rango de 10,0-500 pg/L.
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13.4.4. Efecto matriz

Se realiz6 la comparacion cualitativa, de los perfiles obtenidos con 2 métodos
de extraccién y clean-up utilizados.
El estudio cuantitativo del efecto matriz se realizdé segun lo especificado en la

seccion 10.7.6.
13.4.5. LOD & LOQ

El LOD se estim6 a partir de la inyeccion de una solucion de 10 ug/L de la
curva de calibracion en matriz. EI LOQ tal como se describe en la seccidon
10.7.5.

13.4.6. Métodos de extraccion y clean-up

Los métodos de extraccion y clean-up ensayados para arroz paddy se basaron
en 3 de los métodos previamente evaluados en arroz blanco (método A1, A2 y
A5 (194), con modificaciones en cuanto a la proporcion de muestra, solvente y
agua utilizadas.!"87%2%227.283) (Figura 37)

En este caso se usaron 5 g de muestra, que fueron extraidos con 10 mL de
agua y 15 mL de ACN. La agitacion se realizd6 con un extractor axial
automatico. El programa de extraccion se consistié en una amplitud de 90 mm,
velocidad: 2 m/s, aceleracion: 99 m/s?, brusquedad: Nivel 5, sin delay y un

tiempo total 16 min.(?%®
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Método A1

Método A2

Método A5

5garroz +10 mLH,0, 1h

5garroz+10 mLH,O, 1h

5garroz+10 mL H,O, 1h

15mLACN + 200 pL TPP

15mLACN +200 pyL TPP

15mL 1 % Hacen ACN + 200
UL TPP

49 MgSO,4/1 g NaCl

49 MgSO,4/ 1 g NaCl/1 g citrato de
sodio di hidratado/ 0,5 g citrato sodio
sesquihidratado

79 MgSQO,4/ 1,8 g NaAc: 3H,0

Agitacién automaticay
Centrifugar

Agitar4 min y Centrifugar

Agitar4 miny Centrifugar

Redisolver en ACN

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

5 mL extracto/ 300 mg MgSOQOy,
100 mg PSA

5 mL extracto/ 750 mg MgS0O,,150 mg
PSA/150 mg C-18

5mL de extracto / 300 g
MgS0O,/100 mg PSA

Agitar 20 s y Centrifugar

Agitar 20 s y Centrifugar

Agitar 20 s y Centrifugar

Evaporar

Evaporar

Evaporar

Redisolver en ACN

Redisolveren ACN

Redisolveren ACN

Filtrar PTFE 0,45 ym

FiltrarPTFE 0,45 ym

Filtrar PTFE 0,45 ym

)

J

Analisis mediante LC-MS/MS

L 4

Figura 37. Diagrama de flujo de los diferentes métodos testeados para el analisis de pesticidas en arroz paddy mediante LC-QqQ/MS.
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13.4.7. Analisis cromatografico
Los ensayos de recuperacion y el anadlisis de las muestras reales se realizaron
con el método descripto en la seccion 10.5.2.

13.4.8. Analisis de muestras reales

Se analizaron 3 muestras reales de arroz paddy.
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14.Estudio de la Distribucion de Residuos de Pesticidas
Aplicados en Condiciones Controladas en Campo, en
Diferentes Productos Obtenidos Durante el Procesamiento
de Arroz

14.1. Experimento en campo
14.1.1. Preparacioén del arroz tratado

El arroz utilizado en este experimento fue cultivado en el Departamento de
Salto, Uruguay (31°38'S 57°96'0) en una parcela de 10 x 25 m (250 m?) de
extension.

El cultivo de arroz se realizd bajo el mismo sistema en el que se cultiva
normalmente el arroz en nuestro pais. El laboreo y la preparacién del suelo se
realizaron en el periodo de octubre-noviembre. Previo a la siembra se aplicé
clomazone y glifosato y un fertilizante a una dosis de 100 kg/ha. A finales de
octubre y noviembre se registraron fuertes lluvias (619 mm), lo que retrasé la
siembra hasta mediados de diciembre. En este momento se sembraron 161 kg
de semilla/ha, de variedad El Paso L144.

La emergencia de la planta de arroz comenzé el 22 de diciembre, y una
semana despues se aplicd quinclorac y por ultimo, el 17 de enero se aplicaron
los siguientes herbicidas bispiribac sodio, clomazone y una segunda dosis de
quinclorac. A su vez, en el mes de marzo, se realizaron dos aplicaciones de
fungicidas al cultivo y una de insecticidas. En la Tabla 26 se encuentran
resumidas las dosis, numero de aplicaciones y pesticidas utilizados en este
estudio y en la Figura 38 se presenta un registro de las precipitaciones en el
periodo desde la siembra hasta la cosecha del arroz.

Todas las aplicaciones de pesticidas se realizaron mediante una mochila
aspersora de 10 L de forma de evitar la contaminacién generada por la deriva
de los pesticidas, al resto del cultivo. Cabe aclarar que las dosis aplicadas de
estos pesticidas fueron el doble a la dosis recomendada para cultivos de arroz.
En condiciones normales se utilizan solo 2 herbicidas de pre-emergencia
(glifosato y clomazone), uno de post-emergencia y uno o dos fungicidas. Sélo
en caso de ser necesario se aplica algun insecticida.

Debido a la alteracién en el calendario ocasionada por las fuertes lluvias

registradas, el arroz fue finalmente cosechado en el mes de mayo. Una vez
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cosechado el suelo fue removido, aireado y cubierto con paja de arroz, para

preparar la parcela para proximos cultivos.

Luego de cosechado, el arroz fue limpiado y secado hasta un 13% de

humedad, se homogeneizé y finalmente se obtuvieron 100 kg de arroz cascara

(paddy). Este fue procesado para obtener las diferentes commodities; arroz

cargo (integral), arroz blanco (pulido) y como subproductos arroz quebrado

(medio grano) y afrechillo. A continuacion las diferentes matrices fueron

homogeneizadas para asegurar un correcto muestreo y transportadas hasta el

laboratorio.

Categoria Principio activo

NO

aplicaciones;

mes

Dosis
(L/ha)

Bispiribac sodio 1; Enero 0,5

Herbicidas CIomazope 1; Enero 4,0
Propanil 1; Enero 15

Quinclorac 1; Enero 6,0

Azoxistrobin 2; Marzo 0,5

Carbendazim 2; Marzo 2,0

Epoxiconazol 2; Marzo 2,4

Difenocolazol 2; Marzo 0,5

Fungicidas Isoprotiolane 2; Marzo 2,5
Kresoxim-metil 2; Marzo 2,4

Tebuconazol 2; Marzo 1,2

Triciclazol 2; Marzo 0,36

Trifloxistrobin 1; Marzo 1,6

Insecticidas A-cihalotrina 1; Marzo 0,36

Tiametoxam 1; Marzo 0,36

Tabla 26. Esquema de tratamiento del cultivo de arroz en campo.
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Figura 38. Precipitaciones promedio (mm) ocurridas durante el cultivo del arroz.

14.1.2. Preparacion de la matriz “blanco”

El arroz utilizado como matriz blanco para los estudios de validacién fue
cultivado y cosechado en las mismas condiciones detalladas anteriormente
pero en una parcela aislada del material tratado. Luego de cosechado el arroz
fue procesado en las mismas condiciones descriptas para la preparacién del

material tratado.

14.2. Experimentos de laboratorio
14.2.1. Preparacion de la muestra

Una vez que las muestras llegaron al laboratorio se realizé un sub-muestreo de
forma representativa. Todas las sub-muestras (500 g) fueron mantenidas en
desecador durante 24 hs. Posteriormente cada una de las muestras fue molida
en un molino para cereales, obteniendo una harina para cada una de las
diferentes fracciones.

Las muestras fueron extraidas utilizando los métodos QUEChERS original y
citrato descriptos para arroz paddy y analizadas segun se describe en las
secciones 10.5.2 y 10.5.6. Es necesario aclarar que de acuerdo a las

recomendaciones de la DG SANCO se seleccionaron el arroz blanco y el arroz
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paddy como matrices representativas para la validacion de dichas

metodologias.®?

14.3. Validacién de las metodologias de analisis
Las diferentes matrices obtenidas fueron analizadas con los procedimientos

validados y descriptos en las secciones 13.3 y 13.4. Las cifras de mérito

estudiadas se describen en la seccion 10.7.
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15. Degradacién del Quinclorac Mediante Fotdlisis Directa y
Fotocatalisis en Diferentes Sistemas Acuosos

15.1. Agua utilizada

El agua utilizada para este experimento provino de campos de cultivos de arroz
de la zona de Valencia, Espafa. Una vez transportada al laboratorio se filtrd
mediante filtros de 0,7 ym para eliminar sdlidos en suspension. Posteriormente
fue analizada con la metodologia descripta en la seccion 12.4 para asegurar la

ausencia de residuos de quinclorac.
15.2. Soluciones stock

Se prepararon soluciones madre de QNC y "*C-caffeina a una concentracién de
2 mg/mL en acetona y MeOH, respectivamente. A partir de estas soluciones se

prepararon las diluciones de trabajo.
15.3. Determinacion del Carbono Organico Disuelto (COD)

Para la medida del COD se filtraron 12-15 mL de la muestra a través de un filtro
de 0,22 ym antes de introducirla en el muestreador del equipo. A continuacién
se produce la inyeccién automatica de la muestra y se realiza la medida de
COD por diferencia entre el Carbono Total (CT) y el Carbono Inorganico Total
(CIT).(2%9)

15.4. Experimentos de hidrdlisis

La hidrolisis de quinclorac se desarrollé en matraces de 50 mL a pH 4y 8 en
agua ultra pura a una concentracién inicial de 5 mg/L. Los matraces fueron
mantenidos a temperatura ambiente, al abrigo de la luz, por dos meses.
Durante este tiempo se tomaron 5 alicuotas, se realizé una dilucién para lograr
una concentracion aproximada de 1 mg/L que fueron analizadas mediante LC-
QTOF/MS/MS vy cuantificadas por comparacion con un estandar de

concentracién 1 mg/L, preparado al momento de cada analisis.
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15.5. Experimentos de fotodlisis directa

Se evalud la degradacion fotoquimica del quinclorac en distintas matrices de
agua; agua ultra pura y agua proveniente de cultivos de arroz).Posteriormente
se intentd identificar los distintos productos de transformacién (PTs) generados.
Los experimentos de foto degradacién se realizaron utilizando un simulador
solar, equipado con una lampara de arco de Xendén de 1,1 kW vy filtros
especiales que restringen la transmisién de la luz por debajo de 290 nm. El
sistema de filtros mencionado corresponde a un rango de aproximadamente 22
W/m? en el espectro ultravioleta (300-400 nm). La intensidad de la radiacién fue
constante y se mantuvo, durante todos los experimentos, en 250 W/m?
(intensidad minima) y 700 W/m?. Este valor corresponde a dosis de intensidad
de irradiacién equivalentes a un dia soleado en primavera u otofio, alrededor
de las 10 de la mafana en Espafa. Para los estudios se utilizaron recipientes
de vidrio de 1000 mL con camisa refrigerante, conteniendo 300 mL de una
solucion de quinclorac de 5 mg/L, agitados mediante agitadores magnéticos
(Figura 39). La temperatura durante todos los experimentos, varid entre 22-
35°C. Se trabajo a dos pH: 4 y 8 ya que diferencias en la composiciéon del suelo
pueden generar distinto pH en agua.

Se irradié durante 10 horas, tomandose alicuotas cada 1 hora que fueron

analizadas mediante el método que se describe en la seccién 10.5.5.
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Figura 39. Suntest para el tratamiento de quinclorac, a-equipo, b-solucion de QNC en
agua, en agitacion, c-comienzo del ciclo de irradiacion.

15.6. Experimentos de fotocatalisis solar

Los experimentos de fotocatalisis se llevaron a cabo en las mismas condiciones
que los de fotdlisis directa pero usando TiO, como catalizador a una
concentracion de 200 mg/L. El periodo de irradiacion fue de 40 min para agua
ultra pura y de 135 min para agua de cultivos de arroz, durante este periodo se

extrajeron alicuotas cada 3 min que fueron centrifugadas a 3700 r.p.m durante
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5 min vy filtradas mediante filtros de 0,45 um para su posterior analisis en las

condiciones que se describen en la seccion 10.5.5.
15.7. Tratamiento de las muestras mediante SPE

Luego del periodo de irradiacion a cada una de las muestras se le adicion6 3C-
Cafeina como surrogated estandar para chequear la eficiencia de extraccion de
la técnica de SPE, seguin Martinez-Bueno et al., 2011.(2%7)

Cada una de las alicuotas (20 mL) tomadas fueron pre-concentradas mediante
extraccion en fase solida utilizando cartuchos OASIS® HLB. La pre-
concentracion se realizé6 mediante un manifold operando a vacio. Los cartuchos
fueron pre-acondicionados con 6 mL de MeOH y 6 mL de agua ultra pura con
un flujo de 1 mL/min y posteriormente se pasaron 20 mL de la muestra.
Seguidamente los cartuchos se secaron con una corriente de N, y se procedié
a la elucion de los analitos de interés con 2x3 mL de MeOH con un flujo de 1
mL/min. El extracto obtenido se concentré en atmdsfera de N, a 30 °C por
medio de un Turbo-Vap. Previo al analisis las muestras fueron reconstituidas
con 1 mL de ACN: agua, 1:9 (v/v) y filtradas con fitros de 0,45 um directamente
al vial para su anadlisis mediante el método que se describe en la seccién
10.5.5.
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16. Analisis de Herbicidas en Suelo
16.1. Justificacion y objetivos

Los residuos de pesticidas en suelo pueden provocar problemas ambientales
importantes. Los herbicidas en particular, presentan diferentes mecanismos de
interaccion con el suelo; por un lado se unen a las particulas de suelo mediante
procesos de absorcion o adsorcién por interacciones ionicas pero también

s.(268.269) Esto es

pueden escurrir o lixiviar, contaminando otros recursos naturale
particularmente importante en el caso del sistema de cultivo de arroz donde, en
general, el sistema de irrigacion favorece la movilizacion de los pesticidas en
grandes extensiones. Por otro lado, la textura y composicion del suelo y las
propiedades fisico-quimicas de los compuestos, tales como la constante de
Henry, Kow, Y €l Koc juegan un rol fundamental en el destino ambiental y en la
persistencia de dichos pesticidas en el ecosistema.

Desde el punto de vista analitico, el suelo es una matriz compleja y variable por
lo que para la determinacion de residuos de pesticidas es crucial considerar su
composicién quimica para lograr buenos resultados.”?

Las técnicas utilizadas para el andlisis de dichos contaminantes en suelos
hasta hace algunos afos, se basaron en métodos de extracciéon exhaustivos,
principalmente para el analisis de compuestos de baja polaridad; piretroides,

271 En la actualidad se han desarrollado

organoclorados y organofosforados.(
metodologias para el andlisis de compuestos de polaridad media a alta como
por ejemplo para las sulfonilureas, pero en general dichos métodos no incluyen
otras familias de compuestos """ por lo que el objetivo de este trabajo fue el
desarrollo de una metodologia adecuada para el andlisis simultdneo de
diferentes herbicidas de post-emergencia comunmente aplicados en el cultivo
de arroz en Uruguay con el fin de evaluar la presencia de dichos contaminantes
en suelos de diferente composicion y textura provenientes de las principales

zonas de cultivo de nuestro pais.
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16.2. Desarrollo de metodologia para analisis de herbicidas en suelo
mediante LC-DAD
16.2.1. Seleccion de los herbicidas

Los analitos incluidos en este ensayo fueron 6 herbicidas de post-emergencia;
bispiribac sodio, bensulfuron-metil, bentazone, cihalofop-butil, pirazosulfurén-
metil y metsulfurén-metil, posteriormente se adicionaron otros 3 herbicidas:
clomazone, propanil y quinclorac ampliamente usados en cultivos de arroz en

Uruguay.

16.2.2. Optimizacion de las condiciones cromatograficas

Una de las primeras etapas para el desarrollo del método cromatografico es la
seleccion de las condiciones de trabajo del HPLC; tipo de fase movil (FM), flujo
de fase movil y volumen de inyeccion. La optimizacion de estos parametros es
crucial a la hora del disefio de un método multi-residuo mediante cromatografia
liquida con detector de arreglo de diodos (LC-DAD), ya que es necesario
eliminar la mayor cantidad posible de interferencias de la matriz y asegurar la
maxima resolucion de los picos de los analitos, para asi poder identificarlos
correctamente a partir de su espectro UV.

Estos herbicidas pertenecen a diferentes familias quimicas y algunas de sus
propiedades fisicoquimicas son muy distintas, entre ellas la hidrofobicidad que
va desde compuestos polares como el metsulfuron-metil y el bentazone a otros
relativamente no polares como el cihalofop-butil, por lo que desarrollar un
método cromatografico multi-residuo que permita el analisis simultdneo de
estos herbicidas constituye un importante desafio.

Para la optimizacion de la fase movil se testearon diferentes flujos (0,8; 1y 1,2
mL/min) con un volumen de inyecciéon de 20 pL. Se observé una mejor
sensibilidad trabajando a 1,2 mL/min comparado con los otros dos flujos
testeados, por lo que se continud trabajando en estas condiciones.

La seleccion de la fase movil se realizé a partir de mezclas de ACN y agua en
diferentes proporciones y gradientes. La FM 6ptima para la separacién de los 6
herbicidas consistié en un programa isocratico durante 12 min, seguido de un

gradiente lineal, de forma de aumentar la composicion de fase organica (ACN)
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de la fase de corrida y finalmente una nueva etapa isocratica de 20 min de
duracion. Con el fin de mejorar la elucién de bispiribac sodio fue necesario
ajustar el pH de la fase acuosa en la FM y el de las muestras de agua a pH 3,
de esta forma el grupo acido de dichas moléculas se mantiene en su forma
protonada.

En la Figura 40 se observa un cromatograma para los 6 herbicidas del estudio
en suelo fortificado a un nivel de 0,5 mg/kg.

Durante la primera elucion isocratica se puede observar una linea de base
limpia, sin ruido que luego cambia cuando aumenta la proporcion de solvente
organico desde (48:52 a 80:20). En los ultimos minutos se re-establece la linea
de base. En estas condiciones de analisis se comprobd la ausencia de
interferencias a los diferentes tiempos de retencion de los 6 analitos en
diferentes muestras problema. Los tiempos de retencion y sus espectros de
absorcion se presentan en la Tabla 20.

Las condiciones 6ptimas desarrolladas para la separacion cromatografica de
los herbicidas en estudio en suelo se aplicaron para otros tres herbicidas,
quinclorac, propanil y clomazone muy usados también en cultivos de arroz en

5. Bajo las condiciones cromatograficas optimizadas, se observo

nuestro pai
la co-elucién de bensulfuron-metil con clomazone y el bispiribac sodio con
propanil. Por este motivo fue necesario realizar 2 determinaciones por

separado utilizando las condiciones descriptas en la seccion 10.5.1.
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Figura 40. Cromatograma de un extracto de suelo franco a 0,5 mg/kg obtenido con el
meétodo 4; (1) metsulfuron-metil; (2) bentazone; (3) bensulfurén-metil; (4) bispiribac
sodio; (5) pirazosulfurén-etil; y (6) cihalofop-butil, (7) clomazone, (8) quinclorac, (9)
propanil. Cada herbicida esta sefialado a su respectiva longitud de onda como se
presenta en la Tabla 19.

16.2.3. Tipos de suelo seleccionados

En nuestro pais existen suelos de diferente composicién segun las distintas
zonas de cultivo de arroz. Previo al desarrollo de las metodologias de analisis
de herbicidas estos suelos fueron caracterizados por la Facultad de Agronomia,
en donde se determind el porcentaje de arena, limo y arcilla, el contenido de
materia organica (MO) y su pH. La composicion de dichos suelos se presenta
en la Tabla 27.

Para el desarrollo de la metodologia de extraccion y clean-up se selecciond un
suelo franco de bajo contenido en materia organica (LYOM), uno de los mas

frecuentemente encontrados en las zonas en donde se cultiva arroz en

Pagina | 200



Resultados y Discusion

Uruguay.!’?®

Se evaluaron 4 metodologias de extraccion y clean-up y
posteriormente se compararon dichas metodologias para otros tipos de suelo;
suelo franco arcilloso con diferente porcentaje en MO (CLYOM y CLTOM) y un

suelo arcilloso con alto contenido en MO (CTOM).

Tipo de pH en

% MO % Arena % Limo % Arcilla

suelo agua
cL{OM 5,7 2,4 34 27 39
ctom 5,4 7.1 23 26 51
L{OM 5,1 2,9 50 28 22
cLTom 5,4 5,8 33 37 30

Tabla 27. Caracteristicas de los diferentes tipos de suelos evaluados.

16.2.4. Validacion de la metodologia
16.2.4.1. Estudio de recuperacion
Comparacion de métodos de extraccion y clean-up

La comparacién del porcentaje de recuperacion (% Rec.) obtenidos para cada
uno de los 9 analitos en estudio con los diferentes métodos desarrollados se
realizd a partir de una muestra de suelo blanco fortificado a 0,5 mg/kg.

Debido a la diferencia en polaridad de estos compuestos fueron evaluados
distintos solventes para su extraccion; ACN, acetona, MeOH, AcOEt:MeOH y
una solucién acuosa de (NH4),CO3; en MeOH. Ademas se testearon diferentes
condiciones de extraccion y clean-up de los extractos basados en diferentes
metodologias reportadas para analisis de pesticidas en suelo.!"*%767:777)

A partir de estos estudios preliminares y en base a los % Rec. obtenidos y la
presencia de interferencias durante el analisis en LC-DAD se seleccionaron
cuatro combinaciones de solvente/método de agitacion buscando las
condiciones de analisis éptimas.

Las 4 metodologias seleccionadas fueron:

e Método 1: Agitacién magnética con una mezcla AcOEt:MeOH.

e Meétodo 2: Agitacidn magnética con una solucion acuosa de (NH4),CO3
en MeOH."%
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e Meétodo 3: Ultrasonido con una mezcla AcOEt:MeOH.

e Meétodo 4: Extraccion en shaker orbital con MeOH.

El método 2 corresponde a una modificacién a la metodologia descripta en la

%) para este caso, los

literatura para el analisis de sulfonilureas en suelo.!
mejores resultados se obtuvieron cuando la solucion obtenida luego de la
extraccién con la solucion acuosa de (NH4),CO3 en MeOH se pre-concentr6 a
través de un cartucho tipo OASIS® HLB.

En las 3 metodologias restantes el extracto obtenido se concentré y se inyectd

directamente sin una etapa previa de clean-up. Las recuperaciones obtenidas

para cada uno de los analitos en estudio se encuentran resumidas en la Tabla
28.

Método 1 Método 2 Método 3 Método 4

Herbicidas
Bensulfurén-metil 92 (15) 89 (5) 76 (13) 76 (5)
Bentazone 92 (1) 63 (20) 87 (0,1) 81 (2)
Bispiribac sodio 23 (23) 37 (1) 24 (2) 51 (9)
Cihalofop-butil 86 (0,2) 73 (3) 82 (15) 84 (3)
Metsulfuron-metil 75 (9) 73 (4) 69 (13) 78 (1)
Pirazosulfurén-etil 74 (4) 99 (6) 98 (7) 79 (3)
Clomazone 84 (9) 22 (24) - 87 (6)
Propanil 89 (2) 43 (3) - 81 (3)
Quinclorac 38 (5) 17 (7) - 28 (6)

Tabla 28. % Rec. y % RSD de los diferentes métodos estudiados a 0,5 mg/kg, (n=5).

La DG SANCO establece como criterio para la validacion de un método que el
% Rec. para cada uno de los pesticidas debe encontrarse en el rango 70-120%
con una RSD menor a 20%.%¥ Siguiendo este criterio, como se puede
observar en la Tabla 28, los métodos 1 y 4 presentan los mejores resultados,
con % Rec. mayores a 70% excepto para bispiribac sodio y quinclorac.

De los cuatro métodos seleccionados, el unico que permite obtener buenas
recuperaciones para el bispiribac sodio en suelo franco es el método 4. El
método 2 presentod resultados aceptables para las sulfonilureas, de acuerdo a
lo reportado, pero los otros herbicidas, bentazone, bispiribac sodio, propanil y

quinclorac presentaron % Rec. bajos.
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Por otro lado, se comprobdé que el uso de un solvente organico para la
extraccién, es mas eficiente que el uso de soluciones acuosas para la
recuperaciéon de los herbicidas menos polares como el cihalofop-buitil,

clomazone y propanil.
16.2.4.2. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

En el nivel de fortificacion de 0,5 mg/kg todos los herbicidas presentaron RSD
menores a 20%.

La reproducibilidad intra-laboratorio evaluada a partir del analisis con 3
operarios diferentes, demostré que no existen diferencias significativas en los

resultados.

16.2.4.3. Linealidad

La linealidad de los herbicidas se evalud tal como se describe en la seccion
10.7.4.

Todos los herbicidas mostraron comportamiento lineal, en el rango de 0,1-10
mg/kg, excepto para bispiribac sodio y cihalofop butil cuya linealidad fue en el
rango 0,25-10 mg/kg. Todos los herbicidas presentaron coeficientes de

correlacion (r*) mayores a 0,99 como se muestra en la Tabla 29.

16.2.4.4. LOD y LOQ

Los limites de deteccion y cuantificacién se calcularon para cada uno de los 4
métodos estudiados como se define en la seccion 7 del Experimental.

Para los diferentes métodos los valores de LOD de los herbicidas fueron del
mismo orden de magnitud. En la Tabla 29 se presentan los LOD y LOQ para el
método 4 que fue el seleccionado para realizar la validacién, por presentar la

mejor performance para el analisis de bispiribac sodio.
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Herbicida LOD (ung/kg) LOQ (pg/kg) Ecuacion de calibracion r?
Bensulfurén-metil 3,5 10 y = 53,388x - 2,6649 0,9973
Bentazone 3,5 10 y =101,4x - 3,1521 0,9985
Bispiribac sodio 8,0 25 y = 30,368x - 1,3704 0,9924
Cihalofop-butil 8,0 25 y = 43,646x - 4,5396 0,9991
Metsulfuréon-metil 3,5 10 y =81,128x + 3,4755 0,9994
Pirazosulfuron-etil 3,5 10 y = 65,457x + 2,8877 0,9987
Clomazone 3,5 10 y =81,822x - 2,714 0,9978
Propanil 3,5 10 y =110,5x - 7,7573 0,9978
Quinclorac 3,5 10 y = 222,82x - 7,5064 0,9982

Tabla 29. Limites de deteccion, cuantificacion y linealidad de los diferentes herbicidas
obtenidos con el método 4.

16.3. Aplicacion de las metodologias desarrolladas en otros tipos de
suelo.

Se observo que los % Rec. obtenidos para los diferentes métodos presentaban
variaciones segun el tipo de suelo utilizado. En la Figura 41 se muestran los
resultados obtenidos para algunos ejemplos de los herbicidas estudiados para
los 4 métodos en diferentes tipos de suelo.

Como se observa en la Figura 41 no es posible seleccionar una metodologia
Unica para el analisis de rutina, ya que algunos de estos métodos presentan %
Rec. menores a 70% segun el tipo de suelo. En el caso de esta matriz tan
compleja, la recuperacion de los herbicidas de interés esta muy influenciada
por su composicion y textura. Estos resultados concuerdan con informacion
obtenida de bibliografia, de que por ejemplo, las sustancias humicas se unen
fuertemente a moléculas organicas, por medio de interacciones idnicas o
hidrofébicas, cambiando el comportamiento de alguno de los compuestos en
estudio.%%2%9)

A partir de estos resultados se desprende que la seleccién del método de
analisis va a depender de los herbicidas que se deseen analizar. En suelo
franco, excepto el bispiribac sodio todos los herbicidas presentan buenas
recuperaciones. El bentazone, una de las sustancias prioritarias en agua y
prohibido en muchos paises, se recuperd eficientemente en la mayoria de los

tipos de suelos evaluados. El cihalofop-butil presentdé buenos resultados,

Pagina | 204



Resultados y Discusion

excepto con el método 4 en suelos arcillosos que presenté problemas en su
recuperacion.

Como se puede observar en la Figura 41, en este tipo de suelo las
sulfonilureas presentaron muy buenos % Rec. en los 4 métodos evaluados.

El método 4, para suelos franco arcillosos con alto contenido de materia

organica, presentd recuperaciones bajas para todos los analitos estudiados.
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Figura 41. Comparacion de los % de Rec. obtenidos con los diferentes métodos de
extraccion para alguno de los herbicidas en estudio, en suelos de diferente textura.
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16.4. Analisis de muestras reales

Una vez seleccionadas las condiciones cromatograficas y optimizado el método
de extraccion y clean-up, se analizaron mas de 80 muestras de suelo que
fueron recolectadas durante el periodo 2006-2011. Del total de las muestras
analizadas, clomazone fue el herbicida mas frecuentemente encontrado, con
una concentracion promedio de 113,9 ug/kg siendo las concentraciones
maximas y minimas encontradas 225 + 14 y 56

+ 4 pg/kg. Propanil y
metsulfurén-metil fueron detectados a niveles inferiores a su LOQ.

La confirmacién de la presencia de los herbicidas de interés se realizd
siguiendo los 2 criterios explicados en la seccion 10.7.1. En la Figura 42 se

muestra un ejemplo de muestra real conteniendo clomazone.
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Figura 42. Cromatograma y espectro UV de una muestra real de suelo en donde se
detecto clomazone a 56 + 4 ug/kg.
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16.5. Conclusiones parciales de los resultados obtenidos para suelo

-Se evaluaron diferentes metodologias para el analisis de residuos de
herbicidas en suelo. EI método seleccionado es una metodologia novedosa que
permite determinar simultdneamente 9 herbicidas de post-emergencia muy

utilizados en el cultivo de arroz en Uruguay.
-La metodologia desarrollada es de bajo costo y pasible de ser aplicada en
laboratorios de rutina para la evaluacion del impacto ambiental de los

herbicidas utilizados en el cultivo de arroz.

-Se demostré que es fundamental tener en cuenta la composicion del suelo al

momento de seleccionar la metodologia de extraccion.

-Esta técnica fue aplicada al analisis de muestras reales, detectandose

herbicidas comunmente usados en cultivos de arroz en Uruguay.
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17.Analisis de pesticidas en agua
17.1. Justificacion y objetivos

El anadlisis de residuos de pesticidas en agua es importante para evaluar el
impacto del uso de agroquimicos en los cultivos.

En general, los contaminantes en muestras ambientales como el agua se
encuentran en baja concentracion. Por este motivo para su analisis son
necesarias metodologias que impliquen etapas de pre-concentracion con el fin
de detectarlos e identificarlos correctamente. En la actualidad las metodologias
basadas en SPE son ampliamente utilizadas para el tratamiento de muestras
acuosas.

En la literatura, existen numerosos articulos que reportan el analisis de
residuos de pesticidas en agua mediante LC-DAD pero, en general, dichos
metodos estan disefiados para un solo analito o para un grupo de compuestos
de una misma familia.

En este trabajo se desarrollaron 3 métodos analiticos diferentes para la
determinacion de residuos de pesticidas en agua proveniente de cultivos de
arroz. Las metodologias propuestas en esta seccion se disefiaron en un
principio buscando evaluar los mismos herbicidas seleccionados para el
andlisis de suelo. Posteriormente se buscé aumentar el nimero de compuestos
analizados mediante el uso de técnicas analiticas sofisticadas como lo es LC-
MS/MS utilizando diferentes analizadores; QqQ y QLIT.

17.2. Desarrollo de metodologias para el analisis de herbicidas en agua
de cultivos de arroz mediante LC-DAD
17.2.1. Seleccion de los herbicidas

Los analitos estudiados en este ensayo fueron los 9 herbicidas de post

emergencia ajustados para suelo de cultivos de arroz.

17.2.2. Validacioén de la metodologia
17.2.2.1. Método de extraccion y clean-up

Dada las caracteristicas de la muestra una de las metodologias de rutina mas

reportadas para el analisis de residuos es la Extraccién en Fase Sdlida con un
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adsorbente adecuado segun el tipo de pesticida de interés. En este trabajo se
evaluaron dos tipos de adsorbentes, OASIS® HLB y C-18, con el fin de
seleccionar el adsorbente 6ptimo para el analisis de los herbicidas de interés.

El ajuste de las condiciones del método mediante SPE, se realizé a partir de
una muestra de agua potable fortificada en donde se optimizaron los siguientes
parametros:

- Tipo y volumen de solvente necesario para el acondicionamiento del cartucho
y la elucion de los analitos. El acondicionamiento se realizé con ACN y agua
ajustada a pH 3, mientras que para la elucién de los analitos, se probaron
diferentes estrategias; 2x1 mL MeOH pH 3, 2x1 mL ACN pH 3, 2x1 mL MeOH
pH 3: ACN (1:1), 1 mL MeOH pH 3 + 1 mL ACN; 2x1 mL MeOH pH 3 + 2 mL
ACN; 2x1 mL MeOH pH 3 +1 mL acetona.

- Volumen de muestra para la pre-concentracion, depende del tipo y tamafio de
cartucho y de la sensibilidad del sistema de deteccién. El volumen de la
muestra fue 250 mL con los cuales se asegurd6 una adecuada pre-
concentracion sin la saturacion de los sitios activos del adsorbente y con una
adecuada deteccion de los compuestos.

- Tipo de adsorbente. Se comparo la eficiencia en cuanto a la recuperacion de
los herbicidas en estudio, en ambas matrices, agua potable y agua de cultivos
de arroz, de C-18 y OASIS® HLB usados cominmente para el andlisis de
residuos de pesticidas en agua.®*®

Para esto se utilizaron 3 muestras de agua potable fortificadas con 0,1; 0,3 y
0,5 pg/L. En la Figura 43 se observa el cromatograma obtenido a partir de una
muestra de agua potable fortificada y extraida mediante SPE con cartuchos
OASIS®HLB.
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Figura 43. Cromatograma de un extracto de agua a 0,5 pg/L obtenido mediante SPE
con cartuchos de OASIS® HLB; (1) metsulfurén-metil, (2) bentazone, (3) bensulfurén-
metil, (4) bispiribac sodio, (5) pirazosulfuron-etil, (6) cihalofop-butil, (7) clomazone, (8)
quinclorac, (9) propanil. Cada herbicida esta sefalado a su respectiva longitud de
onda.

17.2.2.2. Estudio de Recuperacion

Los % Rec. se evaluaron a partir de muestras blanco, fortificadas en 3 niveles
de concentracion como se define en la seccion 10.7.2.

En la Tabla 30 se encuentran los resultados de recuperacion y repetitividad
para los 3 niveles de concentracion evaluados en ambos experimentos; con
cartuchos C-18 y OASIS® HLB en agua potable.
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. 0,1 pg/L
Herbicida Uz el ¥
cartucho

Bensulfurén- C-18 94 (8) 74 (13) 71 (11)
metil HLB 82 (7) 79 (9) 63 (7)
Bentazone C-18 122 (8) 152 (11) 144 (3)
HLB 120 (8) 120 (8) 109 (8)
Bispiribac C-18 70 (14) 69 (8) 53 (19)
sodio HLB 76 (5) 70 (10) 49 (5)
. . C-18 122 (6) 47 (17) 44 (6)
Cihalofop-butil HLB 80 (11) 70 (5) 79.(9)
Metsulfuron- C-18 90 (18) 80 (15) 85 (8)
metil HLB 120 (8) 110 (11) 76 (6)
Pirazosulfurén- C-18 90 (13) 92 (15) 79 (10)
etil HLB 82 (10) 92 (8) 76 (6)

Tabla 30. Comparacion de la performance de 2 cartuchos de SPE para la
determinacion de los herbicidas de post-emergencia para 0,1; 0,3 y 0,5 ug/L en agua
potable, (n=5).

Los mejores resultados, en términos de % Rec. se obtuvieron con 2x1 mL
MeOH pH 3 + 2 mL ACN como solvente de elucién que son los que se
presentan en la Tabla 30. Como también se observa en la Tabla 30 las
recuperaciones obtenidas utilizando cartuchos de OASIS® HLB son muy
buenas, en el entorno de 70-120% excepto para bispiribac sodio y bensulfurén-
metil a 0,5 pg/L. Mientras que el uso de C-18 present6é buenas recuperaciones
para bensulfurén-metil, metsulfurén-metil y pirazosulfurdn-etil, pero el resto de
los pesticidas present6 problemas de recuperacion; bajas para cihalofop-butil y
bispiribac sodio y relativamente altas para bentazone.

Una vez validada la metodologia de analisis en agua potable se evaluaron las
mismas metodologias en agua de arroz en 2 niveles de fortificacion; 1,0 y 5,0
ug/L. En general todos los resultados, tanto en HLB como en C-18 fueron
aceptables aunque el bispiribac sodio no pudo ser analizado y el metsulfurdn-
metil presentd un bajo % Rec. en cartuchos OASIS® HLB.

En general la eficiencia de ambos cartuchos fue similar, pudiéndose observar
mejores recuperaciones para el nivel de 1 pug/L probablemente por la capacidad
limitada de los cartuchos de retener compuestos provenientes de una matriz

compleja como es el agua de cultivos de arroz.
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Una vez validado el método, se evalud la inclusion de 3 nuevos analitos;

clomazone, propanil y quinclorac. Los resultados de la extensién de este

método se observan en la Tabla 31.

ici i 1 pglL 5 ug/L
Herbicida Tipo de cartucho % Rec. (% RSD) % Rec. (% RSD)
Bensulfurén-metil C-18 109 (0,1) 89 (4)
HLB 82 (12) 96 (1)
Bentazone C-18 100 (0,7) 87 (0,3)
HLB 90 (11) o1 (2)
Bispiribac sodio C-18 N.D. 39 (2)
HLB N.D. 43 (9)
Cihalofop-butil C-18 90 (7) 88 (5)
HLB 73 (24) 80 (5)
Metsulfurén-metil C-18 102 (5) 68 (27)
HLB 47 (1) 78 (3)
Pirazosulfurén-etil C-18 104 (5) 85 (4)
HLB 81 (21) 91 (2)
Clomazone C-18 124 (20) 91 (15)
Propanil C-18 75 (7) 74 (2)
Quinclorac C-18 75 (16) 74 (2)

Tabla 31. Comparacion de la performance de 2 cartuchos de SPE para la
determinacion de los herbicidas de post-emergencia a 1 y 5 ug/L en agua de cultivos
de arroz, (n=5). N.D.; No Detectado.

17.2.2.3. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

En agua potable la repetitividad fue para ambos métodos menor a 19%,
mientras que para agua de arroz fue en general adecuada excepto para el
cihalofop-butil y el metsulfurén-metil que presentaron RSD > 20% a 1,0 y 5,0
ug/L respectivamente. La diferencia entre los valores obtenidos se puede deber
principalmente a que el agua de cultivos de arroz presenta una mayor
complejidad en cuanto a su composicion, pudiendo contener un mayor niumero
de interferencias que el agua potable y éstas pueden no ser completamente
eliminadas durante el procedimiento de extraccion y clean-up mediante SPE.

En general los resultados de reproducibilidad intra-laboratorio cumplen con los

valores sugeridos por la DG SANCO en las dos matrices evaluadas.®®
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17.2.2.4. Linealidad

La respuesta de los analitos se evalu6é en agua potable en el rango de 0,125 a
10 mg/L y en agua de arroz segun el LOQ de los herbicidas, los rangos de
linealidad fueron 0,3 a 1000 pg/L, 0,5 a 1000 pg/L y 1 a 1000 ug/L, presentando

comportamiento lineal en todos los casos, con r’ > 0,998. (Tabla 32).
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Agua potable

Agua de arroz

Herbicida Ecuacion de Ecuacion de P2
calibracion calibracién (C-18

Bensulfurén-metil 0,03 0,1 0,3 1,0 y=61,447x - 1.6489  0,9992 | y=52,609x-0,4996  0,9992
Bentazone 0,03 0,1 0,3 1,0 y=112,46x + 0.3271  0,9999 | y=96,963x-0,1516  0,9997
Bispiribac sodio 0,04 0,1 1,7 5,0 y=94,692x —2.0941  0,9992 | y=29,051x +0,5169  0,9995
Cihalofop-butil 0,03 0,1 0,3 1,0 y=42,623x—0.38  0,9998 | y=39,703x + 1,7761  0,9998
Metsulfurén-metil 0,03 0,1 1,7 5,0 y=88,718x — 1.7754  0,9997 | y=80,371x +0,8409  0,9996
P"az°:t‘i'l'f“’°"' 0,03 0,1 0,3 1,0 y=67,328x —8.2178  0,9989 | y=69,417x-2,7538  0,9990
Clomazone - - 0,1 0,3 - - y =81,822x - 2,714 0,9978
Propanil - - 0,1 0,3 - - y =110,5x - 7,7573 0,9978
Quinclorac - - 0,1 0,1 - - y =222.82x-7,5064  0,9983

Tabla 32. Limites de deteccion, cuantificacion y linealidad de los diferentes herbicidas obtenidos en ambas matrices mediante SPE con

cartuchos OASIS ® HLB y C-18.
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17.2.2.5. LOD y LOQ

Ambos métodos de SPE (HLB y C-18) presentaron limites de deteccién y de
cuantificacion iguales para cada una de las matrices (Tabla 32). Los LOD en
agua potable son 25 veces menores que en agua de arroz, en general son del

orden de los reportados en agua por otros autores.!"”#422"

17.2.2.6. Analisis de muestras reales

El anadlisis de las muestras reales se realizé con cartuchos de C-18 teniendo en
cuenta lo anteriormente expuesto y sumado a la gran diferencia en el costo de
los cartuchos.

Se analizaron mas de 100 muestras de las cuales 12 presentaron propanil, 3
quinclorac y en 2 se detectaron residuos de clomazone. La Figura 44 a
muestra las concentraciones promedio detectadas en las muestras analizadas
y en la Figura 44 b se presenta un ejemplo de agua de cultivo de arroz en la

que se detectd clomazone.
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Figura 44 a. Concentracion promedio en pg/L de los herbicidas detectados en aguas
de cultivos de arroz. b. Muestra real de agua en la que se detectd clomazone.

17.2.3. Conclusiones parciales de los resultados obtenidos para
agua mediante LC-DAD.

-Se validé una metodologia para el analisis simultaneo de 9 herbicidas de post-
emergencia con LODs acordes a las reglamentaciones ambientales
internacionales en cuanto al nivel de residuos de pesticidas en agua que

establecen como criterio que la suma total de pesticidas no debe ser mayor a
0,5 ug/L.

-Las metodologias de SPE evaluadas presentaron en general cifras de mérito
acordes a las reglamentaciones de calidad de agua por lo que constituyen un

insumo para el control de residuos de herbicidas en agua.

-La metodologia desarrollada puede aplicarse al andlisis de cualquier otro tipo
de agua proveniente de otros agro-ecosistemas y permite la evaluacién del

impacto generado por el uso de estos herbicidas en zonas agricolas con
manejo intensivo.
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-La metodologia desarrollada es facilmente adaptable en los laboratorios de
control ambiental, de costo relativamente bajo y facil de reproducir. Ademas

permitiria la inclusion de otros herbicidas en el mismo analisis.*

*Actualmente este método se ha expandido para la determinacién de 12 herbicidas de uso

habitual en cultivos de arroz.

17.3. Validacion de métodos de analisis de pesticidas en agua de
cultivos de arroz mediante LC-QqQ/MS

El principal objetivo de este experimento fue aumentar el nimero de analitos y
aumentar la sensibilidad del método de analisis detallado en la seccién 17.2,
aplicando metodologias de ultima generacidn; en particular la cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas, utilizando en este caso un QqQ
como analizador (LC-QgqQ/MS).

17.3.1. Seleccion de los pesticidas

Se incluyeron los pesticidas mas usados a nivel mundial para cultivos de arroz.
479 En total se eligieron 51 compuestos pertenecientes a diferentes clases
quimicas, tales como fenilureas, estrobilurinas, organofosforados, carbamatos,
ureas, triazoles, fenoxiacidos, incluyendo alguno de sus metabolitos (Tabla 33).
Segun la regulacion de la Uniéon Europea algunos de estos pesticidas estan
prohibidos, como el propanil, el bromacilo, el imazapir o el bentazone que es
considerado una sustancia prioritaria en agua. Otros pesticidas ni siquiera
estan incluidos en esta normativa, por lo que por defecto estan prohibidos. Sin
embargo, algunos de estos pesticidas se utilizan normalmente en Uruguay para

arroz.\""®

) Para la seleccion de dichos compuestos se siguieron 3 criterios: 1)-
aquellos pesticidas que poseen LMR fijados por el Codex Alimentarius para
arroz"%), 2)-pesticidas mas usados en cultivos de arroz y 3)-aquellos pesticidas
que fueron encontrados en diferentes commodities de arroz segun la base de

datos “www.pesticides-online.com/” en el periodo 2000-2010.('73720
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17.3.2. Optimizacion de las condiciones cromatograficas

Una de las primeras etapas durante el desarrollo del método cromatografico es
la seleccion de las condiciones de trabajo del HPLC; tipo de fase movil, flujo de
fase movil, volumen de inyeccién y temperatura de la columna.

Con respecto a la temperatura de la columna, para evitar la posible
degradacion de los pesticidas se trabajé a temperatura ambiente.

Se utilizaron las FM C y D definidas en la seccion 10.5.2. El acido férmico actua
como un modificador mejorando la sensibilidad y resolucién de los iones en la
fuente de ionizacion. Se realizaron diferentes inyecciones con diferentes
proporciones de estas FM de forma de optimizar el programa de gradiente a
utilizar tanto para el modo positivo como el modo negativo. Por otro lado se
evaluaron 2 flujos de FM; 0,4 y 0,6 mL/min, pero no se obtuvieron diferencias
significativas en cuanto a resolucion y sensibilidad salvo el aumento en el
tiempo de analisis para el flujo 0,4 mL/min, por lo que se trabajé a 0,6 mL/min.
El volumen de inyeccion fue 10 pL, suficiente para alcanzar una buena

sensibilidad. Los mejores resultados se presentan en la seccién 10.5.2.

17.3.3. Optimizacion de las condiciones SRM

Segun la normativa de la UE para lograr una correcta identificacion y
confirmacién de los analitos mediante LC-MS/MS es necesario la optimizacién

272 Por lo que se optimizé el idn

de dos transiciones (SRM) por compuesto.!
precursor y dos iones fragmento, de forma que la transicion menos intensa
(SRM2) se utilizé para la confirmacion mientras que la mas abundante (SRM1)
se usO para la cuantificacion de los analitos de interés. El criterio de
confirmacién utilizado para cada compuesto fue el recomendado por la DG
SANCO, que se basa en la presencia de ambas transiciones al mismo tiempo
de retencion, la coincidencia del tgr de estas transiciones con las de un estandar
y ademas la relacion (SRM2/SRM1) en la muestra problema debe coincidir con
la relacion (SRM2/SRM1) obtenida para el estandar.?’? Los resultados
obtenidos para los diferentes pardmetros optimizados, junto con la relacién

entre las transiciones y su correspondiente RSD se presentan en la Tabla 34.
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En relacion a los iones fragmento seleccionados, en general fueron todos
mayores que m/z 100, excepto para clomazone, malation, molinato,
tebuconazol, triadimenol y triflumizol en donde uno de los fragmentos fue
menor que 80. El usar m/z bajos, representa una desventaja, ya que disminuye
la especificidad, sin embargo se seleccionaron esos iones porque los
fragmentos encontrados no eran lo suficientemente sensibles. El herbicida
quinclorac no se pudo optimizar, debido a que no fue posible obtener 2
transiciones. Sin embargo se incluyé en el método dado que este herbicida es
uno de los compuestos mas usados en cultivos de arroz. De esta forma, ante la
presencia de una muestra positiva seria necesario utilizar otro método de
analisis para su confirmacién. Por otro lado, como se observa en la Tabla 34, 9
compuestos presentaron una diferencia de intensidad en ambas transiciones
de hasta 10 veces. Esto constituye una desventaja al momento de
identificaciéon de los compuestos principalmente a concentraciones bajas en
donde la relacién S/N debe ser mayor que 3 para la correcta confirmacion del
analito. La Figura 45 muestra el cromatograma de iones totales (TIC, Total lon
Chromatogram) conteniendo todas las transiciones de los pesticidas en estudio

a 0,5 ug/L, en los dos modos utilizados; modo positivo y negativo.
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Figura 45. TIC del mix de pesticidas a 0,5 pg/L incluidos en la Tabla 33, obtenidos
mediante los métodos descriptos en la seccion 10.5.2.

17.3.4. Validacioén de la metodologia
17.3.4.1. Método de extraccion y clean-up

El método utilizado para el analisis de agua de cultivos de arroz mediante LC-
QgqQ/MS se describe en la seccién 12.3.6. Basicamente fue el desarrollado
para el analisis de los 9 herbicidas utilizando la técnica de SPE con cartuchos
OASIS® HLB mediante LC-DAD, con las siguientes variaciones:

-El volumen de agua de cultivo de arroz utilizado fue 100 mL, este cambio en el
volumen de muestra se realizd teniendo en cuenta la mayor sensibilidad
presentada por el detector de masas comparada con la del DAD y para evitar

posibles efectos de la matriz debido a la pre-concentracién.
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-Luego de la elucién de los analitos con 2x1 mL de MeOH a pH 3 y 2x1 mL de
ACN se concentré en atmosfera de nitrdgeno y el extracto obtenido se re-
disolvié en 1mL de ACN, en lugar de 0,2 mL usados para el analisis mediante
LC-DAD. De esta forma el factor de pre-concentracion se reduce a 100; 125

veces menor que en el método anterior.

17.3.4.2. Estudio de Recuperacion

El % Rec. se determiné a partir de agua de cultivos arroz fortificada a 0,5; 1,0; y
5,0 pg/L utilizando el método de extraccion y clean-up descrito en la seccién
12.3.6. En la Tabla 33 se presentan los resultados obtenidos para los 3 niveles
de concentracién evaluados. Como se puede observar, los % Rec. se
encuentran en el rango de 70-120%, excepto algun pesticida como
carbendazim, imidacloprid, molinato, propaquizafop, piraclostrobin y
tiametoxam que presentan problemas en alguno de los niveles de
concentracion estudiados. Aun asi, estos % Rec. pueden considerarse
aceptables teniendo en cuenta que este comportamiento se observé para un
solo nivel de concentracion. Otros tres pesticidas; diazinon, tiofanato-etil y
triflumizol, presentaron bajas recuperaciones en los tres niveles evaluados, por
lo que no se incluyeron en el método. Una posible explicacion de estas bajas
recuperaciones puede ser la alta supresion de la senal observada para estos
compuestos (42-66%). El quinclorac no pudo confirmarse. Finalmente el

método se validé para 48 compuestos.

% Rec. (% RSD) % Rec. (% RSD) % Rec. (% RSD)

HEE BT 0,5 ug/L 1 pg/L 5 ug/L
Azimsulfurén 101 (11) 81 (6) 81 (2)
Azoxistrobin 102 (5) 87 (4) 84 (7)

Bentazone 91 (11) 123 (2) 87 (5)

Bispiribac sodio 91 (21) 88 (12) 88 (12)

Bromacilo 88 (9) 83 (5) 101 (2)

Carbaril 109 (16) 91 (8) 119 (1)
Carbendazim 94 (9) 58 (1) 91 (6)

Carbofuran 96 (18) 92 (2) 104 (6)
Clomazone 86 (14) 98 (6) 86 (5)
Diazinén <50 (-) <50 (-) <50 (-)
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Difenoconazol 93 (16) 91 (5) 70 (8)
Diflubenzurén 106 (14) 78 (13) 84 (6)
Dimetoato 116 (9) 74 (6) 95 (16)
Edifenfos 123 (13) 112 (10) 110 (7)
Epoxiconazol 93 (14) 86 (18) 70 (3)
Etiofencarb 77 (20) 75 (18) 71 (9)
Fipronil 94 (12) 127 (15) 79 (7)
Fluroxipir 93 (20) 69 (4) 90 (6)
Flutolanil 104 (13) 78 (13) 95 (5)
Imazapic 107 (12) 85 (2) 98 (4)
Imazaquin 94 (13) 85 (2) 89 (4)
Imazapir 103 (10) 83 (3) 96 (2)
Imazosulfurén 67 (20) 85 (1) 70 (8)
Imidacloprid 100 (14) 63 (12) 85 (4)
Kresoxim-metil 65 (15) 87 (9) 84 (11)
Malation 112 (14) 94 (1) 110 (6)
Metsulfurén-metil 94 (15) 79 (10) 71 (6)
Molinato 100 (4) 61 (4) 110 (8)
Oxydemetén-metil 118 (8) 78 (3) 100 (3)
Picoxistrobin 89 (11) 77 (21) 99 (5)
Pirazosulfuron-etil 118 (12) 92 (8) 83 (6)
Pirimifos-metil 78 (13) 112 (10) 73 (3)
Piridafention 121 (13) 76 (4) 93 (3)
Propanil 83 (10) 70 (20) 74 (5)
Propaquizafop 90 (18) 100 (14) 68 (9)
Propiconazol 113 (17) 82 (14) 70 (6)
Piraclostrobin 96 (14) 65 (3) 75 (6)
Quinclorac* 107 (14) 116 (4) 86 (6)
Tebuconazol 101 (14) 75 (13) 72 (5)
Temefos 78 (19) 75 (6) 85 (10)
Tiacloprid 107 (16) 95 (3) 81 (3)
Tiametoxam 127 (15) 64 (2) 79 (4)
Tiofanato-etil <50 (-) <50 (-) <50 (-)
Triadimefén 111 (14) 91 (9) 73 (4)
Triadimenol 113 (9) 87 (13) 77 (4)
Triciclazol 104 (11) 96 (10) 95 (3)
Trifloxistrobin 86 (14) 88 (0,6) 114 (6)
Triflumizol <50 (-) <50 (-) <50 (-)
Triflumurén 97 (15) 97 (20) 70 (9)
2,4-D 81 (11) 81 (4) 79 (4)
3,4-dicloroanilina 75 (12) 71 (14) 80 (7)

Tabla 33. %Rec. y % RSD obtenidos con el método desarrollado a los diferentes
niveles de fortificacion evaluados, (n=5). * El % Rec. fue calculado en base a la
respuesta obtenida con la sefal de cuantificacién, pero como se menciond
anteriormente con el sistema cromatografico y de deteccion utilizado no puede ser
confirmado.
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17.3.4.3. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

Como se muestra en la Tabla 33, |la repetitividad, evaluada a los tres niveles de
concentracion fue 1-20% mientras que la reproducibilidad evaluada en los
mismos niveles de concentracion durante 5 dias consecutivos fue en promedio

menor que 18%.

17.3.4.4. LOD y LOQ

En general a 5 pg/L, la relacién S/N en agua de arroz para la mayoria de los
pesticidas fue mayor que 3, por lo que se decidié tomar el valor de 5 ug/L como
LOD instrumental. Dado que durante la etapa de clean-up la muestra se
concentra en un factor de 100, el LOD del método se estimé en 0,05 ug/L en
agua de arroz. Solamente 5 compuestos presentaron una relacion S/N mayor
que 3 para los cuales se fij6 un LOD mayor; estos pesticidas fueron bispiribac
sodio, fluroxipir y triadimenol (10 pg/L), kresoxim-metil (50 pg/L). Todos los
plaguicidas excepto el carbaril presentaron relaciones S/N mayores que 10 a
sus respectivos LOD por lo que el LOQ fue igual al LOD, mientras que el LOQ
del carbaril fue de 10 pg/L.

17.3.4.5. Linealidad

En general el comportamiento de los pesticidas fue lineal, con r? mayores a
0,99 como se observa en la Tabla 34, en el rango 5-1000 ug/L tanto en
solvente como en matriz. Algunos compuestos, como el bensulfuron-metil,
cihalofop-butil, iprodiona, procloraz y tebufenozide, presentaron un
comportamiento no lineal en el rango de trabajo, siendo excluidos del método.

El bispiribac sodio, fluroxipir, y triadimenol presentaron comportamiento lineal

en el rango 10-750 ug/L y el kresoxim metil entre 50 y 750 ug/L.
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Pesticida

Azimsulfuron
Azoxistrobin
Bentazone
Bispiribac sodio
Bromacilo
Carbaril
Carbendazim
Carbofuran
Clomazone
Diazinén
Difenoconazol
Diflubenzurén
Dimetoato
Edifenfos
Epoxiconazol
Etiofencarb
Fipronil
Fluroxipir
Flutolanil
Imazapic
Imazapir
Imazaquin
Imazosulfurén
Imidacloprid
Kresoxim-metil
Malation

Metsulfurén-metil

0,05
0,05
0,05
0,10
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,10
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,50
0,05

0,05

Pendiente o
Ecuacion de calibracion matriz/Pendiente L SEMZISRM1
(% RSD)
solvente

y =219,03x + 1406,5 0,9984 0,57 22 (0,1)
y =832,93x + 11050 0,9941 0,80 32 (3)
y =46,287x + 552,13 0,9955 1,70 68 (7)
y = 34,209x - 83,384 0,9998 0,90 56 (14)
y =81,722x + 1019,6 0,9949 0,58 15 (8)
y = 82,298x - 69,339 0,9942 0,81 35 (4)
y = 1457,5x + 16113 0,9926 0,70 8 (4)
y =766,4x + 6431,7 0,9966 0,77 68 (4)
y = 604,59x + 4001,3 0,9977 0,77 14 (9)
y =3242,2x + 29673 0,9956 0,34 62 (3)
y = 1389,1x + 12035 0,9984 0,63 19 (3)
y = 148,6x + 1667 0,9957 0,68 45 (10)
y =127,46x + 1630,2 0,9937 0,57 100 (8)
y = 382,56x + 2231,4 0,9993 0,87 19 (7)
y =1219,3x + 9170,7 0,9987 0,81 25 (3)
y =403,99x + 2632,4 0,9980 0,90 12 (9)
y =50,283x + 472,14 0,9984 0,65 7 (13)
y =13,597x + 18,731 0,9995 0,85 94 (6)
y = 526,69x + 6249,1 0,9953 0,76 86 (2)
y =184,01x + 489,67 0,9988 0,77 75 (6)
y = 68,998x + 252,03 0,9997 0,79 81 (11)
y =206,97x + 453,75 0,9996 0,72 11 (6)
y =27,213x + 207,04 0,9957 0,45 56 (14)
y = 55,237x + 553,72 0,9942 0,45 97 (7)
y = 37,268x + 574,77 0,9901 0,69 3 (20)
y =227,7x + 842,06 0,9996 1,11 59 (8)
y =139,95x + 12,712 0,9998 0,46 63 (5)
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Molinato

Oxidemeton-metil

Picoxistrobin

Pirazosulfurén-etil

Pirimifos-metil
Piridafention
Propanil
Propaquizafop
Propiconazol
Piraclostrobin
Quinclorac
Tebuconazol
Temefos
Tiacloprid
Tiametoxam
Tiofanato-etil
Triadimefén
Triadimenol
Triciclazol
Trifloxistrobin
Triflumizol
Triflumurén
2,4-D

3,4-dicloroanilina

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,50
0,05
0,05
0,05
0,05

0,05
0,10
0,05
0,05

0,05
0,05
0,05

y =226,09x + 420,6
y =140,76x + 1178,4
y = 2581x + 55856

y =253,87x - 119,14
y =4843,4x + 32798
y = 405,95x + 4374,3
y = 36,499x + 333,91
y = 289,56x + 1723,3
y =298,29x + 1672,5
y =403,29x + 7623,9
y =37,572x + 115,85
y = 826,89x + 5075
y = 97,945x + 916,63
y = 351,88x + 4667,4
y = 36,621x + 484,81
y = 554,55x + 9962,4
y = 337x + 2630

y =418,62x + 3621,8
y =1005,1x + 4131,8
y =689,45x + 11614
y =1005,1x + 4131,8
y =51,703x + 347,45
y = 30,546x + 143,45
y=773,37x - 323,13

0,9999
0,9978
0,9982
0,9999
0,9980
0,9972
0,9967
0,9964
0,9975
0,9926
0,9993
0,9991
0,9924
0,9939
0,9931
0,9903
0,9975
0,9979
0,9994
0,9967
0,9994
0,9979
0,9976
0,9999

0,88
0,82
0,78
0,68
0,87
0,76
0,81
0,58
0,83
0,68
1,06
1,23
0,51
0,39
0,45
0,58
0,84
0,76
1,13
0,54
0,58
0,59
0,90
1,09
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Tabla 34. LOD, ecuacion de calibracion, coeficiente de correlacion (%), relacion de las pendientes obtenidas en matriz y solvente y relacion
SRM2/SRM1 del método desarrollado mediante LC-QqQ/MS.
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17.3.4.6. Efecto Matriz

El efecto matriz, ya sea aumento o supresion de la sefal constituye uno de los
mayores problemas durante el analisis de trazas mediante LC-ESI/MS. Los co-
extractivos de la matriz que sufran ionizacién simultaneamente con los
compuestos de interés pueden comprometer la cuantificacion de los
compuestos, especialmente de aquellos que se encuentran en baja
concentracién, afectando la exactitud y reproducibilidad de la medida. En la
literatura existen varios métodos para solucionar este problema, pero el mas
usado es el uso de curvas de calibracion en matriz (matrix-matched) para
realizar la cuantificacion de los analitos.’®

El agua de cultivos de arroz es una matriz compleja, sumado al hecho de que
la técnica SPE implica un paso de pre-concentracion es de esperar que exista
efecto de la matriz. Cuantificando dicho efecto matriz por medio de la Ecuacién
2 se determina si existe un aumento de la sefal (si la diferencia entre las
pendientes del estandar en matriz y en solvente es positiva) o supresion de la
sefal (si esta relacién es negativa) y ademas se puede evaluar la magnitud de
dicho EM tal como se describe en la seccion 7.1.

Como se observa en la Figura 46, en este ensayo aproximadamente el 49% de
los analitos estudiados presenté EM, principalmente supresion de la sefial, el
mas comun en los sistemas LC-MS/MS. Los pesticidas diazinon,
imazosulfurdn, tiametoxam vy tiacloprid presentaron una supresién de la senal
fuerte, mientras que bentazone, presenté un aumento de la sefial muy
pronunciado. En el resto de los pesticidas se observé un efecto matriz medio a

leve.
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H Sin efecto matriz @ Aumento de sefial LiSupresién de sefial

Figura 46. Porcentaje de pesticidas que presentaron efecto matriz, medio, alto o nulo.

17.3.4.7. Especificidad

De acuerdo a lo detallado en la seccién 7.2, la regulacién Europea y la DG
SANCO establecen entre otros, que para una correcta identificacion de los
pesticidas en estudio la relacion (SRM2/SRM1) de cada pesticida en la muestra
problema debe coincidir con la relacion (SRM2/SRM1) obtenida para el

estandar. (233272

) En este experimento se calculé dicha relaciéon para cada uno
de los pesticidas en estudio para cada uno de los puntos de la curva de
calibracion (25-1000 pg/L) en matriz y se calculd el promedio de estos con su
respectiva RSD (Tabla 34). La tolerancia maxima permitida en caso de que
existan diferencias entre estas relaciones varia segun las intensidades relativas
entre 20 a 50%.%%)

Ademas se tomaron en cuenta los otros criterios establecidos por esta guia, la
presencia de ambas transiciones al mismo tiempo de retencién y la
coincidencia del tr de estas transiciones con las de un estandar. Finalmente se
validé esta metodologia para 48 pesticidas que cumplen con los requisitos

establecidos por la DG SANCO.
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17.3.4.8. Ensayo de dilucién de la matriz

A partir de los resultados de recuperacién y efecto matriz, en donde se observo
una alta incidencia de supresiéon de la sefal, se evaludé una variaciéon de
método de extraccidon y clean-up por SPE (para evitar problemas durante la
identificaciéon y cuantificacion de los analitos de interés). Esta variacion
consistio en el pasaje de 50 mL de agua de arroz, fortificada al nivel de 1 ug/L
en lugar de 100 mL.

De los 48 compuestos estudiados, 22 presentaron % de Rec bajos comparados
con el método original, 22 analitos presentaron resultados comparables y sélo 4
compuestos presentaron mejores recuperaciones. Por lo que se decidio

continuar con el método original (100 mL).

17.4. Conclusiones parciales del método desarrollado mediante LC-
QqQ/MS

-La metodologia desarrollada permitié la determinacién de 48 residuos de
pesticidas en agua provenientes de cultivos de arroz, ampliamente usados a
nivel mundial en un solo andlisis a niveles de concentracion acordes a las
reglamentaciones ambientales internacionales para la deteccion de residuos de
pesticidas en agua que establecen como criterio que la suma total de pesticidas
no debe ser mayor a 0,5 ug/L.

-El uso de la espectrometria de masas permiti6 aumentar el numero de
residuos de pesticidas en un mismo analisis y ademas fue posible disminuir los
LOD en un factor de 10 trabajando incluso con un factor de pre-concentracion

menor que el usado en el analisis de residuos de herbicidas mediante LC-DAD.

-Dado que el QgQ es un instrumento moderno de eleccion en muchos
laboratorios para el analisis de rutina de residuos de pesticidas, la metodologia
validada es una herramienta muy util a incorporar a la hora de monitorear

residuos de pesticidas en diferentes ecosistemas agricolas.
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17.5. Validacion de método de analisis de pesticidas en agua de cultivos
de arroz mediante LC-QLIT/MS

La inyeccion directa de muestras de agua, actualmente se ha convertido en
una técnica atractiva para sustituir las técnicas tradicionales de analisis de

agua tales como LLE o SPE.(

En este trabajo, aprovechando la alta
tecnologia de los nuevos equipos de cromatografia liquida acoplados a
espectrometros de masa, que brindan elevada sensibilidad, se ajusté una
metodologia multi-residuo para el analisis de 70 pesticidas de diferentes clases
quimicas en agua de cultivos de arroz mediante la técnica “dilute-and-shoot”.
Esta técnica implica la inyeccion directa en columna cromatografica sin realizar
el clean-up y la pre-concentracién de la muestra que generalmente es el cuello
de botella en todos los laboratorios de analisis de residuos en matrices
acuosas. Por otra parte la ausencia de etapas de concentracion hace que
existan menos co-extractivos en el extracto final. Esta técnica ademas requiere
una minima manipulacion de la matriz, bajo consumo de solventes, menor
costo y mayor reproducibilidad.

Hasta hace unos afios el uso de la inyeccion directa no era apropiado, ya que
la sensibilidad de los equipos no era lo suficientemente elevada. En la
actualidad se han desarrollado equipos de excelente sensibilidad que permiten
el andlisis de muestras de agua directamente, alcanzando limites de deteccion
del orden de los ug/L e incluso para compuestos altamente sensibles de ng/L.
En este trabajo se utilizd un cromatografo liquido acoplado a un triple

cuadrupolo con trampa de iones lineal, QTRAP 5500.

17.5.1. Seleccion de los pesticidas

La seleccion de los analitos de interés se realizé con el fin de desarrollar una
metodologia apta para el analisis de aguas provenientes de la agricultura en
general, no sdlo del cultivo de arroz.*%

El total de los pesticidas en estudio se presentan en la Tabla 36.
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17.5.2. Optimizacion de las condiciones cromatograficas

Se optimizaron el tipo de fase movil, flujo de fase maévil y volumen de inyeccion.
Se realizaron diferentes experimentos con diferentes proporciones de FM Gy H
de la seccion 10.5.4 del Experimental, de forma de optimizar el programa de
gradiente a utilizar tanto para el modo positivo como el modo negativo. Los

mejores resultados fueron se presentan en la seccion 10.5.4.

17.5.3. Optimizacién de las condiciones SRM

En este trabajo se optimizaron las SRM de la misma forma en que se detall6
para el andlisis de agua mediante LC-QqQ/MS. Los resultados obtenidos para
los diferentes parametros optimizados, junto con la relaciéon entre las
transiciones y su correspondiente RSD se encuentran en la Tabla 23.

En relacion a los iones fragmento seleccionados, en general fueron todos
mayores que m/z 100, excepto para clorotolurén, clomazone, ciproconazol,
difenoxurdn, diurén, fenurén, hexaconazol, isoprocarb, isoproturén, malation,
molinato, pirimicarb, tebuconazol, tetraconazol, tiodicarb, triadimenol vy
triflumizol en donde uno de los fragmentos fue menor que 100. Como se
discutié anteriormente el usar m/z bajos, representa una desventaja, ya que
disminuye la especificidad, sin embargo para estos compuestos sélo se
obtuvieron esos iones, ya que el resto de los fragmentos encontrados no eran

273) Por otro lado, como se observa en la Tabla

lo suficientemente sensibles."
36, algunos compuestos también presentaron una diferencia de intensidad en
ambas transiciones de hasta 10 veces al igual que lo observado en LC-
QgQ/MS. La Figura 47 muestra un cromatograma conteniendo todas las
transiciones de los pesticidas en estudio a 10 ug/L en agua de cultivos de arroz

(XIC, Extracted lon Chromatogram).
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Figura 47. Cromatograma de iones totales de todos los pesticidas analizados en agua
de cultivo de arroz a 10 pg/L.

17.5.4. Condiciones del modo IDA (Information-Dependent-
Acquisition)

La confirmacién del herbicida quinclorac en agua, aplicando un método MRM
no fue posible, debido a que no se logré obtener una segunda transicién de
dicho compuesto pudiéndose determinar s6lo una SRM. Las guias europeas de
control de calidad en LC-MS/MS establecen que para la correcta confirmacion
de un pesticida se debe contar con al menos dos transiciones y en caso
contrario contar con algun método que otorgue informacion adicional para la

(233) Por este motivo fue necesario desarrollar un

correcta identificacion.
experimento IDA en modo positivo, combinando el monitoreo de una transicion
SRM con el modo EPI en una misma inyeccion, tal como se muestra en la
Figura 48.

En este caso, el criterio de confirmacion del analito en las muestras reales fue
la presencia de la transicion del quinclorac, en su correcto tiempo de retencién

y al menos un 70% de concordancia con el espectro de referencia previamente
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obtenido como se describe en la seccién 10.5.4.1. El espectro obtenido fue
almacenado en la biblioteca de espectros a la CE seleccionada. Posteriormente
dichos espectros fueron utilizados para la comparacion con los espectros

obtenidos de las muestras reales o fortificadas.
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Figura 48. Cromatograma en modo IDA para el analisis de quinclorac en agua de
arroz.

17.5.5. Método de analisis

17.5.5.1. Preparacion de la muestra

El tratamiento de la muestra se esquematiza en la seccion 12.4.6. Cabe
destacar que la adicién de los 100 uL de ACN mejora la eficiencia del proceso
de filtracién, evitando que alguno de los analitos permanezcan retenidos en el
filtro, a su vez el agregado de ACN diluye la muestra, disminuyendo aun mas

274,275,276) Tomando en

las posibles interferencias presentes en esta matriz.¢
cuenta las metodologias desarrolladas previamente para el analisis de agua, en
las que el pH era un factor importante, se evalu6 también en este caso el efecto

del pH durante el analisis de los pesticidas en cuestion. Para esto se ajusto el
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pH a diferentes soluciones en agua de arroz, conteniendo el mix de los
pesticidas del estudio. Se trabajé a 4 pH diferentes; 3, 5, 7 y 8 y se compararon
las diferencias en cuanto a la intensidad de cada pesticida a los diferentes pH.
En general no se observaron diferencias significativas para la mayoria de los
pesticidas. Las respuestas obtenidas (intensidad) para los pesticidas en estudio
a los diferentes pH fue del mismo orden de magnitud excepto para algunos
pesticidas como el malatién, temefds, propoxur, propafos y metsulfurén-metil
en donde las diferencias en la intensidad fueron de aproximadamente el 20%
entre medio acido (pH 3) y medio basico (pH 8), por lo que el método fue
validado a pH 3.%%%

17.5.6. Seleccion del modo de trabajo: Modo Estandar y modo
Scheduled

Se compararon dos modos de trabajo o algoritmos diferentes; el modo
Estandar y el modo Scheduled MRM™ (Scheduled) con el objetivo de evaluar
sus capacidades y limitaciones. La evaluacion de este tipo de algoritmos se
debe realizar en términos de limites de deteccién y capacidad de identificacion
ya que la diferencia principal entre ellos sera la sensibilidad.”” Una de las
principales diferencias entre un modo y otro es que en el modo Estandar el
dwell time (tiempo en el cual el equipo adquiere una transiciéon (SRM)
especifica en cada ciclo) es generalmente optimizado cuando se disefia el
método cromatografico. En el caso del método disefiado en modo Estandar los
dwell time para el modo positivo y negativo fueron de 5 y 100 msegq,
respectivamente. Mientras que el modo Scheduled, no es necesario fijar un
dwell time. Este modo monitorea cada una de las transiciones (SRM) soélo
cuando es necesario y no continuamente a lo largo del andlisis. En este caso el
tiempo de retencion debe ser ajustado de manera precisa durante el disefio del
método, de modo que el software conozca exactamente a qué tiempo debe

277278 pDe esta forma se espera que la

monitorear cada una de las SRM.!
sensibilidad para cada uno de los compuestos monitoreados sea mayor.
Con el fin de seleccionar el mejor modo de trabajo se compararon los LODs y

el numero de puntos con los cuales se construye cada pico cromatografico.
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17.5.6.1. LOD y LOQ

Uno de los parametros evaluados para la seleccion del modo de trabajo fue el
LOD de los pesticidas. Para esto se prepararon soluciones a determinadas
concentraciones de los pesticidas en solvente y en matriz.

Este parametro se determiné segun lo definido en la seccion 10.7.5.

Como se observa en la Figura 49 el modo Scheduled presenté un mejor
desempeno ya que 67 compuestos presentaron una S/N = que 3 a 0,1 ug/L

mientras que el modo Estandar solo 41 pesticidas cumplieron este criterio.

Modo Scheduled en matriz Modo Estandar en matriz

| N

®LOD 0,001-0,1 pgiL LOD0,1-1 g/l
5 LOD 1-10 pg/L LOD >10 pgiL

Figura 49. Comparacion de los LOD obtenidos en agua de cultivos de arroz, mediante
el modo Scheduled y el Estandar.

La Figura 50 muestra el cromatograma de iones totales (TIC) para el
carbendazim, para este fungicida en particular el modo Scheduled permite su
identificacion y cuantificacion, ya que la S/N de ambas transiciones,
(confirmacion y cuantificacion) son mayores que 3 y 10 respectivamente,
mientras que el modo estandar la SRM2 no se observa y por lo tanto, a esta
concentracion no se puede identificar este analito.

En general los valores de LOQ obtenidos en modo Scheduled se encontraron

en el rango desde 2 hasta 150 ng/L.
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Figura 50. Cromatograma de iones totales y los cromatogramas de iones extraidos del
carbendazim en modo Estandar (a) y Scheduled (b).

En particular para el quinclorac el LOD obtenido en el experimento IDA fue 0,05
Mg/L calculado como la minima concentracion que reconoce la libreria con una

concordancia del 70%.

17.5.6.2. Numero de puntos usados para el pico cromatografico

Otro criterio de comparacién para la seleccion del modo de trabajo fue el
numero de puntos generados para la construccion de cada uno de los picos
cromatograficos. Segun la literatura un pico estd correctamente construido
cuando esta formado por 13-20 puntos.(17) En este caso, las diferencias entre
ambos métodos no fueron tan pronunciadas como en el caso de los LODs, sin

embargo el modo Scheduled presentd en general un mayor numero de puntos
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(10-27) que el modo Estandar (7-14). En la Tabla 35 se encuentran ejemplos

de algunos de los pesticidas estudiados.

N° puntos / Pico N° puntos / Pico Modo

Pesticida Modo Estandar Scheduled

Bensulfuron-metil 11 12
Diazinén 9 14
Edifenfos 9 12

Isoproturén 8 15
Malation 8 13
Picoxistrobin 8 14
Tebuconazol 9 15
Teflubenzurén 10 11
Tiacloprid 10 15
Triciclazol 9 17

Tabla 35. Numero de puntos por pico obtenidos en un extracto de agua de cultivo de
arroz a 0,5 p/L en modo Estandar y Scheduled.

A partir de estos resultados se decidio trabajar en modo Scheduled porque
presenta mayor sensibilidad.

Con este método, de los 78 pesticidas seleccionados originalmente, 7
compuestos, bendiocarb, cihalofop-butil, 3,4-dicloroanilina, epoxiconazol,
hexaconazol, iprodiona y molinato, presentaron LODs en el rango 0,5 hasta 5
Mg/L, y el pirimifds-metil presenté problemas de linealidad por lo que finalmente

se valido el método de analisis para 70 pesticidas (Tabla 36).
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Reproducibilidad Repetitividad

pte

- LOQ % RSD % RSD ; SRM2/SRM1
FEEIERE (Hg/L) 1 = oS matrizipte " (%RsD)
(ng/L)  (ug/L)  (pg/L) (uglL)
Azimsulfurén 0,04 0,045 11 10 7 5 0,9978 1,11 30 (16)
Azoxistrobin 0,0004 0,003 10 12 8 5 0,9941 1,07 43 (9)
Bensulfurén-metil 0,003 0,006 10 3 9 14 0,9907 0,93 59 (6)
Bentazone 0,008 0,03 17 17 12 10 0,9974 0,70 61 (6)
Bispiribac sodio 0,06 0,060 18 16 8 8 0,9965 1,16 17 (18)
Carbaril 0,03 0,050 16 12 6 6 0,9916 0,58 52 (7)
Carbendazim 0,009 0,009 18 13 5 2 0,9950 0,94 21 (4)
Carbofuran 0,002 0,004 17 15 6 5 0,9940 0,84 92 (4)
Clorotolurén 0,07 0,075 12 11 7 5 0,9962 0,93 4 (6)
Clomazone 0,5 0,5000 18 15 12 3 0,9911 0,89 1 (6)
Ciproconazol 0,004 0,011 16 13 6 4 0,9922 1,00 51 (7)
Diazinén 0,001 0,002 11 3 2 3 0,9994 0,24 66 (10)
Dietofencarb 0,008 0,026 12 12 4 4 0,9949 0,89 84 (9)
Difenoconazol 0,006 0,010 17 10 1 4 0,9954 0,89 45 (5)
Difenoxurén 0,001 0,002 18 17 8 5 0,9940 1,01 64 (9)
Diflubenzurén 0,02 0,032 13 12 11 6 0,9987 0,82 78 (12)
Dimetoato 0,008 0,008 17 15 4 3 0,9969 0,94 50 (4)
Diurén 0,01 0,015 14 11 6 7 0,9967 0,95 9 (4)
Edifenfos 0,005 0,011 17 10 7 5 0,9974 0,74 41 (8)
Etiofencarb 0,002 0,007 11 11 6 4 0,9980 0,83 37 (11)
Fenobucarb 0,02 0,066 15 12 5 6 0,9972 0,90 57 (7)
Fenurén 0,03 0,030 13 10 6 2 0,9928 0,94 5 (6)
Fipronil 0,05 0,2 10 12 8 7 0,9947 0,95 10 (10)
Flufenoxurén 0,06 0,07 13 5 5 5 0,9938 0,70 23 (4)
Fluroxipir 0,02 0,04 18 15 4 5 0,9916 0,93 30 (5)
Flutolanil 0,004 0,005 10 9 12 6 0,9975 0,87 82 (11)
Imazapic 0,01 0,090 8 2 4 3 0,9968 1,10 81 (8)
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Imazapir 0,007 0,017 16 12 4 3 0,9978 1,12 35 (4)
Imazaquin 0,005 0,005 9 9 13 6 0,9951 1,26 40 (11)
Imazetabenz-metil 0,01 0,013 19 17 6 8 0,9901 0,94 18 (12)
Imazosulfurén 0,01 0,012 14 12 7 7 0,9973 0,86 24 (10)
Imidacloprid 0,003 0,004 17 15 2 5 0,9959 1,10 72 (9)
Isoprocarb 0,03 0,032 14 14 4 9 0,9958 0,95 39 (9)
Isoproturén 0,06 0,060 16 15 6 4 0,9912 0,91 29 (12)
Kresoxim-metil 0,03 0,035 8 9 4 7 0,9973 0,92 94 (9)
Malation 0,01 0,014 10 8 5 0,8 0,9945 0,95 96 (10)
Metsulfurén-metil 0,003 0,003 18 14 4 3 0,9941 1,00 16 (8)
Oxidemeton-metil 0,001 0,003 3 5 3 0,9 0,9954 0,91 33 (2)
Picoxistrobin 0,001 0,001 19 14 5 5 0,9951 1,00 79 (9)
Pirimicarb 0,001 0,001 16 5 2 2 0,9979 0,91 65 (11)
Procloraz 0,04 0,055 6 9 7 8 0,9941 1,04 10 (5)
Promecarb 0,04 0,05 10 14 4 7 0,9935 0,92 68 (8)
Propanil 0,08 0,08 10 13 12 10 0,9990 0,87 4(12)
Propafos 0,003 0,005 18 14 7 6 0,998 0,92 32 (8)
Propaquizafop 0,03 0,03 12 10 6 0,6 0,9978 0,26 39 (4)
Propiconazol 0,04 0,04 10 11 6 3 0,9924 0,91 9(8)
Propoxur 0,006 0,01 12 15 5 6 0,9973 0,82 75 (5)
Piraclostrobin 0,003 0,004 10 12 4 0,8 0,9986 0,67 32 (6)
Pirazosulfurén-etil 0,03 0,005 15 7 6 11 0,9994 0,85 16 (11)
Piridafention 0,001 0,002 15 6 5 4 0,9974 0,95 50 (10)
Quinclorac 0,05 0,15 12 10 9 6 0,9985 1,03 -
Quinoxifen 0,02 0,02 18 4 2 1 0,9980 0,83 60 (3)
Spiroxamina 0,02 0,04 17 3 4 3 0,9994 0,92 48 (7)
Tebuconazol 0,002 0,005 11 7 3 3 0,9982 0,97 16 (14)
Tebufenozide 0,001 0,002 14 9 8 4 0,9977 0,87 10 (9)
Teflubenzurén 0,01 0,03 14 13 7 9 0,9971 0,18 40 (12)
Temefos 0,03 0,03 12 13 3 4 0,9915 0,76 60 (13)
Tetraconazol 0,02 0,008 4 8 3 6 0,9978 1,03 36 (14)
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Tiacloprid 0,002 0,001 16 14 2 2 0,9934 0,93 15 (9)
Tiametoxam 0,03 0,03 4 4 3 2 0,9964 0,98 12 (3)
Tiodicarb 0,01 0,15 16 13 5 8 0,9968 0,80 15 (12)
Tiofanato etil 0,008 0,02 16 10 13 9 0,9981 0,87 90 (9)
Triadimefén 0,02 0,02 13 10 9 12 0,9952 0,89 10 (11)
Triadimenol 0,03 0,03 15 11 4 3 0,9905 0,91 10 (16)
Triazofés 0,001 0,003 14 11 5 5 0,9954 0,89 10 (10)
Triciclazol 0,001 0,002 15 14 4 4 0,9961 0,90 93 (6)
Trifloxistrobin 0,001 0,003 14 12 7 7 0,9985 0,96 52 (6)
Triflumizol 0,04 0,04 19 19 7 6 0,9987 0,90 36 (9)
Triflumurén 0,5 0,50 16 14 6 6 0,9985 0,86 50 (10)
24D 0,01 0,08 7 9 10 8 0,9997 0,91 67 (16)

Tabla 36. Parametros de validacion: LOD, LOQ, reproducibilidad, repetitividad, coeficiente de correlacién (r?), pendiente matriz/solvente y
SRM2/SRM1 obtenidos con el método desarrollado en modo Scheduled. En negrita: pesticidas analizados en modo ESI negativo.
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17.5.7. Validacién de la metodologia

En este experimento, por las caracteristicas de analisis, no se evalu6 el %
Rec., debido a que no hay una etapa de extraccién y clean-up por lo que no
deberian existir pérdidas de los analitos durante el tratamiento de la muestra.
Esto constituye una ventaja ya que facilita el proceso de validacion del método,

disminuyendo el tiempo de analisis.

17.5.7.1. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

Como se muestra en la Tabla 36, la repetitividad, evaluada a 0,1 y 50 pg/L fue
entre 1-13% mientras que la reproducibilidad evaluada en los mismos niveles

de concentracion durante 5 dias consecutivos fue menor que 20%.

17.5.7.2. Linealidad

En general el comportamiento de los pesticidas en el rango 0,1 a 50 ug/L fue
lineal en solvente y en matriz, con r? mayores a 0,99 como se observa en la
Tabla 36. El diazindn presenté un comportamiento lineal en el rango de 0,1 a
25 ug/L.

17.5.7.3. Efecto Matriz

Como se comentd anteriormente el efecto matriz, ya sea aumento o supresion
de la sefal, en muestras complejas puede generar errores en la cuantificacion
de los analitos especialmente cuando estos se encuentran a concentraciones
bajas. En este experimento no existe pre-concentracion de la matriz, por lo que
en principio era de esperar un efecto matriz despreciable. Como se muestra en
la Tabla 36, a partir de la relacién pendiente matriz/pendiente solvente, el 87%
de los pesticidas en estudio no presentaron un efecto matriz relevante,
mientras que el 10% de los pesticidas; bentazone, carbaril, diazinén, edifenfos,
flufenoxurén, propaquizafop, piraclostrobin y teflubenzuron mostraron

supresion de la sefial media a alta. Imazaquin y propoxur fueron los uUnicos
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compuestos en donde se observo un aumento de la sefial (Figura 51). De los
pocos pesticidas que presentaron EM mediante este método, al ser
comparados con el EM obtenido durante la determinacién de pesticidas en
agua de cultivos de arroz mediante LC-QqQ/MS se pudo observar que
practicamente no existen concordancias. A partir de estos resultados se
desprende que en las condiciones utilizadas para ambos métodos, el EM
depende principalmente de las caracteristicas del sistema de ionizacién y del
método de extraccién y clean-up, que son las Unicas dos diferencias entre

ambos métodos.

H Sin efecto matriz

B Aumento de senal
K Supresion de sefial

Figura 51. Efecto matriz expresado en % de pesticidas.

Los resultados del EM obtenido con esta metodologia muestran la baja
proporcion de analitos afectados por la matriz, demostrandose la ventaja de
trabajar con equipos de alta sensibilidad que permitan el analisis de muestras
sin pre-concentracion previa. Basados en estos resultados la cuantificacion
puede ser realizada a partir de curvas de calibracion en solvente para 61 de los
pesticidas estudiados, evitando el uso de curvas de calibracion en matriz y por
lo tanto reduciendo la incertidumbre de los resultados y simplificando el

analisis.
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17.5.7.4. Especificidad

En este experimento se calculd la relacion SRM2/SRM1 para cada uno de los
pesticidas en estudio en matriz para los diferentes puntos de la curva de
calibracion (0,1-50 ug/L) y se calculd el promedio de estos con su respectiva
RSD (Tabla 36). La tolerancia maxima permitida en caso de que existan
diferencias entre estas relaciones varia segun las intensidades relativas entre
20 a 50%.1%3%272 Ademas se tomaron en cuenta los otros criterios establecidos
por estas guias, la presencia de ambas transiciones al mismo tiempo de
retencion y la coincidencia del tr de estas transiciones con las de un estandar.
En la Figura 52 se muestran el TIC y el XIC para una muestra de agua de
arroz real en donde se detectd el triciclazol y una solucion del estandar de

triciclazol en donde se representan los 3 criterios utilizados en su identificacién.
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Figura 52. Criterios utilizados para la identificacion y confirmacion del triciclazol en
agua de cultivo de arroz (a) y comparacion con su estandar en matriz (b).
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17.5.7.5. Analisis de muestras reales

El método propuesto fue utilizado para el analisis de 59 muestras de agua
recolectadas en cultivos de arroz en diferentes regiones, 33 fueron de origen
espafiol y 26 de Uruguay.

En la Figura 53 se presentan los principales resultados encontrados. En 31 de
las 59 muestras analizadas se detectd al menos un pesticida. 10 muestras
presentaron 3 pesticidas, otras 9 contenian 2 pesticidas mientras que en las 12
restantes se encontré un solo pesticida.

El compuesto mas frecuentemente encontrado en las muestras de Uruguay fue
el tebuconazol, seguido por el quinclorac que se detectd en algunas muestras
pero en muy alta concentracion. Fueron encontrados también residuos de
carbendazim e imidacloprid, que en principio no son utilizados para cultivos de
arroz. Particularmente el carbendazim esta prohibido en nuestro pais desde el
2009. Una posible explicacion de la presencia de estos pesticidas en las
muestras analizadas, es que el muestreo fue realizado en canales en los
cuales drena también el agua de riego de cultivos de soja y estos 2 pesticidas
son utilizados en el paquete que se aplica en este cultivo. En las muestras
procedentes de Espana fueron encontrados 3 pesticidas; tebuconazol,
triciclazol y bensulfurén-metil estos compuestos son ampliamente utilizados en
cultivos de arroz en Espafia y ademas, en su legislacion, estan aceptados para
su uso.%® Sin embargo, tomando en cuenta las concentraciones maximas
admitidas por la UE para pesticidas en agua subterranea y potable (0,1 ug/L
para cada pesticida individual y 0,5 pg/L para la suma de los pesticidas y sus
metabolitos encontrados), la concentracion detectada fue hasta 70 veces
mayor. Estas altas concentraciones podrian constituir un potencial riesgo al

medioambiente. 626977
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Figura 53. Concentracion promedio de los pesticidas detectados en muestras de
aguas de cultivos de arroz de Uruguay y Espafia. Las barras indican la concentracion
maxima encontrada.
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17.6. Conclusiones parciales del método desarrollado mediante LC-
QLIT/MS

-Se disefd un método rapido y eficiente para la determinacién multi-residuo de
70 pesticidas en agua de cultivos de arroz utilizando LC-QLIT/MS sin etapa de

extraccion y clean up.

-Se evaluaron dos algoritmos del software, para la determinacion de los
compuestos de interés siendo el algoritmo Scheduled el que presentdé mayor

sensibilidad.

-Como no existe pre-concentracion, e inclusive hay una dilucién de la muestra
previo a su inyeccion, mas del 80 % de los analitos evaluados no presentan
EM. Esto constituye una gran ventaja en términos de costo y tiempo porque se
evita la preparacion de curvas de calibracion en matriz, pudiéndose realizar la

cuantificacion a partir de curvas de calibracidén en solvente.

-La comparacién del EM observado mediante esta metodologia de “dilute and
shoot” y la metodologia de SPE sugiere que el EM depende principalmente de

las caracteristicas del sistema de ionizacion y del método de extraccion y clean

up.

-El analisis de muestras reales mostré la presencia de tebuconazol,
bensulfurén metil, quinclorac, carbendazim e imidacloprid, que coincide con los

diferentes paquetes tecnolégicos utilizados en cada pais.

-Este sistema instrumental si bien no esta tan expandido como el de QqQ es
una poderosa herramienta pensando en un laboratorio ambiental, por la
posibilidad de alcanzar LOD muy bajos, del orden de los ng/L. Ademas el
metodo desarrollado al no necesitar de etapas de pre-concentracién permite
evaluar un numero muy grande de muestras lo que lo convierte en una

herramienta muy util para el analisis de rutina.
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18. Analisis de pesticidas en arroz
18.1. Justificacion y objetivos

Debido a las peculiaridades del sistema de producciéon de arroz, que involucra
un gran uso de pesticidas, principalmente herbicidas, puede ocurrir
contaminacion quedando sus residuos en el grano de arroz. Esto hace
necesario desarrollar métodos analiticos que permitan analizar estos residuos
de pesticidas no solo en el suelo y el agua para evaluar el impacto del uso de
estos compuestos en el ambiente sino también en el grano para asegurar la
inocuidad de dicho alimento.

En este trabajo se desarroll6 un método para el analisis de los herbicidas de
post-emergencia antes mencionados en arroz blanco mediante LC-DAD.
Posteriormente se amplié el método para el analisis de pesticidas en arroz

blanco y arroz paddy mediante LC-MS/MS.

18.2. Desarrollo de metodologia para analisis de herbicidas en arroz
mediante LC-DAD

La seleccion de los herbicidas y la optimizacion de los parametros
cromatograficos se discutié en la seccion 16.2. En |la Figura 54 se muestran los
cromatogramas correspondientes a una muestra de arroz envenenada a una
concentracién de 0,25 mg/kg de los analitos de interés en las condiciones

cromatograficas descriptas en la seccion 10.5.1.
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Figura 54. Cromatograma de un extracto de arroz a 0,25 mg/kg; (1) metsulfuréon-metil;
(2) bentazone; (3) bensulfurén-metil; (4) bispiribac sodio; (5) pirazosulfuron-etil; (6)
cihalofop-butil (7) clomazone; (8) propanil. Cada herbicida esta sefalado a su
respectiva longitud de onda.

18.2.1. Validacion de la metodologia

18.2.1.1. Métodos de extraccion y clean-up
En los ultimos afios una de las metodologias de eleccidn para el analisis multi-
residuo de pesticidas en alimentos es el método de QUEChERS. En su version
original, esta metodologia consiste en la extraccion con ACN y un posterior
clean-up dispersivo. QUEChERS tiene la ventaja de que permite la variacion de
las condiciones de extraccién y clean-up segun la matriz y los pesticidas en

estudio. Por este motivo, dada la complejidad de la matriz arroz, se seleccioné
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esta metodologia para comenzar el desarrollo de un método de analisis. Para
lograr una buena extraccién de las muestras con baja humedad QUEChERS
recomienda la adicion de agua, por lo que en este caso el arroz fue molido y se

(49 De esta forma se favorece la

adicioné agua para formar una suspension.
interaccion de la muestra con el solvente, mejorando la extraccion de los
analitos de interés. Debido a la diferencia en polaridad de los herbicidas
seleccionados para el analisis fueron evaluados diferentes solventes para su
extraccion; ACN y MeOH con y sin HAc. Ademas se testearon diferentes
condiciones de extraccion y clean-up de la muestra de arroz molido que se
presentan en la Tabla 37. El paso de extraccion en el método QUEChERS
puede realizarse con diferentes sales segun los compuestos a analizar de
forma de ajustar el pH para favorecer la extraccion de ciertos compuestos con
caracteristicas fisico-quimicas determinadas. En este experimento se testeo el

uso de HAc y acetato de sodio como medio buffer, reportado como QUEChERS

acetato.

Condiciones . . p p Método S
de extraccion Método 1 Método 2 Método 3 Método 4 (QuE_C_hERS
modificado)
Cantidad de 5 10 5 5 10
muestra (g)
Cantidad de
agua
adicionada ) ) 5 5 10
(mL)
20 mL 1%
20 mL 20 mL 20mL 1%
Solvente MeOH 20 mL MeOH MeOH HAAgl\eln HAG en ACN
7 g MgSO4 +
Salting-out - 1,9gMgSO, 5gMgSO, 5gMgSO, 1,89
NaoAc-3H,0
Método de Ultrasonido, Ultrasonido, Manual, 4 Manual, 4 Manual, 4
agitacion 15 min 15 min min min min
100 mg
Clean-up - Carbén - - -
activado

Tabla 37. Condiciones experimentales optimizadas para los 5 métodos estudiados.
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18.2.1.2. Estudio de Recuperacion

El ensayo de recuperacion se realizé con una muestra de arroz, fortificada a 3
niveles de concentracion: 0,1; 0,25 y 0,5 mg/kg. Los mejores resultados se
obtuvieron empleando una modificacién del método de QUEChERS (método 5)
en la cual la suspension formada por el agua y el arroz molido, se extrae con
1% de HAc en ACN, MgSOQO, y acetato de sodio. La modificacion con respecto
al método QUEChERS acetato reportado consiste principalmente en que se
evita el uso de PSA para el clean-up, dado las caracteristicas acidas de alguno

0.(1%8759 | 3 Tabla 38 muestra una comparacién de

de los herbicidas en estudi
los % Rec. y los % RSD para las 3 de las 5 metodologias evaluadas a 1,5
mg/kg (método 3-5) que mostraron el mejor desempefo. Como se observa en
la Tabla 39, el método 5, que fue el seleccionado para realizar la validacién,
presentd un % Rec. en el rango de 87 a 96%, y % RSD entre 1 y 4%,
cumpliendo con los requerimientos de la DG SANCO.?*) Este método fue
luego aplicado con buenos resultados para el analisis de clomazone y propanil
mientras que el quinclorac no pudo ser validado por presentar bajos % Rec.,
una posible explicaciéon es que por su pKa, al pH del medio de extraccién,

presenta una baja solubilidad en el ACN y por lo tanto la eficiencia de

extraccion puede ser baja.

Herbicida Método 3 Método 4 Método 5
% Rec. (% RSD) % Rec. (% RSD) % Rec. (% RSD)

Bensulfurén-metil 26 (-) 78 (0,3) 91 (1)
Bentazone 17 (-) 81 (3) 87 (4)
Bispiribac sodio 11 (-) 83 (4) 96 (1)
Cihalofop-butil 58 (-) 77 (1) 92 (4)
Metsulfuréon-metil 13 (-) 80 (4) 89 (2)
Pirazosulfurén-etil 30 (-) 85 (2) 95 (1)

Tabla 38. Comparacion de los % Rec. y % RSD para 3 de los métodos testeados,
(n=5).
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Método 5
Herbicida 0,10 mg/kg 0,25 mg/kg 0,50 mg/kg

Bensulfurén-metil 66 (10) 87 (1) 75 (0,3)
Bentazone 48 (6) 73 (4) 70 (11)
Bispiribac sodio 52 (12) 85 (5) 69 (4)
Cihalofop-butil 78 (3) 80 (0,4) 81 (3)
Metsulfuron-metil 55(5) 75 (7) 73 (1)
Pirazosulfuron-etil 60 (11) 77 (1) 73 (2)
Clomazone 111 (12) 79 (1) 75 (2)
Propanil 84 (11) 69 (1) 65 (1)
Quinclorac N.D. (-) N.D. (-) 10 (11)

Tabla 39. % de Rec. y % RSD obtenidos durante la validaciéon del método 5, (n=5).
N.D.; No Detectado.

18.2.1.3. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

La repetitividad del método 5 fue menor que 12% para los tres niveles de
fortificaciéon estudiados. Mientras que la reproducibilidad, evaluada a partir del
analisis con 3 operarios diferentes, demostr6 que no existen diferencias

significativas en los resultados.

18.2.1.4. LOD y LOQ

Dado que el Reglamento Bromatolégico Nacional adopta los LMR del Codex
Alimentarius y éste no establece limites para estos herbicidas, se podria decir
que los resultados presentados en la Tabla 40, cumplen con la legislacion de

s (76,108

nuestro pai ) Sin embargo los LOQ son demasiado altos comparados con

los LMR fijados por la UE para arroz blanco por lo que se deberia utilizar una

técnica instrumental mas sensible para alcanzar LOQ mas bajos.?%%"%)

18.2.1.5. Linealidad

Todos los herbicidas mostraron comportamiento lineal, en el rango de 0,25-10

mg/kg, con r? mayores a 0,998 como se muestra en la Tabla 40.
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e — Ecuacion de calibracion
Bensulfurén-metil 0,08 0,25 y=53,387x—-2,6649 0,9973
Bentazone 0,08 0,25 y=101,4x-3,1521 0,9985
Bispiribac sodio 0,08 0,25 y=26,309x +4,5988 0,9924
Cihalofop-butil 0,03 0,10 y=43,646x —4,3396 0,9991
Metsulfuréon-metil 0,08 0,25 y=281,128x + 3,4755 0,9994
Pirazosulfurén-etii 0,08 0,25 y=065,457x +2,8877 0,9967
Clomazone 0,03 0,10 y=281,822x-2,714 0,9978
Propanil 0,03 0,10 y=110,5x-7,7573 0,9978

Tabla 40. Limites de deteccién, cuantificacién y linealidad de los diferentes herbicidas
obtenidos durante la validacion del método 5, QUEChERS modificado.

18.2.1.6. Analisis de muestras reales

Se analizaron 25 muestras de grano de arroz, en las que no se detecto
presencia de residuos de los 9 herbicidas evaluados por encima del LOD del

método 5.

18.2.2. Conclusiones parciales del método desarrollado mediante
LC-DAD

-Se desarroll6 una metodologia para el andlisis de herbicidas de post-

emergencia en arroz blanco mediante LC-DAD.

-Esta técnica sirve como insumo para el control de los residuos de los 9
herbicidas seleccionados si se toma como referencia el LMR fijado por el

Codex, tal como lo estipula el Reglamento Bromatolégico Nacional.
-El analisis de las muestra reales indica que los herbicidas utilizados en nuestro

pais para el cultivo de arroz no permanecen en el grano de arroz luego de su

procesamiento a los niveles de deteccion del método.
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18.3. Validacion de método de analisis de pesticidas en arroz blanco
mediante LC-QqQ/MS
18.3.1. Seleccion de los pesticidas

La seleccion de los analitos fue la misma que para el método desarrollado para
el analisis de aguas mediante LC-QqQ/MS. La Figura 55 muestra los TICs en
modo ESI positivo y negativo de un extracto de arroz blanco fortificado a 100

Mag/kg obtenidos en las condiciones descriptas en la seccién 10.5.2.
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Figura 55. Cromatograma de iones totales (TIC) de un extracto de arroz blanco a 100
Mag/kg obtenido con el método de QUEChERS original y analizado en las condiciones
descriptas en la seccién 10.5.2.

18.3.2. Validacioén de las metodologias en arroz blanco
La evaluacion de las cifras de mérito se realizd para los 4 métodos presentados
en la Tabla 41.

18.3.2.1. Seleccion de la cantidad de muestra

Segun la literatura la cantidad de muestra utilizada para el analisis de residuos

de pesticidas en cereales mediante el método QUEChERS varia entre 5-10 g.
(114,116,146,148,157,231)
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El arroz, por su composicion quimica puede ser considerado una matriz
compleja, donde una gran cantidad de componentes pueden ser co-extraidos
durante el proceso de extraccion y clean-up. En este trabajo se testaron 3
cantidades de muestra (5; 7,5y 10 g) para determinar las condiciones éptimas
de analisis de forma de llegar a un equilibrio entre la sensibilidad del método y
el efecto matriz.

La Figura 56 muestra la distribucién promedio de los pesticidas (en porcentaje)

para las 3 masas utilizadas con los 4 métodos estudiados.
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Figura 56. % Rec. promedio obtenido para cada una de las masas de muestra
testeadas (5; 7,5y 10 g) con los 4 métodos de extraccién y clean-up evaluados.

Como se observa en el gréfico trabajando a partir de 7,5 g de muestra se
obtienen en promedio, mejores resultados. Los % Rec. obtenidos a partir de la
extraccibn de 5 g de muestra son en general menores, pero igualmente
aceptables, para las 4 metodologias. Sin embargo para algunos pesticidas
relevantes en cultivos de arroz, como el fungicida epoxiconazol en los métodos
A3 y A4 y el propanil en los métodos A2 y A3 trabajando con 5 g de muestra los

% Rec. no cumplen con los requerimientos de la DG SANCO.
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Para 10 g de muestra las recuperaciones son menores que las obtenidas para
5 0 7,5 g y ademas como se explica en la seccion 18.3.2.7, la cantidad de
componentes co-extraidos es mayor. Por esta razon la validacién de los
metodos se realizé6 a partir de 7,5 g de muestra ya que muestra el mejor
compromiso entre los % Rec. y la cantidad de co-extractivos provenientes de la

matriz.

18.3.2.2. Ensayos de Recuperacion
18.3.2.3. Métodos de extraccion y clean-up

Los estudios de recuperacion se realizaron a partir de una muestra de arroz
blanco en dos niveles de concentracion 10 y 300 ug/kg, para los 4 métodos
estudiados, basados en el método de QUEChERS; QUuUEChERS original
(método A1), QUEChERS citrato con y sin clean-up (método A2 y A3) y
QUuEChERS acetato sin clean-up (método A4), para las 3 cantidades de
muestra mencionadas. La Tabla 42 muestra las principales diferencias en las

condiciones de extraccion de los métodos evaluados.

Método A1 Método A2 Método A3 Método A4 Método A5
(AB y AP) (AB y AP) (AB) (AB) (AP)
15mL 1% HAc 15 mL 1% HAc
Solvente 15 mL ACN 15 mL ACN 15 mL ACN en ACN en ACN
4 g MgSO, 4 g MgSO,
1 g NaCl 1 g NaCl
Sating:  agugso, 19Zialode T9dimode  Tolgso. T lgso.
out 1 g NaCl _ - ’ ’
dihidratado dihidratado NaOAc-3H,0 NaOAc-3H,0
0,5¢ 0,5¢
sesquihidrato  sesquihidrato
300 mg K/I508rgg 750 mg
Clean-up MgSO, 150 r%g P48A 1 g MgSO, 1 g MgSO, MgSO,
100 mg PSA 150 mg C-18 250 mg PSA
pH del
extracto 8,4 8,0 4.1 6,3 -
final

Tabla 41. Condiciones experimentales para los 4 métodos estudiados. AB; arroz
blanco, AP; arroz paddy.
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En la Tabla 42 se presentan los resultados obtenidos de % Rec. y % RSD para
75 g de muestra. ElI método A4 permite analizar 36 pesticidas
satisfactoriamente. Otros 5 pesticidas; Imazapic, Imazaquin, Imazapir,
iprodiona y quinclorac, presentaron dificultades con esta metodologia, sin
embargo se podrian analizar con alguno de los otros métodos evaluados. Los
métodos A1, A2 y A3 presentaron buenos % Rec. y % RSDs para mas de 30
pesticidas.

Los compuestos kresoxim metil y cihalofop butil presentaron % Rec buenos a
300 ug/kg, pero como se explica en la seccidén 18.3.2.5 de este experimento no
pudieron ser analizados a 10 ug/kg por su elevado LOD.

Para el caso de las imidazolinonas (imazapic, imazapir, imazaquin, pKa ~ 1,9-
3,8) ®® muy usados en cultivos de arroz, se esperaban mayores % Rec. en los
métodos sin adicion de PSA (métodos A3 y A4), debido a la capacidad del PSA
de retener compuestos acidos. Sin embargo esta teoria no se corroboré
experimentalmente. En la Tabla 42 se observa que las imidazolinonas
presentaron buenas recuperaciones con el método A3 sin embargo, el método
A4 no cumplié con los requerimientos de la DG SANCO. Por otro lado, como se
presenta en la seccion 18.3.2.7, estos pesticidas no muestran efecto matriz y la
relacion S/N se encuentra en el rango 6-60, por lo que una posible explicacion
de la diferencia en los porcentajes de recuperacion de ambos métodos puede
ser el pH de extracciéon, dado que el pH del extracto final del método A3 es 4,1
y el del método A4 es 6,3.

Asi mismo, el método A1, que incluye una etapa de clean-up con PSA,
presenta mejores resultados para estos herbicidas que el método A2. Una
posible explicacién podria ser que la cantidad de PSA (100 mg) compitiendo
con los componentes co-extraidos del arroz (acidos grasos y otros acidos
organicos) es relativamente baja, mientras que en el método A2 la cantidad de
PSA (150 mg) interaccionando con las funciones acidas de los herbicidas es
mayor, con la consiguiente disminucion en los % Rec. Ademas estos herbicidas
presentaron un efecto matriz importante, alrededor del 40% con el método A2,
lo que también podria afectar la recuperacion de dichos compuestos.

El quinclorac solo presentd buenas recuperaciones con el meétodo A3. En

principio se esperaba que con los métodos en los cuales no se utilizé PSA para
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el clean-up, método A3 y A4, se obtuvieran buenos resultados, pero solamente
el método A3 dio buenos % Rec. para este herbicida. Una posible explicacion
es la diferencia en el pH del medio de extraccion de ambos métodos. El pH del
método A3 fue 4,1 mientras que el pH del método A4 fue 6,3. El quinclorac
posee un pKa de 4,34, por lo que al pH del método A3 se encuentra
principalmente en su forma neutra y por lo tanto se favorece la solubilidad en
ACN. De todas formas, como fue discutido en el método desarrollado para
aguas mediante LC-QqQ/MS, no fue posible confirmar este herbicida por no
presentar las 2 transiciones necesarias para su correcto analisis.

En resumen, los métodos A1 y A4 presentaron el mejor desempeno para el
andlisis de los pesticidas seleccionados, excepto para los herbicidas

imidazolinonas en donde el método A3 presentd los mejores resultados.
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Pesticid Método A1 Método A2 Método A3 Método A4
esticidd 10 pg/kg 300 ng’/kg 10 ug/kg 300 ug/kg 10 pg/kg 300 pg/kg 10 pg/kg 300 pg/kg

Azimsulfurén 87 (3) 102 (2) 109 (13) 77 (9) 109 (19) 95 (10) 103 (12) 91 (4)
Azoxistrobin 113 (6) 100 (2) 109 (14) 91 (4) 102 (13) 94 (7) 95 (4) 90 (1)
Bensulfurén-metil 83 (10) 102 (2) 97 (15) 76 (11) 113 (14) 95 (11) 106 (14) 85 (3)
Bentazone 86 (8) 99(1) 83 (5) 78 (4) 92 (6) 83 (6) 75 (7) 76 (3)
Bispiribac sodio 51 (37) 100 (6) 82 (22) 81 (20) 62 (14) 87 (6) 84 (27) 68 (3)
Bromacilo 108 (12) 99 (3) 111 (11) 94 (5) 113 (10) 97 (10) 96 (5) 88 (1)
Carbaril 107 (7) 103 (14) 115 (5) 97 (7) 95 (14) 99 (8) 108 (14) 90 (2)
Carbendazim 98 (7) 99 (3) 115 (8) 85 (4) 82 (8) 86 (10) 88 (4) 81 (1)
Carbofuran 129 (6) 96 (7) 128 (11) 94 (3) 99(17) 90 (10) 118 (12) 85 (3)
Clomazone 104 (5) 103 (7) 111 (11) 87 (6) 105 (11) 78 (14) 93 (7) 78 (6)
Cihalofop-butil NA 92 (14) NA 90 (14) NA 84 (14) NA 81 (11)
Diflubenzurén 119 (10) 105(6) 95 (8) 91 (6) 61 (24) 59 (5) 84 (13) 76 (7)
Dimetoato 103 (7) 98 (3) 97 (9) 89 (4) 106 (20) 91 (10) 86 (13) 86 (2)
Edifenfos 123 (6) 111 (8) 86 (16) 85 (6) 48 (24) 63 (8) 75 (15) 68 (4)
Epoxiconazol 101 (9) 101 (2) 102 (18) 86 (5) 67 (10) 66 (11) 74 (12) 71 (8)
Etiofencarb 103 (5) 99 (3) 98 (9) 90 (5) 93 (9) 89 (10) 88 (3) 79 (5)
Fluroxipir 99 (4) 100 (2) 38 (34) 29 (19) 118 (20) 77 (10) 78 (20) 48 (7)
Flutolanil 115 (9) 102 (2) 106 (10) 96 (3) 90 (10) 83 (7) 94 (4) 86 (1)
Imazapic 42 (11) 66 (8) 42 (11) 31 (14) 82 (13) 88 (3) 66 (8) 50 (2)
Imazapir 33 (22) 30 (7) 33 (22) 24 (14) 75 (12) 85 (3) 29 (7) 29 (5)
Imazaquin 43 (15) 60 (12) 43 (15) 34 (15) 80 (12) 79 (10) 60 (12) 58 (2)
Imazosulfurén 78 (14) 102 (2) 96 (16) 71 (13) 94 (10) 85 (11) 91 (18) 83 (5)
Imidacloprid 97 (8) 100 (1) 109 (6) 89 (8) 91 (12) 91 (11) 121 (5) 88 (3)
Iprodiona 90 (7) 98 (5) 99 (15) 84 (4) 73 (19) 81 (7) 66 (18) 69 (7)
Kresoxim-metil NA 106 (5) NA 83 (8) NA 71 (6) NA 75 (4)
Malation 117 (5) 101 (6) 108 (15) 90 (2) 70 (5) 80 (7) 92 (4) 84 (2)
Metsulfurén-metil 70 (9) 100 (3) 88 (12) 70 (11) 115 (15) 91 (8) 101 (9) 85 (7)
Molinato 87 (17) 124 (18) 51 (16) 52 (4) 64 (5) 68 (5) 80 (20) 66 (20)
Oxidemeton-metil 106 (9) 101 (2) 109 (15) 89 (4) 95 (15) 99 (8) 90 (6) 87 (4)
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Picoxistrobin 117 (5) 107 (2) 90 (16) 85 (5) 49 (9) 70 (7) 75 (4) 79 (3)
Propanil 101 (9) 101 (1) 89 (9) 95 (5) 77 (6) 82 (1,3) 86 (5) 84 (2)
Propiconazol 105 (3) 104 (2) 123 (7) 81 (9) 60 (28) 64 (11) 72 (12) 59 (4)
Pirazosulfurén-etil 114 (11) 102(2) 107 (15) 78 (7) 94 (16) 91 (8) 95 (11) 86 (5)
Piridafention 85 (8) 101 (3) 87 (13) 77 (13) 69 (7) 83 (12) 104 (12) 81 (4)
Quinclorac 56 (10) 42 (6) 56 (17) 41 (17) 96 (20) 71(9) 32 (6) 56 (10)
Tebuconazol 118 (6) 102 (5) 102 (8) 79 (4) 60 (6) 67 (18) 91 (14) 69 (9)
Tebufenozide 88 (9) 106 (3) 98 (12) 92 (4) 54 (12) 74 (6) 76 (8) 78 (2)
Tiacloprid 113 (2) 101 (1) 123 (11) 92 (4) 91 (10) 92 (11) 121 (14) 90 (2)
Tiametoxam 102 (11) 99 (3) 118 (16) 88 (4) 102 (24) 91 (11) 97 (11) 90 (3)
Tiofanato-etil 119 (17) 118 (18) 58 (19) 84 (10) 104 (16) 103 (10) 105 (13) 111 (3)
Triadimefén 103 (18) 102(4) 89 (9) 85 (2) 75 (6) 74 (11) 83 (13) 80 (8)
Triadimenol 118 (8) 100 (4) 99 (8) 88 (4) 88 (12) 87 (8) 87 (10) 85 (4)
Triciclazol 101 (3) 102 (2) 111 (3) 88 (3) 112(8) 89 (10) 101 (3) 83 (2)

Tabla 42. % Rec. y % RSD obtenidos mediante LC-QqQ/MS para todos los pesticidas seleccionados en arroz blanco para los 4 métodos
estudiados a 10 y 300 ug/kg usando 7,5 g de muestra, (n=5).
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18.3.2.4. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

La repetitividad obtenida para los 4 métodos se presenta en la Tabla 42. En
general fue menor a 20% para todos los pesticidas estudiados excepto para el
bispiribac sodio que present6 valores mayores con los métodos A1, A2 y A4 a
10 yg/kg. Los % RSD obtenidos a 10 pg/kg fueron mayores que a 300 ug/kg.
La reproducibilidad intra-laboratorio se evalué a partir del analisis en diferentes

dias, y se observaron %RSD en el rango 10-22%.
18.3.2.5. LOD y LOQ

Los LODs se estimaron para los 4 métodos evaluados y fueron del mismo
orden. De los 43 pesticidas en estudio 27 presentaron LODs en el rango de 2,5
a 5 yg/kg, 14 compuestos presentaron un LOD de 10 ug/kg. Para todos estos
el valor mas alto de LOQ observado fue 10 pg/kg y no se observaron
diferencias entre los distintos métodos evaluados. Estos resultados cumplen
con los niveles exigidos por la regulacion europea (EC) No. 299/2008.279

Solo cihalofop-butil y el kresoxim-metil presentaron LOD mayores a 50 pg/kg.
El valor de LOD y LOQ del kresoxim metil fue 53 pg/kg. Mientras que el
cihalofop butil pudo ser cuantificado solo a partir del nivel de 250 ug/kg. Estos
altos LOD se pueden deber a una baja respuesta en las condiciones de
electrospray seleccionadas, con las cuales no se obtuvo una sefial de

confirmacion intensa.

18.3.2.6. Linealidad

La cuantificacion de los analitos de interés fue realizada a partir de una curva
de calibracion en el rango 5-500 ug/kg en matriz para todos los 4 métodos del
estudio. Todos los pesticidas presentaron una linealidad aceptable, con r’=
0,998.
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18.3.2.7. Efecto Matriz

Dado la complejidad de la matriz, el efecto de esta se evalu6 de forma
cuantitativa y cualitativa utilizando LC-TOF/MS en full scan. El estudio
cualitativo permite el analisis del perfil de los co-extractivos presentes en los

diferentes extractos para cada uno de los métodos testeados.
Efecto matriz mediante LC-QqQ/MS

La mayoria de los pesticidas presentaron efecto matriz ya sea aumento o
supresion de la sefial, por lo que para evitar errores durante la cuantificacion
ésta se realiz6 a partir de la curva de calibracién en matriz, de acuerdo a lo que
estipula la DG SANCO.?%®)

Como se muestra en la Tabla 43 el método A3 mostré una supresion de la
sefial en el 90% de los compuestos estudiados. Mientras que el método A4 fue
el que presenté mayor cantidad de pesticidas sin efecto matriz (EM < + 25%).
Con los métodos A1 y A2 se observa aumento y/o supresion de la senal
dependiendo del pesticida. Todos estos resultados demuestran que en general
existe efecto matriz en arroz blanco y que dicho efecto esta influenciado por el

compuesto y por el método de extraccion.

Pesticida Método A1 Método A2 Método A3 Método A4
Azimsulfurén -13 -58 -47 -7
Azoxistrobin -0,7 -23 -36 -2
Bensulfurén-metil -13 -50 -50 -2
Bentazone 9 -5 -7 -0,2
Bispiribac sodio -32 9 -42 -2
Bromacilo 3 -4 -33 10
Carbaril 24 -54 -33 -0,8
Carbendazim -2 -12 -29 4
Carbofuran 8 -21 -39 6
Clomazone 2 -28 -33 17
Cihalofop-butil -1 -19 -51 4
Diazinon 21 21 -29 17
Difenoconazol 30 52 -56 25
Diflubenzuréon 35 2 -51 32
Dimetoato 2 -15 -34 -4
Edifenfos 20 -3 -48 11
Epoxiconazol 9 21 -40 14
Etiofencarb 6 -53 -24 0,2
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Fipronil
Fluroxipir
Flutolanil
Imazapic

Imazapir
Imazaquin

Imazosulfurén
Imidacloprid
Iprodiona
Kresoxim-metil
Malation

Molinato
Picoxistrobin

Pirimifos-metil
Procloraz
Propanil
Propaquizafop
Propiconazol
Piraclostrobin
Piridafention
Quinclorac
Quinoxifen
Spiroxamina
Tebuconazol
Tebufenozide
Temefés
Tiacloprid
Tiametoxam
Tiofanato-etil
Triadimefén
Triadimenol
Tricyclazol
Trifloxistrobin
Triflumizol
Triflumurén
2,4D

Metsulfurén-metil
Oxydemeton metil

Pirazosulfurén-etil

3,4-dicloroanilina

25

31
4

-15

13

-30

-7
-1

-6

15
33

-13
48

18
4
27

24
30
22
15
16

40
15
19

41

-42
16
11

25
27
24
-0,1

Tabla 43. Efecto matriz de los pesticidas para los 4 métodos estudiados utilizando 7,5

g de arroz blanco.
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Estudio de los co-extractivos mediante LC-TOF/MS

La cantidad de co-extractivos obtenidos durante el proceso de extraccion de
una muestra es un factor importante a determinar durante el desarrollo de una
metodologia porque puede afectar su performance y también condicionar el
mantenimiento del instrumento y la columna cromatografica. La complejidad de
algunas matrices tiende a disminuir la vida util de las columnas cromatograficas
y de los sistemas de inyeccion, e incluso puede provocar problemas en los

239 Una de las posibles

sistemas de ionizacién y deteccién de los instrumentos.!
soluciones para evitar estos problemas es obtener el extracto a analizar lo mas
“limpio” posible, pero en el caso del analisis cuantitativo, esto a veces es un
inconveniente ya que para esto es necesario aumentar el pre-tratamiento de la
muestra con la consecuente disminucion del % Rec. Para esto se debe llegar a
un compromiso entre la “cantidad de muestra en el extracto final” y los LOD y
% Rec requeridos. En estos casos una solucion razonable es tratar de
introducir la menor cantidad de componentes en el instrumento.

En este trabajo se evaluaron los perfiles cromatograficos obtenidos para los 4
métodos estudiados y las diferentes cantidades de muestra a 300 ug/kg. En
general se observo que, la cantidad de co-extractivos en el extracto final
aumenta a medida que aumenta la masa de muestra utilizada, para los 4
métodos evaluados. Sin embargo esta tendencia no es directamente
proporcional y podria deberse a un comportamiento no lineal de la solubilidad
de los componentes o a umbrales de competencia entre las interferencias y los
analitos durante el proceso de ionizacion.!"%¥

Al comparar un método para las 3 masas de muestra evaluadas (5; 7,5y 10 g)
que implica una concentracion de 0,33; 0,5y 0,66 g de muestra/mL de extracto,
se obtuvieron diferentes resultados dependiendo de la cantidad de muestra
usada. La Figura 57 muestra el TIC obtenido para el método A4 para las
diferentes cantidades de muestra. Como se puede observar los TIC para 5y
7,5 g son similares aunque 7,5 g presenta una mayor cantidad de co-
extractivos. Mientras que el TIC correspondiente a 10 g de muestra presenta
claramente una mayor cantidad de co-extractivos, sin embargo no existe una

relacion lineal entre la masa usada y la intensidad de los perfiles obtenidos.
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Como se mencioné anteriormente, esto puede deberse a que mayores
cantidades de muestra producen un mayor numero de iones que saturan el

detector, pudiendo ser este comportamiento no lineal.
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Figura 57. Estudio de los co-extractivos mediante LC-TOF/MS. Cromatograma de
iones totales a 300 pg/kg obtenido usando el método A4, con los 3 tamarfios de
muestra evaluados: 5 (linea verde); 7,5 (linea azul) y 10 g (linea roja).

De acuerdo a la Figura 58, trabajando con 7,5 g de arroz blanco se obtienen
extractos mas limpios con los métodos A2 y A4 mientras que el método A1
presenta extractos mas sucios. El TIC obtenido con el método A3 varia a lo
largo del cromatograma; hasta un tiempo de 8 min presenta una mayor
concentracion de co-extractivos, mientras que al final del cromatograma el perfil
obtenido es similar al de los otros métodos.

Era de esperar que para los métodos A1 y A2 que incluyen etapas de clean-up
se observara una menor cantidad de co-extractivos. Estas suposiciones se
confirmaron en el caso del método A2 pero no para el método A1; incluso el
método A4, que no involucra una etapa de clean-up mostré un cromatograma
mas limpio que el del método A1. Una posible explicacion de este
comportamiento son las diferencias en el pH del extracto final en cada uno de
los métodos. ElI pH obtenido en el método A1 fue 8,4 mientras que el del
método A4 fue 6,3, por lo que se podria decir que el pH basico del método A1
podria influenciar la co-extraccién de componentes de la matriz, aumentando la
complejidad del cromatograma.’%%

Por otro lado se encontraron diferencias en los perfiles obtenidos para los
métodos A1y A2, a pesar de que el pH luego del clean-up es similar en ambas

metodologias (aproximadamente 8), el clean-up del método A2 involucra el uso
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de C-18, que interacciona con compuestos lipofilicos y otros componentes de la

matriz, pudiendo ser ésta la causa de las diferencias en los perfiles obtenidos.

%107

oAt b

Figura 58. Estudio de los co-extractivos mediante LC-TOF/MS. Cromatograma de
iones totales a 300 pg/kg obtenido a partir de 7,5 g de muestra con los 4 métodos
evaluados: método A1 (linea verde); método A2 (linea azul), método A3 sin clean-up
(linea roja) y método A4 (linea negra).

Por ultimo se compararon los métodos método A2 y A3 que se corresponden a
los métodos QUEChERS citrato con y sin clean-up respectivamente.
Basicamente, los resultados muestran como era de esperar, perfiles mas
complejos para las tres cantidades de muestra evaluadas en el método que no

134.153,194) Curiosamente, como se observa en

utiliza clean-up con C-18 y PSA.(
la Figura 59 donde se comparan los co-extractivos obtenidos con ambos
meétodos, a partir de los 11 min en el cromatograma obtenido con el método A2,
se observa una mayor concentracion de co-extractivos que con el método A3.
Esto se puede deber a diferencias en el pH durante la extraccién (pH 8 para el
método A2 vs. pH 6,4 para el método A3). De acuerdo a lo discutido en la
Figura 58, pH altos proveen extractos mas complejos por lo que podria ser que
algunos componentes se extraen cuando el pH es cercano a 8 y no cuando el

pH es mas bajo.
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Figura 59. Estudio de los co-extractivos mediante LC-TOF/MS. Cromatograma de
iones totales a 300 ug/kg obtenido a partir de 7,5g de muestra con el método A2 (linea
negra) método A3 (linea roja).

18.3.2.8. Analisis de muestras reales

Se realizd el analisis de 19 muestras reales comerciales de diferente
procedencia con los métodos A1, A2 y A4. Se utilizaron varios métodos por la
diferente capacidad que mostraron para la determinacion de los pesticidas.

De las 19 muestras analizadas se detectaron los siguientes compuestos: el
herbicida quinclorac en 2 muestras, el fungicida tebuconazol en 5 muestras, el
imidacloprid en 3 muestras y el carbendazim en 1 muestra. Salvo el quinclorac,
que no pudo ser confirmado por la ausencia de una segunda transicién en el
método desarrollado, los demas compuestos fueron determinados sin
inconvenientes. La Figura 60 muestra la concentracion promedio encontrada

en arroz blanco de los pesticidas antes mencionados.
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Figura 60. Concentracién promedio de los pesticidas detectados en muestras de arroz
blanco. Las barras indican la concentracién maxima encontrada.

18.3.3. Conclusiones parciales de los resultados obtenidos para
arroz blanco mediante LC-QqQ/MS y LC-TOF/MS

-La comparacion de las 4 metodologias basadas en el método QUEChERS
mostré que ninguno de los métodos evaluados permite cubrir el analisis de
todos los pesticidas seleccionados. Por lo que a la hora del andlisis es

necesario definir los pesticidas de interés para la seleccién del método.

-Con respecto a la cantidad de muestra a utilizar para el analisis, tanto con 5 g
como con 7,5 g de muestra se obtienen buenos resultados, siendo mejores con
7,5 g. Ademas, el uso de 7,5 g no presenta un gran aumento de co-extractivos
en comparacion con los generados con 5 g. Por lo que para arroz blanco el uso

de 7,5 g de muestra es indicado.
-El estudio cuantitativo del EM se complementé realizando la determinacién por

LC-TOF/MS de los co-extractivos y evaluando cualitativamente los perfiles

obtenidos segun la cantidad de masas y el método evaluado.
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-La metodologia desarrollada fue aplicada para la determinacion de muestras
reales en las que se detectaron diversos pesticidas utilizados en cultivos de

arroz; tebuconazol, imidacloprid y carbendazim.

18.4. Validacion de método de analisis de pesticidas en arroz
paddy mediante LC-QqQ/MS

18.4.1. Seleccion de los pesticidas

La seleccion de los analitos fue la misma que para el método desarrollado para
el analisis de aguas mediante LC-QLIT/MS. La Figura 61 muestra los TICs en
modo ESI positivo y negativo de un extracto de arroz blanco fortificado a 100

Mg/kg obtenidos en las condiciones descriptas en la seccién 10.5.2.
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Figura 61. Cromatograma de iones totales a 100 ug/kg en extracto de arroz paddy
obtenido con el método A1 y analizado con el método en descripto en la seccion
10.5.2

18.4.2. Validacioén de la metodologia en arroz paddy
18.4.2.1. Seleccion de la cantidad de muestra

Los resultados presentados durante la seleccion de la cantidad de muestra
para arroz blanco, determinaron que los % Rec. fueron muy aceptables para
7,5 g y relativamente aceptables para 5 g. Dada la complejidad de la muestra
de arroz paddy y en base a los resultados obtenidos para arroz blanco se
decidié utilizar 5 g de arroz paddy para la validacion de la metodologia. De esta

forma se espera que el uso de una menor cantidad de muestra brinde
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resultados aceptables con menor cantidad de co-extractivos en el extracto final

y un menor efecto matriz.

18.4.2.2. Estudio de Recuperacion
18.4.2.2.1. Métodos de extraccion y clean-up

Dada la complejidad de la muestra y la experiencia previa de los resultados
obtenidos para arroz blanco se realizaron estudios preliminares en los cuales
se testearon los mismos métodos evaluados para arroz blanco, método A1, A2,
A3 y A4 y ademas se incorporo el método QUEChERS acetato (A5), todos
descriptos en la Tabla 41.

Estos estudios preliminares mostraron que los métodos que no incluian una
etapa de clean-up; A3 y A4 presentaban malas recuperaciones y altos % RSD.
Por lo que se continué el estudio con los otros 3 métodos.

Los estudios de recuperacion se realizaron a partir de una muestra de arroz
fortificada a 20 y 200 pg/kg para los 3 métodos evaluados; A1, A2 y A5. Como
se presenta en la Tabla 44 solamente 46 de los 66 pesticidas seleccionados
presentaron buenos % Rec. con alguno de los métodos estudiados. El 2,4 D,
triflumurdn, triflumizol, trifloxistrobin, tiofanato-etil, tebufenozide, piraclostrobin,
propiconazol, procloraz, molinato, imazaquin, imazapir, imazapic, etiofencarb,
edifenfos, diflubenzurén, difenoconazol y 3,4-dicloroanilina fueron excluidos de
la validacion por presentar bajas recuperaciones con todos los métodos
evaluados. Comparando estos resultados con los obtenidos para arroz blanco
existen diferentes situaciones. Como se discuti®é en la seccion 18.3.2.2, las
imidazolinonas, en arroz blanco presentaban buenas recuperaciones solo con
el método A3, que como se explico anteriormente fue descartado en los
estudios preliminares. Otros pesticidas como el triflumurédn, triflumizol,
trifloxistrobin, difenoconazol, piraclostrobin, procloraz y 3,4-dicloroanilina
presentaron bajos % Rec. al igual que en arroz blanco. Por lo que se podria
decir que las condiciones de extraccion y clean-up evaluadas no son
adecuadas para el anadlisis de estos compuestos en ambos tipos de arroz.

Finalmente, el tiofanato-etil, tebufenozide, propiconazol, etiofencarb, edifenfos y
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diflubenzurén presentaron % Rec. no aceptables y menores a los obtenidos
para arroz blanco.

El quinclorac, al igual que en arroz blanco solo presentd % Rec. aceptables con
el método A2.

Para aquellos pesticidas que presentaron porcentajes de recuperacion

aceptables, las RSDs fueron en general menor que 20%.
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Método A1 Método A2 Método A5
. % Rec. % Rec. % Rec. (% % Rec. % Rec. % Rec.
Pesticidas (% RSD) (% RSD) RSD) (% RSD) (% RSD) (% RSD)
20 pglkg I
Azimsulfurén 91 (19) 100 (13) 70 (6) 84 (12) 84 (9) 86 (5)
Azoxistrobin 101 (7) 89 (3) 88 (2) 100 (6) 92 (13) 70 (3)
Bendiocarb 74 (7) 94 (12) 71 (3) 105 (3) 105 (8) 86 (5)
Bensulfuron-metil 98 (11) 112 (6) 75 (8) 87 (4) 90 (10) 86 (5)
Bentazone 80 (9) 95 (6) 73 (6) 102 (7) 72 (4) 89 (1)
Bispiribac sodio 105 (15) 102 (9) 118 (21) 86 (17) 92 (19) 96 (20)
Bromacilo 83 (9) 111 (8) 87 (3) 91 (6) 81 (4) 71.(5)
Carbaril 77 (5) 102 (15) 83 (6) 89 (8) 78 (7) 68 (9)
Carbendazim 97 (11) 94 (9) 75 (6) 86 (4) 34 (6) 76 (4)
Carbofuran 87 (10) 116 (5) 80 (6) 108 (3) 83 (8) 88 (3)
Clorotolurén 74 (10) 88 (5) 81 (5) 101 (3) 68 (7) 75 (2)
Clomazone 115 (9) 88 (5) 91 (7) 102 (6) 62 (3) 66 (5)
Ciproconazol 124 (19) 91 (16) 67 (10) 113 (27) 65 (11) 45 (5)
Diazinén 70 (14) 77 (10) 59 (14) 31 (21) 75 (10) 80 (8)
Dietofencarb 84 (8) 109 (4) 87 (8) 97 (3) 68 (6) 59 (3)
Difenoxurén 75 (9) 94 (2) 97 (5) 102 (20) 67 (9) 64 (3)
Dimetoato 75 (11) 104 (6) 80 (7) 94 (5) 85 (2) 87 (5)
Diurén 74 (67) 99 (8) 95 (6) 105 (2) 67 (4) 72 (3)
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Epoxiconazol 69 (11) 77 (1) 65 (6) 67 (9) 77 (14) 74 (17)
Fenobucarb 76 (7) 95 (12) 86 (7) 101 (3) 69 (6) 64 (3)
Fenuron 72 (11) 92 (3) 89 (6) 103 (6) 90 (8) 89 (7)
Flutolanil 82 (6) 103 (5) 84 (3) 92 (5) 48 (11) 33 (7)
Imazosulfurén 90 (14) 90 (10) 77 (10) 72 (22) 98 (6) 91 (13)
Imidacloprid 72 (11) 109 (10) 86 (6) 93 (8) 91 (16) 81 (3)
Iprodiona 84 (7) 84 (11) 69 (19) 70 (4) 63 (8) 64 (18)
Isoprocarb 74 (6) 111 (9) 92 (8) 105 (4) 80 (10) 78 (4)
Isoprotiolane 71 (5) 70 (7) 83 (12) 83 (6) 42 (10) 37 (2)
Isoproturén 76 (8) 98 (5) 76 (2) 105 (4) 72 (4) 85 (3)
Malation 75 (3) 105 (9) 69 (4) 94 (7) 58 (1) 50 (4)
Metsulfuréon-metil 69 (9) 65 (8) 62 (16) 52 (28) 82 (11) 86 (6)
Oxidemeton-metil 92 (7) 93 (4) 73 (8) 97 (5) 86 (8) 99 (4)
Picoxistrobin 71 (9) 61 (9) 72 (2) 72 (7) 17 (18) 17 (21)
Pirazosulfurén-etil 84 (11) 88 (6) 65 (10) 65 (15) 99 (16) 79 (11)
Pirimicarb 89 (13) 107 (4) 89 (7) 106 (3) 94 (4) 94 (4)
Pirimifés-metil 48 (17) 43 (15) 82 (8) 95 (18) 86 (20) 89 (5)
Piridafention 75 (4) 94 (5) 90 (6) 84 (8) 47 (11) 41 (8)
Promecarb 79 (5) 95 (8) 77 (5) 100 (5) 60 (8) 54 (3)
Propanil 87 (14) 94 (12) 79 (6) 86 (8) 79 (2) 51 (2)
Quinclorac 31 (5) 55 (10) 73 (11) 66 (6) N.D. N.D.
Spiroxamina 44 (16) 52 (10) 106 (3) 66 (3) 78 (17) 75 (21)
Tebuconazol 65 (14) 67 (11) 69 (23) 69 (8) 48 (20) 41 (20)
Tiacloprid 95 (11) 93 (11) 86 (2) 77 (8) 62 (8) 65 (6)
Tiametoxam 91 (8) 83 (7) 82 (8) 97 (7) 85 (5) 102 (2)
Triadimefén 89 (9) 87 (7) 73 (9) 86 (5) 52 (6) 33 (10)
Triadimenol 85 (11) 85(11) 93 (8) 89 (7) 48 (10) 45 (7)
Triazofés 61 (5) 62 (12) 79 (4) 79 (8) 42 (18) 43 (7)
Triciclazol 85 (10) 77 (4) 78 (7) 80 (6) 88 (7) 77 (3)

Tabla 44. % Rec. y % RSD obtenidos mediante LC-QqQ/MS para todos los pesticidas seleccionados en arroz paddy con los 3 métodos
estudiados a 20 y 200 ug/kg, (n=5). N.D.; No Detectado. Pesticidas en negrita: analizados en modo negativo.
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18.4.2.3. Repetitividad y Reproducibilidad intra-laboratorio

La repetitividad obtenida para los 4 métodos se presenta en la Tabla 44. En
general fue menor a 20% para todos los pesticidas estudiados. La
reproducibilidad se evalu6 a partir del analisis en diferentes dias, observandose
% RSD en el rango 8-20%.

18.4.2.4. LODy LOQ

Los LODs se estimaron para todos los métodos evaluados, observandose
LODs del mismo orden de concentracion entre los diferentes métodos. De los
66 compuestos seleccionados 45 presentaron LODs en rango 2,5 a 5 pg/kg lo
que cumple con los niveles exigidos por la regulaciéon (EC) No. 299/2008.279
Ademas en ese rango de concentraciones la transicion de cuantificacion mostro
una S/N mayor que 10 por lo que se fijé dicha concentracién como el LOQ. El

resto de los pesticidas presentaron LODs mayores a 10 ug/kg.

18.4.2.5. Linealidad

Todos los pesticidas presentaron una linealidad aceptable, con r’ 0,998, tanto

en solvente como en matriz, en el rango 5-500 pg/kg.

18.4.2.6. Efecto Matriz

Al igual que para arroz blanco y dada la complejidad del arroz paddy, se evalu6

el efecto de la matriz de forma cuanti y cualitativa.
Efecto matriz mediante LC-QqQ/MS

La mayoria de los pesticidas presentaron efecto matriz ya sea aumento o
supresion de la sefial, por lo que para evitar errores durante la cuantificacion,
ésta se realiz6 a partir de la curva de calibracién en matriz, de acuerdo a lo que
estipula la DG- SANCO.?%)
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El efecto matriz predominante fue el de supresion de la sefal. Como se
muestra en la Figura 62 el método A5 fue el que presenté menor EM, donde 30
pesticidas presentaron un efecto matriz < 25%. Algunos pesticidas, como el
tebuconazol, pirimifés-metil, iprodiona, epoxiconazol, diazindn y ciproconazol,
presentaron un EM importante, para los tres métodos evaluados, pudiendo en
algun caso ser el causante del bajo % Rec. obtenido. Algunos de los pesticidas
excluidos de la validacion por presentar bajos % Rec., tales como
propaquizafop, piraclostrobin, triflumizol, entre otros presentaron un EM muy

elevado, en el rango 65 a 80%.

825
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Figura 62. Comparacion del efecto matriz, en arroz paddy de los métodos evaluados,
expresado en n° de pesticidas.

Estudio de los co-extractivos mediante LC-TOF/MS

Se evaluaron los perfiles cromatograficos obtenidos para 2 de los métodos
estudiados, A1 (negro) y A2 (azul) con el fin de evaluar los co-extractivos
presentes en el extracto final en diferentes condiciones. (Figura 63).

A partir de los cromatogramas se deduce que el extracto obtenido con el
método A1 presenta una mayor cantidad de co-extractivos. Una posible
explicacion es el uso de C-18 en el método citrato durante la etapa de clean-up,
que contribuye a una disminucién de interferentes, en particular compuestos

lipofilicos.
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Figura 63. Estudios de los co-extractivos mediante LC-TOF/MS. Cromatogramas de
iones totales obtenido para 5 g de arroz paddy mediante el método A1 (negro) y A2
(azul).

18.4.2.7. Analisis de muestras reales

Se realizo el analisis de 3 muestras reales; una muestra presenté tebuconazol
a 23 + 3 pg/kg y otra se detectd tebuconazol a 16 + 2 pg/kg, un fungicida muy

utilizados en cultivos de arroz.

18.4.3. Conclusiones parciales de los resultados obtenidos para
arroz paddy mediante LC-QqQ/MS

-La comparaciéon de las diferentes metodologias basadas en el método
QUEChERS demostré que el arroz paddy es una matriz muy compleja por lo

que solamente se utilizaron métodos de extraccion con clean-up.

-Muchos de los pesticidas validados para arroz blanco no cumplieron con los
requerimientos de la DG-SANCO por lo que no pudieron incluirse en la
validacion.

-Los métodos que mostraron mejores resultados fueron el QUEChERS original

y el QUEChERS citrato que permitieron el analisis de 42 pesticidas cada uno.
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-Estas metodologias fueron aplicadas para la determinacion de muestras reales
en las que se detecté tebuconazol, un fungicida ampliamente usado en cultivos

de arrozl.
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19. Distribucién de residuos de pesticidas aplicados en condiciones
controladas en campo, en diferentes productos obtenidos durante el
procesamiento de arroz

El principal objetivo de este trabajo fue estudiar la distribucion y presencia de
pesticidas en toda la cadena alimentaria del arroz; incluyendo el cultivo y las
diferentes commodities obtenidas luego de su procesamiento. Para esto se
aplicaron 15 pesticidas (azoxistrobin, bispiribac sodio, A-cihalotrina, clomazone,
difenoconazol, epoxiconazol, isoprotiolane, kresoxim-metil, propanil, quinclorac,
tebuconazol, tiametoxam, triciclazol, trifloxistrobin y carbendazim), a un cultivo
de arroz, en condiciones controladas en campo, descriptas en la seccion 14 y
luego de cosechado, el arroz obtenido fue procesado para obtener los distintos
productos y subproductos de la industrializacion del arroz.

Por otra parte, en la literatura existen reportes acerca de la diferencia que
existe desde el punto de vista analitico entre realizar estudios de recuperacion
en matrices fortificadas es decir, muestras a las cuales se les adiciona una
cantidad conocida de pesticidas y utilizar matrices reales (“incurred residues”).
Se entiende como “incurred residue”, aquellas muestras que han sufrido una
aplicacion de pesticidas durante su produccion y que finalmente contienen
residuos de algunos de los pesticidas aplicados.?%)

Se sabe que la interaccion de residuos de pesticidas cuando estos son
aplicados durante el cultivo, por ejemplo, son muy distintas a los procesos
pesticida-matriz que ocurren cuando una muestra “blanco” es fortificada con
pesticidas previo a su analisis. Ademas existen reportes de que la
extractabilidad de los pesticidas en ambos casos es diferente debido a que los
“incurred residues” pueden estar encerrados en células, vacuolas o particulas
de cera o incluso pueden estar participando de fuertes interacciones no
covalentes con componentes de la matriz y por lo tanto no ser facilmente
accesibles para su extraccion.

Aprovechando las distintas commodities de arroz obtenidas durante este
trabajo, se decidi6 analizar el contenido de residuos de pesticidas mediante dos
métodos de extraccién y clean-up con el fin de evaluar si existen diferencias en

la extractabilidad de los métodos seleccionados.
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19.1. Seleccion de los pesticidas

Los pesticidas utilizados en este estudio fueron elegidos por ser algunos de los
mas usados en cultivos de arroz en Uruguay y ademas se seleccioné el
carbendazim debido a que desde el ano 2009, la Guia de las Buenas Practicas
Agricolas del arroz en nuestro pais, sugieren el no uso de este fungicida
mientras que en la UE, su uso en cultivos de arroz estd autorizado. Los
pesticidas seleccionados, junto con los LMR’s de la UE y EEUU se presentan
en la Tabla 45.
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LMR Estatus en la LMR

Pesticida Directiva (mg/kg) Estructura Quimica

UE  4107/2009/EEC EEUU

Azoxistrobin 5,0 Incluido 5,0 o)\)\o
e
(@)

CN

CO,CH;

N
/ \>70 ONa
Bispiribac Q

. (e}
sodio - Incluido 0,02 \ >7N

Carbendazim 0,01 Incluido --- HN/<

Clomazone 0,01 Incluido 0,02 “ &
O Cl
oy L
Difenoconazol 0,05 Incluido -—- o \N
(o]
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Epoxiconazol

Isoprotiolane

Kresoxim-
metil

A- cihalotrina

Propanil

Quinclorac

Tiametoxam

0,1

0,01

0,05

0,2

0,05

Incluido

No Incluido

Incluido

Incluido

No Incluido

No Incluido

Incluido
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0,02

|| Cl
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Cl

Cl
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Pagina | 283




Resultados y Discusion

Tebuconazol 2,0 Incluido -—- /_
—N OH cl
[\

Triciclazol 1,0 No Incluido ‘/ />\

CFs3

CO,CHs N—

Trifloxistrobin 0,02 Incluido 3,5

Tabla 45. Estructuras quimicas, LMRs y estatus en la legislacion Europea y en EE.UU.
de los pesticidas seleccionados para el experimento.

19.2. Optimizacién de las condiciones a utilizar en LC-MS/MS y GC-MS

La optimizacion de los parametros instrumentales para cada uno de los analitos
incluidos en los métodos optimizados en LC se comento en la seccion 18.3. En
todos los casos se selecciond como idn precursor el ibn molecular protonado
[M+H]" en modo positivo y desprotonado [M-H] para el modo negativo ya que
presentaron la maxima abundancia (Tabla 21 y 22). Una vez establecido el ion
precursor y su voltaje de fragmentacion se seleccionaron 2 iones producto y
sus CE ¢ptimas. Por otro lado, a pesar de que el difenoconazol y el kresoxim-
metil son compatibles con el analisis mediante LC-MS/MS presentaron
problemas de sensibilidad y no pudieron ser determinados adecuadamente, por
lo que se incluyeron en el método de GC-MS. En la Tabla 46 se encuentran los
diferentes pesticidas analizados y el método instrumental utilizado.

Los analisis mediante GC-MS fueron realizados en modo SIM. Se utilizaron 3

iones como criterio de identificacion de acuerdo a lo establecido con el
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documento de la DG SANCO.®*® E| i6n mas abundante se us6 para la
cuantificacion y los demas para la identificaciéon de los analitos. En la Tabla 24
se presentan los iones seleccionados con sus abundancias relativas y los
tiempos de retencidon. La cuantificacion se realizé a partir de un estandar
interno, TPP, con el cual se calcul6 el factor de respuesta para cada compuesto
y a partir de éste se calculd la concentracion de cada compuesto en las

diferentes muestras.

Pesticida Técnica instrumental
Azoxistrobin LC-MS/MS; GC-MS
Bispiribac sodio LC-MS/MS
Carbendazim LC-MS/MS
Clomazone LC-MS/MS
Difenoconazol GC-MS
Epoxiconazol LC-MS/MS; GC-MS
Isoprotiolane LC-MS/MS
Kresoxim-metil GC-MS
A-cihalotrina GC-MS
Propanil LC-MS/MS
Quinclorac LC-MS/MS
Tebuconazol LC-MS/MS; GC-MS
Tiametoxam LC-MS/MS; GC-MS
Triciclazol LC-MS/MS
Trifloxistrobin LC-MS/MS; GC-MS

Tabla 46. Técnica instrumental seleccionada para la determinacion de cada uno de los
pesticidas aplicados en campo.

19.3. Validacién de la metodologia
19.3.1. Seleccion de la matriz a validar

La DG SANCO establece grupos de matrices segun su composicion quimica,
contenido de agua, azucares, acidos, entre otros. De esta forma, al momento
de la validacién de un método no es necesario validar para cada una de las
matrices problema sino que se puede elegir una que sea representativa de un
grupo. De esta forma se valida un método para una matriz y después se
extiende la validacion para el resto de las matrices siempre que estén dentro
del mismo grupo. El arroz, se encuentra incluido dentro de las matrices con alto

contenido en almidén y/é proteina, baja tenor graso y baja humedad. Este
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grupo a su vez se divide en: cereales y productos derivados y legumbres secas
de leguminosas / legumbres.#*®
En este trabajo se eligieron 2 matrices representativas; arroz paddy y arroz

blanco para la validacién de las metodologias de extraccidn y clean-up.
19.3.2. Método de extraccion y clean-up

Debido a que alguno de los pesticidas aplicados a este cultivo de arroz no
habian sido incluidos en los estudios realizados previamente en arroz blanco y
que hasta el momento de este experimento no se habia desarrollado un
método para el analisis de arroz paddy se decidi6 comparar diferentes
metodologias de analisis para posteriormente validar la(s) metodologias que
presentaran el mejor desempeno. Se evaluaron el método QUEChERS original,
QUuEChERS citrato, con clean-up y el QUEChERS acetato para ambas
matrices, ademas para el arroz blanco se evaluaron los métodos de
QUEChERS citrato y el QUEChERS acetato sin clean-up en dos niveles de
fortificacion; 20 y 200 ug/kg que fueron analizados con los métodos descriptos

en las secciones 10.5.2 y 10.5.6.
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QUuEChERS Original QuEChERS Citrato QUuEChERS Original QUuEChERS Citrato
Pesticida Arroz Blanco Arroz Paddy
20 pg/kg 200 pg/kg 20 pg/kg 200 pg/kg 20 pg/kg 200 pg/kg 20 pg/kg 200 pg/kg

Azoxistrobin 81 (89) 99 (4) 73 (2) 112 (7) 89 (7) 101 (20) 88 (3) 103 (6)
Bispiribac sodio 83 (13) 103 (6) 127 (5) 77 (13) 102 (15) 105 (9) 92 (21) 99 (17)
Carbendazim 77 (0,3) 93 (3) 70 (2) 105 (6) 94 (11) 96 (9) 100 (6) 90 (4)
Clomazone 79 (4) 95 (6) 74 (2) 108 (6) 88 (9) 115 (5) 87 (7) 102 (6)
Difenoconazol 26 (15) 79 (2) 88 (1) 118 (8) 37 (1) 35 (15) 14 (>20) 29 (20)
Epoxiconazol 69 (7) 101 (7) 101 (10) 121 (5) 77 (11) 69 (11) 77 (11) 67 (9)
Isoprotiolane 81 (1) 79 (15) 87 (7) 117 (4) 74 (5) 71 (7) 71 (12) 96 (6)
Kresoxim-metil N.A. 79 (9) N.A. 105 (10) N.A. 71(17) N.A. 79 (8)
Propanil 72 (3) 86 (4) 111 (5) 117 (2) 87 (6) 87 (15) 81 (6) 86 (8)

Quinclorac 44 (15) 30 (3) 52 (3) 54 (16) 32 (5) 55 (10) 48 (6) N.D.
Tebuconazol 74 (11) 97 (5) 78 (2) 121 (7) 67 (14) 65 (11) 77 (15) 70 (8)
Tiametoxam 95 (12) 112 (3) 81 (3) 119 (6) 83 (8,) 91 (7) 101 (20) 98 (7)
Triciclazol 97 (5) 98 (6) 74 (2) 99 (3) 88 (10) 85 (3) 83 (7) 86 (6)
Trifloxistrobin 73 (17) 121 (12) 83 (23) 131 (6) 35 (16,) N.D. N.D. 29 (13)

Tabla 47. % de Rec. y % RSD obtenidos mediante QUEChERS citrato y original en arroz blanco y arroz paddy mediante LC-QqQ/MS a los
diferentes niveles de fortificacion estudiados; 20 y 200 ug/kg, (n=5). N.A.; No Analizado, N.D.; No Detectado.
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Pesticida

QuEChERS Acetato

Arroz Blanco

QUuEChERS Acetato sin
clean-up

QuEChERS Acetato

Arroz Paddy

\ 20 pg/kg 200 pg/kg 20 ug/kg 200 pg/kg 20 ug/kg 200 ug/kg
Azoxistrobin 85 (6) 102 (7) 97 (7) 104 (3) 92 (13) 70 (3)
Bispiribac sodio 83 (9) 68 (24) 89 (23) 98 (17) 92 (19) 93 (20)
Carbendazim 118 (6) 99 (7) 126 (4) 95 (8) 34 (6) 76 (4)
Clomazone 75 (11) 89 (5) 92 (5) 96 (7) 62 (3) 66 (5)
Difenoconazol 21 (13) 45 (21) 29 (20) 53 (>20) 85 (15) N.D.
Epoxiconazol 45 (9) 30 (>20) 47 (12) 61 (17) 77 (14) 24 (17)
Isoprotiolane 89 (10) 101 (8) 65 (1) 79 (5) 42 (10) 37 (2)
Kresoxim-metil N.A 83 (11) N.A 78 (14) N.A N.D.
Propanil 118 (7) 83 (5) 41 (6) 88 (6) 79 (2) 51 (2)
Quinclorac N.D. N.D. 64 (15) 27 (>20) N.A N.D.
Tebuconazol 51 (14) 46 (21) 73 (4) 49 (3) 48 (20) 21 (18)
Tiametoxam 88 (10) 115 (3) 113 (11) 117 (3) 85 (5) 102 (2)
Triciclazol 98 (4) 98 (3) 109 (5) 102 (3) 88 (7) 77 (3)
Trifloxistrobin N.D. N.D. N.D. 55 (7) 70 (4) N.D.

Tabla 48. % de Rec. y % RSD obtenidos para arroz blanco mediante QUEChERS acetato con y sin clean-up y para arroz paddy mediante
QUEChERS acetato con clean-up mediante LC-QqQ/MS a los diferentes niveles de fortificacion estudiados; 20 y 200 ug/kg, (n=5). N.A.; No

Analizado, N.D.; No Detectado.
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19.3.3. Estudio de Recuperacion

Como se observa en las Tabla 47-48, los resultados obtenidos para arroz
blanco y paddy con los métodos QUEChERS original, y QUEChERS citrato
fueron los mas eficientes. Los % Rec. a 20 yg/kg, correspondiente al nivel de
concentracion mas exigente, fueron aceptables para la mayoria de los
pesticidas en estudio (70-120%) excepto para algun caso particular como el
epoxiconazol y el tebuconazol que presentaron recuperaciones mas bajas en
arroz paddy. Por otro lado el quinclorac ademas de tener problemas de
sensibilidad (no se obtiene la segunda transicién) no pudo ser determinado por
ninguno de los métodos estudiados por presentar % Rec. menores a 60%.

Las recuperaciones obtenidas mediante GC-MS para los compuestos
analizados se presentan en la Tabla 49. Como se puede observar en general
los porcentajes de recuperacién son aceptables (en el rango 70-120%) para
ambas matrices con ambos métodos, como establece la DG SANCO, excepto
para algunos casos puntuales en los que el % Rec. fue menor.

En las muestras reales, 3 de los pesticidas analizados, kresoxim-metil,
difenoconazol y A-cihalotrina, se analizaron mediante GC-MS unicamente
mientras que para el resto de los pesticidas se informé el resultado de aquel

método que presentd mejor % de Rec.
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| QuUEChERS Citrato QuEChERS Original QuEChERS citrato QuEChERS Original

Pesticida \ Arroz Blanco Arroz Paddy

120 ug/lkg 200 pg/kg 20 pglkg 200 pg/kg 20 ug/kg 200 pg/kg 20 pg/kg 200 pg/kg

Azoxistrobin 74 (6) 73 (4) 89 (11) 118 (15) 62 (11) 86 (15) 89 (12) 83 (5)
Difenoconazol 41 (10) 72 (9) 71 (15) 124 (12) 41 (10) 90 (3) 61 (20) 79 (7)
Epoxiconazol 54 (16) 67 (4) 101 (1) 111 (9) 80 (26) 95 (11) 76 (29) 76 (5)
Kresoxim-metil 115 (10)  105(9) 94 (13) 90 (10) 115 (10) 76 (4) 93 (5) 90 (7)
A-cihalotrina 100 (9) 88 (10) 97 (8) 111 (9) 88 (10) 121 (3) 87 (2) 87 (1)
Tebuconazol ~ 52(21) 64 (8) 100 (6) 124 (10) 58 (2) 98 (3) 69 (20) 76 (3)
Tiametoxam 67 (16) 89 (6) 73 (11) 90 (15) 80 (11) 72 (6) 99 (4) 90 (6)
Trifloxistrobin 104 (13) 102 (13) 97 (10) 115 (13) 104 (13) 83 (15) 96 (7) 92 (4)

Tabla 49. % de Rec. y % RSD obtenidos mediante QUEChERS citrato y original en arroz blanco y arroz paddy mediante GC-MS a los
diferentes niveles de fortificacion estudiados; 20 y 200 pg/kg, (n=5).
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19.3.4. Reproducibilidad intra-laboratorio

En LC-QqQ/MS, la reproducibilidad de ambos métodos fue en general muy
buena, presentando valores desde 0,3 a 16% para arroz blanco y desde 2 a
21% para arroz paddy.

En GC-MS las RSD fueron en general mas altas que las obtenidas mediante
LC-QqQ/MS, pero igualmente aceptables, en el rango de 4 y 21% en arroz

blanco y entre 3 y 26% para arroz paddy.

19.3.5. LOD y LOQ

Tanto el LOD como el LOQ para los pesticidas cumplen con los criterios de la
Comision Europea en cuanto a métodos de analisis de residuos de
pesticidas.?"?

En LC-MS/MS, los LOD’s de los pesticidas aplicados se encontraron en el
rango 2,5-5 pg/kg, para ambas matrices y con los 2 métodos estudiados
excepto para el herbicida quinclorac cuyo LOD no pudo ser determinado ya que
no fue posible obtener una segunda transicion y el kresoxim-metil cuyo LOD
fue de 50 ug/kg. Los LOD’s obtenidos mediante GC-MS fueron similares con
ambos métodos de extraccion, pero en general mayores a los obtenidos
mediante LC-MS/MS. Kresoxim-metil presenté el menor LOD (11 upg/kg en
ambas matrices) mientras que A-cihalotrina y trifloxistrobin presentaron en
arroz paddy valores mayores, alrededor de 100 ug/kg. Para arroz blanco los
LOD’s de A-cihalotrina vy trifloxistrobin fueron 82 y 29 ug/kg respectivamente. A
los tiempos de retencion de los pesticidas no se observaron interferencias,

demostrando la selectividad de los métodos analiticos empleados.
19.3.6. Linealidad

Las Tablas 50 y 51 muestran las linealidades de los pesticidas seleccionados
en arroz blanco y arroz paddy para QUEChERS original y citrato mediante LC-
MS/MS y GC-MS en el rango 5-500 pg/kg. En general los compuestos

presentaron un comportamiento lineal con coeficientes de correlacion mayores
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a 0,99, excepto algunos casos como el kresoxim-metil que presentd problemas

de linealidad en ambas matrices y el trifloxistrobin que presento un coeficiente

de correlacion de 0,81 con el método de QUEChERS citrato en arroz paddy.

Pesticida

QuEChERS
Original

QuEChERS
Citrato

QuEChERS
Original

QuEChERS
Citrato

Arroz Blanco

Azoxistrobin

Arroz Paddy

y = 1438,3x +26896

y = 883,3x

y =1513,9x + 7431,2

y=1030,7x+10303

(0,9982) +24831 (0,9925) (0,9991) (0,9981)
Bispiribac y =126,0x +1353,1 y = 55,6x -250,41 y = 82,4x - 346,36 y=429x-10,8
sodio (0,9990) (0,9994) (0,9997) (0,9984)

Carbendazim

y = 1491,7x +18038

(0,9992)

y =
1561,2x+3880,6
0,9981)

y =1703,2x + 7657,8
(0,9995)

y=1562,6x+18488
(0,9966)

Clomazone

y = 795,6x -582,7
(0,9991)

y =707,6x +
270,8 (0,9982)

y = 701,5x + 876,3
(0,9999)

y =810,9x+2266,9
(0,9997)

Difenoconazol

y =415,5x +316,9
(0,9988)

y = 486,9x +205,2
(0,9925)

y = 1202,9x + 5657
(0,9950)

y = 1524,1x 532,9
(0,9955)

Epoxiconazol

y = 984,6x -6632,9

(0,9911)

y =911,5x+3389,9
(0,9939)

y = 1063,2x + 7259,6
(0,9978)

y=1501,5x+1194
(0,9999)

Isoprotiolane

y = 1268,2x +8660,9

y = 860,2x+10339

y =1288,4x + 5134,3

y=1035,8x+3802,2

(0,9992) (0,9937) (0,9990) (0,9985)
Kresoxim-metil y=12,9x +54,4 y =17,2x +202,2 y=27,2x + 738,1 y=28,4x + 6,0

(0,9991) (0,9829) (0,9718) (0,9994)

Propanil y =117,5x -367,5 y=279,1x +996,6 y=365,0x +2511,7 y =192,7x+1161,7
P (0,9992) (0,9977) (0,9982) (0,9986)

Quinclorac y =114,7x +341,3 y =100,7x +631,3 y=137,1x + 1537,7 y =106,7x+4579,5
(0,9991) (0,9941) (0,9978) (0,9985)

Tebuconazol y=698,9x +891,2  y=677,8x+5866,3 y=988,9x +4055,9 y=916,2x+3563,1

(0,9998)

(0,9949)

(0,9985)

(0,9988)

Tiametoxam

y = 177,0x +846,1
(0,9997)

y =136,9x+2020,4
(0,9948)

y = 143,3x + 190,0
(0,9999)

y =145,9x+1434,3
(0,9966)

Triciclazol

y = 821,6x -184,4
(0,9999)

y = 709,2x -437,9
(0,9926)

y = 797,8x -632,7
(0,9999)

y =888,9x+4673,9
(0,9991)

Trifloxistrobin

y = 376,68x +5695,2

(0,9791)

y =445,6x+2761,5
(0,9807)

y=711,8x + 51449
(0,9973)

y =823,3x+4034,9
(0,9961)

Tabla 50. Linealidades de los pesticidas estudiados en ambas matrices con los
métodos validados mediante LC-QqQ/MS.
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QuEChERS Original

Pesticida

QuEChERS Citrato

Arroz Paddy

QuEChERS Original

QuEChERS Citrato

Arroz blanco

Azoxistrobin y = 0,7428x + 0,0165 y = 0,7428x + 0,0165 y = 0,6951x - 0,0055 y = 0,6951x - 0,0055
(0,9944) (0,9944) (0,9997) (0,9997)

Difenoconazol y = 0,5728x - 0,0003 y = 0,5728x - 0,0003 y = 0,5041x - 0,0335 y = 0,4822x - 0,0211
(0,9983) (0,9983) (0,9885) (0,9952)

Epoxiconazol y = 0,5106x + 0,0042 y = 0,5106x + 0,0042 y = 0,4487x - 0,024 y = 0,498x - 0,0072
(0,9966) (0,9966) (0,9941) (0,9995)

Kresoxim-metil y = 0,524 + 0,0169 y = 0,524x + 0,0169 y = 0,5443x + 0,0079 y = 0,5443x + 0,0079
(0,9937) (0,9937) (0,9995) (0,9995)

A-cihalotrina y = 0,428x - 0,0016 y = 0,428x - 0,0016 y = 0,407x - 0,0096 y = 0,407x - 0,0096
(0,9979) (0,9979) (0,9990) (0,9990)

Tebuconazol y = 0,3551x - 0,0064 y = 0,3551x - 0,0064 y = 0,2776x - 0,0104 y = 0,2776x - 0,0104
(0,9994) (0,9994) (0,9951) (0,9951)

Trifloxistrobin y = 0,4192x + 0,0054 y = 0,4192x + 0,0054 y = 0,4013x - 0,0007 y = 0,4013x - 0,0007
(0,9991) (0,9991) (0,9998) (0,9998)

Tabla 51. Linealidades de los pesticidas estudiados en ambas matrices con

los métodos validados mediante GC-MS.
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19.3.7. Efecto Matriz
Estudio cuantitativo del EM

Debido a la complejidad de las matrices en estudio se evalu6 el EM con el fin
de determinar la existencia de interferencias significativas de co-extractantes,
que puedan afectar el analisis. En los experimentos realizados en GC-MS, dos
pesticidas presentaron un aumento de la senal; el tiametoxam en arroz blanco
30% y 42% en arroz paddy y el tebuconazol 48% en arroz blanco y 67% en
arroz paddy. Este comportamiento se observd en ambos métodos de
extraccion y clean-up.

En los experimentos realizados en LC-MS/MS, se observé supresion de la
sefal mayoritariamente, siendo mucho mas pronunciada en arroz paddy que en
arroz blanco (Figuras 64 y 65). Algunos pesticidas, tales como difenoconazol,
kresoxim-metil, trifloxistrobin, tebuconazol, bispiribac sodio, carbendazim y
tiametoxam no presentaron EM con ninguno de los métodos evaluados en
ninguna matriz. En arroz paddy, azoxistrobin, isoprotiolane, quinclorac y
triciclazol presentaron un efecto matriz medio. El propanil presentd un efecto de
supresion fuerte con el método de QUEChERS original, mientras que con
QUEChERS citrato el EM fue moderado. En arroz blanco el efecto de los co-
extractantes fue para todos los pesticidas bajo o nulo, excepto para el
tebuconazol que presenté una moderada supresién de la sefial con el método
de QUEChERS original.

En base a los resultados obtenidos, en cuanto a la presencia de efecto matriz,
principalmente en arroz paddy, se decidié realizar la cuantificacién de los

analitos mediante curva de calibracion en matriz.
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Figura 64. Efecto matriz de los pesticidas estudiados obtenidos con QUEChERS
citrato y QUEChERS original en arroz paddy.
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Figuras 65. Efecto matriz de los pesticidas estudiados obtenidos con QUEChERS
citrato y QUEChERS original en arroz blanco.
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Estudio cualitativo del EM

La Figura 66 muestra los TICs en full scan obtenidos durante el analisis en
GC-MS y LC-TOF/MS para ambas matrices extraidas con el método de
QuUEChERS original. Como se puede observar la matriz de arroz paddy
presenta un perfil mas complejo que el arroz blanco en el periodo de tiempo 8-
18 min en GC-MS. Mientras que en el perfil obtenido mediante LC-MS/MS, no
ocurre lo mismo sino que los perfiles son similares hasta aproximadamente los
12 min en los que el arroz blanco presenta mayor cantidad de picos por lo que

podria presentar mayor cantidad de compuestos extraidos.
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Figura 66. Cromatogramas en full scan de extractos de arroz blanco y paddy
obtenidos con QUEChERS original mediante GC-MS (arriba) y LC-TOF/MS (abajo).
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19.4. Extractabilidad de los pesticidas

Como se muestra en la Figura 67 en general la cantidad extraida para cada
analito en arroz paddy, integral y arroz blanco fue del mismo orden de
concentracion en ambos métodos. Excepto para isoprotiolane y tebuconazol
que en todas las matrices analizadas la concentracién extraida con el método
de QUEChERS original fue mayor. El triciclazol por otro lado sélo se extrajo en
mayor cantidad con el QUEChERS original en arroz paddy y afrechillo pero en

arroz blanco e integral las cantidades extraidas fueron similares.

Arroz paddy Afrechillo
__350,0
£ 3000
(=2}
2250,
& 200,0
8 150,0
g A
§100,0
2 500 —
[<]
o 00
& & @ I & o N S
5© < o°é\ «\'z’/v & 0’9/ @"? ~c>'°1/
4 & & & & & \d &
2 & " < > & K
Yoo K & <@ <
Arroz Integral Arroz Blanco
__ 1400 250
£ 1200 3
= <
Z 1000 9200
& 800 5 150
[ ©
g 600 S 100 —
S 400 <
g 200 g 50 —]
o o S o =
& @ o @ > > . 3 3 3
\Séo\ b”’v& ooo° «\é’ o\/b(\ 0'51’ @"g}@ c}q’/bo ,660\0 '5\}6‘ o°<<b ’019 \’b& 04’0 -\g’& \6"0
R O N O ¢ O O O p
o*? ;\o@(\ ,{@0 o‘Po Q‘\ 0\)0 0&6 &,\\c} 0*56 Q(\b & 4)00 & 000 &Q} &;\\o\(’
LRV T R A S T A

®QUECHERS Citrato HQUECHERS Original

Figura 67. Comparacion de las concentraciones obtenidas para los 2 métodos
seleccionados en las diferentes commodities estudiadas.

19.5. Distribucion de los Pesticidas

Es importante recalcar que éste fue un experimento Unico por lo que los datos
no son suficientes para calcular los factores de procesamiento de los
pesticidas, pero si pueden ayudar para estudiar la distribucion de dichos

residuos en arroz blanco.
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La Tabla 52 muestra la distribucién de los residuos de pesticidas detectados en
las diferentes commodities obtenidas durante el procesamiento del arroz junto

con su correspondiente Koy. 2%

Arroz Arroz Arroz

Método de Afrechillo

Pesticida Paddy Integral Blanco

Extraccion (Hg/kg)

(ng/kg)  (ug/kg) (ng/kg)

Azoxistrobin ~ QUECNERS 44 9.0 17 <L0Q 25
Original
Carbendazim  (UEChERS 24 81 110 12 1.4
Original
Difenoconazol*  QUECHERS 108 9.0 155 <L0Q 44
Citrato
Epoxiconazol ~ JUECPERS 4, 44 10 32 3,3
Original
Isoprotiolane Q“CE:.ChERS 807 656 131 153 2.8
itrato
Kresoxim- QuEChERS
metil* Citrato 64 66 <LOQ =L0Q 34
Acihalotrina*  QUECNERS 150 <Loq <L0Q <LoQ 70
Citrato
Tebuconazol ~ SUECNERS o0, 178 6.0 29 3.7
Citrato
. QUEChERS
Tiametoxam Citrato 32 <LOQ 20 < LOQ -0,13
Triciclazol Q“CE:.ChERS 639 34 262 9.0 1.4
itrato
. QuEChERS
Trifloxistrobin Citrato - <LOQ - - 4.5

Tabla 52. Distribucion de los residuos de pesticidas detectados en las diferentes
commodities evaluadas con sus correspondientes % RSD y el K., (n=2). *Pesticidas
analizados mediante GC-MS.

Generalmente la distribucion de los pesticidas en los alimentos se puede
explicar como la combinacién de varios factores, tales como la composicién
quimica de la matriz, propiedades fisico-quimicas del compuesto como la
lipofilia o fisiolégicas, como por ejemplo, su modo de accion (sistémico o no
sistémico).?"

Ninguno de los herbicidas aplicados fue detectado en las diferentes matrices
estudiadas. Este resultado concuerda con los analisis de mas de 20 muestras
reales analizadas en los laboratorios de Uruguay y Espafia en los que tampoco

se detectaron herbicidas por encima del LOQ de los instrumentos utilizados.
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Sin embargo, Dors et al., reportan la presencia de clomazone y bispiribac sodio
en afrechillo y arroz paddy obtenidos luego del procesamiento de una muestra

(18) Una posible explicacion de

de arroz tratada con dichos herbicidas en campo.
estos hallazgos puede ser, las diferencias en las dosis aplicadas, la variedad
de arroz, diferencias en el sistema de irrigacién, asi como también distintas
condiciones climaticas. En el experimento realizado en Salto, Uruguay las
lluvias fueron muy intensas luego de cada una de las aplicaciones de los
herbicidas (631 mm al final de enero y comienzos de febrero de 2010),
pudiendo estas precipitaciones haber lavado a los herbicidas o haber
favorecido la lixiviacion de estos compuestos, contaminando finalmente los
suelos (Figura 38).

Con respecto a los fungicidas estudiados, algunos de estos fueron detectados
en la mayoria de las commodities. Los compuestos del grupo triazol
(epoxiconazol, tebuconazol vy triciclazol) se encontraron en todas las matrices
analizadas, mientras que el difenoconazol y los pertenecientes al grupo de las
estrobilurinas: azoxistrobin, kresoxim-metil y trifloxistrobin fueron encontrados
principalmente en las matrices mas lipofilicas, arroz paddy, integral y afrechillo,
tal vez debido a que son compuestos lipofilicos (alta Kow's), y por lo tanto es
razonable que se distribuyan en las matrices de mayor contenido lipidico.
(Tabla 9)

Otros fungicidas como el carbendazim y el isoprotiolane también fueron
detectados en todas las matrices estudiadas. Por otro lado, trifloxistrobin y A-
cihalotrina fueron detectados pero no pudieron ser cuantificados, ya que los
niveles de concentracion se encontraron por debajo del LOQ.

Con respecto a la distribucién de los pesticidas a lo largo del proceso industrial
del arroz, a partir de la Tabla 52 se puede observar que el descascarado y el
pulido del arroz causan una reduccion en la concentracion de los residuos de
pesticidas detectados. El arroz paddy presenta el mayor numero de
compuestos detectados y la concentracion mas alta, mientras que el arroz
blanco presenta los niveles de concentracion mas bajos.

Por otro lado se puede presumir que la diferencia en los niveles encontrados en
arroz paddy y el arroz integral (en donde el proceso sufrido es Unicamente el

descascarado) deberia encontrarse en la cascara. Esto ocurre para algunos de
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los pesticidas tales como azoxistrobin, carbendazim, difenoconazol,
epoxiconazol, tiametoxam, triciclazol y tebuconazol en donde entre el 5-20% de
la cantidad encontrada en arroz paddy es detectada en arroz integral, pero el
kresoxim-metil no muestra el mismo comportamiento, sino que se observa
practicamente la misma concentracion en ambas matrices, indicando que este
pesticida no se concentra en la cascara sino que en este caso podria
explicarse por su modo de accién sistémico.

La segunda etapa del procesamiento del arroz es el pulido del arroz integral
para obtener arroz blanco. En este proceso se obtiene como sub-producto el
afrechillo y el arroz medio grano. Se podria suponer que para un pesticida, la
suma de sus residuos en arroz blanco y en afrechillo deberia ser igual a la
cantidad encontrada en arroz paddy, pero esto no se observé para la mayoria
de los compuestos ensayados. Asumiendo un factor de procesamiento de 1
(sin pérdida durante el procesamiento), los residuos encontrados en el
afrechillo y en el arroz blanco son mucho menores que los esperados. De todos
los pesticidas aplicados solo isoprotiolane se distribuyé homogéneamente entre
arroz paddy, afrechillo y arroz integral, pero no siguié dicha tendencia en arroz
blanco. En este caso los residuos de isoprotiolane en arroz integral
corresponden al 80% de los encontrados en arroz paddy y en afrechillo se
detecto el 15% sin embargo en arroz blanco se detect6 1/5 de la concentracion
esperada (Tabla 52).

Los fungicidas tebuconazol y epoxiconazol se encontraron principalmente en
arroz blanco, mientras que el difenoconazol y triciclazol se concentraron en el
afrechillo. En la Figura 68 se observan algunos ejemplos de la distribucion de

los pesticidas en las diferentes commodities analizadas.
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Figura 68. Ejemplos de la distribucion de los residuos de pesticidas observada en las
diferentes matrices analizadas.

Los resultados sugieren a su vez que el polvo producido durante el proceso de
obtencion de arroz integral puede contener la porcion no detectada de los
pesticidas estudiados. Si estos resultados fueran confirmados, seria necesario
tomar precauciones para evitar la exposicibn de los operarios al polvo
generado.

A las dosis aplicadas, los niveles encontrados en las diferentes matrices fueron
menores a los correspondientes LMR fijados por la UE, excepto para el

isoprotiolane y el carbendazim.
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19.6. Conclusiones parciales del estudio de residualidad durante el
procesamiento del arroz

-Se desarrolld6 un experimento a campo, en condiciones controladas que
permitié estudiar la distribucién de residuos de pesticidas seleccionados

durante el proceso industrial del grano de arroz.

-Este estudio demostré que los herbicidas en general no permanecen en los

diferentes productos obtenidos.

-El arroz paddy fue el producto que presentd mayor concentracion de residuos,
observandose una cierta tendencia a disminuir esta concentracion a medida

que el grano es procesado.

-A las dosis aplicadas, la mayoria de las concentraciones de pesticidas
determinadas se encontroé por debajo del LMR establecido por la UE, excepto

para el isoprotiolane y el carbendazim.

-Los resultados obtenidos muestran que a priori, no existe una correlacion
directa entre las concentraciones halladas y los diferentes productos lo que se
atribuye a distintos factores; condiciones climaticas, propiedades fisico-
quimicas, modo de accién de los pesticidas aplicados y factores intrinsecos de

la matriz.

-Para lograr conclusiones mas generales habria que evaluar el comportamiento
de estos pesticidas a diferentes tiempos, tomando como tiempo cero el final del
proceso industrial y en diferentes condiciones ambientales, humedad,
temperatura y frecuencia de precipitaciones para poder tener un dato seguro y

confiable del proceso en su totalidad.
-Este estudio constituye el paso inicial de lo que deberia realizarse para la

determinacion de factores de procesamiento durante el procesamiento del

arroz.
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20. Degradacion del quinclorac mediante fotdlisis directa y
fotocatalisis en diferentes sistemas acuosos

La presencia y persistencia en el medio ambiente de compuestos organicos
comunmente utilizados como fitosanitarios en la agricultura ha sido descrita por
numerosos autores. En el presente apartado se describe el estudio de la
degradacion fotolitica de quinclorac (QNC), un herbicida selectivo de post
emergencia ampliamente utilizado en cultivos de arroz. Se selecciond este
compuesto por presentar una alta estabilidad en el medio ambiente y por ser
potencialmente toxico. Ademas, como se demostrd en la seccion de analisis de
aguas mediante LC-QLIT/MS este herbicida ha sido encontrado en agua de
cultivos de arroz de nuestro pais, y segun la reglamentacion de la Unién
Europea se encuentra fuera del Anexo | del reglamento 178/2006, por lo que el
estudio de posibles metodologias para su degradacion esta justificado. %289
Actualmente existe un marcado interés en conocer la permanencia de los
contaminantes y sus productos de transformacion (PTs) en el ambiente,
especialmente en el medio acuatico. Muchas veces estos PTs son aun mas
téxicos que el compuesto original por lo que un estudio detallado de dichos
compuestos seria muy util.

En ese contexto, se considera la foto-degradacion solar como el principal
proceso de transformacién de contaminantes en aguas naturales.®®®
Actualmente el conocimiento de este proceso es limitado, especialmente si se
tiene en cuenta que algunos estudios han evidenciado la formacién de PT
cuyas consecuencias para el medio ambiente son de mayor interés que el
compuesto original.8"

Ademas, desde un punto de vista analitico, la identificacion de los PTs
representa un gran desafio no soélo por la diversidad de productos que pueden
ser generados sino también por las diferencias en las propiedades
fisicoquimicas que pueden tener dichos compuestos y las bajas
concentraciones a las que generalmente son producidos.

A continuacién, se encuentran los principales resultados del estudio de
degradacion fotoquimica de QNC en distintas matrices de agua (agua ultra
pura y agua de cultivos de arroz) y la identificaciéon de los PT generados
mediante LC-QTOF-MS/MS.
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La comparacion entre los espectros UV de una solucion de QNC a 5 mg/L
preparada en agua ultra pura y el espectro solar se observa en la Figura 69. El
QNC presenta un espectro con bandas de absorcion caracteristicas en las
longitudes de onda de 212, 242 y 265 y 329 nm. Existe un solapamiento del
espectro solar y del QNC desde 300 nm hasta 329 nm, aproximadamente. Ese
comportamiento es el esperado ya que los compuestos organicos,
especialmente aquellos con un alto grado de conjugacién, absorben radiacion
en las regiones del espectro electromagnético ultravioleta o visible. En estos
casos, la absorcion directa de fotones solares (fotdlisis directa) puede
ocasionar transformaciones en los compuestos organicos que estan presentes

en ambientes acuaticos.
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Figura 69. Espectro UV de una solucion de quinclorac en agua a 5 mg/L y su
superposicion con el espectro solar.
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20.1. Experimentos de degradacion

Para el estudio de degradacion del quinclorac se utilizaron 2 sistemas acuosos,
agua ultra pura y agua proveniente de cultivos de arroz. Esta ultima, fue
tomada de la zona del Parque de la Albufera, en Valencia, Espana y una vez
transportada al laboratorio de Almeria, fue analizada mediante el método
descripto en la seccion 10.5.4. para verificar la ausencia QNC. Previo al
analisis se midio el pH, el Carbono Organico Total (COT) y el Nitrogeno Total
(NT). Para la medida del COD se filtraron 12-15 mL de la muestra a través de
un filtro de PTFE de 0,22 um antes de introducirla en el equipo. De esta forma
se retiran los sélidos en suspension presentes en la muestra y, por tanto, ya no
es correcto notarlo como COT sino como COD. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes; pH: 7.7; COT: 60,5 mg/L y NT: 8,7 mg/L.

Con el fin de verificar la ausencia de hidrdlisis durante el transcurso de este
trabajo se realizaron experimentos de degradacion en medio acido, basico y al
abrigo de la luz de una solucién de quinclorac a 1 mg/L durante dos meses.
Durante este periodo se tomaron 5 alicuotas, analizando dichas muestras
mediante LC-QTOF/MS en modo positivo. Estos estudios preliminares no
mostraron evidencia de hidrdlisis por o que se continué con los ensayos de
fotdlisis directa y fotocatalisis en agua ultra pura y agua proveniente de cultivos
de arroz a diferente pH (4 y 8), con el fin de evaluar diferentes condiciones
ambientales.

La velocidad de degradacion y los productos de transformacion (PTs)
detectados de forma preliminar a pH 4 y 8 fueron muy similares, por lo que en
este trabajo de tesis se presentan los resultados a pH 8 que es el pH propio del

agua de cultivos de arroz utilizada.

20.1.1. Fotdlisis directa de quinclorac

Para el estudio de la fotdlisis se utilizé una concentracion inicial de QNC de 5
mg/L. Este valor de concentracién de partida puede resultar elevado si se
consideran las concentraciones reportadas para ambientes donde este

compuesto ha sido detectado, sin embargo, el principal objetivo de este estudio
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es identificar los productos de foto-transformacién que generalmente se
producen a muy baja concentracion, por lo que la concentracion de QNC
utilizada esta justificada.

El ensayo fue realizado en un simulador solar con las condiciones de operacion
descritas en la seccién 15. La intensidad de radiacién total de 250 W/m?
utilizada inicialmente, en términos practicos equivale a la radiacion de un dia
con nubes, o bien a la radiacién de las primeras horas de la mafiana o la tarde
en un dia soleado en el Mediterraneo, o a las horas centrales de un dia soleado
en latitudes elevadas. La eleccién fue un intento de reproducir condiciones
climaticas habituales pero no muy favorables.

Los ensayos de fotdlisis se desarrollaron en el simulador solar (Suntest CPS+)
exponiendo las disoluciones de QNC por un periodo de tiempo de 10 horas,
tomando muestras a distintos intervalos de tiempo (1 h) para cada experimento.
Luego de 10 horas de irradiacion a 250, se observo una degradacion del 26%
en agua ultra pura. Mientras que en las mismas condiciones experimentales, la
concentracién de quinclorac permanecio practicamente constante en agua de
cultivos de arroz. Por lo que se decidié usar la intensidad mas elevada, 700
W/m?, observandose una disminucién del 54% en agua ultra pura pero en agua

de cultivos de arroz la concentracion del QNC permanecio estable. (Figura 70

a)
Fotdlisis
1.2+
10 agua ultra pura, 250 W/m?
0.8- —— agua cultivo arroz, 250 W/m?
S ~¥ agua ultra pura, 700 W/m?
s 987 ~®- agua cultivo arroz, 700 W/m?
0.4+
0.2+
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Figura 70 a. Evolucion del quinclorac en condiciones de fotdlisis directa para 2
sistemas acuosos; agua de cultivos de arroz y agua ultra pura en diferentes
condiciones de intensidad. b. Evolucion del quinclorac en condiciones de fotocatalisis
con TiO, para 2 sistemas acuosos; a 250 w/m?.

Estos resultados indican que este herbicida es estable a la fotdlisis, o que
concuerda con la literatura, que clasifica al quinclorac como persistente desde
el punto de vista medioambiental. Estos resultados sugieren que su disipacion
depende mayoritariamente de factores biolégicos y no de factores abidticos

como la incidencia de la luz solar o la hidrodlisis entre otros.

20.1.2. Fotocatalisis del quinclorac

Los experimentos de fotocatalisis fueron desarrollados en un simulador solar a
250 W/m? (minima potencia) en soluciones acuosas de QNC a 5 mg/L y
utilizando una concentracién de catalizador TiO, P25-Degussa de 200 mg/L en
todos los ensayos. A esta intensidad los tiempos de degradacién fueron
relativamente cortos, sugiriendo que a intensidades mayores los intermediados
generados podian sufrir una rapida degradacion dificultando su deteccién.

Bajo estas condiciones el herbicida en estudio mostr6 una completa
degradacion, luego de 40 minutos en agua ultra pura y luego de 130 min en

agua de cultivos de arroz. (Figura 70 b)
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A partir de los graficos se puede observar que la degradacion de QNC en agua
ultra pura fue mas rapida que en agua de cultivos de arroz. Esto sugiere una
competencia entre el herbicida y los co-solutos que se encuentran disueltos o
los coloides (materia organica) que se encuentran suspendidos en el agua de
los cultivos de arroz por los radicales OHe. Un comportamiento similar para el
herbicida clomazone en agua de cultivos de arroz fue reportado en el afio 2008

%82 En este caso los autores sugieren que este fenomeno

por Zanella et al.!
puede deberse a que la turbidez que presenta este tipo de agua disminuye la

penetracién de la radiacién UV.

20.2. Identificacion de los Productos de Transformacion de Quinclorac

Durante los procesos de fotdlisis y fotocatdlisis al cual fue sometido el
compuesto en estudio se pudo observar la formacién de varios PTs. La
identificacién de estos compuestos intermedios es muy importante no sélo para
evaluar la eficiencia del tratamiento fotolitico o fotocatalitico sino también para
la prediccién del impacto ambiental del compuesto original.

Como se explicod en la seccion 15, durante cada tratamiento de irradiacion se
tomaron alicuotas a diferentes tiempos de iluminacién con el fin de elucidar los
PTs formados en ambos sistemas acuosos. Para asegurar la deteccion de los
productos formados, en caso de que estuvieran presentes en muy baja
concentracion, estas alicuotas fueron pre-concentradas en cartuchos de SPE.
Inicialmente estos analisis se realizaron en un analizador TOF simple, pero
practicamente no se observd fragmentacion ni para el quinclorac ni para sus
PTs por lo que fue necesario re-analizar las muestras haciendo experimentos
mediante LC-QTOF-MS/MS en modo ESI positivo.

La observacion detallada de los cromatogramas obtenidos durante el analisis
de cada una de las alicuotas de muestra evaluadas, permitio identificar 14 PTs
del QNC durante el proceso de fotocatalisis en agua ultra pura. La Tabla 53
presenta las medidas de masa exacta, del ion [M+H]" de los Pts empleados
para la identificacion, determinadas por el QTOF y calculadas por el software
descrito en la seccion 10.5.5. También se muestra, el tiempo de retencién, la

formula empirica propuesta, el m/z, el error entre ambas y el DBE (del inglés
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Double Bond and Ring Equivalent). Este ultimo es un parametro que representa

el numero de anillos y dobles enlaces presentes en la molécula.

ts . . mz
G min) T e Experimental Tedrico
QNC 7,6 C4oHsCILNO, 241,9768 241,9770 1,08 7,5
P1* 57 C1oH7CINO; 224,0103 224,0109 12,02 7,5
P2 6,2 C1oHsCILNO3 257,9704 257,9719 3,02 7,5
P3 4,0 C1oHsCI,NO3 257,9711 257,9719 4.8 7,5
P4* 7,3 C4oHsCIbNO4 257,9707 257,9719 4,42 7,5
P5 6,1 C1oHsCILNO, 273,9680 273,9668 -2,23 7,5
P6 4.4 C4oHsCIL,NO, 273,9675 273,9668 0,12 7,5
P7 2,0 C1oHsCILNO5 289,9619 289,9618 -0,20 7,5
P8 6,9 C1oHsCILNO3 257,9716 257,9719 1,43 7,5
P9 2,4 C1oHsCILNO, 275,9822 275,9825 0,94 6,5
P10 3,3 C1oHgCIL,NO5 291,9780 2919774 0,94 6,5
P11 6,7 CyHoCINO, 230,0216 230,0215 -0,7 55
P12 54 CyHsCINO, 216,0036 216,0058 9,89 55
P13 3,5 CgH;CINOs 232,0008 232,0007 -0,17 55
P14* 3,5 CgH;CINO, 184,0158 184,0160 0,99 55

Tabla 53. Composicién elemental, masa exacta y tiempo de retencion del QNC y sus
PTs obtenidos durante los procesos de fotocatalisis y fotdlisis y mediante LC-QTOF-
MS/MS. *PTs identificados durante los experimentos de fotdlisis.

En la mayoria de los casos se obtuvo una muy buena concordancia entre las
medidas de masa exacta experimentales y las formulas propuestas (< 5 ppm
de error), lo cual confiere una elevada confianza a la identificacion. La
propuesta de estructuras quimicas fue posible tomando como base el
conocimiento previo de la molécula precursora y la composicién elemental
obtenida para las moléculas protonadas y sus iones fragmento caracteristicos
junto con la informacién adicional de los valores de DBE. Este un parametro de
gran ayuda en la asignacién de estructuras, proporcionando una confirmacién
adicional de la estructura molecular propuesta.

El punto de partida para facilitar la identificacion de PTs consiste en la
observacion del espectro de masas del compuesto de partida, ya que pérdidas,
patrones isotopicos o fragmentos caracteristicos pueden repetirse en los PT
generados, facilitando el reconocimiento de los mismos y su identificacion. En
este trabajo el patrén isotépico del Cl presente tanto en el ién precursor como

en los iones fragmento fue muy importante para la identificacion de los PTs.
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Para esto, en cada experimento de MS/MS realizado, se utilizaron ventanas de
tiempo de tiempo de Am/z = 4 para el i6n precursor, de forma de incluir al
patrén isotépico del Cl en los espectros.

En general, los principales iones productos encontrados en los espectros del
QNC y de sus PTs se asociaron con pérdidas neutras de agua ([M+H-18])
seguidas por pérdidas de mondxido de carbono [M+H-18-28]". Estas pérdidas
no especificas son caracteristicas de compuestos aromaticos que poseen un
grupo carboxilo (COOH) con un hidrégeno en posicion a, y lleva aparejado un
incremento del DBE en una unidad mediante la formacion de un anillo. La
presencia de estas pérdidas en los espectros de masa de los PT puede indicar
la persistencia de este grupo carboxilo en sus estructuras.

En el analisis inicial de las muestras se utilizé un voltaje de fragmentacion en la
fuente de 90 y 190 V segun el caso. Estos voltajes fueron adecuados para
garantizar la observacion del ion molecular de los PT generados,
imprescindible para su correcta identificacion. Ademas se utilizaron diferentes
energias de colision, en el rango 5-30 eV. Trabajar con diferentes energias de
colisiéon permite obtener mayor informacion estructural a la hora de elucidar los
diferentes PT. Esta es una posibilidad que ofrece el equipo y que permite
incrementar o disminuir la fragmentacién, facilitando la elucidacion estructural
de los intermedios desconocidos, tal como se muestra en la Figura 71 para el
compuesto P1.
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Figura 71. Elucidacion estructural mediante masa exacta del P1.
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De esta forma a partir de todos los espectros de masa de los diferentes PTs
generados durante la fotocatalisis del QNC en agua ultra pura, se logré la
deteccion e identificacion de 14 PTs (nombrados desde P1 a P14). (Figura 72)
Durante la fotdlisis del agua ultra pura se detectaron P1, P3, P4, P9 y P14,
mientras que en agua de cultivos de arroz, sélo se encontraron los compuestos

identificados como P4 y P14.

HO. o
Ho. o HO. o
cl N,
o cl N cl NH,
> X
Z cl |

OH

Quinclorac Z on
MW 242.1 P1
MW 2235 7~
| P11
HO. o Ho. ° MW 229.6
ClI. N.

I 6[1 |

X,

/\ G -
HO

P2&P3 P4

\ MW 2581 MW 2581
M

HO. o ]/
a N
X
F cl
cl

P5 & P6

MW 274.1 MW 290.1

\ P13
MW 231.6

o
A 20H a .
=
a N OH
X
o
cl

F P14
P8 MW 183.6

Figura 72. Ruta de degradacion del QNC durante la fotocatalisis en agua ultra pura.

El espectro obtenido mediante LC-QTOF-MS/MS del QNC se presenta a

continuacion.
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Figura 73 a y b. Espectro de masa exacta del QNC y su patron de fragmentacion
obtenido mediante LC-QTOF-MS/MS.

En la Figura 73 a, se puede observar que el ion precursor sufre una pérdida de
agua, seguida por una pérdida de CO. Por otro lado, un aumento de la CE
genera iones “odd electron” por la pérdida del CI* (m/z 161).

Experimentos adicionales fueron realizados utilizando como i6n precursor el ion
fragmento [M+H-H,0]", sin conseguir informacion adicional, Figura 73 b.

A partir de los PTs identificados durante el tratamiento fotocatalitico la ruta de
transformacion puede ser explicada por varios mecanismos de degradacion
que ocurren simultaneamente. Una de ellos es a través de la declorinacion
oxidativa, iniciada por el intermediario P1 (C1oH7CINO3; DBE: 7,5; tr: 5,7 min).
Al comienzo de los analisis los experimentos realizados mediante CID (del
inglés Collision-Induced Dissociation), es decir seleccionando [M+H]" como i6n
precursor y realizando la fragmentacion, mostraban solamente las pérdidas
neutras de H,O + CO. Posteriormente se seleccioné el ién fragmento [M+H-
H,0O]" como ién precursor obteniéndose, en algunos casos, nuevos fragmentos,
como se observa en la Figura 71. En este caso se pudo observar la pérdida
adicional de CO (m/z 150) mediante un rearreglo tipico de los alcoholes
aromaticos con la subsecuente pérdida de HCN (m/z 123) y HCI (m/z 114). La
composicion elemental del fragmento de m/z 123 (C;H4Cl; DBE: 5,5) sugiere
que la pérdida de CI (HCI) ocurre en el anillo piridinico, soportando la estructura

propuesta.
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Por otro lado, con la ayuda de una herramienta informatica (ChemBio3D Ultra
software, v12, CambridgeSoft 2009, Clog P driver tool) se calculd el log K,,, de
los PTs para estimar el tiempo de elucién en una columna cromatografica de
fase reversa. Para el P1, propuesto como el producto de transformacion mono
hidroxilado, el log Koy fue 2,56, mientras que para la otra posible estructura de
sustitucién de Cl por OH el log Ko fue 3,58. Esta diferencia entre el log Kow
para ambas moléculas se explica por un aumento en la lipofilia de la molécula
por la formacion de enlaces de H intramoleculares entre el OH y el COOH. El
log Kow estimado para el QNC fue 2,98 y su tg fue 7,6 min, por lo que a partir de
los valores de log K,y del QNC y de P1 se esperaba un tiempo de elucion
menor para P1; lo cual fue confirmado experimentalmente ya que el compuesto
P1 present6 un trde 5,7 min.

La segunda ruta de transformacién ocurre mediante reacciones de hidroxilacion
en diferentes partes de la molécula de QNC producidas por OH®. Como
resultado de estas reacciones se genera un grupo de 4 compuestos isobaricos
(compuestos de igual masa exacta) identificados como P2, P3, P4 y P8 con
masa nominal m/z 258 (C1oHsCI2NO3; DBE: 7,5), P2-P4 pueden corresponder a
derivados mono hidroxilados mientras que P8 podria ser un derivado
dihidroxilado reducido. La diferenciacion de estos isomeros no es sencilla
mediante andlisis de MS porque en la mayoria de los casos sus espectros de
masas son idénticos. Sin embargo en este caso se observaron importantes
diferencias. De este grupo de compuestos solamente P2, P3 y P4 mostraron la
misma pérdida secuencial de H,O + CO que el QNC y P1, caracteristica de los
compuestos que poseen un grupo funcional COOH (Figura 74). Por otro lado
los compuestos P2 y P3 mostraron el mismo patron de fragmentacion,
sugiriendo que el grupo -OH podria ocupar posiciones equivalentes en la
molécula de QNC pero lamentablemente no pudo asignarse con exactitud

dicha posicion de hidroxilacion mediante la técnica propuesta.

Pagina | 314



Resultados y Discusion

x102  (7.277 min) Frag=90.0V CE = 10.0(257.9719) 239.9606 -H,0
1- |
P4 CuH.CENO, A CLHeCLNOs !
Error = 3.17 ppm =
0¥ DBE- 85 l ErossSpm 357.9705
0 . h
L
x102 (6.891 min) Frag=90.0V CE = 10.0 (257.9719) T Kele) 1
1 / 229.9762 257.9709
P8 CeHCINO, CioHCINOs /
0. Error = 262 ppm Error = 3.97 ppm
DBE=65 l DBE=75 [
0 i b
@ x10$ (6.171 min) Frag=90.0V GE = 10.0 (257.9719) 239.9612 CoHEChNOs
a - Error = 5.14 ppm
P2 C1oHeCLNO, / DBE=75 \
Error = 0.67 ppm
il OBE=85 l 257,9706
0 AL |
x10$ (3.990 min) Frag=90.0V CE = 10.0 (257.9719) 239.9610 CoHCINO,
B Error = 322 ppm
C1oHiCLNO2 / DBE=75
Er =15
%P3 "SoE 55 l 257971
! L
200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z,
0 2 CeHCINO oo | 2 -Co
) Error=-004ppm 1769976 \
i DBE=8
P4 Precursorion miz 23(?»1 CIN 147949  156.9606 \I ! < coon 2119662 230963 Egﬁ"“:’l‘z;ﬁ’i‘
o 1140343 Eiror=-032ppm | | B ol T~ CH.CINO &— oee-ss
DBE=75/ l I | Error = 1.16 ppm l
o L pabd 1 | DBE=75 |
N CHeCIN CsHsCINO | PN CAHACLNO,
10 . Frror =234 = sH3ClNO2 r .
. P8Precursorionm/z 229, & el Leele CHCING; Erer 22 CHy o7
G 2149631 CoHsCINO,
19t 1260107 1660051 DBE=7 iy
051 L 1320081 l I 1500073 I 1739871 186.9609 l DBE=65
. doe vl N n I (T L L A .
L-HCl CeHACI-NO
(b) x10 2 r co Error = 6.82 ppm
1- P2 Precursor ion m/z 239 147, 1839712 - PEE=75  co C1oHiCLNO,
\ / Error = 1.52 ppm
05+ CsHACIN 16,9508 CeHCLN pBE=85
114.0341 Error = -0.2ppm Error = 1.81 ppm 2119650 masy
DBE=75 “ I DBE =65 *
o I 1t
x10 ‘z 1839713
- i C1HACINO;
P3 Precursor ion m/z 239 CHICING SiHiouNG:
CaH:CIN CeHCLN Error = 257 ppm " oae-st
| - =1 =
05 . B =306 o gnyy 1569597 l e 12850 . BE= 75 05005
.
o 1 In Ly L I
Mo M5 120 125 10 1% 140 145 150 15 160 165 170 175 18 18 10 195 200 205 200 215 220 225 20 235 240 245

Counts (%) vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 74. Fragmentacion caracteristica de los PTs isobaricos (
P8 en experimentos de a. MS y b. MS/MS.

En cambio, el compuesto P4 (tr: 7,3 min) presento

diferente, fue el isébmero mas abundante obtenid

m/z 258); P2, P3, P4y

un comportamiento

o en fotocatalisis,

independientemente del tiempo de reaccién y el que presenté mayor tiempo

retencion en la columna cromatografica como se muestra en la Figura 75.
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Figura 75. Cromatograma de iones extraidos (XIC) del QNC y algunos de los PT

obtenidos: P1-P4, P7-P9y P12.
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Es de esperar que el ataque de los OH® ocurra en las posiciones mas
susceptibles (ej. posiciones con alta densidad de carga) por lo que se propone
la estructura de P4 como se muestra en la Figura 72. Posteriormente se
realizaron experimentos MS/MS seleccionando como ion precursor el ibn m/z
239 (formula C4oH4CI2NO) para los compuestos P2, P3 y P4, donde se pudo
constatar que solo P4 sufre una pérdida de CI® para el ion m/z 211 (formula
CgH4CIoNO, Figura 74 b). Esta evidencia explica la hidroxilacion en la porcién
piridinica de la molécula de QNC en lugar de la hidroxilacién en la porcion
correspondiente al acido benzoico, como fue propuesto para los otros dos
productos mono hidroxilados P2 y P3. La estructura propuesta para P4 esta
basada en el aumento de la densidad electrénica en la posicion a al atomo de
N en comparacion con la posicién y.

Los compuestos marcados como P5, P6 y P7 son producto de las
subsiguientes di y tri-hidroxilaciones de la molécula de QNC. Estas reacciones
ocurren generalmente en tratamientos fotocataliticos, siendo en este caso
relevante la formacién del compuesto P4 en agua ultra pura (Figura 82). EI PT
P8 (tr: 6,891 min) mostré una unica pérdida de CO, que fue seguida por la
pérdida de CH3®, CI* y 2 pérdidas consecutivas de CO bajo condiciones de
fragmentacion elevadas (Figura 74 b). Este patrén de fragmentacion se explica
por la formacién de derivados di hidroxilados con la consiguiente reduccion del
grupo —COOH a aldehido (-COH) como se propone en la estructura de P8.

La molécula protonada del P9, (tr: 2,44 min), de masa nominal m/z 276 y
formula empirica C1oHsCI2NO4 presenté un menor DBE (6,5) que el QNC (DBE:
7,5). La estructura fue asignada en base a su espectro de masa exacta que
evidencia la apertura del anillo piridinico mediante ruptura oxidativa del enlace
C=N, en concordancia con la estructura sugerida (Figura 76). Ademas dos
pérdidas neutras sucesivas de H,O + CO confirman la presencia de 2 grupos
carboxilicos terminales, como se propone para este PT. Por otro lado, este
compuesto juega un rol importante en la evolucion de los PTs en los pasos
finales de la ruta de degradacion propuesta, ya que P10 y P11 son producto de
distintas oxidaciones de P9, la primera ocurriendo en la porcién “benzoica” de

la molécula y mientras que la segunda en la porcion alifatica.
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Figura 76. Elucidacion estructural del PT P9 mediante masa exacta.

El producto identificado como P10 se asume como el producto formado a partir
de la hidroxilaciéon de P9 en el anillo aromatico, confirmado por una pérdida
adicional de CO correspondiente a la estructura fendlica que genera un

compuesto de masa nominal m/z 138 (Figura 77).
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Figura 77. Elucidacion estructural del PT P10 mediante masa exacta.

Los experimentos de MS/MS realizados al compuesto [P11+H]; indicaron la
existencia de una pérdida de H,O + CO, lo que indica la presencia de un grupo
carboxilico, mientras que las subsiguientes pérdidas neutras de CH,O seguida
de CO, sugieren la presencia de un aldehido terminal concordante con la
estructura propuesta en la Figura 77. Basado en estas evidencias, el

compuesto P11 puede ser producido luego de la sustitucion oxidativa del Cl y la
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descarboxilacion de la cadena alifatica de P9. El espectro de masa obtenido
para el compuesto P12, revela la pérdida de H,O + 2 CO lo que concuerda con

la estructura propuesta de aldehido mono hidroxilado (Figura 79).
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Figura 78. Elucidacion estructural del PT P11 mediante masa exacta.
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Figura 79. Elucidacién estructural del PT P12 mediante masa exacta.

El P13 (formula CgH;CINOs; DBE: 5,5) se asigné como un acido di-carboxilico
mono hidroxilado. Esta estructura concuerda con 2 pérdidas de H,O + CO y
con una pérdida final de CO (Figura 80). Finalmente la estructura asignada en
la Figura 81 es el compuesto P14. En este caso el idbn precursor pierde
etenona (C,H20) (formula CsH;CINO,; DBE: 5,5) para dar un fragmento de
masa nominal m/z 142, (formula CgHsCINO; DBE: 4,5) que posteriormente
pierde un CO para dar un nuevo i6n fragmento de m/z 114, mostrando un

patrén de fragmentacion diferente al resto de los compuestos. El ibn m/z 142 y
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la pérdida de CO sugieren que el oxigeno no pertenece al CO, como se
propuso anteriormente. Por lo que se asume que la pérdida de H,O que origina
el ibn m/z 166 (formula CgHsCINO; DBE: 6,5), pertenece al aldehido terminal
como se observa en la estructura propuesta, mientras que el otro oxigeno esta
localizado en la posicion —para- con respecto al N formando una quinona. La
descarboxilacién del &acido benzoico continla con la adicién de un OH® al
carbono a, deficiente en electrones, por estar unido a un CI, y que termina en

y
descarboxilacién para dar un aldehido que se condensa para formar el

una ruptura del enlace mediante un mecanismo de Norrish tipo |

compuesto ciclico.
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Figura 81. Elucidacion estructural del PT P14 mediante masa exacta.
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20.3. Ruta de degradacion del quinclorac y evolucion de los
intermediarios de reaccion

Como se menciond anteriormente, a partir de los productos de transformacion
del quinclorac identificados se propone la ruta de degradacion que fue
presentada en la Figura 72. La evolucion de los intermediarios generados en
los procesos de fotdlisis y fotocatalisis durante el tiempo de reaccién en ambas

matrices se presenta en las Figura 82 y 83, respectivamente.

20.3.1. Fotolisis

Para estudiar la evolucion de los intermediarios de reaccién durante las 10
horas de iluminacion transcurridas se tomaron alicuotas de 1 mL en intervalos
de 1 h las cuales fueron analizadas mediante LC-QTOF-MS/MS. En este
periodo solo fueron detectados e identificados, por encima del LOD del
instrumento, 5 compuestos en agua ultra pura (P1, P3, P4, PO y P14) y 2
compuestos (P4 y P14) en agua de cultivos de arroz, tal como se muestra en la
Figura 82. Por otro lado, en agua ultra pura, los compuestos P4 y P14
presentaron la mayor abundancia. Ambos compuestos presentan un
comportamiento diferente, P4 aumenta hasta las 8 horas de iluminacion en
donde su concentraciéon es maxima para luego comenzar a decaer; en cambio
la concentracion de P14, ultimo intermediario detectado en la ruta de
degradacion propuesta aumenta continuamente (Figura 82 a). Durante la
fotdlisis en agua de arroz se observa que la concentracién de P4 es constante
a lo largo del tiempo, mientras P14 presenta el mismo comportamiento que en
agua ultra pura, aumenta proporcionalmente con el tiempo de reaccion (Figura
82 b).
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Figura 82. Evolucion de los PT obtenidos en agua ultra pura (a) y agua de cultivos de
arroz (b) mediante fotdlisis.

Debido a la diferencia en cuanto a la presencia y comportamiento de los
intermediarios detectados en ambas matrices, se podria decir que en agua ultra
pura ocurre un proceso de fotdlisis directa (Figura 82 a) mientras que en agua
de cultivos de arroz podria existir un fendmeno de fotdlisis indirecta (Figura 82
b). Cabe destacar que P1 no fue detectado en agua de cultivos de arroz. Sin
embargo, dado que la abundancia de los PTs presentes en el agua ultra pura
es casi tres veces mayor que en el agua de cultivos de arroz y que la tasa de
degradacion del QNC en el agua proveniente de campos de arroz es mas lenta
(Figura 70 a), la contribucion total de la fotdlisis indirecta en periodos breves

pareceria ser insignificante.

20.3.2. Fotocatalisis

Para estudiar la evolucion de los intermediarios de reaccidon durante el proceso
de fotocatalisis se tomaron alicuotas de 1 mL cada 3 min para ambas matrices
estudiadas hasta los 30 min y a partir de este tiempo las alicuotas fueron
tomadas cada 15 min para agua de cultivos de arroz y una unica alicuota a los
40 min para agua ultra pura, dichas alicuotas fueron filtradas mediante filtros de
0,45 pm para eliminar posibles restos de catalizador y posteriormente
analizadas mediante LC-QTOF-MS/MS. Los tiempos de irradiacion en este

caso fueron diferentes para ambos sistemas acuosos; para agua ultra pura a
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los 40 min de iluminacién se observé practicamente la remocion total del QNC

mientras que en agua de cultivos de arroz el tiempo fue de 145 min.
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Figura 83. Evolucion de los principales intermediarios detectados durante el proceso
fotocatalitico en agua de cultivos de arroz.

Como se puede observar en la Figura 83, no existe una tendencia general para
todos los intermediarios detectados; algunos compuestos (P1-P5, P8-P10),
muestran un comportamiento de aparicion/desaparicion, mientras que otros,
como el P12, aumentan con el tiempo y para otros su concentracion va
aumentando hasta un tiempo en el cual su concentracion permanece inalterada
(P13 y P14). Los compuestos mayoritarios en este experimento fueron P9 y
P12 y seguidos por P1, P2, P4, P5 y P9. Esto corrobora la hidroxilacion que se
produce en la posicion C9 seguida de la apertura del anillo piridinico como uno
de los pasos clave de la evolucion de la degradacion fotocatalitica del QNC.
Por otro lado la sustitucién del Cl por OH, en el anillo piridinico se confirma
también por la identificacion de P1 en este medio de reaccion. La hidroxilaciéon
siguiente en la posicion C9 podria sugerir una relacion entre ambas vias de
degradacion (la declorinacion oxidativa del Cl y la hidroxilacion del nucleo
piridinico) via formacién de P9. A partir de la ruta de transformacion propuesta
en la Figura 72 y de la presencia de P1 y P4 en los primeros minutos del

tratamiento se podria decir que el OH® reacciona principalmente en dos sitios



Resultados y Discusion

especificos de la molécula de QNC dando lugar a las dos vias transformacion
observadas (declorinacién oxidativa e hidroxilacion)

Luego de 145 min de irradiacion del agua de cultivos de arroz se observa una
mineralizacion parcial, debido a la presencia de P9y P12.

Como se puede observar en la Figura 84, la produccion de P9 es casi 10

veces menor en agua ultra pura que en agua de cultivos de arroz, Figura 83.
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Figura 84. Evolucién de los principales intermediarios detectados durante el proceso
fotocatalitico en agua ultra pura.

Los compuestos P1, P4 y P14 fueron detectados en ambos experimentos;
fotdlisis directa y fotocatdlisis. A pesar de que P14 se mantuvo mas estable
durante la degradacion fotolitica.

En general la abundancia de los productos de transformacién del QNC durante
la fotocatdlisis es mucho mayor en el agua de arroz que en agua ultra pura.
Una posible explicacion de la diferencia en las abundancias de una matriz y
otra podria ser que en el agua de cultivos de arroz, la turbidez del medio de
reaccion retarda el proceso y a su vez podria disminuir la energia total
transmitida aumentando la vida media de los PTs. Por otro lado en las
condiciones del proceso fotocatalitico, se podrian generar a partir de la materia
organica algunos intermediarios reactivos, que podrian reaccionar a su vez con
el quinclorac para obtener PTs aumentando la concentracién con respecto al

agua ultra pura.
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Desde un punto de vista ambiental a futuro seria relevante estudiar la toxicidad

de los productos de transformacién generados en el medio acuatico.
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20.4. Conclusiones parciales de la aplicacion de procesos de oxidaciéon
avanzada para la degradacion del quinclorac.

-Se evalué la aplicacion de Procesos de Oxidacién Avanzada para la
degradacion quimica del herbicida quinclorac en agua ultra pura y en agua de

cultivos de arroz.

-Se observo que este herbicida posee una alta persistencia en agua de cultivos
de arroz, debido a la ausencia de hidrdlisis y su estabilidad bajo condiciones de

fotdlisis.

-La fotocatalisis heterogénea degradd practicamente 100% de este herbicida
en ambos sistemas acuosos, siendo los tiempos de degradacién de 40 min

para agua ultra pura u 145 min para agua de cultivos de arroz.

-Los analisis realizados mediante LC-QTOF-MS/MS permitieron sugerir la
produccion de varios productos de transformacién del quinclorac y postular

posible ruta de degradacion.

-Los resultados muestran que algunos de los productos de transformacién

obtenidos con los procesos de foto-degradacion estudiados son los mismos.
-A futuro, es necesario realizar un estudio de la toxicidad de los productos de

transformacion mayoritarios con el fin de evaluar la aplicacion de la fotocatalisis

en aguas provenientes de la agricultura y otros sistemas acuosos.
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21.Conclusiones generales

Se desarrollaron y validaron metodologias de analisis multi-residuo para la
determinacion de 9 herbicidas de post-emergencia en suelo, agua y grano de
arroz utilizando diferentes condiciones de extraccion y clean-up y el mismo

método cromatografico mediante LC-DAD.

El trabajo se desarroll6 en etapas que fueron aumentando el niumero de
pesticidas evaluados asi como la simplicidad de los tratamientos de muestra y
la sensibilidad de deteccion de los residuos a evaluar.

Se utilizaron métodos instrumentales modernos LC-QqQ/MS y LC-QLIT/MS
para aumentar el numero de analitos evaluados en agua y grano de arroz, con
el fin de cubrir el maximo numero de pesticidas que se utilizan en cultivos de

arroz a nivel mundial.

En agua, las metodologias desarrolladas permitieron analizar 48 residuos de
pesticidas mediante LC-QqQ/MS por SPE y 70 compuestos mediante LC-
QLIT/MS por inyeccion directa en columna. La principal ventaja que presentan

es que pueden ser facilmente extrapolables a otros sistemas acuosos.

En arroz se compararon y finalmente se validaron diferentes metodologias de
extraccién y clean-up basadas en el método de QUEChERS. El numero
maximo de compuestos analizados en arroz blanco mediante LC-QqQ/MS fue
33 y 42 en arroz paddy.

Los resultados obtenidos demuestran que no existe un método de analisis
universal para la determinacion de residuos de pesticidas en grano de arroz,
por lo que es necesaria la evaluacion del tipo de pesticidas y de la composicion

de la matriz a la hora de definir el método mas apropiado para cada situacién.
La aplicacion de las metodologias desarrolladas permitid obtener datos acerca

de la presencia de agroquimicos en cultivos de arroz en nuestro pais,

detectandose algunos pesticidas; propanil, clomazone, quinclorac vy
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tebuconazol en muestras ambientales y tebuconazol, imidacloprid vy
difenoconazol en el grano.

En principio los datos obtenidos muestran que existe baja presencia de
residuos en este ecosistema. Sin embargo para realizar un estudio de impacto
ambiental se deberia continuar el monitoreo de pesticidas en este cultivo para
ampliar el numero de muestras e incluir datos de residuos de pesticidas en

organismos Vivos.

Con respecto a las tolerancias maximas de pesticidas, algunas de las muestras
de agua mostraron concentraciones mayores al nivel maximo permitido por la
normativa de la UE de aguas, mientras que para suelo no existe aun una
normativa particular.

Los residuos de pesticidas encontrados en las muestras comerciales de arroz
cumplen con los LMRs establecidos por las normativas internacionales para

este alimento.

El estudio de la residualidad de pesticidas en condiciones controladas a campo
mostré que en principio, en las condiciones del ensayo y al tiempo en que fue
realizado el estudio, los herbicidas utilizados en el experimento no generan
residuos que permanezcan en el grano a los niveles de deteccion obtenidos
con las metodologias de analisis desarrolladas.

Para el resto de los pesticidas aplicados, la tendencia observada en la
concentracion de residuos fue a disminuir a lo largo del proceso productivo del

arroz, observandose las mayores concentraciones en arroz paddy.

Este experimento demuestra la importancia de realizar estudios de residualidad
de pesticidas a lo largo de la cadena de produccion, para los diferentes
productos que se generan buscando avanzar en el conocimiento de su

distribucion y entonces poder estimar los factores de procesamiento.
El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo brindar herramientas analiticas

objetivas para evaluar el nivel de residuos de pesticidas en diversas matrices

del ecosistema del cultivo de arroz.
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Los procedimientos aqui desarrollados, son un insumo importante para
asegurar la calidad y seguridad alimentaria de la poblacién asi como para

evaluar la sustentabilidad de los sistemas agricolas.

Los resultados generados constituyen una herramienta analitica importante
para la realizacion periédica del monitoreo del ecosistema de arroz, pudiendo
servir como disparador para futuras evaluaciones de los diferentes sistemas

agricolas en crecimiento en nuestro pais.

La degradacién del Quinclorac demostréo la eficacia de la fotocatalisis
heterogénea, con catalizador de TiO, en la degradacion de este herbicida en
dos sistemas acuosos. La eliminacion total de quinclorac, se alcanzé en
periodos de tiempo cortos, de 40 minutos para agua ultra pura y de 145 min

para agua de cultivos de arroz.

El empleo de la plataforma de LC-QTOF-MS/MS, permitié el estudio de la
degradacion del quinclorac por procesos de oxidaciéon avanzada demostrando
un alto potencial en la evaluacién de compuestos desconocidos. De esta
manera, fue posible identificar 14 productos de transformacion durante el

proceso de fotocatalisis.

Los resultados obtenidos aportan un mayor conocimiento en la evolucion del
quinclorac hacia productos de degradacion como consecuencia de tratamientos

foto cataliticos.

Para completar este estudio seria necesario estudiar la toxicidad de los
productos de transformacién mayoritarios con el fin de evaluar la aplicacion de
la fotocatalisis en aguas provenientes de la agricultura y otros sistemas

acuosos.
Los procedimientos desarrollados en este trabajo tienen como objetivo

contribuir a la sustentabilidad de los ecosistemas agricolas. Para ello se busco

por un lado, desarrollar estrategias para conocer el nivel de residuos de
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pesticidas en el ambiente y los alimentos que se producen y por otro, generar
herramientas ambientalmente amigables, empleando energias renovables, para
la remediacién de cursos de agua que puedan contener herbicidas semi-

persistentes como el quinclorac.
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