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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue analizar el efecto de algunos de los factores
relacionados al manejo de cultivos y la aplicacion de plaguicidas sobre la disipacion y el
nivel final de residuos de insecticidas aplicados en campo y en almacenamiento, en soja y
maiz en la region central de la RepUblica Argentina. Los tratamientos con insecticidas para
el control de plagas en los cultivos de soja y maiz, generan niveles de residuos en los granos
cosechados por debajo de los limites permitidos, siempre y cuando se respeten las dosis
recomendadas y los periodos de carencia para cada principio activo, sin embargo en
algunos casos aun en dosis recomendadas pueden superarse debido posiblemente a la
variabilidad en la distribucion de los plaguicidas durante su aplicacion. Es posible inferir
efecto de las condiciones ambientales cercanas a la aplicacion y existentes durante el ciclo
del cultivo, aunque los efectos son més claros para principios activos altamente persistentes
como el endosulfan. Las aplicaciones de productos quimicos en el almacenamiento de
granos de soja y maiz, ocasionan mayores problemas de residuos en los granos que las
aplicaciones en el cultivo, sin embargo en la mayoria de los casos siguiendo las
recomendaciones de uso, los residuos se encuentran por debajo del LMR establecido por
SENASA una vez transcurrido el periodo de carencia. Se evidencia un importante efecto
acumulativo de los residuos en aplicaciones repetidas de plaguicidas durante el
almacenamiento por lo tanto esta préctica no debe ser recomendada. Esta investigacion
demostrd que los factores relacionados al manejo de los cultivos y a la aplicacion de
plaguicidas; tales como la especie, fecha de siembra, tipos de plaguicidas, sus dosis,
momentos y nimero de aplicaciones; influyen en la dindmica de disipacion y el nivel final
de residuos de insecticidas en granos de soja y maiz producidos y almacenados en la region
central de la Republica Argentina, pudiendo afectar la inocuidad de los alimentos
producidos. A fin de asegurar la produccién de alimentos saludables, es importante la
utilizacion de las Buenas Practicas Agricolas considerando la eleccion apropiada del
producto a aplicar de acuerdo a la plaga y el cultivo, y hacerlo en el momento oportuno y
dosis recomendadas a fin de evitar niveles de residuos de plaguicidas por encima de los

permitidos legalmente.

Palabras claves: Insecticidas; Soja; Maiz; Residuos; Inocuidad de Alimentos
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ABSTRACT

The objetive of this thesis was to analyze the effect of some factors related to crop
management and pesticide application on the dissipation and the final level of insecticide
residues in field and storage applied in soybean and corn in the central region of the
Republic Argentina. Insecticide treatments for pests control in soybean and corn generate
residue levels, in harvested grains, below the permitted limits provided that the
recommended doses and periods for each active ingredient are respected, however in some
cases even at recommended doses can possibly be overcome due to the variability in the
distribution of pesticides during their application. Is possible to infer the effect of
environmental conditions close to the existing application and during the crop cycle,
although the effects are clearer for highly persistent endosulfan as active ingredients. The
pesticides applications in soybean and corn storage grains cause major problems of
residues, however in most cases following the recommendations of use, residues are below
the MRL’s established by SENASA. Exist an important acumulative effect of waste on
repeated applications of pesticides during storage so this practice should not be
recommended. This research showed that some factors related to crop management and
pesticide application, such as the species, planting date, types of pesticides, their dose, time
and number of applications; influence the dynamics of dissipation and the level of final
insecticide residues in soybean and corn produced and stored in the central region of
Argentina. To ensure the production of healthy food, it is important to use Good
Agricultural Practices with an appropriate choice of product to be applied according to the
pest and the crop, at the right time and at the recommended dose to avoid residue levels

pesticides above the the legally permitted.

Keywords : Insecticides; Soybean; Maize; Residue; Food Safety
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Capitulo |
INTRODUCCION

Los plaguicidas en la produccidon agropecuaria

Produccion de soja'y maiz en la Republica Argentina

En la Republica Argentina se sembraron durante la campafia 2011/2012 mas de 30
millones de hectareas de cereales y oleaginosas, significando una produccion que supero las
88 millones de toneladas de granos considerando a los cultivos de maiz, soja, trigo, centeno,
cebada y avena, como los predominantes (MinAgri, 2013). Esta producciéon primaria
constituye un importante insumo para la industria local y representa un significativo
porcentaje del valor total de las exportaciones del pais. Soja (Glycine max L. Merrill) y maiz
(Zea mays L.) son los cultivos de mayor importancia a nivel Nacional y de la Provincia de
Cordoba. Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Republica Argentina
(MinAgri, 2013), la superficie sembrada con soja en la campafia 2011/2012 fue de cerca de
18 millones de hectareas, lo que significd una produccion de mas de 40 millones de
toneladas. La Provincia de Coérdoba contribuy6 con 9 millones de toneladas, casi un 25 %
de la produccién nacional. Con respecto al cultivo de maiz, para la campafia 2011/2012, la
produccién fue de 21 millones de toneladas, ocupando una superficie de 3,5 millones de
hectareas. Cdrdoba participé con casi 5 millones de toneladas, un 25% de la produccién
total (Fig. 1.1) siendo el mercado externo el principal destino de este cultivo (MinAgri,
2013; INDEC, 2013). Las divisas por la exportacion de productos primarios agropecuarios
alcanza los U$S 2.000 millones mensuales y las manufacturas de origen agropecuario un
valor similar. En Cérdoba los principales complejos de exportacion son soja y maiz y sus
derivados junto a la industria automotriz (INDEC, 2013).

Los granos de soja y maiz son utilizados en la elaboracion de productos alimenticios
y el aumento de las demandas debido al crecimiento de la poblacién mundial, hace

necesario incrementar las producciones primarias haciendo eficiente el uso de la tierra, lo



cudl conlleva a una mayor presion del ambiente productivo que debe ser compensado para

mantener altos niveles de rendimiento.
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Fig. 1.1. Produccion histérica de granos de soja y maiz en la Republica Argentina
(MinAgri, 2013; SHIA, 2013).

Principales plagas que atacan a los cultivos de soja y maiz y su control

La sostenibilidad productiva de los cultivos esta afectada por factores bidticos tales
como enfermedades, malezas y plagas. Por esto es de fundamental importancia la
utilizacion de productos quimicos que permitan mantener y aumentar las producciones. Sin
embargo, las aplicaciones de plaguicidas constituyen un serio riesgo para la salud, el medio
ambiente y el comercio exterior, si no se aplican adecuadamente a fin de no dejar residuos
en los granos comprometiendo la inocuidad de los alimentos (Yague, 1989; Giorda y
Baigorri, 1997; Pengue, 2001; Novo et al., 2011). La presencia de residuos de plaguicidas
en productos de consumo es uno de los aspectos de la peligrosidad de los agroquimicos que

mas preocupa actualmente, tanto por la sensibilidad de la opinion publica respecto a la



calidad de los alimentos, como por su incidencia en el comercio a nivel nacional e

internacional y su importancia en las estrategias de lucha contra las plagas (Coscolla, 1993).

Las plagas insectiles constituyen una limitante de la produccién cuya importancia
depende de la intensidad y los momentos de ataque respecto al estado fenologico del
cultivo. El desarrollo de la planta de soja se caracteriza a partir de la escala de Fehr y
Caviness (1977), que diferencia los estados vegetativos “V”, de los estados reproductivos
“R” (Fig. 1.2). Los estados vegetativos contabilizan el nimero de nudos sobre el eje
principal y se denominan como V1, V2.... Vn. Los estados reproductivos determinan el
inicio y plenitud de las etapas de floracion (R1 y R2), formacién de vainas (R3 y R4),
Ilenado de granos (R5 y R6) y madurez (R7 y R8).

a5

[ ve [ve|] wi [ v [ vs R | A3 | A5 | m8 |

Fig. 1.2. Estados fenologicos en el cultivo de soja de acuerdo a escala de Fehr y Caviness (1977).

Dentro de las plagas primarias que atacan al cultivo de la soja en la Argentina y que
requieren aplicaciones frecuentes de insecticidas para su control, se destacan Nezara
viridula (L.) (chinche verde), Piezodorus guildinii (West) (chinche de la alfalfa), Dichelops
furcatus (F.) (chinche de los cuernitos) y Edessa meditabunda (F.) (alquiche chico),
conocidas como complejo de chinches. La importancia de estas plagas reside en que

pueden provocar pérdidas a muy bajas densidades poblacionales y los dafios afectan



directamente al producto de consumo ya que succionan el contenido de los granos en
formacion, al mismo tiempo que introducen toxinas y organismos patégenos. El impacto de
la plaga depende de la especie de chinche y del momento de ataque dentro del periodo
reproductivo del cultivo. Cuando el ataque ocurre entre los estados fenoldgicos de R3 y R4
se produce un retorcimiento de las vainas las cuales se secan rapidamente y se caen,
mientras que en R5 se impide el desarrollo de los granos, que quedan pequefios y
deformados y cuando el ataque se produce mas tardiamente el dafio es menor (Arregui et
al., 2007; Novo et al., 2011). Por esto es comun que los productores ante una infestacion
moderada, por temor a pérdidas de rendimiento significativas, decidan aplicar insecticidas
por debajo de los umbrales de dafio y en dosis superiores a las recomendadas. Este mal uso
puede traducirse en residuos de los plaguicidas que excedan los niveles permitidos,
particularmente cuando las aplicaciones se efectuan cerca de la madurez fisiologica del
cultivo (lannone y Leiva, 1994; Giorda y Baigorri, 1997). El control de chinches puede
realizarse a través de medidas culturales como las “franjas trampa” que consisten en
sembrar variedades de soja precoces en franjas perimetrales o intercaladas en el cultivo. Las
chinches se concentran en estas franjas y alli se tiene la oportunidad de controlarlas
mediante el uso de insecticidas (Novo et al., 2011). Otra de las formas de control es la
aplicacion de insecticidas sobre el lote atacado para lo cudl existen numerosas opciones de
principios activos derivados de distintos grupos quimicos (Sosa y Gamundi, 2007
CASAFE, 2009). Uno de los insecticidas difundidos en la region central Argentina por su
efectividad y bajo costo fue el endosulfan, perteneciente al grupo de los derivados quimicos
organoclorados, pero este principio activo ha sido cuestionado y se encuentra actualmente
fuera de uso y dentro de la docena sucia de Contaminantes Organicos Persistentes (COP) en
el Programa Global de Monitoreo de la Contaminacion Quimica (Bejarano Gonzalez et al.,
2008; Convenio de Estocolmo, 2013). Otra opcidn para el control quimico es el uso de
plaguicidas del grupo de los organofosforados combinados con piretroides como es el caso
de clorpirifos-etil+cipermetrina (Kegley et al., 2008; CASAFE, 2009; Gonzalez et al.,
2010; Novo et al., 2011). También se encuentran en el mercado alternativas a los clorados y
fosforados, principalmente en vias de reemplazar al endosulfan y evitar la aparicion de
resistencia de las plagas, como es el caso de las mezclas de imidacloprid+-ciflutrina o
imidacloprid+lambdacialotrina, pertenecientes al grupo de los derivados de las

nitroguanidinas en combinacidn con piretroides (Sosa y Gamundi, 2007; CASAFE, 2009).



El cultivo de maiz es atacado, en sus distintos estados de desarrollo, por numerosas
plagas insectiles, causando pérdidas importantes del rendimiento (Arregui et al., 2001).

La escala fenologica mas utilizada en el cultivo de maiz es la escala de Ritchie y
Hanway (1982) la cual utiliza caracteres macroscopicos externos. La fenologia del cultivo
se puede dividir en dos etapas, una vegetativa y otra reproductiva. La etapa vegetativa se
identifica con la letra “V” seguida con un subindice que sefiala el nimero de orden de la
ultima hoja completamente expandida con ligula visible al momento de la observacion. El
fin del estado vegetativo se produce con la aparicion de la panoja (inflorescencia masculina)
y se define como “VT”. Los estados reproductivos comienzan en R1 con la aparicién de los
estigmas, y siguen con los estados R2 correspondiente a grano acuoso, R3 a grano lechoso,
R4 a grano pastoso, R5 a grano dentado y concluye en R6 con la madurez fisioldgica (Fig
1.3).
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Fig. 1.3. Estados fenologicos en el cultivo de maiz de acuerdo a escala de Ritchie y Hanway (1982)

En este cultivo las principales plagas son las orugas, entre ellas, Diatraea
saccharalis (F.) (Barrenador del tallo), Spodoptera frugiperda (Smith) (Oruga cogollera u
Oruga militar tardia), Agrotis malefida (Guenée) y Porosagrotis gypaetina (Guenée)
(Orugas cortadoras). El barrenador del tallo es la plaga principal y mas generalizada del
cultivo en la zona pampeana (Peralta, 2008). Los adultos oviponen en el envés de las hojas

y las larvas recién emergidas se alimentan de las mismas y cuando la planta se encuentra en



estados vegetativos avanzados atacan la zona meristematica de los entrenudos produciendo
el secado y desprendimiento de las hojas. Posteriormente se introducen dentro de los tallos
barrenando entre dos y tres nudos cada larva, provocando una disminucion del tamafio, del
peso y el desprendimiento de las espigas y quebrado de la planta (Arregui et al., 2001;
Arregui et al., 2007; Novo et al., 2011). La oruga cogollera puede comportarse como
defoliadora, cortadora o cogollera. El principal dafio lo realiza con esta tltima accion ya que
se alimenta del cogollo (parte central superior de la planta en la cual se encuentran las hojas
aun no desplegadas). Por encontrarse protegidas dentro de la planta se hace muy dificil su
control (Novo et al., 2011) y esta presente en todas las campafias variando su intensidad de
ataque entre las mismas (Peralta, 2008). Las orugas cortadoras son de habitos nocturnos y
el dafio que provocan es cortar la planta de hasta 10 cm de altura a nivel del suelo. A
medida que las plantas crecen el dafio potencial es menor (Novo et al., 2011).

El control de estas plagas se realiza principalmente a partir de practicas culturales
mediante la roturacion del suelo, rotacion de cultivos, siembras tempranas, eliminacion de
especies vegetales que actian como reservorios, y en menor medida, mediante el control
quimico debido a que estas plagas se encuentran en general protegidas dentro de las
estructuras de las mismas plantas. Durante la campafia 2007/2008 en la zona centro-sur de
Cordoba y norte de Buenos Aires se registraron ataques de estas plagas que requirieron
aplicaciones de insecticidas para su control (Peralta, 2008). Algunos de los productos
utilizados son mezclas de principios activos del grupo de los organofosforados y piretroides
tales como clorpirifos-etil+cipermetrina y existen otros de reciente aparicion como el
novalurén y lufenurdn pertenecientes al grupo quimico de las benzoilureas (CASAFE,
2009; Novo et al., 2011).

Luego de la cosecha, en general, los granos de cultivos extensivos y sus
subproductos, son almacenados hasta el momento de su comercializacion. La calidad y el
rendimiento de los granos durante el almacenamiento pude verse afectado por el ataque de
insectos, acaros y roedores. Los insectos y acaros utilizan a los granos y harinas como
alimento y los ensucian con sus excrementos, huevos, despojos larvales, capullos vacios e
hilos de seda. Si la poblacion de insectos crece en forma desmesurada, ademas de reducir la
calidad del grano, se produce un incremento de la temperatura y humedad de los granos, un

aumento del contenido de diéxido de carbono y una reduccion del contenido de oxigeno del



medio ambiente. La temperatura y la humedad son los principales factores que influyen en
el desarrollo de los insectos. La mayoria de los insectos que atacan los granos almacenados
son de origen subtropical y tropical. En las regiones muy frias, los insectos alcanzan niveles
de reproduccion tan bajos que no llegan a caracterizarse como plagas por lo tanto en los
granos que se mantienen por debajo de los 17°C el desarrollo de los insectos resulta
insignificante. Los limites de temperatura para el desarrollo de la mayoria de los insectos
que atacan los granos almacenados varian entre 20 y 35°C. El contenido de humedad de los
granos es un factor critico para la sobrevivencia del insecto. Los insectos toman de los
alimentos la humedad que requieren para sus procesos vitales por lo tanto el aumento del
contenido de humedad favorece la proliferacion de los insectos. Los granos de cereales con
humedad inferior al 10% inhiben la actividad de los insectos. Aparte de la temperatura y del
contenido de humedad de los granos, la composicion del aire intergranular (relacion
oxigeno/gas carbonico) constituye un importante factor para el desarrollo de las poblaciones
de insectos que infestan los granos almacenados (FAO, 2013b).

Los insectos que parasitan granos almacenados, se clasifican en dos grupos, aquellos
que causan infestacion primaria, es decir que atacan a los granos sanos, ocasionando el dafio
conocido como “picado”; y los de infestacion secundaria que aparecen sobre granos que ya
han sufrido un dafio primario, granos partidos o productos de la molienda (Novo et al.,
2011). Se destacan dentro de las plagas que causan infestacién primaria, Sitophilus
granarius (L.) (Gorgojo del trigo) y S. oryzae (L.) (Gorgojo del arroz), Rizopertha dominica
(F.) (Taladrillo de los granos) y Sitotroga cerealella (O.) (Palomita de los cereales) y de las
que provocan infestacion secundaria, Oryzaephilus surinamensis (L.) (Carcoma dentada de
los granos), Cryptolestes ferrugineus (Carcoma achatada o gorgojo de los granos partidos),
Tribolium castaneum (Herbst) y T. confusum (J. du Val) (Tribolios castafio y confuso).
Controlar estas plagas es imprescindible no sélo por los dafios directos que causan en los
granos, sino también porque los estandares de comercializacion argentinos prohiben la
venta de mercaderias con insectos vivos. Para el control de estas plagas se recomienda
realizar un Control Integrado de Plagas de Granos Almacenados combinando la prevencién
a través de la limpieza y tratamiento de las instalaciones vacias, la pre-limpieza del grano y
descorazonado del silo, el tratamiento de los granos con insecticidas preventivos y la
practica de aireacion (Carpaneto et al., 2013). Los insecticidas utilizados para el control de

estas plagas son principios activos pertenecientes a los grupos quimicos de los



organofosforados tales como diclorvos, clorpirifés-metil, pirimifés-metil y a los derivados
de los piretroides como las permetrinas y deltametrina entre otros (Aldana Madrid et al.
2008; Casini y Santajuliana, 2008; Novo et al., 2011). Una vez almacenados los productos
es necesario realizar planes de monitoreo e identificacién de especies presentes y de ser
necesario utilizar practicas curativas. Entre estas encontramos la de atmosfera modificada,
por aumentos en la concentracion de dioxido de carbono o disminucion del oxigeno
(Carpaneto et al., 2013) ya que en bodegas y silos, la masa de granos forma un microclima
que afecta la respiracion de los granos y organismos asociados a ella, por lo que la
composicion del aire intergranular puede resultar modificada (FAO, 2013b). Otra de las
précticas curativas es la fumigacion, la cudl controla la infestacion pero no brinda ningln
tipo de proteccidn contra futuras infestaciones. Generalmente para este tipo de control se
utilizan gases que acttan por inhalacién y requieren el mayor grado de hermeticidad posible
y un tiempo de exposicion determinado (Casini y Santajuliana, 2008). La fosfina es un gas
letal para los insectos capaz de eliminar todos sus estadios de desarrollo, incluso los de las
plagas primarias, ya que difunde hacia el interior del grano. Esta necesidad de controlar los
insectos hasta su eliminacién total lleva en muchos casos a realizar un uso incorrecto y
excesivo de los insecticidas quimicos lo cuél resulta peligroso desde varios puntos de vista:
pone en riesgo la inocuidad del alimento y la salud del consumidor, genera rechazos por
excesos de residuos, posee un elevado impacto ambiental y puede comprometer la salud y la

seguridad de quienes los manipulan (Carpaneto et al., 2013).

Los plaguicidas

Concepto

Un "plaguicida’ es cualquier sustancia destinada a impedir, destruir, atraer, repeler
0 combatir cualquier plaga, incluidas las especies indeseadas de plantas o animales, durante
la produccion, almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos,
productos agricolas o piensos, o que pueda administrarse a los animales para combatir
ectoparasitos. El término incluye sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del

crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta



o0 inhibidores de la germinacién, y aquellas aplicadas a los cultivos antes o después de la
cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y
transporte. El término excluye normalmente los fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o

animal, aditivos alimentarios y medicamentos veterinarios (Codex alimentarius, 2013).

Clasificacion de plaguicidas: Insecticidas

Los plaguicidas pueden clasificarse de acuerdo a su finalidad, es decir segln la
plaga que controlan, y se denominan acaricidas cuando se utilizan para el control de acaros
o arafiuelas, bactericidas en el control de bacterias, fungicidas cuando se destinan al control
de hongos, insecticidas cuando controlan insectos, herbicidas para malezas, etc (Cavallo,
2006; Novo et al., 2011).

Los insecticidas, por lo tanto, son aquellas sustancias destinadas a combatir plagas

insectiles y se clasifican de la siguiente manera:

-Segun la via de absorcién por el insecto:

De contacto: el simple contacto del insecto con el plaguicida produce la accion.

Digestivos o de ingestion: necesitan introducirse por la boca de los organismos vivos para
ejercer su accion.

Fumigantes: sustancias solidas, liquidas o gaseosas que se pasan a vapor o gas toxico de
elevado poder de difusion, controlando a los organismos al entrar por el sistema
respiratorio.

-Segun su modo de accidn en los insectos: fisicos, nerviosos, inhibidores de la sintesis de
quitina, microbianos, etc.

-Segun su comportamiento en la planta:

De contacto: el producto es aplicado directamente sobre las plagas o permanece en la
superficie tratada, actuando directamente sobre el organismo a controlar. Estudios
encontrados reflejan que si bien la actividad del plaguicida ocurre sobre la planta pueden
existir fendmenos de translocacién, los cuéles no son suficientes para que el principio
activo actle por via sisttmica (JMPR, 2007; JMPR, 2008).

Sistémicos: los compuestos tienen la capacidad de penetrar en el interior del tejido vegetal,
ubicarse y extender su accion desde el lugar de aplicacion a otros puntos de la planta para

cumplir su funcioén.



Residuales: productos que se colocan antes que aparezca la plaga y permanecen a la espera
de las mismas para efectuar su accion.

-Segun su composicién quimica:

Inorganicos (derivados del azufre, cobre, etc.)

Organicos de origen vegetal (piretrinas, nicotina, etc.), de oriigen mineral (aceites
derivados de petroleo), de sintesis (clorados, fosforados, carbamatos, piretroides,
cloronicotilinicos, benzoilureas); etc.

-Por su formulacion comercial: en la presentacion comercial o formulacion de los
plaguicidas, la sustancia activa (principio activo o droga) acondicionada junto a sustancias

auxiliares denominados coadyuvantes, se lleva a una condicion en la que pueda aplicarse

pura o diluida para que llegue a la plaga (Arregui et al., 2001).

De acuerdo a la forma en que se presentan comercialmente los plaguicidas se

clasifican en:

Tabla 1.1. Denominacion de plaguicidas de acuerdo a su formulaciéon comercial (Elaboracion
personal en base a bibliografia consultada).

Naturaleza de la
formulacion Denominacion Abreviatura
Polvo Seco DP
Polvos Polvo Soluble SP
Polvo Mojable WP
Gréanulos Dispersables WG
Solidos Dispersables Polvos Dispersables
Terapicos de semillas WS
Granulados Granulados GR
Fumigantes solidos Comprimidos Fumigantes FW
Pastillas fumigantes FF
Bolsitas Fumigantes FU
Productos evaporables Feromonas VP
Concentrados Solubles SL
Soluciones Liquidos Miscibles oL
Liquidos de aplicacion directa | AL
Emulsiones Concentrados Emulsionables EC
Concentrados Emulsionados EW
Suspensiones Concentradas SC
Suspensiones Terapicos de
Suspensiones Semillas FS
Suspension de Encapsulados CS
Microencapsulados MC
Liquidos Fumigantes Liguidos Fumigantes LF
Formulaciones Gaseosas Gas GA
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Clases toxicoldgicas

La toxicidad es la capacidad de una sustancia o sus productos metabolicos de
causar, por accion fisica o fisico-quimica, en determinadas dosis, un dafio a la salud. La
Dosis Letal Media (DL50), es la cantidad de toxico capaz de matar al 50% de la poblacién
en estudio. Se expresa en miligramos por kilogramo de peso vivo (mg/kg. p.v.) debiendo
constar la especie, el sexo y la via de absorcion. En caso de fungicidas se suele reemplazar
el término por Dosis Efectiva Media (DE 50) (Cavallo, 2006). Cuando se trata de
plaguicidas en aire 0 agua se hace referencia a la Concentraciéon Letal Media (CL 50), la
cual debe ir acompafiada por el tiempo de exposicion.

Las clases toxicologicas se definen en base a la DL50 de cada sustancia y su

formulacién (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Clases toxicolégicas de productos plaguicidas segun la DL50 (mg/kg p.v.) y formulacién (Elaboracion
personal en base a bibliografia consultada)

Clasificacion Formulacion liquida Formulacion sélida
de la OMS DL 50 aguda DL 50 aguda
segln riesgo Oral Dermal Oral Dermal
Clase la <20 <40 <5 <10
Producto sumamente
peligroso
Clase Ib 20-200 40-400 5-50 10-100
Producto muy peligroso
Clase 11 200-2000 400-4000 50-500 100-1000
Producto moderadamente
peligroso
Clase 111 2000 >4000 500-2000 >1000
Producto poco peligroso
Clase IV >3000 >2000
Producto que
normalmente no ofrece
peligro

Desde el punto de vista de los plaguicidas es importante considerar su toxicidad a
corto y mediano plazo (toxicidad subcrdnica) pero sobre todo a largo plazo (toxicidad
cronica). Los ensayos se realizan con animales en experimentacion e interesa conocer las

posibilidades cancerigenas, los efectos mutagenos, los efectos teratogénicos o alteraciones
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en la reproduccion, el metabolismo y mecanismos de eliminacion, la neurotoxicidad,
posibles efectos retardados y la potenciacion (Puiggrds Jove, 1989; Coscolla, 1993).

Cuando hablamos de una formulacién la toxicidad no es la misma que la del
principio activo. Debemos tener en cuenta que si el producto comercial es una mezcla de
principios activos activos, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) aconseja requerir al
formulador la DL50 real, oral y dermal, obtenida por experimentacion con ese producto
comercial; ¢ clasificarlo de acuerdo al constituyente mas riesgoso de la mezcla como si éste
constituyera el total de la concentracion. Aungue se debe tener en cuenta que la toxicidad
puede verse incrementada por los fendmenos de sinergismo o potenciacion. Los
coadyuvantes, sobre todo los solventes, aumentan la toxicidad de una manera dificil de
cuantificar (Cavallo, 2006).

Breve resefia de los insecticidas utilizados en el presente estudio

Los productos quimicos utilizados en el presente estudio son insecticidas destinados
a combatir plagas tanto en el campo como en el almacenamiento de granos de soja y maiz,
pertenecientes a grupos quimicos de derivados organicos de sintesis con diferentes vias de
absorcion, modo de accion y comportamiento en la planta. A continuacion se hace una
breve mencion de las caracteristicas de los principios activos utilizados para la aplicacion

en los ensayos experimentales en el presente trabajo.

Insecticidas derivados organoclorados

Generalidades

Los insecticidas organoclorados, también denominados clorinados contienen
carbono, hidrogeno, cloro y a veces oxigeno. EI méas conocido del grupo es el DDT que fue
prohibido en Estados Unidos en 1973 y en nuestro pais en 1990. El excesivo uso,
especialmente en el control de la mosca de los establos, ocasion6 que se encontraran
residuos en la leche en los EEUU. Esto trajo aparejado una serie de estudios que
condujeron a declararlo como insecticida riesgoso debido a su larga vida residual, a su

bioacumulacion en la cadena alimentaria y a sus efectos sobre la vida silvestre.
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Dentro de este grupo encontramos a los derivados de ciclodienos que se originan a
partir de la reaccion de Diels-Adler por la cual se forma el hexaclorociclopentadieno. La
adicion de cloro a estos compuestos da lugar a la formacién de configuraciones isoméricas
endo-exo, cis-trans y a la formacién de epdxidos. En todos los casos, al agregar cloro, se
pasa de un producto activo a uno mas activo. Dentro de este grupo encontramos al
endosulfan (Novo et al., 2011).

Endosulfan

Tabla 1.3. Nomenclatura y clase toxicoldgica de endosulfan (Sigma Aldrich, 2013)

Principio Formula Clase
activo Nombre IUPAC semidesarrollada | CAS N° | toxicoldgica
6,7,8,9,10,10-hexacloro-
Endosulfan | 1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano- CgHsCls03S 115-29-7 1b-11
2,4,3-benzodioxatiepina-3-6xido

Cl Cl

Fig. 1.4. Molécula de Endosulfan (Sigma Aldrich, 2013).

El endosulfan es un insecticida neurotdxico que interfiere en la transmision axénica
de los impulsos nerviosos y altera la irritabilidad de las neuronas. Actla por contacto e
ingestion y a altas temperaturas también por inhalacion (Novo et al., 2011). EIl principio
activo es una mezcla de isdmeros cis-trans denominados alfa endosulfan y beta endosulfan
(a:p 70:30) y sus principales metabolitos son el sulfato de endosulfan y el endosulfan-diol.
El sulfato de endosulfan es el mas abundante producto de degradacién y cuenta con la
misma toxicidad del compuesto original pero es aun mas persistente. Se estima que en
suelo y en sedimentos la suma total de residuos de endosulfan (isémeros oy B y sulfato de
endosulfan) puede tener una tasa de desintegracion media (TD50) de entre 9 meses a 6

afios (Bejarano Gonzaélez et al., 2008). Los periodos de semidesintegracion de los isdbmeros
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en diversas condiciones ambientales son variables. En muestras acuosas, el a-isomero es
mas persistente mientras que en muestras de suelo y en la superficie de las plantas y
productos vegetales lo es el B -isomero (Sutherland et al., 2004). Posee una amplia
selectividad lo cuél permitié que en muchos paises del mundo fuera recomendado e
incorporado en técnicas de control integrado de plagas (Novo et al., 2011). Actualmente es
un producto muy cuestionado y se ha incluido dentro de la docena sucia de Contaminantes
Organicos Persistentes (COP) en el Programa Global de Monitoreo de Contaminacion
Quimica por lo cual su eliminacion de los planteos productivos es necesaria y obligatoria

(Convenio de Estocolmo, 2013).

Formulaciones: EC 35%, WP 50%.

Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): 100-160 mg/kg p.v. y DL50 dermal (conejo): 359
mg/kg p.v. Es poco tdxico para aves y peces.

Periodo de Carencia (PC): hasta 14 dias en el cultivo de soja.

Insecticidas organicos derivados del acido fosforico

Generalidades

Los insecticidas 6rganofosforados, denominados también fosforados orgénicos o
ésteres del acido fosforicos, entraron al mercado en reemplazo de los organoclorados por su
relativamente baja estabilidad quimica, sin embargo son altamente toxicos para los
animales superiores y el hombre. Los érganofosforados son derivados del acido fosférico,
el cual sufre diferentes sustituciones de los grupo OH ~ por grupos RO  (radical organico).
Su modo de accion se basa en la capacidad para inhibir varias enzimas pero su efecto mas
importante es la inhibicion de la enzima acetil colinesterasa a nivel sinaptico. Se mimetiza
con la acetilcolina uniéndose al sitio estearico de la colinesterasa. Dentro del grupo de
insecticidas organofosforados encontramos una gran variedad de principios activos como
clorpirifés-etil, clorpirifos-metil, pirimifés-metil y diclorvés, ampliamente distribuidos para

el control de plagas en la produccién agropecuaria (Novo et al., 2011).
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Tabla 1.4. Nomenclatura y clases toxicolégicas de insecticidas 6rganofosforados utilizados en el estudio (Sigma

Aldrich, 2013).

Principio Férmula Clase
activo Nombre IUPAC semidesarrollada CAS N° toxicolégica
Clorpirifés | 0,0-dietil 0- (3,5,5-tricloro-2-piridil
etil fosforotioato CyH1;,CIsNO4PS 2921-88-2 I
Clorpirifés | O,0-dimetil O-3,5,6-tricloro-2-piridil
metil fosforotioato C,H;CI;NO3PS 5598-13-0 1l
Pirimifés | O-2-dietilamino-6-metilpirimidin-4-il
metil 0,0-dimetil fosforotioato. C11H,0N305PS 29232-93-7 1l
Diclorvés | 2,2-diclorovinil-dimetil fosfato C,H,Cl,0,P 62-73-7 I
Clorpirifés-etil
Cl Cl
= | S
~ [
Cl N O- | -0
\—CH,
CHj

Fig. 1.5. Molécula de Clorpirifés-etil (Sigma Aldrich, 2013).

El principio activo clorpirifés-etil es solido, insoluble en agua, de baja tension de
vapor y poco sensible a la hidrolisis. Actla por contacto, ingestién e inhalacion y esta
recomendado para el control de insectos chupadores y masticadores. No es fitotdxico para

los cultivos en las dosis recomendadas.

Formulaciones: EC 48%, WP 50%. Se lo utiliza también en mezclas con cipermetrina.
Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): 135-160 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo): 2000
mg/kg p.v. Es toxico para las aves, peces y abejas.

Periodo de carencia (PC): 21 a 45 dias segun el cultivo. Para el cultivo de soja de 7 a 45

dias segun formulado y para el cultivo de maiz de 30 dias.
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Clorpirifés-metil

Cl Cl
= ‘ S
S I
CI” N7 0-P-0CH;
OCHs

Fig. 1.6. Molécula de Clorpirifés-metil (Sigma Aldrich, 2013).

El principio activo es un sélido cristalino, de mediana tension de vapor y bastante
estable a la hidrolisis. Es un insecticida-acaricida que actla por contacto, ingestion e
inhalacion actuando sobre plagas que atacan a los granos almacenados, moscas, mosquitos,
y algunos insectos que atacan a los cultivos. En nuestro pais se lo utiliza para tratamientos
preventivos en granos, en donde su poder residual es de 6 a 8 meses dependiendo de la

dosis y para tratamientos exteriores o complementarios (Novo et al., 2011).

Formulaciones: EC 48% y en mezclas con deltametrina EC 14,5%+0,65%.

Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): 1630-2140 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo): 2000
mg/kg p.v. Es tdxico para peces y abejas.

Periodos de carencia (PC): no posee aunque se recomienda dejar transcurrir de 20 a 30

horas entre la aplicacion y el consumo.

Pirimifos-metil

CHs
SX9

O N CH3
SQ" |

p SN,
CHs  pc

Fig. 1.7. Molécula de Pirimifds-metil (Sigma Aldrich, 2013).

El principio activo es un liquido insoluble en agua y corrosivo a la hojalata. Es un
insecticida-acaricida de amplio espectro, con accion por contacto e inhalatoria. En las

plantas penetra al tejido foliar y presenta accion translaminar. En nuestro pais se lo utiliza
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para tratamientos en granos y productos almacenados, aunque en el mundo su principal uso
es en salud publica, basurales y también sobre cultivos. Por su penetracion el producto se
acumula en tegumentos, por lo que la contaminacion por residuos en harinas es muy leve
(Novo et al., 2011).

Formulaciones: EC 50%

Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): 2050 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo): >2000
mg/kg p.v. Es un producto muy seguro para animales superiores y el hombre, pero es
toxico a peces.

Periodos de carencia (PC): No se han establecido aunque se recomienda dejar transcurrir de

20 a 30 horas entre la aplicacion y el consumo.

Diclorvés (DDVP)

CHs ¢

O‘P’O\/)\a
I\

O O_CH3

Fig. 1.8. Molécula de Diclorvés (Sigma Aldrich, 2013).

Es un liquido incoloro con alta tension de vapor, algo soluble en agua,
completamente miscible en hidrocarburos arométicos y poco en aceites minerales. Es un
insecticida que actta por contacto, ingestion e inhalacién, y es utilizado en tratamientos
para el control de plagas que atacan granos almacenados, sus instalaciones y medios de
acopio. Debido a su alta tension de vapor tiene un rapido efecto de volteo y baja

persistencia (Novo et al., 2011).

Formulaciones: EC 100% y en mezclas con deltametrina, permetrina, etc.

Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): 56-80 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo): 107 mg/kg
p.v. Es altamente toxico para peces y abejas.

Periodo de Carencia (PC): no consumir el material tratado hasta que hayan transcurrido de
20 a 30 dias desde la aplicacion.
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Insecticidas derivados de piretroides

Generalidades

Se pueden considerar piretroides a los ésteres derivados de &cidos del ciclopropano.
Todos los piretroides son mezclas de varios isdbmeros y la potencia insecticida es muy
distinta para los diferentes isomeros de la mezcla. Poseen actividad insecticida cuando la
unidn éster esta intacta y el sitio primario de accion es la membrana del axén nervioso; en
la cudl interactta con los canales de Na* prolongando su apertura, lo que tiene una serie de
consecuencias como la prolongaciéon de la despolarizacién terminal del nervio con una
consecuente liberacion inadecuada de neurotransmisores. Este fenémeno prolongado en el
tiempo desencadena una serie de eventos que llevan a la muerte del insecto. Estos
compuestos presentan tres tipos de accion:

Accidn de volteo (Knock-down): es un envenenamiento rapido del insecto que produce
incoordinacion e inestabilidad locomotora, causando su caida.

Accion letal (Killing): es la propiedad de resistir a la metabolizacion o detoxificacion por
un periodo lo suficientemente largo como para acumularse hasta llegar a la dosis letal, con
total independencia de la capacidad de volteo.

Accidn de incremento de la actividad espontanea: es de importancia practica pues hace
que los insectos abandonen sus lugares de refugio. Este incremento de actividad es seguido
por una tendencia a alejarse del lugar fenémeno llamado "flushing-out”, "exclusién" o
"repelencia”. Al obligar a los insectos a salir de sus refugios aumenta el contacto con el
insecticida.

Los piretroides son considerados, en general, productos de baja toxicidad para el
hombre y animales superiores ya que la rapida metabolizacion lo hace desaparecer pronto
por degradacion oxidativa. En los tejidos adiposos, la depuracion es algo mas lenta, con
una vida media de 10 a 30 dias en ratas. Ello sugiere un cierto potencial de
bioacumulacion. Poseen un coeficiente de seguridad alto para el hombre y animales de
sangre caliente debido a que la piel posee una capa queratinizada, la cual no es penetrada
por estos insecticidas y existen enzimas, como las esterasas y las hidroxilasas, capaces de
romper el enlace éster de los piretroides (Novo et al., 2011). Dentro de este grupo quimico
encontramos principios activos utilizados para el control de plagas como son cipermetrina,

deltametrina y algunos de mas reciente aparicion como la ciflutrina y B-ciflutrina.
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Tabla 1.5. Nomenclatura y clases toxicoldgicas de insecticidas piretroides utilizados en el estudio (Sigma Aldrich,
2013).

Principio Formula Clase
activo Nombre IUPAC semidesarrollada CAS N° toxicoldgica
40-50 cis: mezcla de isémeros cis y
Cipermetrina | trans de alfa-ciano-3-fenoxibencil Cx»H19CIbNO; 52315-07-8 ]

-2,2-dimetil-3-(2,2diclorovinil)
ciclopropano carboxilato

Deltametrina | (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)- CxH19BrNO4 52918-63-5 H-1v
2,2-dimetilciclopropano carboxilato
de (S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzilo

Acido ciclopropenocarboxilico3-(2.2
B-ciflutrina dicloro etenil)-2.2 dimetil ciano (4 CxH1sCILFNO3 68359-37-5 |
fluoruro-3-fenoxifenil) metil ester

Cipermetrina

Cl,C™ 0 =

HzC CHj

Fig. 1.9. Molécula de Cipermetrina (Sigma Aldrich, 2013).

La cipermetrina es un insecticida que actlGa por contacto e ingestion sobre
lepidopteros, hemipteros y otros érdenes de importancia agricola y es utilizado como
terapico para semillas y para aplicaciones foliares en cultivos extensivos horticolas, florales

ornamentales, forestales, cereales y oleaginosas.

Formulaciones: EC 25%. Se formula también en mezcla con clorpirifés-etil.

Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): 4123 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo): >2000
mg/kg p.v. Tiene una baja toxicidad dermal en mamiferos pero es muy toxico para abejas y
peces.

Periodos de carencia (PC): 14 dias para el cultivo de soja y 30 dias para el cultivo de maiz.
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Deltametrina

Br y 0 0
Br
HsC CHj

Fig. 1.10. Molécula de Deltametrina (Sigma Aldrich, 2013).

Es el insecticida mas potente de este grupo por lo que se usa en muy bajas dosis.
Dado su amplio espectro de accion, se utiliza para el control de numerosas plagas en
diferentes cultivos, siendo su efecto sobresaliente sobre lepidopteros. La deltametrina se
utiliza también para el control de plagas en granos almacenados formulado en mezcla con
butdxido de piperonilo con periodos de proteccion de hasta 12 meses con alta estabilidad
en condiciones de almacenamiento. Posee buen poder de volteo y efecto repelente (Novo et
al., 2011).

Formulaciones: EC 5%, EC 10% y EC 20%.

Toxicologia: es seguro para animales superiores, pero es toxico a abejas y peces. Clase 1l a
IV segun formulado. DL50 oral aguda (ratas): 1000 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo):
>2000 mg/kg p.v. Seguro para animales superiores y toxico para abejas y peces.

Periodo de Carencia (PC): se establecen de 3 a 14 dias segun los cultivos. Su uso en
poscosecha no posee periodo de carencia aunque se recomienda dejat transcurrir de 20 a 30

horas entre la aplicacion y el consumo.

B-Ciflutrina
O CN
Cl = o D\O
Cl
HaC CHa F

Fig. 1.11. Molécula de g-ciflutrina (Sigma Aldrich, 2013).
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Es un insecticida que actua por contacto e ingestion, de amplio espectro de accion,
buen poder de volteo y larga residualidad. El producto activo es una mezcla de 4

diasteroisdbmeros pares enantiomeros.

Formulaciones: EC 10% y SC 12.5%.
Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): 776 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo): >5000 mg/kg
p.v. TOXico para peces, aves y abejas.

Periodos de carencia (PC): 14 dias para el cultivo de soja.

Insecticidas cloronicotinilicos o nitroguanidinas

Generalidades

Este grupo de insecticidas, mas recientes en el mercado, abarca una serie de
productos que actlan en las transmisiones nerviosas, uniéndose a ciertas proteinas
receptoras post-sinapticas que no son desdobladas por la colinesterasa. De esta manera
impiden la transmision normal de los impulsos nerviosos. Fueron desarrollados para
controlar insectos resistentes a los organofosforados y organoclorados. Dentro de este

grupo encontramos al principio activo imidacloprid.

Imidacloprid

Tabla 1.6. Nomenclatura y clase toxicolégica de nitroguanidinas utilizadas en el estudio (Sigma Aldrich, 2013).

Principio Férmula Clase
activo Nombre IUPAC semidesarrollada CAS N° toxicoldgica
N-[1-[(6-Chloro-3-
Imidacloprid | pyridyl)methyl]-4,5- CyH1oCIN5O, 138261-41-3 1
dihydroimidazol-2-yl]nitramida

N
(»\N’NOE
N H
A
w
N

Cl
Fig. 1.12. Molécula de Imidacloprid (Sigma Aldrich, 2013).
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Es un insecticida con accion sistémica, amplio espectro de accion y prolongado

efecto residual. Se puede usar en aplicaciones foliares o como desinfectante de semillas.

Formulaciones: SC 35%, FS 60%, WS 70% y SC 35%. También se presenta en mezclas
con ciflutrina.

Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): 424-475 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo): > 5000
mg/kg p.v. Toxico a abejas y aves.

Periodo de Carencia (PC): para el cultivo de soja se establace en 64 dias.

Insecticidas derivados de benzoilureas
Generalidades

Este grupo de insecticidas actGa inhibiendo la sintesis de quitina, provocando
transformaciones endocuticulares. El sitio de accion especifico es la inhibicién de la
polimerizacion de la N-acetilglucosamina. La cuticula de insectos tratados presenta
alteradas sus propiedades mecanicas y mueren por la ruptura de dicha cuticula. Las larvas
de primer estadio forman una fina pelicula compuesta s6lo de epicuticula, la cual se liga
inapropiadamente a la epidermis. Algunos productos han demostrado poseer efectos
ovicidas y también efectos quimioesterilizantes sobre adultos de algunas especies. Dentro

de este grupo quimico encontramos al principio activo novaluron.

Novalurén

Tabla 1.7. Nomenclatura y clase toxicolégica de benzoilureas utilizadas en el estudio (Sigma Aldrich, 2013).

Principio Formula Clase
activo Nombre IUPAC semidesarrollada CAS N° toxicoldgica
(RS)-1-[3-cloro-4-(1,1,2-trifluoro-
Novalurén | 2-trifluoromethoxyethoxy) C17H4CIFgN,0, 116714-46-6 v
fenil] -3 - (2,6-difluorobenzoil) urea
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H H
N N Cl
Dxr 2
F
Fig. 1.13. Molécula de Novalurén (Sigma Aldrich, 2013).

Novaluron se define como un nuevo insecticida, inhibidor de la sintesis de quitina,
muy eficaz para el control de lepidopteros, moscas blancas y minadores de las hojas y con
ningun efecto sobre los parasitoides y fitoseidos los cuales se comportan como enemigos
naturales de estas plagas, por lo que es altamente recomendable para programas de Manejo
Integrado de Plagas (Ishaaga, 2002; Das et al., 2008; Beuzelin et al., 2010). Es un
insecticida que actla por ingestion con algun efecto por contacto. Presenta efecto ovicida y
también afecta la fecundidad de los adultos. Carece de accion sistémica pero presenta un
buen poder residual. Esta registrado en maiz para el control de S. frugiperda (Novo et al.,
2011).

Formulaciones: EC 19% y SC 10%.
Toxicologia: DL50 oral aguda (ratas): >5.000 mg/kg p.v. DL50 dermal (conejo): > 4.000
mg/kg p.v. Poco toxico.

Periodo de carencia (PC): establecido en 30 dias para el cultivo de maiz.
Principios en la aplicacion de plaguicidas

El uso racional de fitosanitarios en la agricultura desde el punto de vista econdmico
y ambiental esta intimamente relacionado con los métodos de aplicacion empleados
(Bogliani et al., 2005). Aplicar un plaguicida tiene como objeto llevarlo al lugar en que
debe realizar su accion, en la cantidad adecuada y en el momento apropiado. Si nos
referimos a aplicaciones sobre el cultivo la eficiencia de una aplicacion depende de la
oportunidad en cuanto a la plaga y el ciclo del cultivo, de las condiciones ambientales, tales
como temperatura, humedad relativa y velocidad del viento, de la eleccion del principio

activo dependiendo del cultivo y la plaga, como asi también la presencia de enemigos
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naturales, de la maquinaria a utilizar y de la técnica empleada. La mayoria de las
aplicaciones se realizan por via liquida por lo tanto el equipo utilizado debe pulverizar en
pequefias gotas, imprimirle velocidad y direccionarlas al blanco seleccionado (Novo et al.,
2011). Los principales factores técnicos a considerar en una aplicacion son: el tamafio,
espectro y densidad de gotas y el volumen de aplicacion. Entre los factores ambientales se
recomienda aplicar en condiciones de temperatura menor a 25°C, humedad relativa del 60%
y velocidad del viento menor a 10 km/h (Cavallo, 2006; Novo et al., 2011). Las
aplicaciones de plaguicidas en superficies reducidas o para realizar tratamientos localizados
se realizan en general con equipos manuales tales como las mochilas pulverizadoras. Las
mismas constan de un tanque, una bomba accionada manualmente, una camara de presion,
una lanza con llave de paso y uno o mas picos pulverizadores. El tanque de unos 12 a 20
litros de capacidad tiene una amplia boca de llenado con un filtro de malla gruesa. La
bomba, que puede ser de piston o diafragma, es la encargada de suministrar presion al
liquido, el cudl entra a la bomba y sale hacia las mangueras a través de valvulas que
normalmente son de tipo diafragma y de material resistente a la accion de los plaguicidas.
La camara de presion cumple la funcion de uniformizar la salida del liquido por el pico. El
mecanismo de agitacion consiste en una paleta cribada unida al eje del embolo de la bomba.
Al comenzar a trabajar el operaro acciona la palanca varias veces antes de abrir la llave de
paso hacia el pico, luego continda bombeando uniformemente mientras realiza la tarea. Los
picos pulverizadores son los componentes finales y mas importantes del circuito hidradlico
del pulverizador, pues de ellos dependen las caracteristicas de la pulverizacion producida,
su funcion es formar las gotas y distribuirlas. El principio de su funcionamiento se basa en
que cuando un liquido se fuerza por medio de presidn a pasar por una pequefia abertura u
orificio, aumenta la velocidad y se desintegra en gotitas de diferentes tamafios. Las
boquillas estan compuestas por un cuerpo, un filtro, una pastilla y una rosca. Segun la
proyeccion de la pulverizacion los picos se clasifican en dos grandes categorias: picos de
proyeccion conica y de abanico plano. Los picos de abanico plano son los mas utilizados
para las aplicaciones de insecticidas. La proyeccion de la pulverizacién tiene forma de
pantalla o abanico y su funcionamiento se basa en el hecho de que si dos chorros chocan
entre si con un angulo mayor a 90° se produce una lamina delgada en un plano
perpendicular al plano de los chorros. En el interior de estos picos el liquido se curva hacia

adentro de modo tal que ambos chorros se juntan en un orificio de forma lenticular o
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rectangular. La forma del orificio es de particular importancia en la determinacion de la
cantidad de liquido emitido y de la forma en que sale, en especial del angulo de aspersion.
En general las boquillas de abanico pueden producir angulos de entre 80° y 110 ° y arrojar
desde 0,1 hasta 15 I/min. Estas caracteristicas permiten la individualizacion de los picos por
un numero compuesto, por ejemplo, 8001, 8005, 11010, etc, esto indica que los picos tiene
un angulo de aspersion de 80° o 110° y arrojan 0,1, 0,5 0 1 galones /min (1 galon: 3,8 Its)
(Novo et al., 2011).

Cuando se trata de pulverizaciones para proteger a los granos almacenados, los
mismos pueden ser de tipo preventivo sobre las instalaciones o sobre el material a
almacenar o curativos cuando se detecta un brote de las plagas. Cuando se trata de
aplicaciones preventivas el tratamiento con plaguicidas debe realizarse o méas cercano al
lugar del almacenamiento del grano. Estos tratamientos preventivos estan destinados a
proteger a los granos con insecticidas de contacto que unen su alta eficacia y baja toxicidad
al hombre con un largo poder residual, que varia entre 3 y 6 meses, segun se utilice la dosis
menor 0 mayor respectivamente. La técnica de aplicacion se basa en pulverizar los granos
con el insecticida diluido en su dosis recomendada utilizando de 200 a 700 cc de agua/tn de
grano con un maximo de 2,5 litros por tonelada para evitar cualquier umento apreciable en
el contenido de humedad de los granos. En el caso de silos se debe pulverizar a medida que
van entrando los granos, con una bomba de accionamiento eléctrico con dosificador
automatico o con mochila manual equipada con una vélvula de regulacion de presion y
boquilla de precision, con picos de abanico plano 8001, a fin de lograr una distribucion mas
uniforme (FAO, 1992; Casini y Santajuliana, 2008; Novo et al., 2011). El elevador sube
una tonelada de grano cada 1 a 5 minutos, por lo tanto si el rendimiento del elevador es
mayor de 1 tn/min, utilizar mas de dos picos pulverizadores. En el caso de estibas se deben
pulverizar las bolsas sin empapar, a medida que se van armando, con 5 a 10 litros de la

emulsion preparada cada 100 m? (Novo et al., 2011).

Deposito de plaguicida
Una vez realizada la aplicacidon, debemos considerar el concepto de “Depdsito del

plaguicida”. Se denomina depdsito a la cantidad del plaguicida que queda sobre el vegetal

inmediatamente después de un tratamiento y se expresa en miligramos de plaguicida por
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kilogramo de producto (mg/kg o ppm). El depdsito depende de la naturaleza de la
molécula, la dosis, la formulacién (debido a que los adherentes u otros coadyuvantes que
suelen llevar los productos pueden aumentar su retencion por la planta), el tipo y
condiciones de los aparatos de aplicacion y la morfologia y naturaleza de la superficie
vegetal (Coscolla, 1993).

El deposito de un plaguicida en la planta es eliminado de forma progresiva, con

mayor o menor rapidez, segun la accién de diversos factores:

Crecimiento del vegetal: Cuando se produce el crecimiento del vegetal, el aumento
de peso hace que disminuya proporcionalmente la cantidad del plaguicida en el mismo, ya
que los residuos se expresan como una relacion de pesos, es decir, miligramos de
plaguicida por kilogramo de producto vegetal (partes por mill6n o ppm). Este fenémeno se

denomina “eliminacion aparente” de los residuos (Fig. 1.14).

100 — 400
y

- 300
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RESIDUOS

100

Fig. 1.14. Eliminacion aparente de residuos de plaguicidas. Variacion del
contenido de diazinon en lechugas (Viel, 1972; citado por Coscolla, 1993).
Ref: A-Peso medio de las lechugas; B- Curva de eliminacion aparente por
crecimiento; C- Curva de eliminacion real por analisis.

Causas mecanicas y fisicas: Como causas mecanicas cabe citar la accion del viento
y la lluvia, especialmente si ocurren poco después de la aplicacion, cuando el deposito no

estd aun seco o bien adherido al vegetal. La accion de la lluvia depende de la intensidad de
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la precipitacion, del tipo y formulacion del plaguicida, de la naturaleza del sustrato vegetal
y del momento en que ocurren las precipitaciones. La importancia de la accion del viento
es funcion de la velocidad y su duracion. La eficacia de esta eliminacion mecanica es
dependiente de las caracteristicas de la superficie vegetal y de las cualidades conferidas a la
formulacién por sus coadyuvantes. Como causas fisicas consideramos la volatilizacion y la
solubilizacion. La volatilizacion es diferente para cada materia activa y depende de
condiciones tales como la temperatura, el viento, esparcimiento, etc. La solubilizacion del
plaguicida en agua de lluvia puede ser importante considerando que muchas veces ocurren

cantidades notables de precipitacion y que los volumenes aplicados son bajos.

Degradacion quimica: Supone la transformacion de unas sustancias en otras y su
importancia estd en la rapidez con que se produce. Depende fundamentalmente de la
estructura quimica del producto, que determina su estabilidad o sus posibilidades de
ruptura o de modificacion. Puede consistir en reacciones simples o complejas y éstas
pueden tener lugar en la superficie del vegetal o en el interior de sus tejidos aunque
normalmente se mide la degradacion global, cualquiera que sea el lugar o el proceso.
Respecto a la degradacion externa, es importante el efecto de la radiacion solar, debido a
los fendbmenos de fotodescomposicion que se aceleran en presencia de agua. Dentro de la
planta los fendmenos son complejos y puede originar en algunos casos metabolitos mas
toxicos que el producto inicial. Aunque la velocidad de transformacion es muy variable
entre productos, en general la remanencia de los plaguicidas penetrantes suele ser mayor

que la de los no penetrantes (Coscolla, 1993).

La utilizacién de Curvas de Disipacion de plaguicidas

La utilizacion y adecuacion de curvas de eliminacion, disipacion o degradacion de
residuos de plaguicidas permite efectuar predicciones sobre el contenido de residuos como
consecuencia de un tratamiento dado, conocer la importancia de las distintas variables en el
proceso y la posibilidad de modificarlas para influir sobre el mismo. Con respecto a los
factores que influyen sobre la disipacion de los plaguicidas, Spinu (1992, citado por

Coscolla, 1993) ha sefialado 22 variables dependientes del plaguicida (insecticida, fungicida
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o herbicida), del sustrato vegetal, de las técnicas de aplicacion y de las condiciones
climaticas.

La disipacion sigue, en general, una cinética de primer orden, aunque en algunos
casos se consideran tres 0 mas dinamicas consecutivas (Fig. 1.15 y Fig. 1.16). En la primera
fase, llamada “fase de desprendimiento”, la eliminacion es muy répida y se debe a las
acciones mecanicas del viento y la lluvia; esta etapa es seguida de una mas lenta en la cudl
los fendmenos fisicos y/o quimicos estan involucrados y se la llama “fase de degradacion”.
La tercera y ultima etapa, la “fase de persistencia”, es sumamente lenta y esta determinada
por el blogueo del plaguicida en el vegetal. Debido a que la “fase de desprendimiento” es
muy dependiente de la accién climética, puede ser muy variable en diferentes épocas y
lugares, mientras que la Gltima fase depende especialmente de la molécula del producto y
del tejido vegetal (Coscolla, 1993; Frehse, 1994).

Fantke (2013) presenta, en su trabajo de revision, un estudio exhaustivo de datos
sobre disipacion y vida media de plaguicidas, estableciendo los principales aspectos
involucrados en la disipacion a los cuales agrupa en aspectos relacionados con las sustancias
quimicas, con la planta (efectos de eliminacién aparente), con el ambiente
(fotodescomposicidn, temperatura, lluvia y variabilidad espacial), entre otros.

Existen numerosos estudios sobre la dinamica de disipacion de plaguicidas en
productos de consumo, ya que se considera un importante paso para conocer el impacto
ambiental y la persistencia de los plaguicidas (Deivendran et al., 2006; Das et al., 2007;
Ntow et al., 2007; Uygun et al., 2008; Romeh et al., 2009; Gupta et al., 2011; Zhang et al.,
2012; Kulczycki et al., 2012; Strada et al., 2013). Sin embargo, faltan adn en la practica,
modelos que interpreten o estudien la disipacion de residuos teniendo en cuenta los factores
de variabilidad que inciden en este proceso, principalmente aquellos relacionados con la
tecnologia de cultivo y con las tecnologias aplicadas al control de plagas, las condiciones

ambientales y sus interacciones e influencia (Yagiie, 1989; Coscolla, 1993).
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Fig 1.15. Curva de disipacion de residuos de plaguicidas. (Coscolla
,1993)
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Fig 1.16. Curva de teorica de eliminacién de plaguicidas en tratamientos de
partes aéreas (Ascoet y Missonnier, 1974; Citados por Coscolla, 1993). Ref:

A- Eliminacion rapida debida a acciones mecanicas; B- Eliminacion més lenta por
causas fisicas; C-Bloqueo del plaguicida en el vegetal

En el caso de las aplicaciones en poscosecha o almacenamiento de productos
vegetales la problematica de los residuos se agrava, tanto por el momento de su aplicacién
gue en general es mas cercano a su consumo, como porque en su disipacion no intervienen
los agentes meteorologicos. En este caso los factores que afectan la cantidad de los residuos
son principalmente el tipo de plaguicida y grupo quimico, la dosis de aplicacion, las
caracteristicas de la aplicacion y del sustrato vegetal, como asi también las caracteristicas

del almacenamiento y el tiempo transcurrido (Coscolla, 1993).
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Conceptos sobre residuos de plaguicidas

Luego de la aplicacion de un plaguicida, este sufre los procesos de degradacion
anteriormente descriptos pero pueden quedar residuos remanentes en los organos de

consumo.

Definiciones

Por Residuo de plaguicida se entiende cualquier sustancia especificada presente en
alimentos, productos agricolas o alimentos para animales como consecuencia del uso de un
plaguicida. El término incluye también a los productos de conversion, metabolitos,
productos de reaccibn o a las impurezas que se considera tienen una importancia
toxicoldgica (Codex alimentarius, 2013).

El Limite Maximo de Residuos (LMR) es la concentracion maxima de residuos de
un plaguicida (expresada en mg/kg o ppm), permitida legalmente en la superficie o la parte
interna de productos de alimentacion para consumo humano y de piensos. Los LMR tienen
por objetivo lograr que los alimentos sean toxicoldgicamente aceptables. Los LMR del
Codex Alimentarius, que se aplican principalmente a los productos que circulan en el
comercio internacional, se obtienen basandose en estimaciones hechas por la JMPR
(Reunién Conjunta FAO/OMS sobre residuos de plaguicidas), después de la evaluacion
toxicoldgica del plaguicida y de su residuo; y del examen de datos obtenidos en ensayos
supervisados aplicando la dosis méas elevada recomendada, autorizada o registrada en el
pais. Por lo tanto la determinacion de los LMR se basa en un concepto toxicoldgico y otro
agronémico. En el primer caso, lo que se pretende es que la ingestion diaria del residuo
considerada, no provoque efectos nocivos durante toda una vida, segun los conocimientos
actuales. Para ello se determina el Nivel sin efecto (NEL, non effect level) en animales de
experimentacién y luego se extrapola al hombre, aplicando grandes coeficientes de
seguridad y expresandose como Ingesta Diaria Admisible (IDA) (Coscolla, 1993). La IDA
de un producto quimico es entonces, la cantidad que consumida durante toda la vida parece
no conllevar riesgos aparentes para la salud de los consumidores. Se expresa en miligramos
de producto quimico por kilogramo de peso corporal (Codex alimentarius, 2013).

Posteriormente, teniendo en cuenta la dieta alimentaria media del pais y los alimentos que
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pueden ser tratados con ese plaguicida, se le aplica un coeficiente o factor alimentario y se
obtiene una cifra, que representa el nivel permisible de residuos en un producto vegetal,
desde el punto de vista toxicolégico.

Una vez establecido el maximo nivel toxicologico, que nunca debe superarse, hay
que considerar los niveles de residuos del plaguicida que se encuentran al momento de la
cosecha, cuando se utilizan Buenas Practicas Agricolas (BPA) (Coscolla, 1993),
entendiéndose por esto en el ambito de la aplicacion de plaguicidas, la utilizacion del
principio activo indicado, en el momento oportuno, las dosis y formas de aplicacion
adecuadas (Novo et al, 2011). Las BPA comprenden los usos inocuos de plaguicidas
autorizados en un pais en las condiciones necesarias actualmente para realizar el control
eficaz y fiable de las plagas. Comprende una gama de niveles de aplicacion de plaguicidas
hasta la concentracion de uso autorizado mas elevada, aplicada de forma que quede la
concentracion minima posible del residuo. Los usos inocuos autorizados se determinan a
nivel nacional y prevén usos registrados o recomendados en el pais que tienen en cuenta las
consideraciones de salud publica y profesional y la seguridad del medio ambiente (Codex
alimentarius, 2013). Debido a que las BPA varian entre los paises, en el presente trabajo de
tesis se seguirdn las recomendaciones especiales para cada principio activo definidas por la
Céamara Argentina de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE). El Periodo de
carencia de un determinado plaguicida es el tiempo que debe transcurrir entre la ultima
aplicacion y el consumo a fin de asegurar que los niveles de residuos se encuentren por
debajo de los LMR establecidos (Novo et al., 2011). La vida residual media se define
como el tiempo en dias u horas, que tarda la cantidad de residuos en llegar a una cantidad
correspondiente a la mitad del valor inicial o depdsito (Coscolla, 1993).

Marcos regulatorios y legislacién vigente

La problematica de residuos de plaguicidas es un tema en constante estudio y
discusion por organismos internacionales, realizandose continuas modificaciones a los
LMR permitidos y a las autorizaciones o prohibiciones de las sustancias utilizadas (FAO,
1990; FAO, 2009; Cheremisinof y Rosenfeld, 2011; JMPR, 2010; JMPR, 2012; Codex
Alimentarius, 2013; Convenio de Estocolmo, 2013; AESAN, 2013; FAO, 2013a). El

Convenio de Estocolmo es un convenio internacional que tiene como fin la proteccion de la
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salud humana y del medio ambiente frente a los Contaminantes Organicos Persistentes
(COP). Los COP se definen en el Convenio como aquellas sustancias quimicas que poseen
cuatro propiedades intrinsecas: ser toxicas, lo que provoca efectos adversos a la salud; ser
persistentes, 1o que les permite permanecer por largo tiempo en el ambiente antes de
degradarse; ser bioacumulables por lo que se concentran en los tejidos grasos y cadenas
alimenticias; y poder desplazarse o transportarse a grandes distancias arrastrados por
corrientes atmosféricas o por las corrientes de agua, lo que los convierte en contaminantes
transfronterizos. Son estas cuatro caracteristicas las que se deben evaluar segun un perfil de
riesgo y que han llevado a la prohibicién de los plaguicidas organoclorados, entre ellos al
endosulfan (Bejarano Gonzalez et al., 2008).

Respecto al establecimiento de los LMR, como el criterio de BPA o las
autorizaciones de plaguicidas pueden variar de un pais a otro, esto puede conducir a la
fijacion de LMR discrepantes segln paises o grupos de paises, es decir una incoherencia a
nivel internacional (Coscolla, 1993). Las diferencias son muy notables, no estan en absoluto
justificadas y constituyen un serio riesgo al comercio internacional actuando como barreras
para-arancelarias ya que la presencia de niveles de residuos que exceden a los LMR es
motivo de rechazo de la mercaderia (Toledano et al. 1992; Codex Alimentarius 2013;
AESAN, 2013). China, la Unién Europea y Japon son los principales destinos de
exportacion de granos producidos en la Republica Argentina en los cuales existe una
importante intervencién estatal, estableciendo reglas estrictas referidas a los alimentos.
Uruguay es uno de los paises del MERCOSUR que ha establecido mayores exigencias en
cuanto a la inocuidad de sus productos (MGAP, 2013).

La legislacion Argentina fija los LMR en la Ley N° 18284 (Codigo Alimentario
Argentino) cuya Gltima modificacion data del afio 2007. En Cérdoba la Ley de productos
quimicos y bioldgicos de uso agropecuario (Ley N° 9164) del afio 2004, contempla la
contaminacion de alimentos con agroquimicos (Cavallo, 2006). La presencia de estos
contaminantes debe reducirse mediante la utilizacion de BPA en la aplicacion de
plaguicidas, respetando el uso de productos permitidos, las dosis recomendadas y los
periodos de carencia, con el fin de alcanzar el maximo nivel de proteccion de la salud
haciendo un uso racional de los plaguicidas (Coscolla, 1993; Arregui et al., 2001; Cavallo,
2006; Arregui et al., 2007; Casini y Santajuliana, 2008; Novo et al., 2011; AESAN, 2013).
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Limites Maximos de Residuos (LMR) para los plaguicidas en estudio

Como se dijo anteriormente, los LMR establecidos varian entre paises. En la Tabla
N° 1.8 pueden observarse los limites establecidos para los principios activos en estudio y
las matrices de grano de soja y maiz en la legislacion Argentina, de los Estados Unidos, de
la Union Europea y por la Comision del Codex Alimentarius. Los mismos se expresan en
microgramos de principio activo por gramo de material vegetal (ug/g) o miligramo de

principio activo por kilogramo de material vegetal (mg/kg) equivalente a partes por millén

(Ppm).

Tabla 1.8. Limites Mé&ximos de Residuos de plaguicidas (ug/g) para la legislacion Argentina, los
Estados Unidos de América (EUA), la Union Europea (UE) y Codex Alimentarius. Elaboracion personal
en base a bibliografia consultada (SENASA, 2013; USDA, 2013; EU, 2013; Codex Alimentarius, 2013). Ref: * uso
en poscosecha, *' no se refiere a su uso en aplicaciones en poscosecha, — no existe LMR en la legislacion.

Principio Argentina Codex
activo (SENASA) EUA UE alimentarius
Endosulfan (soja) 0,5 - 0,05 1
Clorpirifés etil (soja) 0,01 0,3 0,05 0,1
Clorpirifos etil (maiz) 0,05 0,05 0,05 0,05
Clorpirifés metil (maiz)* 5 6 3 10
Pirimifés metil (maiz)* 10 8 5 7
Diclorvoés (granos
almacenados en general)* 5 - 0,01 5
Cipermetrina (soja) 0,1 0,05 0,05 0,1
Cipermetrina (maiz) 0,1 0,05 0,3 0,05
Deltametrina (granos
almacenados en general)* 1 1 2 2
Deltametrina (soja)** 0,02 0,1 0,05 1
B-ciflutrina (soja) 0,05 0,03 0,02 0,03
Imidacloprid (soja) 0,01 3,5 0,05 2
Novalurén (maiz) 0,5 0,01 0,01 -

Si bien se establece en la tabla el LMR para endosulfan, es importante considerar
que en la ultima actualizacion realizada por SENASA que data del mes Julio de 2013 ya no
figura este principio activo debido a su prohibicion, sin embargo Codex Alimentarius aun

reporta el LMR para granos de soja.
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Determinacion de residuos de plaguicidas

La determinacion de los niveles de residuos de plaguicidas en alimentos primarios o
elaborados permite comparar dichos valores con los LMR establecidos y asegurar la

inocuidad de los mismos desde el punto de vista de la contaminacion con plaguicidas.

Metodos analiticos para la valoracion de residuos de plaguicidas:
Metodologia QUEChERS

Por método se entiende a una serie de procedimientos aplicados desde la recepcion
de una muestra para su analisis hasta la produccion del resultado final (Codex Alimentarius,
1993 CAC/GL 40-1993). En el presente estudio se propone como técnica de extraccion de
plaguicidas de los tejidos vegetales el Método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) (Rapido, féacil, barato, eficaz, robusto y seguro) desarrollado por
Anastassiades et al. (2003) y aceptado por la AOAC (2007).

El método se basa en la extraccion de plaguicidas de la muestra analizada utilizando
acetonitrilo, con la posterior salificacion y particién liquido-liquido con MgSQ,. Luego, se
realiza una extraccién dispersiva en fase sélida (SPE dispersiva) y se lleva a cabo una
limpieza para eliminar los &cidos organicos, el exceso de agua y otros componentes con
una combinacion de Amina Primaria Secundaria (PSA) y MgSO, como sorbente. Los
extractos son analizados mediante técnicas de espectrometria de masas después de una
separacion analitica cromatogréfica.

El método ha demostrado grandes ventajas respecto a métodos tradicionales de
extraccion de plaguicidas en varios aspectos ya que se obtienen altos valores de
recuperacion (>85%) para un amplio rango de plaguicidas, incluyendo algunos de
dificultad analitica; los resultados obtenidos son exactos ya que se utiliza un estandar
interno (ISTD) para corregir variaciones entre los contenidos de agua y fluctuaciones de
volumen entre matrices; pueden analizarse una gran cantidad de muestras en poco tiempo,
con minimo equipamiento, espacio y entrenamiento; se utiliza una baja cantidad de
solventes y los residuos producidos son pocos por lo que existe una minima exposicion del

analista. Ademas no se utilizan solventes clorinados, el método es robusto y los costos en
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reactivos son bajos (Anastassiades et al., 2003; Anastassiades y Lehotay, 2003; Lehotay et
al., 2010; Mastovska et al., 2010).

La técnica QUEChERS ha sido modificada respecto a las matrices de granos de
cereales y oleaginosas en diversos estudios, y estas modificaciones reportadas en gran
cantidad de trabajos cientificos encontrando valores adecuados de recuperacion (Guan et
al., 2009; Herrmann y Poulsen, 2009; Cunha et al., 2010; Hjorth et al., 2010; Mastovka et
al., 2010; Marino et al., 2011; Lucini y Molinari, 2011; Wilkowska y Biziuk, 2011,
Brondi et al, 2011; Ricca et al., 2011; Ahumada y Zamudio, 2011).

Conceptos sobre validacion de métodos

Segun la resolucién SENASA N° 138 del afio 2002 (SENASA, 2002 138/2002)
validar un método es el proceso para establecer las caracteristicas de performance, las
limitaciones y la identificacion de influencias que pueden cambiar estas caracteristicas. Es
decir, es el proceso para verificar que un método es apto para un propdésito y resolver un
problema analitico particular. Para establecer la idoneidad de un método es necesario llevar
a cabo ensayos en el laboratorio con el fin de establecer parametros de aceptacion de las
técnicas (Hill y Reynolds, 1999; Herrmann y Poulsen, 2009; Hjorth et al., 2010). La
realizacion de curvas de calibracion mediante la adicion de concentraciones conocidas de
estandares de los analitos a determinar nos permite obtener valores que luego seran
utilizados como parametros de aceptacion.

La calibracion en solvente se define como el procedimiento de calibracion que
utiliza soluciones estandar preparadas que adicionadas a una alicuota de solvente, permiten
definir la relacion entre una concentracién conocida y una respuesta en el instrumento
analitico elegido para la determinacion de los residuos (Codex Alimentarius, CAC/GL 40-
1993).

En determinaciones analiticas sobre muestras complejas, existe un fenémeno
denominado “efecto matriz”, el cual se define como la influencia de uno o mas
componentes indetectables de la muestra sobre la medida de la concentracion del analito.
Estos efectos de matriz derivan de varios procesos fisicos y quimicos que son dificiles o
imposibles de eliminar y puede ser observado a partir del incremento o disminucion de las

respuestas en el detector cuando se compara una misma concentracién del analito disuelto
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en solvente y en presencia de muestra o extracto de muestras. Los efectos de la matriz son
variables e impredecibles entre las técnicas por lo que es necesario conocerlos para saber su
influencia (Anastassiades et al., 2003b; Hajslova y Zrostlikova, 2003) y ser considerada en
la validacion del método. Si esto no se tiene en cuenta, los errores sistematicos pueden
afectar los resultados y causar sesgo afectando tanto la pendiente como el intercepto de la
recta de calibrado, por esto es necesario realizar la calibraciéon en matriz utilizando
estandares externos preparados en la matriz de la muestra mediante el procedimiento de
adicion de estandar. Diferentes materias primas y concentraciones de matriz pueden dar
efectos de diferentes magnitudes y puede existir también la dificultad de obtencién de una
matriz en blanco para cada tipo de muestra (Garrido Frenich et al., 2006). La calibracion en
matriz puede compensar los efectos de matriz pero no elimina sus causas.

Otros ensayos a realizar para la validacion de una técnica son los ensayos de
recuperacion mediante fortificados. Se define como muestra fortificada a una matriz de la
misma naturaleza que las muestras a analizar, enriquecida con una mezcla de uno o varios
analitos cuya concentracion sea mayor o igual que el minimo nivel cuantificable
(SENASA, 2002 138/2002).El uso de la recuperacién esta destinado principalmente a los
métodos que se basan en la transferencia del analito de una matriz compleja a una solucion
mas simple, durante la cual puede preverse una pérdida del analito (Codex Alimentarius,
2009 CAC/GL 72/2009).

Parametros de validacion en métodos analiticos

La validacion de un método se basa en parametros objetivos, que se definen de
acuerdo al grado de validacion necesario para demostrar que el método resulta adecuado
para cumplir la finalidad prevista (Codex Alimentarius, CAC/GL 40-1993). A continuacion
se definen algunos de los parametros mas utilizados para la validacion de técnicas

analiticas en la determinacion de residuos de plaguicidas.

-Exactitud: Es el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de
referencia (Codex Alimentarius, 2009 CAC/GL 72/2009), es decir, es la cantidad que se
refiere a las diferencias entre la media de una serie de resultados o un resultado individual y

el valor que se acepta como verdadero o valor correcto para la cantidad medida (SENASA,
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2002 138/2002). La exactitud se mide en funcién de la Recuperacion Porcentual (R%)
definida como el cociente entre el valor obtenido de la concentracién y la Concentracion
Nominal por cien, determinada a partir del analisis de una muestra de igual matriz que las

muestras a analizar, fortificada con una mezcla de los analitos.

%R = [(CF-CU)/CA] x 100

donde, CF es la concentracion de analito medido en la muestra fortificada; CU es la
concentracion de analito medido en la muestra sin fortificar; CA es la concentracion de
analito agregado (valor nominal o tedrico) en la muestra fortificada (SENASA, 2002
138/2002). En la determinacion de residuos de plaguicidas cuando el método demuestre
una recuperacion entre el ochenta (80%) y ciento diez (110%) por ciento, los resultados no
deben ser corregidos por sus valores de recuperacion (SENASA, 2002 138/2002). Para la
guia SANCO (Documento SANCO N°10684/2009) y los reportes de validacion de
QUEChERS (Herrmann y Poulsen, 2009; Hjorth et al., 2010;) la recuperacion aceptada es
entre el 70 y 120%.

-Precision: es el grado de concordancia o proximidad entre los resultados independientes
de ensayos o mediciones independientes obtenidos en condiciones establecidas (Codex
Alimentarius, 2009 CAC/GL 72/2009; SENASA, 2002 138/2002). La precision depende
solo de la distribucidn de los errores aleatorios y no guarda relacién con el valor verdadero
ni con el valor especificado. Mayor desviacion estandar indica menos precision. La
reproducibilidad se define como la precision bajo las condiciones de ensayo establecidas.
La precisién se mide a través de la reproducibilidad como Coeficiente de Variacion
porcentual (CV%), Desviacion Estandar Relativa (Relative Estandar Deviation RSD) o

Desviacion Estandar Relativa porcentual (RSD%).

RSD(%)= DS /X x 100

donde, DS es el desvio estandar de las determinaciones y X es el promedio de la
concentracion calculada de cada nivel. El umbral de aceptacion para estos parametros en la
guia SANCO (Documento SANCO N°10684/2009) es menor al 20%. Respecto al
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coeficiente de variacion en la medicion de trazas, Horwitz (1982) establece, luego de un
estudio exhaustivo, que el Coeficiente de Variacion en las determinaciones analiticas sigue
una distribucion exponencial, siendo este valor mayor cuanto mas baja es la concentracion

a medir.

RSD%: 2 (1-0,5xlog C)

donde, C es la concentracion expresada como fraccion de masa, por ejemplo 10
ng/g=10*10"°.

El criterio de aceptacion en los reportes de validacion de la UE para la técnica de
QUEChERS es que la RSD% sea menor o igual al Coeficiente de Variacion porcentual

calculado mediante la ecuacién de Horwitz para la concentracion analizada.

-Sensibilidad: es la cantidad minima de un analito capaz de ser detectada por una técnica o
a partir de la cual es posible generar una sefial. Se mide a traves de los Limites de
Deteccién y Limites de Cuantificacion.

El Limite de Deteccion (LD) es la concentracion mas pequefia en la que puede
identificarse el analito. Se define habitualmente como la concentracién minima del analito
en la muestra objeto del ensayo que puede medirse con una probabilidad establecida de que
el analito esté presente en una concentracion superior a la de la muestra testigo (Codex
Alimentarius, 1993 CAC/GL 40-1993).

El Limite de Cuantificacion (LC) es el contenido igual o mayor que el menor punto
de concentracion de la curva de calibracion, que pude determinarse con precision aceptable
(repetibilidad) y exactitud bajo las condiciones establecidas en el analisis (SENASA, 2012
138/2002) y se define en funcion del desvio estandar para el menor nivel validado con

aceptabilidad de los criterios de Recuperacion entre 70-120% y RSD% menor al 20%.

-Selectividad y especificidad: La selectividad se define como la capacidad de un método

para determinar analitos especificos en mezclas o matrices sin interferencias de otros

componentes de comportamiento analogo (Codex Alimentarius, 2009 CAC/GL 72/2009).
En el caso de la tecnica de QUEChERS y andlisis por Cromatografia Gaseosa con

Detector de Masa (GC-MS), la selectividad se mide en funcion del Tiempo de Retencion
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Relativo (RTT) respecto al estandar interno (Documento SANCO N°10684/2009). En lo
que respecta a la cuantificacion, los iones que se controlen deberén ser los mas especificos
del analito, los que sufran menos interferencias y en los cuales la relacion sefial/ruido sea
adecuada (Codex Alimentarius, 2005 CAC/GL 56/2005). El i6n cuantificador esta en
funcion del i6n que prevalece en el pico cromatografico y los calificadores en la relacion

entre determinados iones.

-Robustez (solidez): Una medida de la capacidad de un procedimiento analitico de no ser
afectado por variaciones pequefias pero deliberadas de los pardmetros del método y
proporciona una indicacion de la fiabilidad del procedimiento en un uso normal (Codex
Alimentarius, 2009 CAC/GL 72/2009). La robustez del método de QUEChERS se ha
reportado durante el desarrollo del mismo siendo una de las caracteristicas que caracterizan

al procedimiento (Herrmann y Poulsen, 2009; Hjorth et al., 2010; Lehotay et al., 2010).

-Linealidad: es la capacidad de un método de analisis, dentro de un determinado intervalo,
para dar una respuesta o resultados instrumentales que sean proporcionales a la cantidad
del analito que se determinara en la muestra de laboratorio. Los limites de la linealidad son
los limites experimentales de concentraciones entre los que puede aplicarse un modelo de
calibracién lineal con un nivel de incertidumbre aceptable (Codex Alimentarius, 2009
CAC/GL 72/2009). El rango lineal de trabajo es el rango de concentraciones en el cual es
valida la curva de calibracion. Si algun valor de las muestras problema cae fuera del rango
de respuestas, debe ser reanalizada, si el valor es menor al menor punto de concentracion
calibrado debera buscarse otra forma de determinacién, mientras que si el valor es superior
al mayor valor de concentraciones calibrado, la muestra debe diluirse de manera que los
valores obtenidos se encuentren dentro del rango lineal para poder cuantificar su
concentracion (Documento SANCO N°10684/2009).

-Incertidumbre: la incertidumbre de un método analitico es un indicador cuantitativo de la
confianza de los datos y describe el rango alrededor del cual un resultado experimental
reportado como un valor verdadero, puede ser falso con una determinada probabilidad o
nivel de confianza (Documento SANCO N°10684/2009). Es un parametro que expresa la

posible gama de valores, en torno al resultado de la medicion, dentro de la cual se preveé
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que se encuentre el valor efectivo con un grado establecido de probabilidad (Codex
Alimentarius, 1993 CAC/GL 40-1993).

Los criterios de aceptacion de Incertidumbre expandida del método (U%) segun la
guia SANCO (Documento SANCO N°10684/2009) en la determinacion de residuos de
plaguicidas se establecen en un nivel de incertidumbre menor o igual al 50%, siempre y

cuando los valores experimentales se encuentren por debajo de este valor.

Controles de calidad y blanco de reactivos

Los controles de calidad y blanco de reactivos son estrategias para asegurar la
calidad durante los procesos de extraccion y en algunos casos son referencia de la robustez
del método. Los controles de calidad se definen como muestras de la matriz en estudio
analizadas conjuntamente con cada tanda de analisis de muestras problema y se utilizan
para comprobar la eficiencia de extraccion en cada lote de muestras (debido a la falta de
materiales de referencia para los andlisis de plaguicidas). Los controles de calidad se
realizan fortificando estas muestras y analizando los porcentajes de recuperacion. Si el
sistema de deteccion lo permite, todas las recuperaciones se pueden combinar en un solo
analisis, afadiendo todos los analitos a una matriz en blanco a un nivel de concentracion
que se encuentre 30% por encima del limite de cuantificacion (Garrido Frenich et al.,
2006). Los blancos de reactivos de laboratorio son muestras que se analizan en cada tanda
pero que no contienen la matriz en estudio y sirven para eliminar falsos positivos por
contaminacion en los procesos de extraccion, instrumentos o productos quimicos utilizados
(Garrido Frenich et al., 2006).

Identificacion y cuantificacion de analitos

La espectrometria de masas en conjunto con una separacion cromatografica es una
combinacion poderosa para la identificacion de analitos en el extracto ya que provee
simultaneamente datos del Tiempo de Retencidn, relacion masa/carga y de abundancia
(Documento SANCO N°10684/2009). Los datos sobre residuos de plaguicidas obtenidos

mediante espectrometria de masas suponen pruebas definitivas y cuando se dispone del

40



equipo necesario, constituyen la técnica de confirmacion preferible (Codex Alimentarius,
2005 CAC/GL 56/2005).

La cromatografia de gases

La cromatografia es un método fisico de separacion basado en la distribucién de los
componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija y otra movil. En
cromatografia gaseosa (CG), la fase maévil es un gas que fluye a través de una columna que
contiene a la fase fija. El instrumento para cromatografia gaseosa puede representarse por

el siguiente esquema (Fig 1.17):

Microjeringa
Divisor de flujp .
’mrli_’i Electrametro
Septum o puente
Reguladaor “u
de flujp =
Regulador DAC
de presién
(A Ordenador
~ Rotametrg
Columna
Gas portador

Horno termestatizado

Fig. 1.17. Esquema simplificado de un cromatdgrafo gaseoso. Fuente: Wikipedia, 2013.

El gas portador (o fase mdvil) proviene de cilindros provistos con valvulas
reductoras de presion. La muestra se introduce en el inyector con una microjeringa a través
de un septum de goma. Alli se produce la vaporizacion de la misma y su introduccién en la
corriente de gas. La columna se halla dentro de un horno de temperatura variable, lugar
donde se realiza la separacion de los componentes de la muestra. El detector produce una
sefial eléctrica proporcional a la cantidad de materia a medida que cada componente
separado fluye a través de él. Esa sefial es enviada al registrador que realiza un gréfico de

intensidad en funcion del tiempo denominado cromatograma (Fig 1.18).
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Fig. 1.18. Cromatograma de la corriente de iones totales (barrido completo) de una muestra de
espinaca con plaguicidas. Fuente: Notijenck, 2013.

La sefial producida por cada analito es idealmente graficada como picos gaussianos
y cada pico corresponde a un componente de la muestra original. El integrador (o el
software de control) calcula ademas el area correspondiente a cada pico, la cual es
proporcional a la cantidad de analito. Como parte del sistema, el puerto de inyeccién ha
sido constantemente optimizado para lograr una alta precision en términos de Tiempo de
Retencion y el area de respuesta. El desarrollo de nuevas técnicas de introduccion de
muestras ha sido especialmente relevante para el analisis de alimentos ya que el problema
asociado con interferencias de la matriz (efecto matriz) se produce tanto en el puerto de
inyeccion como en el detector. Estos efectos suelen producir una sobreestimacion de la
concentracion del analito si la calibracion se ha realizado en disolvente puro. Este efecto
puede ser minimizado mediante la mejora de la técnica de inyeccion. Las inyecciones split
y split-less consisten en inyectar y vaporizar la muestra en la camara o puerto de inyeccion.
El método splits-less dirige toda la muestra a la columna por un periodo de tiempo, por lo
que resulta mas adecuado para el andlisis de trazas o de componentes muy volatiles por lo

tanto es la mas utilizada en analisis de plaguicidas (Rubinson y Rubinson, 2001).

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) da nombre a un conjunto de técnicas utilizadas

para medir la masa de los iones y su abundancia en la fase gaseosa. Las técnicas de masas
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son capaces de suministrar informacion sobre la composicion cualitativa y cuantitativa de
analitos organicos e inorganicos en muestras complejas, la estructura molecular, las
relaciones isotopicas de los atomos en las muestras y la estructura y composicion de
superficies. Las etapas de una medida son: la generacion de moléculas en fase gaseosa,
ionizacion, separacion en funcion de su relacion masa /carga (m/z) y la deteccién de los
picos de los iones

Las tres partes basicas de un detector de espectrometria de masas son la fuente de
ionizacion, el analizador o filtro de masas y el transductor o detector. La muestra puede
introducirse tanto en fase gaseosa como en fase liquida o sdlida. La zona donde se
introducen las moléculas, se evaporan, se ionizan y se aceleran se llama fuente de
ionizacion. La muestra gaseosa se ioniza entre dos placas cargadas, las moléculas se
rompen en fragmentos, algunos de los cuales estan cargados (iones) y otros no. Se aceleran
los iones por aplicacion de un potencial eléctrico y se enfocan utilizando campos eléctricos
y rendijas. Los iones acelerados pasan desde la fuente de ionizacion a un analizador de
masas. En la mayoria de los analizadores de masas se separan los iones en base a su
relaciébn m/z, de forma que llegan al detector en diferentes momentos. Esta pequefia
corriente de iones se amplifica mediante el transductor, normalmente un multiplicador de
electrones, que amplifica las corrientes de modo similar a un tubo fotomultiplicador
(Rubinson y Rubinson, 2001). El espectro de masas muestra las cantidades de masa
recogidas a valores crecientes de la relacion m/z. Cada pico del espectro da informacion
sobre la masa molecular de un determinado fragmento de la molécula que lo originé (Fig
1.19).
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Fig. 1.19. Representacion de un espectro de masas. Fuente: Wikipedia, 2013.
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Acoplamiento de una técnica de separacion con un espectrometro de masas

Los espectrometros de masas se pueden acoplar con cromatografos de gases
(CG/MS). Para mostrar todos los componentes que han sido eluidos durante la separacion
se representa un cromatograma de iones totales (total ion chromatogram o total ion current
trace, TIC). La intensidad en el TIC es la suma de las respuestas del detector a todos los
iones presentes en cada momento. También se pueden representar cromatogramas a
determinados valores de m/z. Estos se denominan cromatogramas de iones extraidos
(extracted ion chromatogram, EIC). Cuando el cromatograma se registra a un valor m/z
unico (o a unos pocos valores de m/z), en lugar de hacer un barrido en un intervalo de m/z,
la técnica se denomina monitoreo de iones seleccionados (selected ion monitoring, SIM).
Este monitoreo proporciona un bajo limite de deteccion y permite simplificar la sefial en
cromatogramas complejos que presenten numerosas interferencias.

A través del andlisis de una muestra problema que se presume contaminada con
plaguicidas es posible determinar a nivel cualitativo y cuantitativo los niveles de estos
residuos mediante la técnica de cromatografia gaseosa aclopada a un espectrometro de

masas.
Estudios sobre residuos de plaguicidas

Los plaguicidas son importantes para la agricultura moderna, siempre y cuando se
mantengan en el lugar en donde deben ejercer su accion. Estos pueden entrar al ecosistema
a través del aire, el agua, el suelo o los alimentos (Arregui et al., 2007). El uso de
plaguicidas es considerada una de las alteraciones globales de mayor impacto en las
practicas agricolas (March, 2011).

En la mayor o menor gravedad del problema de los residuos de plaguicidas influyen
numerosos factores, entre los que podemos considerar la toxicidad del plaguicida, es decir,
su mayor o menor nocividad para las personas y animales; el grado o probabilidad de
exposicion del hombre a los residuos, en funcién de la participacion del producto tratado en
la dieta alimentaria; la posible acumulacion través de la cadena alimentaria; la posibilidad
de que los residuos sean o se transformen en otras sustancias todavia mas toxicas que el

plaguicida original y su persistencia, que depende de unas cualidades intrinsecas del
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plaguicida (estabilidad, polaridad, etc.) y otras condiciones (sustrato vegetal, acciones
mecanicas, fisicas, etc.) (Coscolla, 1993). Por otro lado debemos considerar también la
exposicion de los trabajadores durante la aplicacién de plaguicidas o manipulacion de
productos tratados, por esta razon, se deben seguir estrictamente las indicaciones del
marbete de cada principio activo en cuanto a las dosis, las formas de aplicacion, los
periodos de carencia, los elementos de proteccion personal y la gestion de envases vacios
(Carpaneto et al., 2013).

Los plaguicidas como contaminantes ambientales

Luego de la aplicacion de un plaguicida, este puede moverse en el aire, suelo y
agua. Los plaguicidas, llegan al aire ya sea por la deriva durante su aplicacion, por
intercambio desde la superficie de las plantas o desde otros medios y de esta forma pueden
ser transportados (Lorenzatti et al., 2006; Lorenzatti et al., 2008). Pueden moverse también
en el suelo lixiviando hacia el subsuelo y contaminando las aguas subterraneas, o
trasladarse por escurrimiento y llegar a las aguas superficiales. La formulacion,
persistencia, solubilidad, adsorcién y volatilidad de los plaguicidas influyen sobre la
potencial contaminacion del agua. Respecto a la contaminacion del suelo, se debe
determinar cuan estrechamente se une el plaguicida a los componentes del suelo y cuan
moviles son, ademas de considerar su persistencia. Las interacciones entre el plaguicida y
el suelo dependen de las propiedades de ambos (Arregui et al., 2007). Existen gran
cantidad de trabajos que han establecido el movimiento de los plaguicidas en el suelo
(Wachope et al., 1991; Gupta y Gajbhiye, 2002; Ntow et al., 2007; Das et al., 2008; Arora
et al., 2009; Battu et al., 2009; Gonzalez et al., 2010; Gupta et al., 2011; Donnarumma et
al., 2011; Mohapatra et al., 2012; Sahoo et al., 2012; Zhang et al., 2012; Giri et al., 2012) y
en agua (Shires y Bennet, 1985; Padovani y Capri, 2005; Jergentz et al., 2005; Gil et al.,
2005; Daraghmeh et al., 2007; Bhattacharjee et al., 2012; Zhang et al., 2012).

Respecto a la contaminacion ambiental por plaguicidas numerosos investigadores
han encontrado residuos en muestras ambientales, peces, leche materna y meconio en
Argentina (Lorenzatti et al., 2006; Trossero et al., 2009; Marino et al., 2011). Ademas se
han realizado estudios del dafio oxidativo al ADN y efecto de la susceptibilidad genética en

poblaciones expuestas a plaguicidas (Porcel de Peralta et al., 2011).
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Otro de los aspectos a considerar respecto a la contaminacion ambiental por
plaguicidas es la problemética de la deposicion final de los envases que los contienen. El
volumen anual de envases despachados al mercado argentino de productos fitosanitarios es
importante. En el afio 2006 ya ascendia a mas 7000 toneladas de materiales plasticos metal,
vidrio, papel y cartdon. Estos envases contuvieron productos quimicos que son
potencialmente peligrosos y la acumulacion permanente en el campo genera situaciones
riesgosas tanto para las personas como para el ambiente. Los envases que contuvieron
productos fitosanitarios son legalmente considerados como Residuos Peligrosos, esta
circunstancia motiva que deban ser tratados de acuerdo a los requisitos que la norma legal
impone. Es necesario tener presente que un envase de agroquimicos luego de agotar su
contenido retiene en su interior volimenes de hasta un 5% del producto, dependiendo este
porcentaje de la viscosidad del mismo. En nuestro pais existe una iniciativa de CASAFE
(Céamara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes de Argentina asociada a CropLife
Latinamerica), el Programa AGROLIMPIO para la recoleccion y Disposicion Final de los
Envases Vacios de Agroquimicos. Este programa tiene por finalidad la recoleccion y
acopio de los envases vacios descontaminados en lugares adecuados a tal fin y el adecuar
(moler o picar) esos materiales y trasladarlos a centros de reciclado. Para esto es importante
que los agricultores adopten la practica del Triple Lavado o el lavado a presion que
permiten remover el 99,999% de los residuos presentes en el envase. La técnica del Triple
Lavado consiste en enjuagar con agua limpia tres veces el envase vacio. Una vez finalizada
la tarea de aplicacién en el campo, los envases vacios deben ser inutilizados, haciéndoles
varias perforaciones en el fondo con un elemento punzante y llevados a un depdsito que
ubicado en un sector aislado del campo, muy bien delimitado e identificado, cubierto, bien
ventilado y al resguardo de factores climaticos (Cavallo, 2006).

Los plaguicidas se consideran a menudo una solucion rapida, facil y de bajo costo
para el control de malezas y plagas de insectos en los paisajes urbanos, sin embargo, el uso
de estos productos quimicos tiene un costo significativo, los plaguicidas han contaminado
el medio ambiente y sus residuos se encuentran en el suelo, en el aire y en aguas

superficiales y subterraneas en muchos paises (Aktar et al., 2009).
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Residuos de plaguicidas en alimentos

Desde hace mas de 30 afios, la problematica de residuos de plaguicidas esta presente
en la bibliografia. En el hombre, el mayor riesgo de exposicion a los plaguicidas es a través
de los alimentos, el 80% del riesgo proviene de alimentos crudos y solo el 20% de
alimentos procesados. Los alimentos mas riesgosos son las frutas, las verduras y la carne.
Es necesario considerar que el riesgo aparece cuando la cantidad consumida (dosis) y el
tiempo durante el cual se consumid (exposicion) son suficientes para causar dafio. Por esa
razén se recomienda respetar el tiempo de carencia de cada principio activo y cultivo en

particular (Arregui et al., 2007).

Hay un gran numero de variables humanas, tales como edad, sexo, raza, situacion
socioeconémica, dieta, estado de salud, etc. que afectan la exposicién humana a los
plaguicidas, pero en la préctica se sabe poco sobre los efectos en la salud. Los efectos a
largo plazo de la exposicion de bajos niveles de un plaguicida estan muy influenciados por
la exposicion simultanea a otros plaguicidas, asi como a los contaminantes presentes en el
aire, agua, alimentos y medicamentos.

En estudios de monitoreo en mercados de diferentes paises alrededor del mundo se
han reportado niveles de residuos de plaguicidas en los alimentos que en algunos casos
superan los LMR establecido por las legislaciones vigentes (Albert y Rendon Vos-Osten,
1988; Toledano et al., 1992; Lenardodn et al., 1994; Kankan et al., 1997; Bolles et al., 1999;
Lenardon et al., 2000; Zabik et al., 2000; Kumari et al., 2002; Villamil Lepori et al.,
2003;Lorenzatti et al., 2003; Izquierdo et al., 2004; Balinova et al., 2005; Amoah et al.,
2006; Fleurat-Lessard et al., 2007; Balinova et al., 2007; Pifiero Gonzalez et al., 2007;
Aldana Madrid et al., 2008; Ruiz et al., 2008; Hernandez Borges et al., 2009; Brondi et al.,
2011; Castilla Pinedo et al., 2012; Farhath y Sobha, 2012; Kapoor et al., 2013; Perez et al.,
2013). Estos hallazgos pueden significar que en muchos casos las aplicaciones de
plaguicidas no se realizan respetandose las BPA, se utilizan productos no autorizados o en
dosis, momentos o nimero de aplicaciones fuera de las recomendaciones de uso, ya que
observando los conceptos de BPA no deberiamos encontrar residuos de plaguicidas y
menos aun en alimentos industrializados en los cuales las précticas de manufactura
eliminan gran parte de los residuos (Coscolla, 1993; Arregui et al., 2007; Novo et al.,

2011). Respecto a esto existen una gran cantidad de estudios sobre la influencia de las
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précticas normales de procesamiento de los alimentos en los cuales se reporta que a partir
de précticas sencillas y cotidianas como el lavado, la coccidén o el descortezado, hasta
practicas industriales como la deodorizacion en la produccion de aceite tienen un efecto
importante en la disminucién de los residuos de la mayoria de los plaguicidas (Chaudry et
al, 1978; Miyahara y Saito, 1993; Holland et al., 1994; Miyahara y Saito, 1994; Pimentel
Trevizan y Casadei de Baptista, 2000; Pimentel Trevizan y Casadei de Baptista, 2001;
Lalah y Wandiga, 2002; Rhandhawa et al., 2007; Milanez et al., 2007; Uygun et al., 2008;
Kaushik et al., 2009; Samriti et al., 2011; Gonzalez Curbelo et al., 2012), pero es necesario
asegurar la inocuidad para el consumo directo.

Otros estudios de plaguicidas aplicados en diferentes cultivos, revelan que en
algunos casos estan contaminados con plaguicidas por encima de los LMR, mientras que en
general respetando las condiciones de uso se encuentran residuos no detectables o por
debajo de los LMR establecidos una vez transcurrido el periodo de carencia (Dikshit et al.,
1985; Antonious et al., 1998; Martinez Vidal et al., 1998; Cabras y Angioni, 2000; Sadlo,
2000; Arrebola et al., 2001; Correa et al., 2001; Ripley et al., 2001; Borah et al., 2003;
Lorenzatti, 2004a; Lorenzatti, 2004b; Blasco et al., 2005; Deivendran et al., 2006; Das et
al., 2007; Daraghmeh et al., 2007; Igbal et al., 2007; Harcz et al., 2007; Ntow et al., 2007;
Pierre y Betancourt, 2007; Das et al., 2008; Arora et al., 2009; Arora, 2009; Battu et al.,
2009; Martinez et al., 2009; Ricca et al., 2009; Ricca y Martinez, 2009; Beuzelin et al.,
2010; Franchi et al., 2010; Martinez et al., 2010; Ahumada y Zamudio, 2011; Chauhan y
Kumari, 2011; Donnarumma et al., 2011; Duhan et al., 2011; Fenik et al., 2011; Gupta et
al., 2011; Angioni et al., 2011; Martinez et al., 2011; Banerjee et al., 2012; Chen et al.,
2012; Fujita et al., 2012; Kulczycki et al., 2012; Strada et al., 2012a; Strada et al., 2012b;
Chowdhury et al., 2013; Chauhan et al., 2013; Strada et al., 2013a; Strada et al., 2013b).
La disipacion de residuos de los plaguicidas aplicados en cultivo depende
fundamentalmente de las condiciones ambientales, la especie, la formulacion, el principio
activo, el numero de aplicaciones y las dosis. Abundan los estudios en frutas y vegetales
debido a que las aplicaciones se realizan cerca de la cosecha y son alimentos que pueden
consumirse crudos, siendo mas riesgosos.

Coscolla (1993) afirma que en el caso de cereales y oleaginosas los principales
problemas son debidos a tratamientos postcosecha, pues los tratamientos en el campo se

dan muy distanciados de la cosecha y estos granos sufren procesos de manipulacién
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anteriores al consumo. Por esto los estudios de residuos de plaguicidas en productos
almacenados abundan también en la bibliografia (EIms et al., 1972; Cogburn y Simonaitis,
1975; Singh y Chawla, 1980; Arthur et al., 1991; Yeboah et al., 1992; Arthur et al., 1992;
El-Behissy et al., 2001; Zayed et al., 2003; Sgarbiero et al., 2003; Zayed et al., 2007;
Caboni et al., 2007; Skrbic, 2007; Lucini y Molinari, 2011; Ogah y Coker, 2012, Strada et
al., 2012a). Existen trabajos que aseguran que luego de largos periodos de almacenamiento
los niveles de residuos de plaguicidas en granos almacenados disminuyen notoriamente
encontrandose reducciones de hasta el 85% (Holland et al. 1994; Kaushik et al. 2009) en
funcion de las condiciones de almacenamiento (en especial la temperatura y humedad
relativa), el principio activo, la presencia de luz y el tipo de granos almacenados (EI-
Behissy et al., 2001; Morton et al., 2001; Lalah y Wandiga, 2002). Debemos considerar en
este caso el efecto de las aplicaciones repetidas de un mismo plaguicida a ciertos intervalos
de tiempo sobre el mismo producto debido a que puede darse un efecto acumulativo de los
residuos, ya que al momento de la aplicacion existen residuos iniciales que se sumaran al

depdsito correspondiente (Coscolla, 1993).

El sistema agricola-industrial argentino no cuenta aun con suficiente informacion
para implementar eficientemente medidas orientadas a prevenir la contaminacion de granos
con plaguicidas por aplicaciones en el campo y almacenamiento. Por lo tanto la finalidad
del presente estudio es analizar los niveles de residuos de insecticidas en granos de soja y
maiz, tras su aplicacion en ensayos experimentales considerando las practicas habituales
tanto en cultivo como en almacenamiento en la region central de Argentina y comparar los
niveles finales de residuos obtenidos con los LMR establecidosa fin de asegurar la
inocuidad de los alimentos producidos desde el punto de vista de la contaminacion por

plaguicidas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Los factores relacionados al manejo de cultivos y aplicacion de plaguicidas; tales
como la especie, fecha de siembra, tipos de plaguicidas, sus dosis, momentos y nimero de
aplicaciones; influyen en la dindmica de disipacion y el nivel final de residuos de
insecticidas en granos de soja y maiz producidos y almacenados en la region central de la

Republica Argentina, pudiendo afectar la inocuidad de los alimentos producidos.
Objetivos
Objetivo general

Analizar el efecto de ciertos factores relacionados al manejo de los cultivos y a la
aplicacion de plaguicidas, sobre la disipacién y el nivel final de residuos de insecticidas
aplicados en campo y almacenamiento en soja y maiz en la region central de la Republica

Argentina y su posible efecto sobre la inocuidad de los alimentos producidos.
Objetivos especificos

1. Identificar y cuantificar, en granos de soja, los residuos de insecticidas aplicados en el

campo en diferentes momentos, dosis y épocas de siembra para el control de chinches.

2. ldentificar y cuantificar, en granos de maiz, los residuos de insecticidas aplicados en el

campo en diferentes dosis y épocas de siembra para control de lepidépteros.

3. Caracterizar las curvas de disipacion de residuos de insecticidas aplicados durante el
almacenamiento de granos de soja y maiz segun las practicas recomendadas registradas

para Argentina.

4. Identificar y cuantificar los residuos de insecticidas aplicados de manera repetida durante

el almacenamiento de granos de soja y maiz.
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Capitulo Il

MATERIALES Y METODOLOGIA GENERAL

Obtencion de muestras

Las muestras para el andlisis de residuos de plaguicidas, se obtuvieron de ensayos
experimentales realizados en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) ubicado en la localidad de Manfredi (Latitud
31° 49'y Longitud 63° 46"), Provincia de Cérdoba, Republica Argentina.

Considerando que la variabilidad en los ensayos que involucran plaguicidas es muy
grande, es necesario conocer su comportamiento en las condiciones concretas de cada
region geografica, poniendo especial cuidado en la metodologia a utilizar desde la
realizacion de las aplicaciones hasta la calidad del muestreo (Coscolla, 1993; Franchi et al.,
2010). FAO (2009) define el término “ensayo supervisado” como aquel que comprende la
aplicacion de un plaguicida de uso autorizado tanto en cultivo como después de la cosecha
con una cuidadosa gestion del procedimiento de ensayo y un disefio experimental y de
muestreo fiables. Las recomendaciones segun FAO (1990 y 2009) para la realizacién de
ensayos involucrados en la estimacion de los limites méximos de residuos de plaguicidas,
establecen que los mismos deben representar las practicas agricolas habituales aplicadas en
los cultivos y las condiciones climaticas que prevalecen en la region, reflejando los
principales tipos de manejo y deben realizarse al menos durante dos temporadas agricolas.
En los tratamientos en postcosecha debe estar disponible la informacion relativa a las
practicas agricolas utilizadas y las condiciones en las que se guardan los productos tratados.
La aplicacion de la sustancia de ensayo puede realizarse con equipos de mano o comercial y
las dosis maximas del ingrediente activo, el nimero de aplicaciones y el intervalo minimo
de re-tratamiento, deben realizarse siguiendo las Buenas Practicas Agricolas establecidas
para cada principio activo y reglamentacion vigente. EI momento de aplicacién se rige por
los requisitos para el control de plagas y la etapa de crecimiento de las plantas, respetando

los tiempos de carencia de los productos y con formulaciones disponibles a nivel comercial.
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Ensayos experimetales

Ensayos de aplicacion de insecticidas en el campo en los cultivos de soja y maiz

Los ensayos de aplicaciones de insecticidas en el cultivo en el campo se llevaron a
cabo durante tres temporadas agricolas (2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012) y se
realizaron teniendo en cuenta el manejo habitual del cultivo de acuerdo a la zona, bajo la
direccion del Ing. Agr. Federico Piatti responsable del area de Soja, Trigo y Maiz de la
EEA INTA Manfredi. En todos los casos se utilizo la técnica de siembra directa.

Se aplicé un disefio experimental en bloques completamente aleatorizados con
estructura factorial de los tratamientos con tres repeticiones. Los factores involucrados
fueron: principio activo y grupo quimico al que pertenecen los plaguicidas, dosis (normal y
alta), momento de aplicacion dependiendo del estado fenoldgico del cultivo, nimero de
aplicaciones y épocas de siembra (temprana y tardia). Todos los ensayos contaron con un
tratamiento testigo sin aplicacion de plaguicidas realizado por triplicado.

Las épocas de siembra quedaron definidas por el periodo recomendado para la zona
considerandose “temprana” desde el 1° de octubre al 30 de noviembre y “tardia” del 1° de
diciembre al 15 de enero. Dentro de cada época, la fecha de siembra se definid de acuerdo a
las condiciones de temperatura y humedad del suelo. La siembra se realizd6 con una
sembradora de grano grueso disponible en la seccion Soja, Trigo y Maiz de la EEA INTA
Manfredi. Durante los ensayos se definieron los estados fenoldgicos de acuerdo a la escala
de Fehr y Caviness (1977) para el cultivo de soja y la escala de Ritchie y Hanway (1982) en

el caso del cultivo de maiz.

Los productos quimicos se aplicaron en los cultivos teniendo en cuenta las
indicaciones a fin de obtener un adecuado caudal, cobertura, tamafio de gotas y dosis en
cada uno de los ensayos (Matthews, 1987; Bogliani et al., 2005; CASAFE, 2009; Novo et
al., 2011). Los principios activos aplicados, dosis, momentos de aplicacion y condiciones
de cada campafia de ensayo como asi también el procedimiento de preparacion del caldo de
aplicacion se explican en los capitulos correspondientes a cada objetivo especifico
(Capitulo 111y Capitulo 1V).

Los muestreos en el campo se realizaron considerando las normas de la FAO (1990)

citadas por Coscolla (1993), tomandose las muestras en forma sistematica, de manera

52



manual y en zigzag, recolectando plantas enteras en el caso de soja y solo las mazorcas en
el caso de maiz. En todos los casos se descartaron los surcos considerados como “bordura”,
en el caso de soja, los dos surcos colindantes entre parcelas y en el caso de maiz un surco a
cada lado de la parcela. Los volimenes de muestreo fueron de aproximadamente 20-30
plantas por parcela en el caso de soja y 10-15 mazorcas en el caso de maiz, de manera de
lograr un volumen aproximado de 500 gramos por muestra. EI muestreo se realizd en el
momento de cosecha del cultivo considerando la madurez del mismo y definido por un
contenido de humedad de los granos del 13% al 14% en el caso de soja y del 14% al 15%
en el caso de maiz. El contenido de humedad de los granos se verificé con un humedimetro
portatil MULTIGRAIN-DICKEY-john®, modelo 462331246. La trilla tanto de soja como

de maiz se realiz6 en forma mecéanica con una trilladora estatica en galpén.

Ensayos de aplicacidn de insecticidas en almacenamiento de granos de soja y maiz

Los ensayos de aplicacion de insecticidas en el almacenamiento de granos de soja y
maiz se llevaron a cabo durante el afio 2010 por un periodo de 120 dias. Se aplic6 un
disefio experimental en blogues completamente aleatorizados con estructura factorial de los
tratamientos con tres repeticiones. Todos los ensayos contaron con un tratamiento testigo
por triplicado sin aplicacién de plaguicidas.

Se realizaron dos ensayos, uno de los cudles tuvo como objetivo caracterizar las
curvas de disipacion de insectidas (Capitulo V) y el otro analizar el efecto de las
aplicaciones repetidas de los principios activos sobre los niveles de residuos (Capitulo V1),
ambos se describen en los Capitulos correspondientes a cada objetivo. Los factores
involucrados en estos ensayos fueron: principio activo y grupo quimico al que pertenecen
los plaguicidas, dosis de principio activo, numero de aplicaciones, tiempo desde la
aplicacion y tipo de granos. Las condiciones de almacenamiento de los granos se
mantuvieron estables en un rango de temperaturas entre 20-25 °C y humedad relativa entre
el 40% y 60%, tales registros se controlaron semanalmente con un termohigrometro. La
humedad de los granos fue la dptima para el almacenamiento, en el caso de granos de soja
del 13% y en el caso de maiz del 14% y se verificO mediante el uso de un humedimetro
portatil MULTIGRAIN-DICKEY -john®, modelo 462331246.
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La toma de muestras en almacenamiento se realizé en todos los casos con calador
siguiendo las directivas establecidas por las Normas IRAM (IRAM 23003-5, 1992) para

muestreo de residuos de plaguicidas en cereales, semillas oleaginosas y sus subproductos.

Materiales y Equipamiento:

-Semillas de soja y maiz para la siembra de ensayos experimentales.

-Sembradora de grano grueso.

- Productos comerciales de los plaguicidas elegidos para los ensayos.

-Jeringas, pipetas plasticas y matraces para la medicion de las dosis de aplicacion.

-Mochila manual marca Guarany modelo Plus-16, Industria Brasilera. Capacidad 16 litros,
con lanza de aplicacion y palanca de presion de accionamiento manual, acoplada a boquilla

de abanico plano 8001.

-Aplicador manual Giber de previa presion de 1,5 litros de capacidad con embolo de
accionamiento manual, boquilla de resina, véalvula de cierre boca de llenado con filtro y

envase de polipropileno.

-Planchas de prolipopileno de 100 micrones para la aplicacion de los plaguicidas en

almacenamiento.
-calador
-Baldes plasticos color negro con tapa para la realizacion de ensayos en almacenamiento.

-Bolsas trilaminadas para la toma y conservacion de las muestras.

Determinacion de residuos de plaguicidas

El procesamiento de las muestras y la extraccion de plaguicidas fueron realizadas en
el Laboratorio de Calidad de Granos de INTA Manfredi a cargo de la Dra. Maria José
Martinez. Las determinaciones analiticas a través de Cromatografia Gaseosa de alta
resolucion con Detector de Masa (GC-MS) fueron realizadas en el Laboratorio de
Contaminantes Quimicos del Instituto de Tecnologia de Alimentos de INTA Castelar a

cargo de la Dra. Alejandra Ricca.
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Materiales y Equipamiento:

-Licuadoras Marca OSTER con vaso de vidrio y cuchillas de acero inoxidable

desmontables.
-Freezer a temperaturas de -20°C y -30°C.

-Balanzas Marca OHAUS modelo Pioneer (d=0,0001 g), Balanza DENVER modelo APX
200 (d=0,0001 g), Balanza METTLER TOLEDO modelo PB 303 (d=0,001 g).

-Centrifugadora de alto rendimiento refrigerada Marca BECKMAN COULTER modelo
AVANTI JE. Rotor JA 14 con rango de velocidad de 50 a 30100 g y rango de temperatura
de 10°C a 40°C.

-Bafio termostatico marca VICKING modelo Mason D.
-Sample concentrator marca TECHNE acoplado a corriente de Nitrogeno.
-Lavador ultrasénico marca TESTLAB con temporizador.

-Pipetas automaticas marca Gilson rangos 20-200 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 pl y 1-10

ml.

-Tubos falcon de polipropileno graduados de 50 ml.
-Gradillas para tubos falcon de 50 ml.

-Matraces graduados transparentes de 50 ml y 10 ml.
-Viales transparentes de 2 ml con insertos de 400 pl.
-Tips de 200 ul, 1 mly 5 ml.

-Vortex marca DECALAB.

-Dispensetes de solventes de 10 ml.

-Cromatdgrafo: Cromatdgrafo Gaseoso Perkin Elmer, modelo Clarus 600 con puerto de
inyeccidn con vaporizador de temperatura programable (PTV) y control programable del
sistema neumatico, usados para inyeccion de grandes volumenes (LVI, large volumen
injection). Este sistema cuenta con muestreador automatico. Guarda columna de silice
fundida de 5 m x 0,25 mm marca Supelco. Conector de columnas marca Supelco.

Columna capilar marca Varian, modelo Factor Four VF-5ms (cat. CP8944); de 30 m x 0,25
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mm (id, 0.25 um) de fase estacionaria (95%) Dimetil-(5%) difenil polisiloxano de bajo
sangrado. Helio a 99,999% de pureza.

-Espectrometro de masas con fuente de ionizacion por impacto electrénico (El), el cual se
mantiene a una temperatura elevada para prevenir contaminaciones producto de
condensaciones, analizador cuadrupolar, con un prefiltro también cuadrupolar y un detector
el cudl consta de un dinodo de conversion, una placa de fosforo y un tubo
fotomultiplicador.

-Muestras problema a ser analizadas: matriz calificada segun directiva del Codex
alimentarius (1993, CAC/GL 41/1993) de acuerdo al producto para el cuél se define el
LMR. Tanto para el grupo de legumbres (GRUPO 6) en el cual se encuentra la soja, como

para los cereales (GRUPO 15) la matriz de trabajo son los granos enteros.

-Muestras blancos (muestras organicas de harina de soja y maiz): Verificado con
anterioridad que no contenian analitos detectables (Documento SANCO N°10684/20009;
Garrido Frenich et al., 2006)

Drogas y solventes para preparacion de muestras

-Acetonitrilo (methyl cyanide MeCN): grado HPLC- pureza: 99.98%. Marca J.T.BAKER.
CAS N°: 75-05-8

-Tolueno: grado HPLC- pureza: 99.5%. Marca SINTOGRAN. CAS N° 108-88-3
-Estandares de referencia de plaguicidas (Tabla 2.1.)
-Cloruro de sodio: grado analitico- Pureza: 99.7%. Marca TAURUS. CAS N° 7647-14-5

-Sulfato de Magnesio anhidro (magnesium sulfate anhydrous): grado analitico. Pureza
>99.5%. Marca SIGMA ALDRICH. CAS N° 7487-88-9

-Sulfato de Magnesio anhidro: pro-analisis. Pureza 98.5%. Marca CICARELLI. CAS N°
7487-88-9.

-Agua deionizada

-PSA bonded silica Bulk (Amina primaria-secundaria): Marca SUPELCO. Tamarfio de
particula 40 pm.
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-Discovery DSC 18 (Octadecano unido quimicamente a silica porosa C18): Marca
SUPELCO. Tamaiio de particula 40 pum.

Insumos para el lavado de materiales

-Hexano normal para analisis de residuos de plaguicidas: Marca U.V.E. Pureza 96%.
CAS N° 110-54.

-Acetona: CAS N° 67-64-1
-Alcohol etilico: Pureza 96%

-Hidroxido de Sodio (perlitas): grado analitico. Pureza 99.2%. Marca TAURUS. CAS N°
1310-73-2.

-Detergentes neutro y alcalino.

Recepcion, acondicionamiento y conservacion de muestras

Todas las muestras de granos (500 gramos) receptadas en el laboratorio, fueron
acompafadas de la informacion completa sobre el origen de la misma, el analisis requerido
y los posibles peligros que podia entrafiar su manipulacién (Codex alimentarius, 1993
CAC/GL 40-1993).

Al recibirse la muestra, se le adjudicé inmediatamente un cddigo de identificacion
Unico que llevd durante todas las fases del andlisis y hasta la comunicacion de los
resultados. Para todos los procedimientos empleados en la manipulacion se probd
previamente que no influian en la concentracion de los residuos presentes en las muestras
(Documento SANCO N°10684/2009, Codex alimentarius, 1993 CAC/GL 40-1993).

El total de muestras analizadas en el presente trabajo de tesis fueron: 270 muestras
provenientes de los ensayos de validacion de las técnicas analiticas que incluyeron ensayos
de calibracion en matriz y solvente y ensayos de recuperacion; 537 muestras provenientes
de ensayos experimentales de aplicacion de plaguicidas en el campo y almacenamiento de
granos de soja y maiz y 110 muestras pertenecientes a controles de calidad y blanco de

recativos en los procesos de extraccion. Considerando que en algunos casos los
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tratamientos aplicados en el campo incluyen mas de un principio activo, el total de
determinaciones analiticas fue de aproximadamente 1332, obteniendo de esta forma los
datos necesarios de niveles de residuos de cada uno de los principios activos en el estudio
para ambas matrices (granos de soja 'y maiz).

Debido a la variedad de ensayos y el gran nimero de muestras obtenidas, al no ser
posible analizarlas inmediatamente, estas se almacenaron en freezer en bolsas trilaminadas
correctamente etiquetadas a temperaturas de almacenamiento de -20°C a -30°C, dado que a
dicha temperatura la degradacion de los residuos de plaguicidas por la accion de enzimas es
lenta (Codex alimentarius, 1993 CAC/GL 40-1993). Respecto a la estabilidad de los
residuos en las muestras, la Reunion Conjunta FAO/OMS sobre residuos de plaguicidas
(JMPR) recibe datos correspondientes a estudios de la estabilidad de diferentes principios
activos durante el almacenamiento de muestras fortificadas. Los residuos de pirimifos-
metil en muestras de cebada, zanahoria, lechuga, aceite de oliva y tomate almacenados a
temperaturas menores a -16°C durante 24 meses no muestran pérdidas significativas de
residuos del principio activo durante el almacenamiento (JMPR, 2003). También las
ciflutrinas son estables en muestras congeladas almacenadas durante al menos 1000 dias
para manzana, melén, maiz, aceite y almidon de maiz, pepino, jugo de naranja, cascaras de
mani, papas, tallos de cafia de azlcar, melaza, trigo, harina y salvado de trigo y tomates
(JMPR, 2007). Para los granos de soja y trigo la estabilidad en almacenamiento para el
principio activo cipermetrina se reporta en 52 semanas (JMPR, 2008). En el caso de
clorpirifés-metil se han reportado hasta 18 meses de estabilidad en almacenamiento (JMPR
2009), mientras que clorpirifés-etil en matrices de cultivos congelados es estable por mas
de un afio (FAO, 2006). Para imidacloprid los residuos se mantienen estables durante un
periodo de almacenamiento de 683 dias mientras que el endosulfan es estable durante 18
meses en matrices tales como uva, papa, tomate, mel6n y lechuga y durante al menos 12
meses en pasas de uva (JMPR, 2006). Estudios de la estabilidad en mani almacenado a
temperaturas de -20°C reportan que en 136 dias no hubo pérdidas significativas de los
niveles de residuos de diclorvos (JMPR, 2012).

En el presente trabajo de tesis se procurd en todos los casos que el periodo de
tiempo transcurrido entre el ingreso de la muestra y su procesamiento fuera como maximo

de 6 meses.
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Procesamiento de muestras

Codex alimentarius en su manual de BPA define al procesamiento como los
procedimientos empleados para dar a la muestra analitica una homogeneidad aceptable con
respecto a la distribucién del analito antes de extraer la porcion a analizar (Codex
alimentarius, 1993 CAC/GL 40-1993). La molienda de las muestras de granos de soja y
maiz para la determinacion de residuos de plaguicidas se realizd con licuadoras marca
Oster de alta potencia con vaso de vidrio y cuchillas de acero inoxidable sin el agregado de
agua. Se pesaron 5 gr del molido y se colocaron en un tubo falcon de 50 ml para su
posterior procesamiento y extraccion de plaguicidas mediante la técnica de QUEChERS. La
molienda de las muestras se presentd como una limitante en la rapidez del procesamiento
ya que luego de moler cada muestra se debid seguir un estricto protocolo a fin de evitar
contaminacion cruzada entre las muestras con trazas de plaguicidas. EI maximo de

muestras molidas por dia fue de 6 muestras ya que se disponia de 6 vasos de licuadora.

Protocolo de lavado de material

Todo el material utilizado en la molienda y preparacién de soluciones estandar
recibioé un tratamiento de lavado mediante un estricto protocolo para evitar contaminacion
cruzada, en especial en los casos en que el material se reutiliz6 (Documento SANCO
N°10684/2009).

Antes de lavar los materiales se descartaron todos los solidos en recipientes
etiquetados como soélidos de descarte y los liquidos dentro de bidones de polietileno
correctamente etiquetados como liquidos de descarte. Se enjuagd el material con agua
caliente corriente a fin de retirar restos de material vegetal. EI material de vidrio se enjuago
con Hexano (10 veces) y con Acetona (10 veces) y luego con abundante agua corriente
para retirar el solvente, descartando los dos primeros enjuagues en un bidon. Las piezas
plasticas se enjuagaron con etanol (10 veces) y luego con agua. Los materiales utilizados
para realizar fortificados o procesar muestras con alto contenido de plaguicidas, como asi
también cuando se procesaron muestras provenientes de tratamientos con diferentes
principios activos en los ensayos, luego del enjuague con solventes se coloco todo el

material en una solucion de Hidroxido de Sodio (Soda Caustica) al 4% durante 45 minutos,
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descartando la soda caustica en un bidon debidamente etiquetado. Luego de este lavado
preliminar, se sumergi6 el material en recipientes con una solucion al 1% de una mezcla de
detergentes extra alcalino y neutro en proporcion del 50% de cada uno, preparada con agua
caliente. Se dejo el material no menos de 24 horas en esta solucién, rotulando los
recipientes con las iniciales del usuario, fecha en que se colocé en detergente y el tipo de
muestras. Este paso en el lavado es el que insume més tiempo. Se retird el material y lavd
con cepillo de tamafio adecuado. Seenjuagd con bastante agua corriente para retirar los

restos de detergente, se enjuagd 10 (diez) veces con agua deionizada y se dejé secar.

Preparacion de soluciones patrén

Se utilizaron patrones o estandares de plaguicidas de alta pureza para la preparacion
de soluciones para realizar los controles de calidad requeridos y llevar a cabo los ensayos
de calibracién y recuperacion para cada matriz. Los patrones utilizados en la preparacion

de soluciones de estandares se presentan en la Tabla 2.1.

Todos los patrones analiticos, las soluciones y los reactivos se etiquetaron indicando
la fecha de preparacion, la identificacion del analista, el disolvente utilizado y las
condiciones de almacenamiento aplicadas. Los estdndares se mantuvieron en condiciones
de bajas temperaturas (-30°C), exclusion de humedad y al abrigo de la luz para reducir al
minimo su tasa de degradacion (Codex alimentarius, 1993 CAC/GL 40-1993; Documento
SANCO N°10684/2009). El estandar interno (ISTD) elegido en este caso fue Etoprofos,
asegurando que no estuvo presente en ninguna de las muestras (Garrido Frenich et al.,
2006; Lehotay, 2006). Este principio activo es un insecticida organofosforado soluble en
agua de mediana a alta tensién de vapor. Es un producto de accion por contacto bastante
seguro via oral, pero muy peligroso por via dermal. Como patrén de ionizacion se empleo
el trifenilfosfato (TPP).
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Tabla 2.1. Patrones de plaguicidas utilizados.

Patrén CAS Pureza (%) | Estado fisico Marca
Dichlorvos 62-73-7 99.9% liquido Sigma Aldrich
Pirimyphos-methyl 29232-93-7 99.5% liquido Sigma Aldrich
Chlorpyriphos-methyl | 5598-13-0 99.9% solido Sigma Aldrich
Deltamethrin 52948-63-5 99.7% liquido Sigma Aldrich
o endosulfan 959-98-8 99.6% solido Sigma Aldrich
B endosulfan 33213-65-9 99.8% solido Sigma Aldrich
Endosulfan Sulfate 1031-07-8 98.8% solido Sigma Aldrich
Imidacloprid 138261-41-3 99.9% solido Sigma Aldrich
B-cyfluthrin 68359-37-5 99.8% solido Sigma Aldrich
Novaluron 116714-46-6 99.4% solido Sigma Aldrich
Cypermethrin
(mixture of isomers) 52315-07-8 94.3% liquido Sigma Aldrich
Chlorpyriphos-ethyl 2921-88-2 99.9% solido Sigma Aldrich
Ethoprophos 13104-48-4 |  93.1% liquido | Sigma Aldrich
Trifenilfosfato 115-86-6 99% solido | Sigma Aldrich

Las soluciones patron se prepararon en matraces de 50 ml previamente lavados con
el protocolo de lavado anteriormente descripto. Todas las disoluciones se realizaron con
tolueno grado HPLC, debido a que este solvente permite el almacenamiento por mayor
tiempo (superior a 10 afios) del stock de estdndares debido a su baja evaporacion,
miscibilidad con el acetonitrilo y la alta solubilidad y estabilidad de los plaguicidas en este
solvente (Garrido Frenich et al., 2006; Documento SANCO N°10684/2009).

Todas las soluciones fueron conservadas en freezer a -30°C, al momento de su
utilizacion se retiraron del freezer con 24 horas de anticipacion, colocandose en heladera al
abrigo de la luz, luego se llevaron a temperatura ambiente en campana desecadora al
resguardo de la luz el dia de su utilizacion. Se evitd en todos los casos un aumento excesivo

de la temperatura.

Preparacion de las soluciones madre de plaguicidas (patrén de reserva)

El estandar de alta pureza de cada principio activo se llevo a temperatura ambiente
durante al menos 2 hs mediante el uso de un desecador. Para patrones solidos con
contenido mayor a 50 mg, se tar6 un matraz de 50 ml con su tapa en balanza analitica, se

pesaron 50 mg del patron y se llevo a volumen con tolueno. Luego de esto se vortereo
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durante 1 minuto y colocd en sonicador durante 10 minutos. Se coloco la etiqueta
correspondiente y registr6 en el Cuaderno de Registro de Preparacion de Soluciones
Estandar. Se llevd a freezer y conservo asegurando una posicion vertical. Las soluciones
nunca se almacenaron junto a las muestras de ensayo. En el caso de patrones liquidos o de
contenido menor a 50 mg se tomo la totalidad del estandar, registrandose el peso del mismo
para el posterior calculo de concentracion. Las soluciones madres de plaguicidas se
prepararon en una concentracion de 1 mg/ml, mientras que la de etoprofés (ISTD) y TPP

de 2 mg/ml.

Preparacion de las soluciones de trabajo de estandar de plaguicidas

Las soluciones de trabajo se prepararon en forma de mezcla o “mix” de plaguicidas,
cada una de estas soluciones incluyé los principios activos aplicados en cada ensayo
experimental. Para el ensayo de aplicacion de plaguicidas en soja se prepardO un mix
conteniendo los estandares de endosulfan o, B y sulfato de endosulfan, cipermetrina,
clorpirifés-etil, imidacloprid y B-ciflutrina y se denomind a esta solucion “mix campo
soja”. Para el ensayo de aplicacion de insecticidas en el cultivo de maiz se prepar6 una
solucion a partir de las soluciones madre de cipermetrina, clorpirifés-etil y novalurén
denominado “mix campo maiz”. Por ultimo, para el ensayo de aplicaciones en
almacenamiento se prepar0 el “mix almacenamiento” a partir de las soluciones madre de
diclorvos, pirimifés-metil, clorpirifés-metil y deltametrina. Todos los principios activos
tuvieron una concentracion final de 40 pg/ml.

Para la preparacion de las soluciones de trabajo, se tom6 cada solucién madre de
plaguicidas y se sonicé durante 10 minutos para homogeneizar el contenido. En un matraz
de 50 ml previamente tarado con su tapén, se descargd el volumen calculado de cada
solucion patron para lograr en la solucion de trabajo la concentracion deseada de 40 pg/ml,
registrando el peso. Se enraz6 el matraz con tolueno, tapd y pesé. Se sonico la solucion de
trabajo durante 10 minutos a fin de homogeneizar su contenido. Se colocé la etiqueta
correspondiente y registré en el Cuaderno de Registro de Preparacion de Soluciones
Estandar. Se llevo a freezer y conservo asegurando su posicion en forma vertical.

La solucion de trabajo de Etoprofoés se prepard6 de manera similar con una

concentracion final de 20 pug/ml y en el caso de TPP la concentracién fue de 2 pug/ml.
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Preparacion de las soluciones mezcla de patrones para calibracion

Para la realizacion de los ensayos de validacion de las técnicas de QUEChERS para
soja y maiz, se requirié de la preparacion de soluciones calibrantes o soluciones mezcla de
patrones para calibracion, las cuales fueron adicionadas como alicuotas a los extractos de la
matriz y al solvente. Previo a la preparacion de las soluciones se realizé el célculo de masa
equivalente de la muestra para estimar los volumenes que se deben adicionar a fin de lograr
el nivel de contaminacion deseado. Los niveles de calibracion para los ensayos se eligieron
considerando los LMR de los principios activos en estudio respecto a las matrices de soja 'y
maiz. La preparacion de las soluciones de calibracion se llevo a cabo en viales de 2 ml en
los cuales se coloco la cantidad necesaria de solucion de trabajo de etoprofés con una
concentracion de 20 pg/ml, el volumen necesario del “mix” de solucion de trabajo de
plaguicidas y se llevo a volumen final de 1 ml con tolueno, para lograr una solucién de
concentracion tal que adicionando 25 pl en el extracto final de la técnica de extraccion de

QUEChERS, se obtenga el nivel de contaminacion deseado para cada plaguicida.

Método analitico: Técnica de QUEChERS

Las muestras se retiraron del freezer y colocaron en heladera 24 horas y el dia del
procesamiento fueron llevadas a temperatura ambiente bajo campana. Para el
acondicionamiento, extraccion y limpieza se utilizd la técnica de QUEChERS con
modificaciones de acuerdo a cada matriz. El ajuste y puesta a punto de la metodologia fue
realizada por el equipo de trabajo del Laboratorio de Contaminantes Quimicos del Instituto
de Tecnologia de Alimentos del Centro de Investigaciones Agropecuarias (CNIA) de INTA
en la Localidad de Castelar, Provincia de Buenos Aires a cargo de la Dra. Alejandra Ricca
y publicada en dos reuniones cientificas (Ricca et al., 2009; Ricca et al., 2011). La técnica
ha sido desarrollada para matrices con contenidos de humedad superiores al 75% por lo
cual se recomienda en la bibliografia, la adicion de agua hasta alcanzar un contenido de
humedad del homogeneizado de al menos el 80% (Lehotay, 2006; Mastovska et al., 2010).
Una vez hidratada la muestra se realiza la “fase de extraccion” mediante la adicidn de

acetonitrilo seguido por el agregado de MgSO, y NaCl (“tubo de extraccion™). Se realiza un
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centrifugado y luego una “fase de limpieza” o clean up de la muestra mediante la

incorporacion de MgSO, PSA y C18 (“tubo de limpieza”), seguida por una etapa de

centrifugado y extraccion del sobrenadante. Debido a que los niveles de contaminacion de

las muestras pueden ser muy bajos, se recomienda como modificacion de la técnica original

realizar la concentracion de las muestras. Este procedimiento se realiz6 en bafio maria bajo

corriente de nitrdgeno para evitar la oxidacion, introduccion de agua u otros contaminantes.

Luego

se reconstituy0 la muestra con tolueno debido a su mayor estabilidad en el

almacenamiento (Documento SANCO N°10684/2009). En la Fig 2.1 puede observarse un

esquema de la técnica.

Técnica de extraccion de QUEChERS para granos de soja

10.

11.
12.
13.

Se colocaron 5 gr de granos de soja molidos en un tubo falcon de 50 ml. Se
agregaron 150 pl de solucion de trabajo de etoprofés (ISTD) con una concentracion
de 20 pg/ml y 10 ml de agua deionizada fria (5-10°C).

Se agitd 10 segundos y sonico 5 minutos.

Se afiadieron 10 ml de acetonitrilo frio (5-10°C) y agit6 10 segundos.

A este tubo se anadi6 el contenido de un “tubo de extraccion” conteniendo 4 g de
MgSO,y 1 g de NaCl (previamente pesados) y agitd 40 segundos.

Se sonico durante 5 minutos.

Se pesaron los tubos para equilibrar pesos y centrifugaron a 5000 g durante 5
minutos a 5°C.

Se tomaron 2 ml de sobrenadante y colocaron en un “tubo de limpieza” con 0,3 g de
MgSQO, 0,1 g de PSAy 0,1 g de C18.

Se agitd por 40 segundos.

Se sonicd cada tubo por 2 minutos.

Se pesaron los tubos para equilibrar pesos y centrifugaron a 5000 g durante 5
minutos a 5 °C.

Se tomd 1 ml de sobrenadante y coloco en un tubo de vidrio tipo kham.

Se evaporo la muestra a sequedad a 35° C en bafio maria bajo corriente de nitrégeno

Se reconstituyd la muestra con 500 pl de tolueno y agito en vortex.
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14.

Se tomaron 300 pl y colocaron en un vial de 2 ml con inserto de 400 pl. Se
agregaron 50 pl de solucion de TPP (2 pg /ml) y 25 pul de tolueno.

Técnica de extraccion de QUEChERS para granos de maiz

10.

11.
12.
13.
14.

Se colocaron 5 gr de granos de maiz molidos en un tubo falcon de 50 ml. Se
agregaron 150 pl de solucion de etoprofos (ISTD) con una concentracion de 20
pg/ml y 10 ml de agua deionizada fria (5-10°C).

Se agitd por 60 segundos y sonicoé 5 minutos.

Se afiadieron 15 ml de acetonitrilo frio (5-10°C) y agit6 durante 10 segundos.

A este tubo se afiadio el contenido de un “tubo de extraccion” conteniendo 6 g de
MgSO,y 1,5 g de NaCl (previamente pesados) y agito por 40 segundos.

Se sonico durante 5 minutos.

Se pesaron los tubos para equilibrar pesos y centrifugd a 5000 g durante 5 minutos
a5°C.

Se tomaron 5 ml de sobrenadante y colocaron en un “tubo de limpieza” con 0,75 ¢
de MgSO,4 0,2 g de PSAy 0,2 g de C18.

Se agit6 por 30 segundos.

Se sonicd por 5 minutos.

Se pesaron los tubos para equilibrar pesos y centrifugaron a 5000 g durante 5
minutos a 5 °C.

Se tomaron 2 ml de sobrenadante y colocaron en un tubo de vidrio tipo kham.

Se evaporo la muestra a sequedad a 35° C en bafio maria bajo corriente de nitrdgeno
Se reconstituyd la muestra con 500 pl de tolueno y agit6 en vortex.

Se tomaron 300 pl y colocaron en un vial de 2 ml con inserto de 400 pl. Se

agregaron 50 pl de solucion de TPP (2 ug /ml) y 25 ul de tolueno.

Los viales fueron conservados en freezer a temperatura de -30 °C al abrigo de la luz

y la humedad. Para su transporte al Laboratorio de Contaminantes Quimicos de INTA

Castelar se colocaron en recipientes plasticos con tapa manteniendo en todos los casos la

posicion vertical. Estos recipientes se colocaron en cajas de tergopol selladas con bolsas de

gel congeladas a fin de evitar variaciones en la temperatura de las muestras.
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Agitar y sonicar

=

Centrigugar a 5°C
por 5 min a 5000 g

.l

Tomar sobrenadante y
colocar en “tubo de
limpieza”
(MgSO4+PSA+C18)

Centrigugar a 5°C
por S min a 5000 g

Tomar sobrenadante y evaporar

Reconstituir con tolueno y vorterear

Tomar 300 pl y colocar en vial
+ 50 pl de solucion TPP [2ug/ml]
+25 pl de tolueno

Analisis por
GC-MS

Fig 2.1. Esquema del método QUEChERS para la extraccion de plaguicidas.
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Validacion de la técnica QUEChERS en matrices de grano de
soja 'y maiz

Para la validacion de las técnicas de QUEChERS para las matrices de granos de soja
y maiz y los principios activos utilizados en los ensayos, se realizaron curvas de calibracion
en matriz y solvente y ensayos de recuperacion a fin de establecer las caracteristicas de
performance y limitaciones del método y verificar si es apto para el propésito del presente
estudio.

En los ensayos de validacion del método para los plaguicidas aplicados en el campo
en soja, se utiliz6 el “mix campo soja” conteniendo los principios activos endosulfan o y 8
y sulfato de endosulfén, clorpirifés-etil, cipermetrina, imidacloprid y B-ciflutrina en una
concentracion de 40 pg/ml. En el caso de los plaguicidas aplicados en el campo en el
cultivo de maiz se utilizd6 el “mix campo maiz” conteniendo losS principios activos
clorpirifos-etil, novaluron y cipermetrina en una concentracion de 40 pg/ml. Para el caso
de insecticidas aplicados en almacenamiento en granos de soja y maiz se utilizo la mezcla
de patrones “mix almacenamiento” conteniendo los siguientes principios activos: diclorvos,

pirimifos-metil, clorpirifés-metil y deltametrina en una concentracion de 40 pg/ml.

Ensayos de calibracion en solvente

Para evaluar la relacion entre la concentraciéon nominal y la respuesta de cada
analito, se estudiaron los patrones comerciales disueltos en tolueno. Para esto se prepararon
viales de 2 ml con insertos de 400 ul y se colocaron 300 pl de tolueno, a lo cual se
adicionaron 25 pl de soluciones calibrantes de distinta concentracion a fin de lograr el nivel
de contaminacion requerido y 50 pl de solucion de trabajo de TPP (2 pg/ml). Todos los
niveles se realizaron por triplicado y se contd con una muestra sin contaminacion como

blanco. A partir del analisis de los resultados se elabor6 la curva de calibracion en solvente.

Ensayos de calibracién en matriz

Para obtener el extracto organico de cada matriz, se realiz6 el proceso de extraccion

aplicando la técnica de QUEChERS sobre muestras de 5 g de harina organica (muestras
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blanco de maiz y soja sin plaguicidas), verificando previamente que no contuvieran
plaguicidas. El extracto final obtenido (300 ul) se colocé en un vial de 2 ml con inserto. Se
adicionaron 25 ul de las soluciones calibrantes de distinta concentracion a fin de lograr el
nivel de contaminacion requerido y 50 ul de solucion de trabajo de TPP (2 pg/ml). Todos
los ensayos se realizaron por triplicado y se contd con una muestra sin contaminacién como
blanco. A partir del analisis de los resultados se elaboré la curva de calibracion en matriz.
A través de la comparacion del comportamiento de los analitos en las curvas de
calibracion en matriz y en solvente se estudio el efecto matriz. Si se evidencid efecto
matriz, las curvas de calibracién en matriz fueron utilizadas para la cuantificacion de los
niveles de residuos en las muestras tanto de ensayos de recuperacion como aquellas

provenientes de los ensayos experimentales.

Ensayos de recuperacién

El ensayo de recuperacion fue utilizado para evaluar la exactitud, precision,
sensibilidad e incertidumbre expandida del método para cada analito y matriz en estudio.
Para el ensayo de recuperacion se contaminaron artificialmente muestras organicas de
harina de soja y maiz, con distintos niveles de concentracion de solucion de estdndares
“mix campo soja”’, “mix campo maiz”’ y “mix almacenamiento”. Las muestras fueron
procesadas por el método de QUEChERS con las respectivas modificaciones respecto a la
matriz. Todos los niveles se realizaron por triplicado y se contdé con un testigo sin

contaminacion.

Parametros de aceptacion de las validaciones

Los ensayos de validacién de la técnica otorgaron resultados que fueron analizados

objetivamente. Los parametros elegidos y niveles de aceptacion fueron los siguientes:
-Exactitud: Se midio en funcion de la recuperacion porcentual (R%) obtenida de los

ensayos de recuperacion. El nivel de aceptacion elegido para este parametro fue una
Recuperacion porcentual entre el 70% vy el 120% (Documento SANCO N°10684/2009;
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Herrmann y Poulsen, 2009). Para este rango de recuperaciones los valores de residuos

obtenidos a partir de las muestras problema no deben ser ajustados.

-Precision: Se midi6 a traves de la reproducibilidad como Desviacion Estandar Relativa
porcentual (RSD%) en comparacion con el CV% calculado mediante la formula de
Horwitz. El criterio de aceptacion elegido en este caso para la técnica de QUEChERS fue
que los valores de RSD% fueran menores o iguales al CV calculado mediante la ecuacién

de Horwitz para la concentracion analizada (Herrmann y Poulsen, 2009).

-Sensibilidad: se estableci6 la sensibilidad del método mediante la determinacion de los
Limites de Deteccién (LD) y Limites de Cuantificacion (LC), siendo adecuados si fueron
menores al LMR. El LD se establecio en funcion de tres veces el desvio estandar del menor
nivel de concentracion validado para los pardmetros de exactitud y precision y el LC en
funcidn de seis veces este valor de desvio estandar (Herrman y Poulsen, 2009).

-Selectividad y especificidad: Se utilizd el método de adquisicion SIM. Para cada analito
se determiné el tiempo de Retencion relativo (TRR) al etoprofés y al TPP y la relacion de
abundancias relativas entre el ién cuantificador y al menos dos calificadores. Los criterios
de aceptacion fueron tomados de la guia SANCO (Documento SANCO N°10684/2009),

TRR con una tolerancia £0.5% y criterio de abundancias relativas de iones.

-Robustez (solidez): Para asegurar el buen procesamiento de las muestras y el desempefio
analitico se trabajo con doble estandar interno (Etoprofés y TPP). El criterio de aceptacion
fue que la relacién entre los picos de ambos se mantuviera en +2 Desvios Estandar para
todas las muestras analizadas (Lehotay, 2006). A su vez la robustez del método se verificd
a través de cartas de control, por cada tanda de 10 muestras problema en anélisis se
incluyeron un control de calidad y un blanco de reactivos. Los criterios de aceptacion
fueron para el control de calidad una recuperacion porcentual entre el 70 y 120% y RSD%
menor al 20% y para el blanco de reactivos la ausencia de interferentes y contaminantes
(Hill y Reynolds, 1999; Documento SANCO N°10684/2009).
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-Linealidad: El rango lineal de trabajo se establecid para cada curva de calibracion en
matriz y el pardmetro de aceptacion de las mismas fueron valores del coeficiente de
determinacion lineal (R?) superiores a 0,98 (Documento SANCO N°10684/2009).

-Incertidumbre: Como indicador cuantitativo de la confianza en los datos analiticos se
calculo la Incertidumbre expandida del método (U%) para cada nivel de fortificacion,
siendo el pardmetro de aceptacion un nivel de incertidumbre menor o igual al 50%
(Documento SANCO N°10684/2009).

Aseguramiento de la calidad

Controles de calidad

Para la realizacion de los controles de calidad se utilizaron muestras de harina
organica de soja y maiz, fortificadas con 100 pl de “mix campo soja”, “mix campo maiz” y
“mix almacenamiento” con una concentracion de 40 pg/ml de acuerdo al origen de ensayo,

por cada 10 muestras problema analizadas.

1. Enun tubo falcon de 50 ml se colocaron 5 gr de harina organica de soja 0 maiz segun la
matriz en la tanda de analisis, se agregaron 150 pl de solucién de etoprofés (ISTD) con
una concentracion de 20 pg/ml, 100 pl de solucion mix (40 pug/ml) de estandares de
plaguicidas dependiendo del ensayo de origen de las muestras analizadas y 10 ml de
agua deionizada fria (5-10°C).

2. Se agitd 10 segundos y sonicd 5 minutos.

3. Se afiadieron 10 ml de acetonitrilo frio (5-10°C) en el caso de soja 'y 15 ml en el caso de
maiz y agit6 durante 10 segundos.

4. A este tubo se afadio el contenido de un “tubo de extraccion” conteniendo 4 ¢ de
MgSQO, + 1 g de NaCl en el caso de sojay 6 g de de MgSO4 + 1,5 g de NaCl en el caso
de maiz vy agit6 por 40 segundos.

5. Se sonico durante 5 minutos.

6. Se pesaron los tubos para equilibrar pesos y centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos a
5°C.
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10.

11.

12.

13.
14.

Se tomaron 2 ml de sobrenadante en el caso de soja y se colocaron en un “tubo de
limpieza” con 0,3 g de MgSO,4, 0,1 g de PSA y 0,1 g de C18. En el caso de maiz se
tomaron 5 ml de sobrenadante y colocaron en un tubo conteniendo 0,75 g de MgSQO,,
0,2gde PSAy0,2 gde C18.

Se agito 40 segundos.

Se sonicé cada tubo por 2 minutos.

Se pesaron los tubos para equilibrar pesos y centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos a
5°C.

Se tom6 1 ml de sobrenadante en soja y 2 ml en maiz y colocaron en un tubo de vidrio
tipo kham.

Se evaporo la muestra a sequedad a 35° C en bafio maria bajo corriente de nitrégeno

Se reconstituyd la muestra con 500 pl de tolueno y agitd en vortex

Se tomaron 300 pl y colocaron en un vial de 2 ml con inserto de 400 pl. Se agregaron
50 pl de solucion de TPP (2 pug/ml) y 25 pl de tolueno.

Blanco de reactivos

En las muestras de Blanco de reactivos se realizé el procedimiento de QUEChERS

descripto para cualquier muestra de andlisis, pero sin muestra. El objetivo fue identificar

posibles fuentes de contaminacion cruzada en cada tanda de andlisis. En el caso en que

estas muestras dieron positivo para alguno de los analitos en estudio, la tanda

correspondiente se elimind y volvid a procesar.

En un tubo falcon de 50 ml se agregaron 150 ul de solucién de etoprofés (ISTD) con
una concentracion de 20 ug/ml y 10 ml de agua deionizada fria (5-10°C).

Se agitd 10 segundos y sonico 5 minutos.

Se afadieron 10 ml de acetonitrilo frio (5-10°C) en el caso de soja y 15 ml en el caso de
maiz, y agitd 10 segundos.

A este tubo se anadid el contenido de un “tubo de extraccion” conteniendo 4 g de
MgSQO, + 1 g de NaCl en el caso de sojay 6 g de de MgSO4 + 1,5 g de NaCl en el caso
de maiz y agit6 40 segundos.

Se sonic6 por 5 minutos.
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6. Se pesaron los tubos para equilibrar pesos y centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos a
5°C.

7. Se tomaron 2 ml de sobrenadante en el caso de soja y se colocaron en un “tubo de
limpieza” con 0,3 g de MgSO,4 0,1 g de PSA y 0,1 g de C18. En el caso de maiz se
tomaron 5 ml de sobrenadante y colocaron en un tubo conteniendo 0,75 g de MgSO,,
0,2gde PSAy0,2gdeC18.

8. Se agito 40 segundos.

9. Se sonico durante 2 minutos.

10. Se pesaron los tubos para equilibrar pesos y centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos a
5°C.

11. Se tom6 1 ml de sobrenadante en soja y 2 ml en maiz y colocaron en un tubo de vidrio
tipo kham

12. Se evapor0 la muestra a sequedad a 35° C en bafio maria bajo corriente de nitrégeno

13. Se reconstituy6 la muestra con 500 pl de tolueno y agit6 en vortex.

14. Se tomaron 300 ul y colocaron en un vial de 2 ml con inserto de 400 ul. Se agregaron

50 pl de solucién de TPP (2 pg/ml) y 25 ul de tolueno.

Analisis de muestras por GC-MS

Método cromatografico

La determinacion de residuos de plaguicidas se realizé mediante cromatografia
gaseosa de alta resolucion con detector de masa. Se trabajo con el equipo anteriormente
descripto. Las condiciones cromatograficas fueron las mismas para todos los plaguicidas
analizados. La presion al inicio del analisis fue de 2 psi mantenida durante 3,9 minutos,
Ilegando a los 25 psi (a una tasa de 25 psi/min) y permaneciendo en esas condiciones por 7
minutos, para disminuir a 15 psi (a 25 psi/min) y mantenerse hasta el final del analisis (35
minutos). La temperatura inicial del puerto de inyeccién fue de 35°C durante 4 minutos y
luego se incremento a 290°C (tasa 200°C/min) permaneciendo 2,5 minutos, para disminuir
hasta 35°C (tasa 60°C/min). El volumen de inyeccion fue de 25 ul. Al inicio, el flujo del

split fue de 100 ml/min, al minuto 3,9 se cerr6 el flujo (0O ml/min) hasta el minuto 10,
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momento en el que se establecié un flujo de 20 ml/min. La temperatura inicial del horno
fue de 70°C durante 8 minutos, luego aumento hasta alcanzar los 170°C (tasa 25°C/min),
230°C (tasa 5°C/min) y llegar a la temperatura maxima de 290°C (tasa 20°C/min)
permaneciendo a esta temperatura por 10 minutos. En el detector, la linea de transferencia

se mantuvo a 290°C y la celda de colision a 200°C.

Analisis de datos cromatograficos

La obtencion de datos cromatograficos se realizd con ionizacién por impacto
electrénico (EI+), analizador cuadrupolar y monitoreando iones especificos (SIM, selected
ion monitoring) un ién de cuantificacion y al menos 2 iones calificadores, para cada analito.
Los resultados de los analisis se expresan en microgramo de plaguicidas por gramo de
material vegetal (pg/g) equivalente a miligramos de plaguicida por kilogramo de material
vegetal (mg/kg) o partes por millon (ppm).

Analisis estadistico de los resultados

Las curvas de calibracién durante las validaciones de la técnica fueron estimadas
con el software estadistico Infostat utilizando regresiones de tipo lineal estableciéndose un
valor de aceptacion de p<0,0001 (Balzarini et al., 2008). Se identific6 como variable
dependiente la respuesta y como variable independiente la concentracion nominal elegida
para cada punto de la curva de calibracion.

Los resultados de niveles de residuos provenientes de los ensayos de aplicacion de
plaguicidas a campo, fueron variables entre las campafias, fechas de siembra, momento de
aplicacion y dosis, lo que generd una falta de potencia para realizar andlisis estadisticos
debido a que valores de residuos por debajo del Limite de Deteccion o Limite de
Cuantificacion no son cuantificables. Sin embargo se realizd un andlisis de las medidas

resumen en los casos en que se detectaron residuos cuantificables con el objetivo de inferir

73



efectos de las dosis y momentos de aplicacidn sobre los niveles de residuos encontrados.
De igual forma se pretendio establecer la influencia de las condiciones meteorolégicas de
cada afio y de la variable dias entre las aplicaciones y la cosecha sobre los niveles de
residuos.

El analisis estadistico de los datos obtenidos sobre niveles de residuos de
plaguicidas aplicados en almacenamiento se realizé a través de un analisis de la varianza,
comparando los niveles de residuos de los diferentes principios activos en funcion de los
dias transcurridos desde la aplicacion del producto teniendo en cuenta que las mediciones
estaban correlacionadas por lo que se ajusté un modelo lineal mixto sujeto especifico,
comparando en base pruebas de comparaciones multiples LSD de Fisher con un nivel de
significancia del 5% . Ademas se establecid la influencia de los factores: diferentes
matrices (soja y maiz), dosis y la interaccion dosis*tiempo desde la aplicacion en los casos
en que fue posible a través de modelos lineales sujeto especifico con test de comparaciones
multiples LSD de Fisher con un nivel de significancia del 5% (Balzarini et al., 2005;
Balzarini et al., 2008). En todos los tratamientos realizados se analizaron la media y desvio
estandar de los niveles de residuos a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion, el
porcentaje de desaparicion de los residuos (% desap. Residuos), tomando como 100% de
los residuos el valor a los 2 dias desde la aplicacion (0% de desaparicion de los residuos) y
la tasa de disipacion diaria (TDD), calculada como la diferencia de los residuos obtenidos
entre las mediciones sucesivas dividido el total de dias transcurridos entre las mismas. Se
realizd la comparacion de los residuos de deltametrina y diclorvos aplicados en diferentes
dosis de principio activo dependiendo de su formulacion comercial (deltametrina,
clorpirifés-metil+deltametrina, diclorvds+deltametrina y diclorvos).

El anélisis estadistico de los datos obtenidos en aplicaciones repetidas de
plaguicidas en almacenamiento de granos se realizd a través de un analisis de la varianza
comparando los niveles de residuos de los diferentes principios activos en funcion del
tiempo transcurrido desde la aplicacion del producto, el numero de aplicaciones y la
interaccién tiempo desde la aplicacién*numero de aplicaciones para las matrices de grano
de maiz y soja, a través de un modelo lineal mixto y comparaciones mdltiples LSD de

Fisher con nivel de significancia del 5% (Balzarini et al., 2005; Balzarini et al., 2008).
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Capitulo I

RESIDUOS EN GRANO DE INSECTICIDAS
APLICADOS EN EL CULTIVO DE SOJA

Objetivo especifico

Identificar y cuantificar, en granos de soja, los residuos de insecticidas aplicados en

el campo en diferentes momentos, dosis y épocas de siembra para el control de chinches.

Materiales y Métodos

Los ensayos de aplicacion de insecticidas en el cultivo de soja se realizaron
durante tres camparias agricolas en dos fechas de siembra para cada campafia (Tabla 3.1).
Las caracteristicas generales de los ensayos realizados se han descripto en el Capitulo Il
correspondiente a Metodologia General. En la Tabla 3.1 pueden observarse, para cada
campafa agricola y fecha de siembra, el cultivar sembrado, la fecha de siembra, el
tamafio de parcela (nUmero de surcos, largo de surcos y espacio entre surcos), las fechas
de aplicacion en los estados fenolégicos de R3 y R5, la fecha de cosecha en la cuél se

realiz6 el muestreo y los dias transcurridos entre aplicacion y cosecha.

Los insecticidas aplicados en el cultivo de soja durante las tres campafas agricolas fueron:
endosulfan (EC, 35%), clorpirifos-etil+cipermetrina (EC, 50%+5%) e imidacloprid+p-
ciflutrina (SC, 10%+1,25%). Cada producto comercial fue aplicado en su dosis “normal”
(recomendada por CASAFE, 2009) y en una dosis denominada “alta” que corresponde a un
50% por encima de la recomendada. Las dosis “normales” para endosulfan, clorpirifos-
etil+cipermetrina e imidacloprid-+p-ciflutrina fueron de 1200 cc/ha, 650 cc/ha y 750 cc/ha
respectivamente y las dosis “altas” de 1800 cc/ha, 975 cc/ha 'y 1125 cc/ha respectivamente.
Los momentos de aplicacion correspondieron a los estados fenologicos R3 y R5, en los
cuales el ataque de chinches produce los mayores dafios. Las aplicaciones se realizaron con

mochila manual Guarany-Plus-16 con un volumen equivalente de agua de 150 a 170 litros
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por hectarea. Para la preparacion del caldo de aplicacién se midio con jeringas plasticas
descartables el volumen requerido de cada principio activo y se diluy6 con la cantidad de
agua necesaria en una probeta, se homogenizdé la solucién y luego se coloco en el tanque de
la mochila. Se aplico en primer lugar la dosis normal de imidacloprid+-ciflutrina y luego
la dosis alta de este principio activo, a continuacion se realizo triple lavado a la probeta y a
la mochila descartando todos los enjuagues en bidones debidamente etiquetados. A
continuacion se aplicaron en el mismo orden ambas dosis de clorpirifos-etil+cipermetrina y
por ultimo el endosulfan. En todas las actividades, tanto de aplicacion como de muestreo
los operarios contaron con los elementos de proteccion personal necesarios trajes
impermeables, botas, guantes, méascara con filtro y antiparras. De esta manera quedaron
establecidos para cada fecha de siembra 12 tratamientos de aplicacidn de insecticidas mas
un testigo, lo que constituyeron las 39 parcelas de ensayo de las cuales se obtuvieron las
muestras a cosecha para el posterior analisis de residuos de plaguicidas. Los datos
meteoroldgicos resumidos de las tres campafias agricolas como asi también de las
condiciones en el dia de aplicacion y tres dias posteriores se encuentran descriptas en el
Anexo 1 y corresponden a los registros obtenidos de la base de datos de INTA EEA
Manfredi (INTA, 2013). El tratamiento desde la recepcion de la muestra y su posterior
analisis se encuentran explicados en el Capitulo Il correspondiente a Metodologia General.

Tabla 3.1. Resumen de los datos de cultivares, fechas de siembra, tamafio de parcela, fechas de aplicacion,
muestreo y dias desde aplicacion a cosecha, de los ensayos experimentales de aplicacion de insecticidas en el
cultivo de soja en tres campafias agricolas (Camp) y dos épocas de siembra. Ref: tamafio de parcela expresada en
namero de surcos*largo de surcos*distancia entre surcos

Tamafio Fecha Fecha Fecha Dias
Epoca Fecha de de de de desde
Camp de Cultivar de parcela Aplicacion Aplicacion Muestreo aplicacion
Siembra siembra (m? (R3) (R5) (Cosecha) a cosecha
6 surcos*6m R3 89 dias
Temprana DM3700 19/11/2009 | a0,35m= 13/01/2010 04/02/2010 | 12/04/2010 | R5 67 dias
2009/ 12,6 m?
6 surcos*6m R3 63 dias
2010 Tardia DM3700 08/01/2010 | a 0,52m= 05/03/2010 | 15/03/2010 07/05/2010 | R5 53 dias
18,72 m?
12 surcos*6 m R3 93 dias
Temprana A5009RG 30/11/2010 | a 0,52m= 09/02/2011 04/03/2011 11/05/2011 | R5 68 dias
2010/ 37,44 m?
13surcos*6m R3 102 dias
2011 Tardia 4990 27/12/2010 | a 0,35n21= 04/03/2011 21/03/2011 14/06/2011 | R5 85 dias
27,3 m
12 surcos*6 m R3 124 dias
Temprana DM 3700 22/11/2011 | a0,52m= 18/01/2012 03/02/2012 | 22/05/2012 | R5 108 dias
2011/ 37,44 m?
12 surcos*6 m R3 82 dias
2012 Tardia DM 3700 10/01/2012 | a 0,52m2= 23/03/2012 04/04/2012 13/06/2012 | R5 70 dias
37,44 m
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Resultados de validacion de la técnica

Para la validacion de la Técnica de QUEChERS para los principios activos
endosulfan, clorpirifos-etil, cipermetrina, imidacloprid y B-ciflutrina en la matriz de granos
de soja, se realizaron ensayos de calibracion en solvente, ensayos de calibracién en matriz
y ensayos de fortificacion. Las concentraciones nominales elegidas para estos ensayos
fueron de 0,01 pg/g, 0,025 pg/g, 0,075 pg/g, 0,1 pg/g, 0,25 po/g, 0,75 pg/g y 1 po/g.
También se incluy6 un nivel cero sin adicionado de plaguicidas.

Para evaluar la influencia de la matriz en la respuesta de los analitos se realizaron
curvas de calibracion en solvente (tolueno) y extracto de matriz de soja organica. Para
todos los analitos se observo efecto de la matriz, encontrando mayor respuesta de los
analitos disueltos en la matriz (Fig. 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5). Este comportamiento es el
esperado ya que las matrices de trabajo, granos de soja y maiz, son matrices complejas.
Considerando esto, las curvas de calibracion en matriz fueron utilizadas para la
cuantificacion de resultados tanto de los ensayos de recuperacion como de las muestras de
ensayos de aplicacion de plaguicidas en el cultivo de soja, acorde a lo recomendado por la
bibliografia (AOAC, 2007; Hill y Reynolds, 1999; Documento SANCO N°10684/2009;
Codex Alimentarius, 2005 CAC/GL 56/2005; Mastovska et al., 2010; Anastassiades et al.,
2003). Las curvas de calibracion fueron estimadas con el software estadistico Infostat
utilizando regresiones de tipo lineal (Balzarini et al., 2008).
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Fig. 3.1. Curvas de calibracion en solvente (cuadrado
negro) y matriz (circulo blanco) para endosulfan
(a+p+sulfato) en granos de soja.
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Fig. 3.2. Curvas de calibracion en solvente (cuadrado
negro) y matriz (circulo blanco) para clorpirifés-etil
en granos de soja.
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Fig. 3.4. Curvas de calibracion en solvente (cuadrado
negro) y matriz (circulo blanco) para imidacloprid en
granos de soja
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Fig. 3.3. Curvas de calibracion en solvente (cuadrado
negro) y matriz (circulo blanco) para cipermetrina
en granos de soja.
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Fig. 3.5. Curvas de calibracion en solvente (cuadrado
negro) y matriz (circulo blanco) para B-ciflutrina en
granos de soja

En la Tabla 3.2 pueden observarse los parametros que describen el comportamiento

lineal de los analitos en funcion de la respuesta para los rangos de concentraciones

estudiados en la matriz de granos de soja.

Tabla 3.2. Pardmetros que describen el comportamiento lineal de la concentracion de los analitos en

funcion de la respuesta cromatogréafica y los rangos de concentracion estudiados en la matriz soja.
Ref: a=pendiente b=ordenada al origen (y= ax+b) R?= coeficiente de determinacion lineal

Principio Rango lineal
activo (Lg/q) a b R2
Endosulfan 0,01-1 0,86 0,04 0,99
Clorpirifés-etil 0,01-1 1,12 0,06 0,99
Cipermetrina 0,01-1 3,26 -0,04 0,99
Imidacloprid 0,01-1 1,05 0,07 0,99
B-ciflutrina 0,01-1 2,08 -0,07 0,99
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Los coeficientes de determinacion lineal estudiados presentaron valores mayores a
0,99 (Tabla 3.2) por lo que se comprobé la linealidad de todos los analitos en el rango de
concentraciones estudiado (Herrmann y Poulsen, 2009) ya que estos resultados permiten
correlacionar linealmente la concentracién y la respuesta obtenida (p<0.05). Los rangos
lineales establecidos fueron de 0,01 pg/g a 1 pg/g para los principios activos endosulfan,
clorpirifés-etil, cipermetrina, imidacloprid y B-ciflutrina.

Los valores de Coeficiente de Variacion (CV%) obtenidos en los ensayos de
calibracién en matriz (Tablas 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 y 3.7) en granos de soja para los principios
activos en estudio se encontraron por debajo del 20% acorde a los establecido como criterio
de aceptacion (Documento SANCO N°10684/2009).

Tabla 3.3. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%b) para la curva de calibracion en matriz del principio activo endosulfan en granos de soja

Conc. nominal Respuesta D.E.de la CV%
(Lg/g) promedio Respuesta
0,01 0,014 0,003 18,9
0,025 0,033 0,003 7,5
0,075 0,105 0,002 2
0,1 0,143 0,001 0,8
0,25 0,312 0,006 1,9
0,75 0,676 0,017 2,5
1 0,886 0,014 1,6

Tabla 3.4. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo cipermetrina en granos de soja

Conc. nominal Respuesta D.E. dela CV%
(na/g) promedio Respuesta
0,01 0,0136 0,0005 3,5
0,025 0,0475 0,007 14,7
0,075 0,2185 0,0166 7,6
0,1 0,3155 0,0108 34
0,25 0,6348 0,0001 0,01
0,75 2,5197 0,0889 3,5
1 3,1535 0,0925 2,9
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Tabla 3.5. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV9%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo clorpirifés-etil en granos de soja

Conc. nominal Respuesta D.E.dela CV%
(na/g) promedio Respuesta
0,01 0,037 0,005 13,7
0,025 0,079 0,003 3,2
0,075 0,161 0,005 3
0,1 0,206 0,003 1,5
0,25 0,356 0,023 6,6
0,75 0,871 0,043 5
1 1,199 0,018 1,5

Tabla 3.6. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo imidacloprid en granos de soja

Conc. nominal Respuesta D.E.dela CV%
(na/g) promedio Respuesta
0,01 0,040 0,001 2,5
0,025 0,072 0,002 2,1
0,075 0,141 0,003 1,9
0,1 0,190 0,008 4
0,25 0,393 0,004 1
0,75 0,874 0,003 0,3
1 1,092 0,013 1,2

Tabla 3.7. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y
coeficiente de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo p-ciflutrina en
granos de soja

Conc. nominal Respuesta D.E. dela CV%
(na/g) promedio Respuesta

0,01 0,016 0,003 15,5

0,025 0,033 0,002 6,5

0,075 0,087 0,002 2,3

0,1 0,118 0,004 3,1

0,25 0,353 0,002 0,5

0,75 1,450 0,012 0,8

1 2,071 0,056 2,7

El ensayo de recuperacion fue realizado para evaluar la exactitud, precision, estimar
la Incertidumbre y establecer los Limites de Deteccién (LD) y Limites de Cuantificacion
(LC) del método para la matriz soja respecto a los principios activos en estudio.

Para el principio activo endosulfan (Tabla 3.8) los valores de recuperacion se
encontraron entre el 78,8% y 104,9% vy la recuperacion promedio fue del 91,8%, para

clorpirifés-etil (Tabla 3.9) se obtuvieron valores de recuperacion entre el 78,8% y 104,9%
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con una recuperacion promedio del 94,5%, los valores para cipermetrina (Tabla 3.10) se

encontraron entre el 78,8% y 104,9% y la recuperacion promedio fue del 92,5%, para el

principio activo imidacloprid (Tabla 3.11) los valores se hallaron entre el 83% y 98,8% y

una recuperacion promedio del 87,3% y para B-ciflutrina (Tabla 3.12) los valores de

recuperacion se encontraron entre el 78,8% y 104,9% y el valor promedio fue del 93,8%.

Todos los valores se encontraron dentro del rango establecido como criterio de aceptacion

del 70 al 120%, por lo que se acepta la exactitud de los resultados obtenidos. Para todos los

principios activos en el estudio, en el rango de concentraciones estudiados, los valores de

Desviacién Estandar Relativa porcentual (RSD%) fueron menores que los CV calculados

mediante la formula de Horwitz por lo que se acepta la precision de los resultados

obtenidos (Herrmann y Poulsen, 2009).

Tabla 3.8. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%b) para endosulfan en

ranos de soja.

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD % CV% U%
(ng/g) media calculada (Horwitz)
0,01 78,8 0,009 0,001 111 32,4 22,2
0,025 95 0,022 0 0,0 28,2 0,0
0,075 93,7 0,08 0,005 6,3 23,3 12,5
0,1 100,1 0,090 0,011 12,2 22,6 24,4
0,25 86,3 0,213 0,030 14,1 20,1 28,2
0,75 102,6 0,714 0,039 55 16,79 10,9
1 104,9 0,896 0,028 3,1 16,22 6,3

Tabla 3.9. Concentracion nominal (ug/g), Recuperaciéon porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para clorpirifds-etil

en granos de soja.

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD % CV% U%
(ug/g) media calculada (Horwitz)
0,01 78,8 0,008 0 0,0 33,1 0
0,025 95 0,024 0,002 8,3 27,8 16,7
0,075 93,7 0,070 0,006 8,6 24,2 17,1
0,1 100,1 0,1 0,012 12,0 22,6 24,0
0,25 86,3 0,216 0,033 15,3 20,1 30,6
0,75 102,6 0,770 0,066 8,6 16,7 17,1
1 104,9 1,048 0,034 3,2 15,9 6,5

81



Tabla 3.10. Concentracién nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa (Relative Standar Deviation RSD%), Coeficiente de
Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para cipermetrina en granos de soja.

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD % CV% U%
(na/9) media calculada (Horwitz)

0,01 78,8 0,009 0,001 11,1 32,4 22,2
0,025 95 0,024 0,002 8,3 27,8 16,7
0,075 93,7 0,070 0,003 4,3 24,2 8,6

0,1 100,1 0,095 0,009 9,5 22,8 18,9

0,25 86,3 0,237 0,015 6,3 19,7 12,7

0,75 102,6 0,703 0,058 8,3 17,1 16,5

1 104,9 0,863 0,131 15,2 16,3 30,4

Tabla 3.11. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para imidacloprid en

granos de soja.

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD % CV% U%
(ng/g) media calculada (Horwitz)
0,01 84,1 0,009 0,001 11,1 32,4 22,2
0,025 83 0,021 0,002 9,5 28,6 19,0
0,075 98,8 0,074 0,001 14 23,6 2,7
0,1 83,9 0,084 0,005 6,0 23,3 11,9
0,25 84,8 0,212 0,025 11,8 20,25 23,6
0,75 89,1 0,668 0,051 7,6 17,1 15,3
1 87,4 0,873 0,111 12,7 16,3 25,4

Tabla 3.12. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para B-ciflutrina en

ranos de soja.

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD % CV% U%
(no/g) media calculada (Horwitz)

0,01 78,8 0,009 0,001 11,1 324 22,2
0,025 95 0,022 0,003 13,6 28,2 27,3
0,075 93,7 0,077 0,004 52 23,4 10,4

0,1 100,1 0,091 0,001 11 22,6 2,2
0,25 86,3 0,240 0,010 4,2 19,7 8,3
0,75 102,6 0,717 0,116 16,2 16,8 32,4

1 104,9 0,982 0,004 0,4 16 0,8

Los valores de Incertidumbre expandida (U%) se establecieron en funcién del
mayor valor de incertidumbre calculado para las concentraciones nominales en ensayo

(Tabla 3.13). Los valores son aceptables por lo que el método puede ser utilizado para el
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andlisis de residuos de plaguicidas de los principios activos en estudio en matriz soja, ya
que se encontraron en todos los casos por debajo del 50% establecido como valor maximo
(Documento SANCO N°10684/2009; Resolucion SENASA 138/2002).

El valor de Limite de Deteccion (LD), se determind en funcién de tres veces el
desvio estandar del menor nivel de concentracion validado para precision y exactitud a
través del ensayo de recuperacion y el valor de Limite de Cuantificacion (LC) en seis veces
ese valor. En base a estos parametros se acepta una adecuada sensibilidad en la deteccién
de todos los analitos y en la cuantificacion de endosulfan, clorpirifos-etil, cipermetrina,
imidacloprid y B-ciflutrina encontrdndose por debajo de los LMR establecidos por
SENASA para estos principios activos (Tabla 3.13).

Para el principio activo clorpirifés-etil, ya que no se presentd variabilidad en los
resultados para el menor nivel validado, se adjudicé un Desvio Estandar similar al obtenido
en los demas principios activos a fin de poder fijar valores de LD y LC. Respecto a este
principio activo, validaciones presentadas por Laboratorios de referencia de la UE no han
logrado validarlo trabajando en matriz de granos de trigo, método de QUEChERS y CG-
ITD (Herrman y Poulsen, 2008).

Tabla 3.13. Incertidumbre expandida (U%o), Limite de Cuantificacion (LC) y
Limite de Deteccion (LD) para los principios activos en granos de soja y su
relacion con los LMR establecidos por SENASA. Ref: "LC y LD para clorpirifos-etil
tentativos ya que el DE para el menor nivel validado dio valor cero.

Principio LC LD LMR
activo U% (1g/g) (1g/g) (1g/g)
Endosulfan 28,2 0,006 0,003 0,5
Clorpirifos-etil 30,6 0,006 0,003" 0,01
Cipermetrina 30,4 0,006 0,003 0,1
Imidacloprid 25,4 0,006 0,003 0,01
B-ciflutrina 32,4 0,006 0,003 0,05
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Resultados y Discusion

A continuacion se presentan los resultados de niveles de residuos obtenidos de las
muestras provenientes de ensayos experimentales de aplicacion de insecticidas en el cultivo
de soja. Los valores de residuos se expresan en microgramos de principio activo por gramo
de granos de soja (1g/g).

En parte de las muestras analizadas se encontraron niveles de residuos de
plaguicidas por debajo del Limite de Deteccion del método (identificadas como ND) y en
otras valores por debajo del Limite de Cuantificacion (identificadas como <LC). En estos
casos los resultados obtenidos de niveles de residuos de plaguicidas no fueron sometidos a
andlisis estadisticos, pero debido a que los niveles de residuos variaron entre las campafias,
fechas de siembra, momento de aplicacion y dosis, se realizd un analisis de las medidas
resumen en los casos en que se detectaron residuos cuantificables con el objetivo de inferir
efectos de las dosis y momentos de aplicacion sobre los niveles de residuos encontrados.
De igual forma se pretendié establecer la influencia sobre los niveles de residuos de las
condiciones meteorolégicas de cada campafia agricola en la cuél se desarrollaron los
ensayos para lo cual se pueden encontrar en el Anexo 1 los datos resumidos referidos a las
condiciones meteoroldgicas del dia de las aplicaciones en R3 y R5 y durante los tres dias
posteriores como asi también los datos de las precipitaciones y temperaturas acumuladas

durante el ciclo del cultivo y en el periodo transcurrido entre las aplicaciones y la cosecha.

No se detectaron residuos de ninguno de los principios activos aplicados en las
muestras tomadas de las parcelas testigos sin aplicacion de plaguicidas, ni se detectd
contaminacion cruzada entre las muestras. La validacion cruzada a través de los controles
de calidad y blancos de reactivos asegura que los valores de residuos encontrados en las
muestras son debidos a la presencia de estos residuos y no a errores sistematicos que

puedan incurrirse en la técnica de extraccion de plaguicidas.
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Residuos de endosulfan

Los valores de residuos de endosulfan (ug/g) corresponden a la suma de sus
isomeros o y B y al principal producto de su metabolismo, el sulfato de endosulfan. En las
muestras analizadas provenientes de las campafias agricolas 2009/2010, 2010/2011 y
2011/2012, los niveles detectados de residuos de endosulfan nunca superaron el LMR
antiguamente establecido por SENASA de 0,5 pg/g ni para Codex Alimentarius de 1 pg/g,
mientras que, si consideramos el LMR para la UE de 0,05 pg/g, el valor es superado en
algunos casos. El Limite de Deteccién del método para este principio activo fue de 0,003
ug/g y el Limite de Cuantificacion de 0,006 pg/g. Los valores encontrados son esperables
ya que el periodo transcurrido entre las aplicaciones y la cosecha fue de mas de 50 dias en
los ensayos (Tabla 3.1), cumpliendo con el periodo de carencia de 14 dias establecido para
soja.

Los estudios de residuos de insecticidas organoclorados, entre ellos el endosulfan,
coinciden en que estos plaguicidas son el mayor grupo de quimicos responsables de la
contaminacion (Ntow et al., 2007; Gonzalez et al., 2010), aunque los plaguicidas en
general se encuentran entre las herramientas agricolas méas asociadas con el dafio ambiental
(Devine et al., 2008). Por esto, si bien el endosulfan se consideraba un principio activo con
caracteristicas muy diferentes al resto dentro del grupo quimico de derivados
organoclorados por su baja acumulacion en grasas y menor estabilidad en el ambiente
(Novo et al., 2011), luego de numerosos estudios se determind su inclusion dentro de los
Contaminantes Organicos Persistentes (COP) en el Convenio de Estocolmo (Convenio de
Estocolmo, 2013). Por lo tanto, si bien en el presente trabajo de tesis las aplicaciones de
endosulfan no generan residuos en los granos por encima del LMR, debemos considerar
que este principio activo se encuentra actualmente prohibido para casi todos los usos y los
LMR ya no figuran en la reglamentacion de SENASA vigente desde Julio de 2013
(SENASA, 2013). Cabe destacar que algunos autores sefialan que, si bien los niveles de
residuos encontrados pueden estar por debajo del LMR, debe considerarse el “efecto
coctel” de varios plaguicidas consumidos a través de los alimentos, los cuales pueden
acumularse en el cuerpo y tener efectos combinados de adicién o sinergismo (Ogah y
Coker, 2012).
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Durante la campafia 2009/2010 (Tabla 3.14) se detectaron residuos de este

insecticida en el 25% de las muestras analizadas, de las cuales la mitad se encontraban por

debajo del Limite de Cuantificacion del método (LC=0,006 pg/g). En el 75% restante no se

detectaron residuos de este plaguicida, encontrandose por debajo del Limite de Deteccion
(LD=0,003 pg/g).

Las muestras en las cuales se detectaron residuos de este plaguicida fueron

provenientes de la fecha de siembra 2 y los tratamientos con dosis altas (50% superior a la

dosis recomendada) en aplicaciones en los estados fenologicos R3 (una repeticion) y R5

(dos repeticiones).

Tabla 3.14. Residuos de endosulfan (a+p+sulfato) en granos de soja en la campafia 2009/2010 aplicado en dos fechas
de siembra, dos dosis y momentos de aplicacién de acuerdo al estado fenol6gico del cultivo (EF). Ref: Muestras ND= no

detectadas (LD=0,003 pg/g), muestras <L C=menores al Limite de Cuantificacion (LC=0,006 pg/g). LMR SENASA= 0,5 pug/g.

Fecha Producto Principio Momento
de aplicado activo Dosis de aplicacion Rep Residuos
Siembra del residuo (EF) (ng/g)
1 ND
R3 2 ND
Normal 3 ND
1 ND
R5 2 ND
Endosulfan Endosulfan 3 ND
1 ND
R3 2 ND
Alta 3 ND
1 <LC
R5 2 ND
3 ND
1 ND
R3 2 ND
Normal 3 ND
1 <LC
RS 2 <LC
Endosulfan Endosulfan 3 ND
1 0,109
R3 2 ND
Alta 3 ND
1 ND
R5 2 0,087
3 0,079
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En la Campafia 2010/2011 (Tabla 3.15) se detectaron residuos de endosulfan en el
87,5% de las muestras analizadas, siendo mayor el porcentaje que en la campafa
2009/2010. En el 12,5% de las muestras se encontraron residuos por debajo del Limite de
Cuantificacion del método (LC=0,006 pg/g) y el 12,5% restante presentd valores de
residuos por debajo del Limite de Deteccion (LD=0,003 pg/g).

Tabla 3.15. Residuos de endosulfan (a+p+sulfate) en granos de soja en la campafia 2010/2011 aplicado en dos fechas
de siembra, dos dosis y momentos de aplicacién de acuerdo al estado fenolégico del cultivo (EF). Ref: Muestras ND= no
detectadas (LD=0.003 pg/g), muestras <L C=menores al limite de cuantificacion (LC=0,006 pg/g). LMR SENASA= 0,5 ug/g.

Fecha
de Producto Principio Momento
Siembra aplicado activo Dosis de aplicacion Rep Residuos
del residuo (EF) (1a/g)
1 ND
R3 2 ND
Normal 3 0,021
1 0,029
R5 2 0,027
1 | Endosulfan Endosulfan 3 0,033
1 0,134
R3 2 0,041
Alta 3 0,042
1 0,023
R5 2 0,363
3 0,165
1 0,021
R3 2 0,017
Normal 3 ND
1 0,011
R5 2 0,012
2 | Endosulfan Endosulfan 3 <LC
1 0,02
R3 2 0,016
Alta 3 0,011
1 <LC
R5 2 0,156
3 <LC

Debido a que se obtuvieron niveles cuantificables de residuos en esta camparia se

calcularon medidas resumen (Tabla 3.16) y graficaron (Fig. 3.6) los resultados obtenidos a

fin de analizar la tendencia de los residuos en funcion de las dosis aplicadas y los

momentos de aplicacion.
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Tabla 3.16. Media y D.E. (ug/g) de los niveles de residuos de endosulfan (o+p+sulfato)
en granos de soja para la campafa 2010/2011 en dos fechas de siembra (FS), dosis y
momentos de aplicacion segiin estado fenolégico del cultivo (EF) sin datos de muestras
ND ni <LC. Ref: n= nimero de repeticiones.

Momento Residuos

FS Dosis de aplicacion n (no/g)
(EF) MediatD.E.

1 | Normal R3 1 0,021
1 | Normal R5 3 0,030+0,003
1| Alta R3 3 0,072+0,053
1] Alta R5 3 0,184+0,171
2 | Normal R3 2 0,019+0,003
2 | Normal R5 2 0,012+0,001
2 | Alta R3 3 0,016+0,005

2 | Alta R5 1 0,156

0,37

0,21

0,14

00 [ iJ:' i‘j .

R3:Normal R5:Normal R3:Alta R5:Alta
Tratamiento (EF*dosis)

- Fecha de siembra 1 I:I Fecha de siembra 2 |

Fig 3.6. Media y DE (ug/g) de residuos de endosulfan (o+p+sulfato) en
granos de soja para la Campafia 2010/2011, en dos fechas de siembra, dosis
y momentos de aplicacion dependiendo del estado fenoldgico del cultivo
(Tratamiento=EF*dosis) LMR SENASA=0,5 ug/g.

Residuos p.a. (ug/g)

Comparando las medias obtenidas entre las diferentes fechas de siembra, momentos
de aplicacion y dosis, los niveles de residuos en la fecha de siembra 1 fueron mayores que
los cuantificados para la fecha de siembra 2, los niveles mas altos de residuos de
endosulfan se encontraron en muestras provenientes de aplicaciones en dosis altas en el
estado fenoldgico R5 (3 repeticiones en la fecha de siembra 1 y una repeticion en la fecha
de siembra 2), seguidos por dosis altas en estado R3 (3 repeticiones en ambas fechas de

siembra) y los menores valores en muestras de aplicaciones en dosis normales.
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En el 100% de las muestras analizadas correspondientes a la campafia 2011/2012 se

detectaron residuos del principio activo endosulfan (Tabla 3.17). En el 27% de los casos los

residuos se encontraron por debajo del Limite de Cuantificacion del método (LC=0,006

Kg/g). Las parcelas pertenecientes a la repeticion 3 en la fecha de siembra 2 (dosis altas en

R3 y R5), se perdieron durante el ensayo experimental en el campo por lo tanto no se

obtuvieron muestras para el analisis de residuos.

Tabla 3.17. Residuos de endosulfan (e+B+sulfate) en granos de soja en la campafia 2011/2012 aplicado en dos
fechas de siembra, dos dosis y momentos de aplicacién de acuerdo al estado fenoldgico del cultivo (EF). Ref:
Muestras ND= no detectadas (LD=0,003 pg/g), muestras <LC=menores al Limite de Cuantificacién (LC=0,006 pg/g). LMR

SENASA= 0,5 pg/g.

Fecha Producto Momento
de aplicado Principio activo Dosis de aplicacion Rep Residuos
Siembra del residuo (EF) (ng/g)

1 0,011

R3 2 0,012

Normal 3 0,016

1 <LC

R5 2 0,012

1 | Endosulfan Endosulfan 3 0,028

1 0,021

R3 2 0,021

Alta 3 0,023

1 0,177

R5 2 0,196

3 0,242

1 0,019

R3 2 0,011

Normal 3 0,013

1 <LC

R5 2 0,016

2 | Endosulfan Endosulfan 3 <LC

1 <LC
R3 2 0,014

Alta 3 SD
1 <LC
R5 2 <LC
3 SD

Se detectaron mayores niveles residuos de endosulfan en las muestras provenientes

de la fecha de siembra 1 en dosis altas de aplicacion en R5, mientras que para la fecha de

siembra 2 se detectaron valores similares de residuos para todas las dosis y momentos de
aplicacion (Tabla 3.18 y Fig. 3.7).
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Los resultados obtenidos de niveles de residuos de endosulfan por debajo del LMR
coinciden con lo reportado por otros autores en estudios en soja (Correa et al., 2001,
Lorenzatti, 2004b). Mientras que en otros casos, con dosis de aplicacion similares a las del
presente estudio, los niveles de residuos se encontraron por encima del LMR, calculando
un tiempo de espera tedrico, desde la aplicacion de 14,8 (cercano al periodo de carencia) a
69,5 dias con uno y dos tratamientos respectivamente (Lorenzatti 2004a; Lorenzatti, 2005).

Tabla 3.18. Media y D.E. de los niveles de residuos de endosulfan (a+p+sulfato) en
granos de soja para la campafia 2011/2012 en dos fechas de siembra (FS), dosis y
momentos de aplicacion segun estado fenoldgico del cultivo (EF) sin datos de muestras
ND ni <LC. Ref: n= nmero de repeticiones.

Momento Residuos
FS Dosis De aplicacion n (ug/g)
(EF) Media+D.E.
1 | Normal R3 3 0,013+0,003
1 | Normal R5 2 0,020+0,011
1] Alta R3 3 0,022+0,001
1| Alta R5 3 0,205+0,033
2 | Normal R3 3 0,014+0,004
2 | Normal R5 1 0,016
2 | Alta R3 1 0,014

0,37

0,21

0,1

Residuos p.a. (ug/g)

m O EO .

R3:Normal R5:Normal R3:Alta R5:Alta
Tratamiento (EF*dosis)

. Fecha de siembra 1 D Fecha de siembra 2 |

Fig. 3.7. Media y DE (ug/g) de residuos de endosulfan (o+p+sulfato) en
granos de soja para la Campafa 2011/2012, en dos fechas de siembra, dosis
y momentos aplicacion dependiendo del estado fenolégico del cultivo
(tratamiento=EF*dosis) LMR SENASA=0,5 ug/g.
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La variabilidad encontrada en los resultados de muestras provenientes de las
diferentes camparfias, coinciden con lo reportado por otros autores en soja, quienes no
encontraron efecto de los afios (campafa) utilizando como variable ambiental solo la
temperatura, aungue si de los dias desde la aplicacion y del numero de aplicaciones sobre el
nivel de residuos de endosulfan (Lorenzatti, 2004a).

En el caso del presente estudio, debido al escaso nimero de repeticiones con
resultados cuantificables de niveles de residuos de plaguicidas, no fue posible detectar
diferencias estadisticamente significativas por falta de potencia, aunque se podria inferir un
efecto de las condiciones meteoroldgicas de cada campafia (Anexo 1.1). Puede observarse
que el porcentaje de muestras con residuos detectables de endosulfan fueron 2011/2012 >
2010/2011 > 2009/2010, por lo que se podria existir una mayor o menor tendencia de
aparicion de residuos dependiendo de las condiciones del afio y los dias transcurridos entre
aplicacion y cosecha, lo mismo ocurre al analizar las diferentes fechas de siembra dentro de
cada campana.

Por un lado se analizaron las condiciones meteoroldgicas del dia de la aplicacion y
tres dias posteriores a la misma, en especial las temperaturas y las precipitaciones y por
otro lado las condiciones de precipitaciones acumuladas en el ciclo del cultivo (siembra a
cosecha) y desde el dia de la aplicacién en R3 y R5 hasta la cosecha y las temperaturas
acumuladas desde la aplicacion en R3 y R5 hasta la cosecha. Si analizamos los resultados
obtenidos para cada fecha de siembra durante las tres campafias, considerando que los
ensayos se realizan en similares épocas (temprana y tardia), se puede observar que en la
fecha de siembra 1 de la campafia 2009/2010 no se detectaron residuos de endosulfan en
ninguna de las muestras analizadas y la Unica muestra en que se detectaron residuos,
proveniente a la repeticion 1 de la dosis de aplicacién alta en R5, arrojo resultados por
debajo del Limite de Cuantificacidén. Respecto a las condiciones ambientales luego de las
aplicaciones, que se consideran importantes en la remocion del depoésito del plaguicida
(causas mecanicas y fisicas), los valores de radiacion fueron mayores en los dias
subsiguientes a la aplicacion en R3 que en R5, mientras que las temperaturas medias y la
humedad relativa fueron mayores luego de la aplicacion en R5, registrando 5 mm de
precipitaciones a las 48 hs de esta aplicacion (Anexo 1.1). Sin embargo no se puede
establecer relacion entre estos parametros y los niveles de residuos ya que han sido

similares en ambos momentos de aplicacion. Las condiciones de precipitacion y
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temperatura durante el ciclo del cultivo, pueden ser también causantes de disminuciones en
el deposito debido al fendomeno de “eliminacion aparente” por el crecimiento del vegetal
(Coscolla, 1993). Los valores de precipitaciones acumuladas en el ciclo del cultivo fueron
mayores para la campafia 2009/2010 por lo que podria considerarse el afio mas himedo. Si
analizamos las precipitaciones acumuladas (Anexo 1.1) de R3 a cosecha y de R5 a cosecha,
(349 mm acumulados de R3 a cosecha y 223 mm acumulados de R5 a cosecha) como de
temperaturas acumuladas (1897,75 °C acumulados de R3 a cosecha y 1416,85 °C
acumulados de R5 a cosecha) los valores para esta fecha de siembra se encuentran en un
nivel intermedio respecto a la misma fecha de siembra en las campafias 2010/2011, que fue
la campafia més seca y de menores temperaturas y 2011/2012, que fue la campafia para esta
fecha de siembra, de mayores precipitaciones y temperaturas. En este caso los bajos niveles
de residuos de muestras provenientes de la fecha de siembra 1 de la campafia 2009/2010
podrian estar asociados al efecto de “eliminacion aparente” o dilucidn, ya que si bien no se
tomaron mediciones de pardmetros de crecimiento, las caracteristicas climaticas del afio
(altas precipitaciones y temperaturas medias) estarian brindando al cultivo las condiciones
Optimas para el crecimiento y desarrollo lo que podria tener influencia también en la
distribucion del depdsito inicial ya que el volumen de biomasa habria sido mayor que en
las otras campafias.

En la fecha de siembra 1 de la campafia 2010/2011 (Tabla 3.16) se encontraron
mayores niveles de residuos que en la campafia 2011/2012 (Tabla 3.18), excepto para la
dosis alta aplicada en R5. En la campafia 2010/2011 no ocurrieron precipitaciones en los
tres dias posteriores a las aplicaciones en R3 y R5 para la fecha de siembra 1 (Anexo 1.3)
mientras que en la campafia 2011/2012 ocurrié una precipitacion de 4,5 mm el dia
siguiente a la aplicacion en R5, lo cudl pareceria no haber afectado el depdsito del
plaguicida. La campafa 2010/2011 (Anexo 1.1) fue la de menor cantidad de
precipitaciones acumuladas en el ciclo del cultivo (505 mm). La fecha de siembra 1 de esta
camparia, respecto a la misma siembra en las otras, fue la de menor cantidad de
precipitaciones y temperaturas acumuladas desde las aplicaciones lo cudl podria
evidenciarse en un menor crecimiento del cultivo y del “efecto dilucion”. Por ultimo para
la fecha de siembra 1 de la campafia 2011/2012 hubo condiciones de mayores temperaturas
maximas luego de las aplicaciones que en la camparia 2010/2011 (Anexo 1.3 y Anexo 1.4),

pudiendo estas condiciones haber afectado el depésito inicial del plaguicida evidenciandose
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en un menor contenido de residuos a cosecha respecto a la campafa 2010/2011. Las
condiciones ambientales durante el ciclo del cultivo muestran una cantidad de
precipitaciones y temperaturas acumuladas entre las aplicaciones y la cosecha superiores al
resto de las campafias (Anexo 1.1).

Considerando los dias entre aplicacion y cosecha (Tabla 3.1) no pareceria existir,
aunque sin evidencia estadistica, una correlacion entre este parametro y los niveles de
residuos. Analizando la fecha de siembra 1, en la campafias 2009/2010 los dias entre
aplicacion y cosecha fueron 89 dias en la aplicacion en R3 y 67 dias en la aplicacion en R5,
valores similares a los de la campafia 2010/2011 de 93 dias para la aplicacién en R3 y 68
dias en la aplicacion en R5, sin embargo en la primera camparfia no se detectaron residuos
en las muestras mientras que en la mayoria de las muestras de 2010/2011 aparecen residuos
de este principio activo. En la campafia 2011/2012 transcurrieron 124 dias entre la
aplicacion en R3 y la cosecha y 108 dias en R5, sin embargo en esta campafia se
encontraron residuos a pesar de ser el tiempo transcurrido mucho mayor que en la campafia
2009/2010.

Analizando la fecha de siembra 2 en la campafia 2009/2010 ocurrieron
precipitaciones leves (4 mm) al tercer dia posterior a la aplicacion en R5, sin embargo no
pareceria haber tenido efecto en el deposito del plaguicida ya que en algunas muestras se
han encontrado residuos de este principio activo (Tabla 3.14). Las precipitaciones
acumuladas desde R3 y R5 durante esta fecha de siembra fueron intermedias y las
temperaturas mas bajas comparadas a las otras campafias (Anexo 1.2). En esta campafia se
encontraron los menores niveles de residuos y como se dijo anteriormente podria deberse a
que las condiciones del afio fueron propicias para el desarrollo del cultivo e incrementaron
el efecto de “eliminacion aparente”. NO pareceria existir una correlacion entre los dias
desde la aplicacion y la cosecha ya que los dias transcurridos desde R3 (63 dias) y R5 (53
dias) fueron los mas bajos comparados a las otras campafias y sin embargo no se
encontaron mayor cantidad de residuos.

En la campafia 2010/2011 para la fecha de siembra 2 se registraron precipitaciones
de 34 mm entre el tercer y cuarto dia luego de la aplicacion en R5, lo que podria explicar
los mayores niveles de residuos en la aplicacion en R3. La campafia vuelve a aparecer
como la de mayores niveles de residuos, aunque los niveles encontrados son menores a los

de la misma campafia para la fecha de siembra 1, lo cuél podria interpretarse en funcién de
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las menores precipitaciones y temperaturas acumuladas desde la aplicacion (Anexo 1.1).
Por ultimo, en la campafia 2011/2012 fecha de siembra 2, los valores de precipitacion en el
ciclo del cultivo, como asi también los valores acumulados desde las aplicaciones en R3 y
R5, fueron muy bajos comparados con las deméas campafias y las temperaturas acumuladas
tuvieron valores mas altos que en la campafia 2009/2010 con precipitaciones menores a un
25% de las ocurridas en 2009/2010, lo cual podria sugerir condiciones altamente
restrictivas en el crecimiento del cultivo, menor intercepcion del plaguicida por parte de las
plantas, lo que se traduciria en un menor depdsito inicial, que sumado a altas temperaturas
luego de las aplicaciones podria ocasionar alta volatilizacion. Considerando los dias entre
aplicacion y cosecha durante las campafias 2010/2011 y 2011/2012 estos fueron mayores a
los observados para la campafia 2009/2010 y sin embargo aparecen en estas camparias un
mayor numero de muestras con residuos (Tabla 3.1).

Lo anteriormente discutido refleja la gran cantidad de factores involucrados en la
eliminacion del plaguicida debido a las condiciones ambientales tanto en los momentos de
aplicacion como en los dias subsiguientes y en el desarrollo del cultivo durante su ciclo.
Podria inferirse que el estado de crecimiento del cultivo influye en el depdsito inicial ya
que una mayor biomasa de cultivo se traduce en un mayor volumen de material vegetal en
el cual se deposita el plaguicida con su dosis y volumen de agua recomendados. Las
condiciones de altas temperaturas y precipitaciones importantes luego de la aplicacion
podrian actuar como causas mecanicas Y fisicas de eliminacion, por otra parte, condiciones
ambientales que permitan el crecimiento 6ptimo del cultivo podrian afectar los niveles de
residuos a través del fendmeno de “eliminacion aparente” tal como lo explica Coscolla
(1993). Debido a la falta de evidencia estadistica respecto a la influencia de estos factores,
las discusiones anteriores se enfocan a tratar de interpretar el efecto “campafia” en los

niveles de residuos, pudiendo solo inferir dicho efecto.

Respecto a los datos obtenidos entre las repeticiones dentro de cada tratamiento, la
bibliografia coincide en que existe una gran variacion en los niveles de residuos de
plaguicidas en muestras provenientes de ensayos experimentales debido a la variabilidad en
la aplicacion u el origen de las muestras analizadas (Chaudry et al., 1978; Lorenzatti, 2005;
Lucini y Molinari, 2011).
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En coincidencia con los resultados obtenidos en el presente estudio, trabajos en
otras matrices vegetales (berenjenas, tomate) reportan que los residuos de endosulfan son
mayores cuanto mayor es la dosis aplicada y la disipacion de los mismos depende de la
especie vegetal y las condiciones ambientales, con mayor velocidad de eliminacion de los
residuos cuanto mas alta es la dosis aplicada y requiriendo mayores tiempos de espera o
carencia para alcanzar el LMR cuando se superan las dosis recomendadas (Chauhan y
Kumari, 2011). Sin embargo, otros autores no encontraron diferencias significativas en los
niveles de residuos en aplicaciones en dosis normales y altas (Arrébola et al., 2001; Ntow
et al., 2007). En trabajos publicados en otras matrices vegetales como manzanas, coliflor,
cebollas, limon, tomate, calabaza, berenjena y repollo, no se han detectado residuos de este
principio activo (Deivendran et al., 2006; Pierre y Betancourt, 2007; Singh et al., 20009;
Farhath y Shobha, 2012) o se encontraron niveles por debajo del LMR una vez alcanzado
el periodo de carencia establecido (Duhan et al., 2011) y los niveles hallados realizando
calculos de Ingesta Diaria Admisible se hallaron en concordancia con los recomendados
por la FAO (Razi-ul-Hussnain et al., 2002). Valores de persistencia de endosulfan de 3 a 10
dias se han determinado para diferentes matrices vegetales (pimiento, tomate, manzanas,
berenjenas) (Antonious et al., 1998; Razi-ul-Hussnain et al., 2002; Patyal et al., 2004),
mientras que en otras frutas (pifias) se encontraron niveles altos de residuos de endosulfan
no cumpliendo con las reglamentaciones vigentes en Colombia (Pinzén et al., 2011).

En estudios en soja, se ha probado la importancia del efecto protector de la vaina,
encontrando de 6 a 7 veces mas residuos en la vaina respecto al grano (Correa et al.,
2001), los autores destacan la importancia de este efecto a nivel ambiental, ya que las
vainas permanecen en los rastrojos, lo cual coincide con trabajos similares en que se
encontraron residuos de endosulfan y sulfato de endosulfan en el rastrojo luego de
aplicaciones en ensayos experimentales aunque los niveles se encontraron por debajo del
LMR (Lorenzatti et al., 2006).

Estudios en pimiento y tomate, indican la formacion de sulfato de endosulfan en los
tejidos de las plantas y la relativamente mayor persistencia del B-isomero en comparacion
con el a-isdbmero (més toxico para los mamiferos). La persistencia del B-isomero en frutos
de pimiento fue mayor que en tomate de 3 a 14 dias después de la pulverizacion,
aumentando el riesgo de exposicion del consumidor (Patyal et al., 2004). En el presente
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estudio se han presentado los resultados considerando la suma de los isémeros de
endosulfan y su metabolito principal, el endosulfan sulfato.

Residuos de Plaguicidas Organo Clorados (POC) han sido detectados en diferentes
productos elaborados. En aceites vegetales comerciales, se encontraron residuos por
encima del LMR en casi el 50% de muestras analizadas, siendo el aceite de soja el méas
contaminado, aln para principios activos que se encuentran prohibidos desde hace afios
(HCB, lindano, heptacloro y aldrin). Pifiero Gonzélez et al. (2007), explican que la
presencia de estos residuos puede deberse a que los principios activos se han seguido
utilizando adn bajo prohibicion y a sus caracteristicas de alta persistencia en el ambiente.
La importancia de estos estudios radica en que la principal via de ingreso de los plaguicidas
al organismo es a través de los alimentos, en especial aquellos con alto contenido de grasa,
como los aceites. Si bien los residuos de plaguicidas son eliminados durante el proceso de
elaboracion del aceite (Chaudry et al., 1978; Miyahara y Saito, 1993) estos deben realizarse
adecuadamente. Otras practicas de procesamiento habituales antes del consumo de los
alimentos tambien han sido documentados en su importancia en la reduccion de los niveles
de residuos de endosulfan, como por ejemplo en chimbombo y manzanas (Holland et al.,
1994; Antonious et al., 1998; Sheikh et al., 2012).

Otros estudios han encontrando residuos de POC en alimentos (Chaudry et al.,
1978; Kannan et al., 1997; Kumari et al., 2002), matrices vegetales (Pérez et al., 2013),
alimentos infantiles (Villamil Lepori et al., 2003; Izquierdo et al., 2004), derivados lacteos,
huevos (Albert y Rendon-von Oslen, 1988; Lenardon et al., 1994; Ruiz et al., 2008;
Castilla Pinedo et al., 2012 ) y hasta en leche materna (Lenardén et al., 2000; Lorenzatti et
al., 2003), siendo los niveles en algunos casos superiores a los aceptados por las
reglamentaciones vigentes y postulando que la presencia de residuos de plaguicidas
pertenecientes a este grupo quimico, es consecuencia de la concentracion a través de la red
trofica y su bioacumulacién aun luego de su prohibicion. A partir de los datos presentados,
puede observarse que son escasos los estudios relacionados a la determinacion de residuos
de plaguicidas en granos, lo cual, considerando que se destinan tanto a consumo directo
como a la elaboracion de otros alimentos refuerza la importancia de conocer su

comportamiento en estas matrices vegetales.
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En un trabajo de analisis de la situacion actual de la contaminacion por plaguicidas
en Argentina, se citan trabajos que reportan la presencia de residuos plaguicidas en
ambientes acudticos, suelos, sedimentos, fauna silvestre, alimentos y en la poblacién
humana, haciendo énfasis en el posible riesgo para la salud (Villamil Lepori et al., 2013),
al igual que en otros trabajos de revision (Devine et al., 2008). Gran cantidad de estudios a
nivel ambiental han demostrado la presencia de residuos de POC en agua y sedimentos en
la republica Argentina en la zona de cultivo de la soja y de los frutales (Jergentz et al.,
2005; Gonzalez et al., 2010; Gil et al., 2005), en agua y peces en la laguna de Mar Chiquita
en la Provincia de Cordoba (Ballesteros et al., 2010), como asi también en muestras
ambientales relacionadas a un mal depdsito de plaguicidas obsoletos en la ciudad de
Cordoba (Cafias et al., 2009). En el caso de endosulfan, se destacan en la bibliografia las
diferencias en toxicidad y estabilidad entre los isdbmeros y sus productos de degradacion, en
las diferentes matrices ambientales (Arrébola et al., 2001; Sutherland et al., 2004; Ntow et
al., 2007). Lucero et al. (2008) y Alvarez et al. (2009 ab) en sus estudios han encontrado
residuos de POC en niveles plasmaticos en poblacion adulta e infantil expuesta
ambientalmente en Argentina, encontrando valores por encima de los referenciales, los
cuales se asocian nuevamente a la alta persistencia de estos plaguicidas y sus caracteristicas
de bioacumulacién, las diferencias entre los niveles encontrados fueron explicados en
diferencias en la exposicién (via de absorcion, tiempo de exposicion, dosis, vida media del
plaguicida, etc.), los factores individuales (edad, sexo, estado nutricional, predisposicion
genética, etc.) y los factores ambientales (plaguicidas presentes en el medio, factores
climaticos, etc.).

Considerando los aspectos anteriormente  discutidos, los plaguicidas
organoclorados, entre ellos el endosulfan, se han prohibido para casi todos los usos debido
a sus caracteristicas de alta persistencia, bioacumulacién y capacidad de transportarse a
grandes distancias. Por lo tanto este principio activo debe eliminarse de los planteos
productivos. Existen por esto principios activos como alternativas al endosulfan, que son
plaguicidas con menor toxicidad aguda que deben ser utilizados bajo un adecuado plan de
manejo y monitoreo continuo de las condiciones ambientales y de aplicacién, tales como
clorpirifés-etil, cipermetrina, imidacloprid, etc. (Bejarano Gonzalez et al., 2008). El uso de
los ciclodienos, carbamatos y organofosforados mas antiguos y toxicos esta disminuyendo

lentamente y al menos algunos de ellos han sido prohibidos en muchos paises, pero en
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general mantienen un 50% de la cuota del mercado internacional. En la actualidad los
piretroides sintéticos representan el 20% de las ventas globales de insecticidas y tienen
perfiles de toxicidad enormemente mejorados para mamiferos y aves con relaciéon a sus
predecesores. Estos nuevos insecticidas tienen algunas ventajas sobre las clases mas
antiguas. La baja toxicidad en mamiferos permite un intervalo corto previo a la cosecha,
simplificando enormemente la logistica de su uso. La mayoria son menos dafiinos a los
enemigos naturales u otras especies que no son el objetivo, lo que reduce su impacto en el
medio ambiente méas extenso. Todos los autores destacan sin embargo, la importancia de
respetar las Buenas Practicas Agricolas en la aplicacion de plaguicidas y orientar la
produccion hacia sistemas de Manejo Integrado de Plagas (MIP), lo que se refiere a un
sistema de toma de decisiones para la seleccidon y uso de estrategias agrondémicas para el
control de plagas, solo o coordinado de manera armoniosa, en una estrategia de manejo
basada en el andlisis de costo/beneficio que tenga en cuenta los intereses y el impacto en
los productores, la sociedad y el medio ambiente e implica un  menor uso de los
plaguicidas. Es importante considerar que el objetivo especifico de los insecticidas es matar
plagas de insectos y por consecuencia puede que tengan un impacto letal o subletal en
organismos que no son su objetivo (recicladores de nutrientes del suelo, polinizadores de
plantas y depredadores de plagas) y reducir o contaminar productos alimenticios para los
niveles troficos superiores (Devine et al., 2008).

Residuos de clorpirifos-etil y cipermetrina

En los ensayos experimentales de aplicacion de insecticidas en el cultivo de soja se
utilizé también la mezcla comercial de clorpirifés-etil y cipermetrina. Los periodos de
carencia establecidos para estos principios activos en soja son para cipermetrina de 14 dias
y para clorpirifés-etil de 7 a 45 dias dependiendo de la formulacion, en todos los casos los
periodos entre aplicacion y cosecha respetaron los PC establecidos (Tabla 3.1).

Residuos de clorpirifos-etil

Los residuos de clorpirifos-etil en muestras provenientes de la campafia 2009/2010

(Tabla 3.19) no fueron detectados (ND) en el 58% de las muestras, se detectaron residuos
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debajo del Limite de Cuantificacion (<LC) para el 17% y niveles cuantificables de residuos
de este principio activo en granos de soja en un 25% de las muestras.

Tabla 3.19. Residuos de clorpirifés-etil (ug/g) en granos de soja en la campafia 2009/2010 aplicado en dos fechas de
siembra, dos dosis y momentos de aplicacion de acuerdo al estado fenolégico del cultivo (EF). Ref: Muestras ND= no
detectadas (LD=0,003 pg/g), muestras <L C=menores al Limite de Cuantificacién (LC=0,006 pg/g). LMR SENASA= 0,01 pg/g

Fecha Producto Momento
De aplicado Principio activo Dosis de aplicacion Rep Residuos
Siembra del residuo (EF) (no/9)

ND
ND
ND

R3
Normal

ND
ND
ND

Clorpirifds R5
1 -etil + Clorpirifos-etil

ND
ND
ND

Cipermetrina
R3
Alta

ND
ND
ND

R5

ND
ND
<LC

R3
Normal

<LC
0,039
<LC

Clorpirifds R5
2 -etil + Clorpiriféos-etil

0,031
0,049
<LC

Cipermetrina
R3
Alta

0,021
0,075
0,046

R5

W N RPN RP|IWONEPIWNDNEPIODNPIWODNPEPIWONDNEPIOLODNPRP

Las muestras en las cuales se detectaron residuos pertenecen a la fecha de siembra
2, en dosis normal aplicada en R5 (una sola de las muestras de las 3 repeticiones
analizadas) y en dosis altas aplicadas en R3 y R5. Los niveles méas altos de residuos se
encontraron en muestras provenientes de la aplicacion de dosis altas en R5. En todos los
casos los niveles de residuos cuantificados se encontraron por encima del LMR permitido
por SENASA, y solo en la repeticion 1 de la aplicacion en R5 estarian en valores acordes
con la reglamentacion de los EUA (0,3 pg/g), mientras que en ningln caso superan el LMR
establecido en el Codex (0,1 pg/g) y solo la repeticion 2 de la aplicacion en R5 supera el

LMR para la UE (0,05 pg/g). Debido a que se cuantificaron residuos solo en algunas de las
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muestras de cada tratamiento (combinacion de fecha de siembra, dosis y estado fenolégico
del cultivo) en esta campafia no fue posible realizar un analisis estadistico para comparar
valores medios entre tratamientos. En la campafia 2010/2011 no se detectaron residuos de
clorpirifés-etil en ninguna de las muestras analizadas provenientes de las dos fechas de
siembra, dosis y momentos de aplicacion considerando el LD validado para la técnica de
0,003 pg/g. Los residuos detectados en la campafia 2011/2012 (Tabla 3.20) fueron mayores
a las deméas campafias, no detectdndose residuos en un 9% de las muestras, con niveles
menores al Limite de Deteccion en un 43% y pudiendo cuantificar residuos en el 48% de
restante. La parcela correspondiente a la repeticién 3 de aplicacion de dosis normal en R5
para la fecha de siembra 2 se perdi6 durante el ensayo por lo que no se obtuvieron muestras

para el andlisis de plaguicidas.

Tabla 3.20. Residuos de clorpirifés-etil (ug/g) en granos de soja en la campafia 2011/2012 aplicado en dos fechas de
siembra, dos dosis y momentos de aplicacion de acuerdo al estado fenoldgico del cultivo (EF). Ref: Muestras ND= no
detectadas (LD=0,003 pg/g), muestras <L C=menores al Limite de Cuantificacion (LC=0,006 pg/g). LMR SENASA= 0,01 pg/g

Fecha Producto Principio Momento
de aplicado activo Dosis de aplicacion Rep | Residuos
Siembra del residuo (EF) (ng/g)

ND
<LC
<LC

R3
Normal

<LC
<LC
<LC

Clorpirifés R5
1 -etil + Clorpirifés-etil

Cipermetrina 0,302
0,376

0,096

R3
Alta

0,409
0,405
0,366

R5

<LC
<LC
0,431

R3
Normal

<LC
ND
SD

Clorpirifés R5
2 -etil + Clorpirifés-etil

<LC
<LC
0,028

Cipermetrina
R3
Alta

0,262
0,239
0,592

R5

W N RFPWONPFPIWONEPIWNREPIWODNRPRPIWODNPEP|IWONEIODNPRE
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Los niveles de residuos cuantificados superaron en todos los casos el LMR

establecido para soja por SENASA y en casi todos los casos los establecidos por los EUA,

la UE y Codex (excepto repeticion 3 de aplicacion de dosis alta para la fecha de siembra 2).

Las aplicaciones en dosis normal para ambas fechas de siembra, generaron residuos

en los granos por debajo de los Limites de Deteccién y Cuantificacion, excepto para la

repeticion 3 de la aplicacion de dosis normal en R3 para la fecha de siembra 2, lo cual

podria explicarse en la alta variabilidad que existe en las aplicaciones de plaguicidas en

ensayos experimentales (Lorenzatti, 2005; Lucini y Molinari, 2011) ya que en todas las

muestras correspondientes a esta dosis no se han detectado residuos. Para ambas fechas de

siembra se encontraron mayores niveles de residuos en aplicaciones mas tardias, es decir en
R5 que en R3 (Tabla 3.21 y Fig. 3.8).

Tabla 3.21. Media y D.E. (ug/g) de los niveles de residuos de clorpirifés-etil en granos de
soja para la campafia 2011/2012 en dos fechas de siembra (FS), dosis y momentos de
aplicacion dependiendo del estado fenoldgico del cultivo (EF) sin datos de muestras ND

ni <L C. Ref: n= nimero de repeticiones.

Momento Residuos
FS Dosis de aplicacion n (ng/g)
(EF) Media+D.E.
1| Alta R3 3 0,26+0,15
1| Alta R5 3 0,39+0,02
2 | Normal R3 1 0,43
2 | Alta R3 1 0,03
2 | Alta R5 3 0,36+0,20
0,57
0,41 ]
2
'.E 0,21
4
0,14
0,0 T 1
R3:Alta R5:Alta R3:Normal

Tratamiento (EF*dosis)

- Fecha de siembra 1 I:’ Fecha de siembra 2

Fig. 3.8. Media y DE (ug/g) de residuos de clorpirifés etil en granos de
soja para la Campafa 2011/2012, en dos fechas de siembra, dosis y
momentos aplicacion dependiendo del estado fenolégico del cultivo
(tratamiento=EF*dosis) LMR SENASA=0,01 ug/g.
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Analizando las condiciones ambientales de las campafias (Anexo 1) los residuos de
clorpirifos-etil siguen el mismo comportamiento anteriormente discutido para endosulfan
en las campafas 2009/2010 y 2011/2012. En las muestras analizadas en la campafia
2009/2010 no se detectan residuos de este principio activo para la fecha de siembra 1,
mientras que en la fecha de siembra 2 predominan los residuos en dosis altas y aplicaciones
tardias. En la campafia 2010/2011, como se dijo anteriormente, no se detectaron residuos
de este principio activo, lo cual presenta un comportamiento diferente respecto a
endosulfan ya que esta campafia fue la que mas residuos presentd de este principio activo.
En la campafia 2011/2012 se detectd el mayor porcentaje de residuos en las muestras
analizadas tal como ocurri6 en el caso de endosulfan, el 48% de las muestras presentaron
residuos cuantificables de clorpirifés-etil. En este caso se observa también un
comportamiento similar al endosulfan ya que los mayores niveles de residuos se detectaron
para la fecha de siembra 1. Como se dijo anteriormente en la campafia 2009/2010 se dieron
las condiciones de precipitaciones acumuladas mas altas en el ciclo del cultivo y las
temperaturas acumuladas fueron menores a las registradas en la campafia 2011/2012, lo
cual puede haber beneficiado el crecimiento del cultivo incrementando el efecto de
eliminacion aparente. Analizando estos pardmetros no se evidencia una tendencia clara en
los niveles de residuos hallados que pueda atribuirse a las condiciones ambientales ni los
dias entre aplicacion y cosecha.

Los resultados obtenidos coinciden con datos reportados por otros autores en
matrices vegetales de coles, tomates, judias verdes, berenjenas, chimbombo y arandanos,
en los cuales se establecid que los residuos de clorpirifés-etil eran dependientes de la
frecuencia y la dosis de aplicacion, mientras que no se pudo establecer en este caso la
posible influencia de las condiciones climaticas inmediatamente después de la
pulverizacion y la temporada, encontrdndose en estos trabajos niveles de residuos acordes a
las normas legales (Martinez Vidal et al., 1998; Putnam et al., 2003; Zhang et al.,
2006; Samriti et al., 2011; Gupta et al., 2011; Gupta et al., 2011; Mukherjee et al., 2012).
Jyot et al. (2013) aseguran que el uso de la mezcla de clorpirifés-etil y cipermetrina en las
dosis recomendadas no parece representar ningun peligro para los consumidores, con vidas
medias de 3 a 5 dias y recomendando periodos de espera minimos de 24 horas para reducir

el riesgo de consumo. En nuestro pais, estudios realizados en mandarinas y naranjas
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aseguran que pasado el periodo de carencia de 21 dias, se cumple con el LMR fijado por la
reglamentacion de SENASA, aunque la aparicion de residuos de este plaguicida en el final
del ensayo indicarian una alta persistencia del principio activo (Kulczycki et al., 2012). En
otros trabajos se han detectado residuos en los frutos durante la cosecha (arandanos,
berenjenas, cebolla) pero por debajo del LMR (Putnam et al., 2003; Igbal et al., 2007;
Pierre y Betancourt, 2007), siendo adecuados para el consumo del publico, lo cual coincide
con evaluaciones de riesgo en otras matrices vegetales (Zhang et al., 2012; Chen et al.,
2012).

Si bien se han detectado residuos de este principio activo en algunos estudios a
nivel comercial en altos porcentajes de las muestras (bananas, manzana, puré de manzana,
zumo de manzana y naranja, tomate, mantequilla de mani, leche entera, carne molida,
salchichas de cerdo, ardndanos, judias verdes, lechuga y tomate) los residuos en casi todos
los casos se encontraron por debajo del LMR (Bolles et al., 1999; Hernandez Borges et al.,
2009; Chowdhury et al., 2013), sin embargo debemos considerar que los residuos de
insecticidas 6rganofosforados son los mas abundantes (Bushway y Fan, 1998; Kumari et
al., 2002) encontrandose en carnes de res, residuos de clorpirifés-etil en el 7% de las
muestras, de las cuéles un 2% superaron el LMR de Codex (Kumar et al., 2008).

En estudios en lechuga y papa se determind que un alto porcentaje de las muestras
se encontraban contaminadas con residuos de clorpirifés-etil, excediendo el LMR en la
mayoria de los casos, lo cual puede generar un riesgo al consumidor, aungue los autores
concluyen que las préacticas de procesamiento de los alimentos (lavado, pelado y coccion
principalmente) pueden disminuir en gran parte la contaminacién microbiana y por
plaguicidas en los alimentos (Dikshit et al., 1985; Amoah et al., 2006). Esto fue estudiado
por otros autores llegando a las mismas conclusiones de la importancia de los procesos de
elaboracion de alimentos en general (Holland et al., 1994; Zabik et al., 2000; Cabras and
Angioni, 2000; Kaushik et al., 2009; Randhawa et al., 2007; Samriti et al., 2011) y para
aquellos en base a la soja (Miyahara y Saito, 1993; Miyahara y Saito 1994), como asi
también la influencia del periodo de almacenamiento de los granos sobre el nivel de
residuos de plaguicidas (Zayed et al., 2003; Strada et al., 2012). En algunos trabajos, un
alto porcentaje de las muestras de vegetales y frutas provenientes de campos de
agricultores, tenian residuos detectables de clorpirifés-etil, y en algunos casos por encima

el LMR. Los autores concluyen que los agricultores tienen tendencia de sobredosificar los

103



plaguicidas a fin de asegurar una alta calidad externa de los productos y debido a que los
niveles de residuos son dependiente de las dosis, las aplicaciones repetidas de plaguicidas,
en especial cerca de la cosecha, pueden acumularse dando lugar a niveles de residuos en el
intervalo de pre-cosecha sobre el nivel maximo de residuos (Martinez Vidal et al., 1998;
Sadlo, 2000; Zhang et al., 2006; Randhawa et al., 2007; Angioni et al., 2011). Los
resultados del presente estudio arrojan resultados similares para soja ya que en la mayoria
de los casos los residuos se encuentran por encima del LMR en aplicaciones de dosis
superiores en un 50% a la dosis recomendada (exceptuando una de las repeticiones en dosis
normal). Otros autores también destacan el uso en planteos productivos de principios
activos altamente tdxicos, ademas de las aplicaciones multiples y dosis superiores a las
recomendadas como la principal causa de presencia de residuos (Pierre y Betancourt,
2007).

Autores han encontrado esto en otras matrices vegetales detectando importantes
diferencias en los niveles de residuos cuando se trabajé en un sistema de manejo integrado
de plagas (chimbombo, berenjena y manzanas) (Arora, 2009; Singh et al., 2009), en los
cuéles se detectaron residuos de plaguicidas aunque por debajo de los limites maximos de
residuos.

La persistencia de clorpirifés-etil ha sido estudiada por otros autores en muestras
ambientales de suelos y aguas, encontrando en suelos residuos por debajo del limite
detectable en aplicaciones de dosis normales y persistencia en algunos casos de hasta 15
dias en dosis mayores a las recomendadas (Gupta et al., 2011; Mukherjee et al., 2012;
Zhang et al., 2012; Jyot et al., 2013), aunque en algunos casos incluso antes de iniciadas
las aplicaciones, existieron residuos de este principio activo en el suelo (Loewy et al.,
2011). En muestras de agua se han encontrado residuos de este principio activo, en la
mayoria de los casos en niveles por debajo de los limites aceptados (Gil et al., 2005;
Bhattacharjee et al., 2012), aunque es importante considerar que este principio activo se
encontré con alta frecuencia (Jergentz et al., 2005; Loewy et al., 2011) y puede convertirse
en una fuente de contaminacion de importancia. Estudios de la exposicion a este insecticida
en la poblacion han determinado la existencia de residuos de clorpirifés en adultos y nifios,
siendo mayores los niveles en este Gltimo grupo etario considerado un grupo de riesgo a la

exposicion (Carretero et al., 2009).
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Residuos de cipermetrina

Los niveles de residuos de cipermetrina (ug/g) corresponden a la suma de sus
isdbmeros. En la campafia 2009/2010 no se detectaron residuos del principio activo en el
67% de las muestras analizadas, mientras que en el 33% restante los residuos se
encontraron por debajo del LMR considerando lo establecido por SENASA y Codex (0,1
Kg/g) y las reglamentaciones de los EUA y la UE (0,05 pg/g) (Tabla 3.22). Las muestras en
que se detectaron residuos pertenecen a la fecha de siembra 2, en dosis normal en R5 y en
dosis altas en R3 y R5, siendo mayores los niveles de residuos para dosis de aplicacion
altas respecto a las dosis normales, resultados similares a los obtenidos para el principio

activo clorpirifos-etil.

Tabla 3.22. Residuos de cipermetrina (suma de isomeros) en granos de soja en la campafia 2009/2010 aplicado en
dos fechas de siembra, dos dosis y momentos de aplicacion de acuerdo al estado fenoldgico del cultivo (EF). Ref:
Muestras ND= no detectadas (LD=0,003 pg/g), muestras <LC=menores al Limite de Cuantificacion (LC=0,006 pg/g). LMR
SENASA= 0,05 pg/g

Fecha Producto Momento
de aplicado Principio activo Dosis de aplicacion Rep Residuos
Siembra del residuo (EF) (ng/g)

ND
ND
ND

R3
Normal

ND
ND
ND

Clorpirifos- R5
1 etil + Cipermetrina

ND
ND
ND

Cipermetrina
R3
Alta

ND
ND
ND

R5

ND
ND
ND

R3
Normal

0,014
ND
0,014

Clorpirifos- R5
2 etil + Cipermetrina

0,024
0,013
0,018

Cipermetrina
R3
Alta

0,018
0,013
0,015

R5
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En las muestras provenientes de los ensayos realizados durante las campafias
2010/2011 y 2011/2012 no se detectaron residuos de este principio activo en ambas fechas
de siembra, dosis y momentos de aplicacion (LD=0,003 pg/g).

Analizando los resultados obtenidos respecto a las condiciones ambientales de las
camparias, no es posible asociar la variabilidad de los residuos encontrados con los datos
meteorologicos ni inferir el efecto de los mismos como asi tampoco de los dias entre
aplicacion y cosecha comparando entre las camparias, sin embargo si analizamos ambas
fechas de siembra para la campafia 2009/2010 se observan para la fecha de siembra 1
(Anexo 1.1) mayores precipitaciones en el ciclo del cultivo como asi también mayor
cantidad de precipitaciones y temperaturas acumuladas desde las aplicaciones en R3 y R5
hasta la cosecha lo que podria asociarse a un mayor efecto de eliminacion aparente y por
consiguiente menor nivel de residuos.

Los resultados obtenidos concuerdan con datos reportados por otros autores en
cuyos trabajos la vida media de cipermetrina (berenjenas, chiles, tomates, col china) fue de
2 a 4 dias, sin encontrar residuos por encima de los permitidos (Zhang et al., 2006; Gupta
et al., 2011; Mukherjee et al., 2012; Jyot et al., 2013), con una disminucién de mas del
70% de los residuos a los 7 dias desde la aplicacion, por lo que la aplicacion de
cipermetrina no parece representar ningun peligro para los consumidores. Respecto a otros
cultivos, residuos de cipermetrina no se detectaron en zanahorias ni rdbanos (Chapman y
Harris, 1981; Ripley et al., 2001) y en general, los residuos de varios piretroides
(permetrina, cipermetrina y deltametrina) disminuyeron a concentraciones aceptables
dentro del intervalo de pre-cosecha o periodo de carencia, siendo otros principios activos
como el fenvalerato més persistentes (Ripley et al., 2001).

Si bien se han detectado residuos de cipermetrina en algunos estudios (Chowdhury
et al., 2013), en otros (Westcott y Reichle, 1978; Arora, 2009, Singh et al., 2009) los
valores se encontraron por debajo de los niveles detectables. En estudios de monitoreo de
residuos de plaguicidas, se concluye que la presencia de residuos se debe a su mal uso ya
que la cipermetrina fue detectada en especies vegetales en las cuales no estaba autorizada
(Perez et al., 2013).

Como para otros principios activos, los niveles de residuos de cipermetrina se
consideran dependientes de la frecuencia, del nimero y las dosis de aplicacion, ademas de

las condiciones climaticas inmediatamente después de la pulverizacion, con un importante
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efecto de las lluvias y mayor aun en aplicaciones multiples (Zhang et al., 2006). El efecto
de las dosis ha sido reportado también por otros autores, encontrando mayores niveles de
residuos en dosis altas aplicadas en el cultivo de algodén (Battu et al., 2009) alcanzando
valores por debajo del nivel detectable después de 21 dias de su aplicacién en ambas dosis
y encontrandose valores por debajo del LMR al momento de la cosecha. Otros estudios
citan que la diferencia en la distribucion relativa de los plaguicidas y resistencia a la
disipacion puede deberse a la influencia de las diferentes especies de cultivos (col y uvas,
variedades de lechuga), los métodos de cultivo y las propiedades fisicoquimicas de los
plaguicidas (Fujita et al., 2012). En los resultados obtenidos en el presente estudio, aunque
sin apoyo estadistico por falta de potencia en la comparacion de medias, podria inferirse un
efecto de las dosis ya que si bien se detectaron residuos adn en la dosis de aplicacién
normal en R5 para la fecha de siembra 2, los niveles parecerian ser mayores en las dosis de
aplicacion altas.

Si analizamos la importancia de este principio activo como un contaminante
ambiental, se han encontrado evidencias de la baja persistencia de cipermetrina en suelos
luego de la aplicacion en cultivos, encontrando residuos no detectables el mismo dia de
aplicacion (Mukherjee et al., 2012), tras 7 dias (Gupta et al., 2011), 15 dias desde la
aplicacion (Jyot et al., 2013) y a la cosecha (Battu et al., 2009), encontrando algunos
autores periodos de hasta 2 meses de persistencia dependiendo del contenido de materia
organica del suelo y las diferencias de degradacion entre los isbmeros (Chapman y Harris,
1981).

En estudios de aplicaciones aéreas los residuos de cipermetrina en muestras de
suelos y agua disminuyeron rapidamente tras la aplicacion, y sus concentraciones fueron en
todos los casos muy bajas, sin identificar efectos bioldgicos marcados resultantes de la
aplicacion ni efectos sobre las poblaciones de peces (Shires y Bennett, 1985). En aguas de
arrozales y en rios, las concentraciones detectadas de residuos de plaguicidas estaban por
debajo del umbral de tolerancia maximo de residuos (LMR) del agua potable (0,1 mg/l),
adoptado por Codex Alimentarius (Bhattacharjee et al., 2012), mientras que en nuestro pais
estudios en la zona de cultivo de soja y frutales han detectado residuos en algunas muestras
de agua de este principio activo (Jergentz et al., 2005; Gil et al., 2005).

Los resultados obtenidos en el presente estudio y en otros, son coherentes con las

caracteristicas de este principio activo. La cipermetrina ha sido descripta en la bibliografia
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como un principio activo poco toxico (Gonzalez et al., 2010), térmicamente inestable en
condiciones acuosas, en donde la hidrolisis del plaguicida se acelera por el calor y en pH
extremo (Lin et al., 2005). Los estudios indican que los residuos de cipermetrina son
propensos a degradarse por hidrélisis durante el procesamiento de alimentos (lavado,
pelado, coccion) reduciendo de este modo la exposicion de los consumidores, aunque
pueden encontrarse algunos productos de su degradacién (Holland et al., 1994; Kaushik et
al., 2009).

Residuos de imidacloprid y B-ciflutrina

Como alternativas a los productos tradicionales en el control de plagas en soja, se
aplicé el formulado de la mezcla de los principios activos imidacloprid+p-ciflutrina. No se
detectaron residuos de estos principios activos en ninguna de las muestras analizadas
provenientes de las camparias 2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012 para ambas fechas de
siembra, dosis y momentos de aplicacion. Los Limites de Deteccion establecidos en la
validacion de la técnica fueron adecuados considerando los LMR establecidos para dichos
principios activos.

Imidacloprid pertenece al grupo quimico de derivados cloronicotilinicos o
nitroguanidinas. Es un principio activo recientemente incorporado al mercado vy
desarrollado para controlar insectos resistentes a drganofosforados y organoclorados
debido a su gran espectro de accion, bajo potencial de bioacumulacién y relativa
inmovilidad en suelo (Novo et al., 2011; Kapoor et al., 2012)

El periodo de carencia en soja para este insecticida es de 64 dias, el cual se cumplio
en los ensayos experimentales excepto para la fecha de siembra 2 de la camparia 2009/2010
en la aplicacion en R3 y R5, sin embargo en dichas muestras no se detectaron residuos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, coinciden con lo reportado por
diversos autores quienes estudiaron la disipacion de residuos de este principio activo en
frutos y vegetales. En estudios en hojas y frutos de tomate, se encontraron niveles de
imidacloprid por debajo del LMR tras 3 dias desde la aplicacion (Romeh et al., 2009), no
encontrando en otros estudios en la misma matriz residuos de este principio activo en
muestras comerciales utilizando la técnica de QUEChERS (Ahumada y Zamudio, 2011). En

otras matrices vegetales (bayas de uva, mango, chimbombo, berenjena) el uso de
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imidacloprid parece ser toxicoldgicamente aceptable (Igbal et al., 2007; Arora, 2009; Arora
et al., 2009; Mohapatra et al., 2012), sugiriendo periodos de espera de 3 a 55 dias para el
consumo dependiendo del fruto (mango, chimbombo) (Sahoo et al., 2012; Bhattacherjee,
2013). Sin embargo, en estudios en mercados de Palestina en el afio 2007, se detectaron
residuos de imidacloprid en més de la mitad de las muestras analizadas y se observo un
aumento de hasta el 120 % de concentracion en las muestras respecto al afio anterior,
conduciendo a los autores a inferir una acumulacion de imidacloprid en el suelo y/o un
aumento del uso por los agricultores locales. Las concentraciones de residuos de
imidacloprid en varios de los cultivos analizados se encontraron por encima del LMR
establecido por Codex (Daraghmeh et al., 2007). En otros estudios utilizando la técnica de
QUEChERS, en el 22% al 33% de las muestras de frutas, vegetales y cereales se detectd la
presencia de residuos de imidacloprid, de las cuales entre el 2% y el 6% superaban el LMR,
sin embargo el célculo de ingesta diaria e indices de riesgo fueron adecuados para el
consumo de la poblacion (Kapoor et al., 2012). Estudios similares en Espafia de célculos de
la ingesta diaria y su comparacion con la IDA demostraron la seguridad del consumo de
frutas ya que no se superaron los niveles admisibles en imidacloprid y otros plaguicidas
estudiados (Blasco et al., 2005).

Al igual que para otros principios activos, en la bibliografia se reporta la
importancia del efecto de las practicas de procesamiento sobre la disminucién del nivel de
residuos de imidacloprid y se establece que la disipacion en cultivo depende tanto de las
condiciones climaticas como del tipo de aplicacion, la especie, la dosis y el intervalo entre
la aplicacion y la cosecha (Romeh et al., 2009).

Respecto a la importancia de este principio activo como contaminante ambiental, en
estudios de muestras de suelo analizadas mediante la técnica de QUEChERS se encontraron
concentraciones de hasta 0,016 mg/kg (Giri et al., 2012), mientras que otros autores no
hallaron residuos de este principio activo en aguas (Aradjo Ribeiro et al., 2013). También es
discutido el efecto de este principio activo sobre la supervivencia de las abejas; no por un
impacto directo, sino como posible fuente de riesgo por el impacto subletal en el
comportamiento debido a los tratamientos de las semillas con imidacloprid o su aplicacién
y transferencia al polen (Donnarumma et al., 2011). Ademas se ha demostrado la presencia
de imidacloprid en fuentes de alimento artificiales de las abejas productoras de miel
(Devine et al., 2008).
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Si bien los residuos de este principio activo en los ensayos experimentales se
encontraron por debajo del Limite de Deteccion establecido en la técnica, debemos
considerar que otros estudios realizados han detectado residuos tanto en alimentos como en
muestras ambientales, por lo cudl no deberian, en ningln caso, excederse las dosis
recomendadas ni los momentos de aplicacion adecuados, respetando las Buenas Practicas
Agricolas.

El principio activo B-ciflutrina pertenece al grupo quimico de los piretroides, con un
periodo de carencia de 14 dias para soja. El periodo de carencia se cumpli6é en todos los
casos entre la aplicacion y la cosecha. Los resultados obtenidos de niveles no detectados de
residuos de este principio activo, coinciden con lo reportado por otros autores que han
obtenido bajos niveles de residuos en otras matrices vegetales (mango, coles, chimbombo,
algodon) encontrando vidas medias de los residuos de 3 a 10 dias (Borah et al., 2003;
Banerjee et al., 2012; Sahoo et al., 2012; Chauhan et al., 2013) y niveles de residuos a la
cosecha dentro de la reglamentacion vigente. En la determinacion de los residuos de
imidacloprid y B-ciflutrina mediante la técnica de QUEChERS en vegetales, se establecio
que los residuos de B-ciflutrina son menos persistentes que los de imidacloprid (Banerjee et
al., 2012). Se destacan en los estudios la influencia sobre el nivel de residuos de este
principio activo de la especie (Banerjee et al., 2012), dosis de aplicacién (Chauhan et al.,
2013), afio y nimero de aplicaciones (Borah et al., 2003; Sahoo et al., 2012).

Estudios reportan bajas cantidades de pB-ciflutrina en el suelo al momento de la
cosecha (Chauhan et al., 2013), lo cual coincide con lo reportado por otros autores
encontrando evidencias de la baja persistencia ambiental e insignificante posibilidad de su
lixiviacion en aguas subterraneas por su inmovilidad en el suelo (Gupta y Gajbhiye, 2002;
Sahoo et al., 2012).
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Conclusiones

- Los ensayos realizados, formas de aplicacién, protocolos de seguridad para el lavado de
materiales y manejo de las muestras como asi también los controles de calidad realizados

se consideran adecuados respecto de evitar la contaminacion cruzada.

- La técnica de QUEChERS fue validada para todos los analitos en estudio en la matriz soja.
Para todos los analitos se observa un efecto de la matriz, lo cuél es esperable ya que se
trabajé con matrices complejas, por lo tanto las curvas de calibracion en matriz fueron
utilizadas para la cuantificacion de los niveles de residuos. Se establecieron valores
adecuados de Coeficiente de Variacion y Coeficientes de determinacion lineal (R?) para
todas las curvas de calibracion en matriz por lo que se aceptan para la cuantificacion de los
residuos en el rango lineal de concentraciones establecido para cada principio activo. Los
valores de Recuperacion porcentual (R%) se encontraron dentro del rango establecido por
lo que se acepta la exactitud de los resultados. Los valores de Desviacién estandar Relativa
porcentual (RSD%) fueron menores en todos los casos a los CV% calculados mediante la
ecuacion de Horwitz por lo cual se acepta la precision de los resultados obtendidos. Los
valores de Incertidumbre expandida (U%) y los Limites de Deteccion (LD) y
Cuantificacion (LC) fueron adecuados para el objetivo propuesto encontrandose los LC por

debajo del LMR para endosulfan, clorpirifos-etil, cipermetrina, imidacloprid y p-ciflutrina.

- Las aplicaciones de endosulfan generaron residuos por debajo de los LMR aunque se
detecto la presencia de los mismos en muestras analizadas de todas las campafias. Existe
una tendencia a encontrar mayores niveles de residuos cuanto mayor es la dosis aplicada y
la misma se realiza en estados méas avanzados en el ciclo del cultivo (R5). Los niveles de
residuos de endosulfan variaron entre las campafias y se podria inferir, aunque sin
evidencia estadistica, un efecto de las condiciones meteoroldgicas tanto en los momentos
de aplicacion como en los dias subsiguientes y durante el ciclo del cultivo. Las condiciones
de altas temperaturas y precipitaciones importantes luego de la aplicacion podrian actuar
como causas mecanicas y fisicas de eliminacidn, por otra parte, condiciones ambientales
que permitan el crecimiento 6ptimo del cultivo podrian afectar los niveles de residuos a
través del fendmeno de eliminacion aparente y el depdsito inicial de endosulfan. De igual
forma, aunque sin evidencia estadistica, se podria inferir que no existe un efecto marcado

de los dias transcurridos desde la aplicacion sobre los niveles de residuos de endosulfan.
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- Los niveles de residuos encontrados de clorpirifos-etil variaron entre las campafias en
estudio. Para la camparia 2009/2010 se detectaron residuos de este principio activo por
encima de los LMR principalmente en aplicaciones de dosis altas tardias y estados
avanzados del cultivo (R5), sin embargo aparecen residuos en una de las muestras
provenientes de aplicacion de la dosis normal. En la campafia 2010/2011 no se detectaron
residuos de este principio activo. Durante la campafia 2011/2012 los residuos de
clorpirifés-etil superaron los LMR en aplicaciones tardias y dosis altas y en una de las
repeticiones de aplicacion de dosis normal. Niveles de residuos por encima del LMR en
dosis normales podrian asociarse a las dificultades para lograr la uniformidad en las
aplicaciones de plaguicidas en parcelas de ensayo lo que ocasiona variaciones en la
distribucion del depdsito inicial. Residuos del principio activo cipermetrina solo se
detectaron en la campafia 2009/2010 siempre por debajo de los LMR establecidos por
SENASA. Respecto al efecto de las variables ambientales, puede inferirse que debido a la
menor estabilidad y persistencia de estos principios activos respecto al endosulfan, se
hayan ocasionado pérdidas importantes de los residuos o bajos depdsitos iniciales ante
pequefias variaciones de las condiciones meteoroldgicas las cuales pueden no verse
reflejadas en las variables elegidas para el presente trabajo de tesis. Por lo tanto las
aplicaciones de la mezcla de clorpirifos-etil+cipermetrina para el control de chinches en el
cultivo de soja, en general, no generan residuos en los granos por encima de los LMR
establecidos por SENASA para la RepUblica Argentina, sin embargo una correcta técnica
de aplicacion en lo que se refiere a la dosis y técnica de aplicacion del plaguicida es
indispensable a fin de lograr una depdsito inicial homogéneo y evitar la concentracion de

residuos y la aparicion de los mismos adn en dosis normales de aplicacion.

-No se detectaron residuos de los principios activos imidacloprid ni B-ciflutrina en las
muestras provenientes de ensayos de las campafas 2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012 en
las fechas de siembra, dosis y momentos de aplicacion en los ensayos experimentales.
Estos resultados parecen colocar a estos principios activos como los mas inocuos a nivel de
la contaminacion por residuos de plaguicidas en aplicaciones en campo para el control de

chinches en el cultivo de soja recomendandose su uso respetando las BPA.

112



Capitulo IV

RESIDUOS EN GRANO DE INSECTICIDAS
APLICADOS EN EL CULTIVO DE MAIZ

Objetivo especifico

Identificar y cuantificar, en granos de maiz, los residuos de insecticidas aplicados en

el campo en diferentes dosis y épocas de siembra para control de lepidopteros.

Materiales y métodos

Los ensayos experimentales de aplicacion de insecticidas en el cultivo de maiz se
realizaron durante tres campafias agricolas (2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012) con dos
fechas de siembra en cada campafia. Las caracteristicas generales de los ensayos realizados
se han descripto en el Capitulo Il correspondiente a Metodologia General. En la Tabla 4.1
pueden observarse para cada campafia agricola y época de siembra, el hibrido sembrado, la
fecha de siembra, el tamarfio de parcela (en metros cuadrados y el nimero, largo y espacio
entre surcos), las fechas y estados fenoldgicos al momento de la aplicacion, la fecha de
cosecha en la cuél se realizd el muestreo y los dias transcurridos entre la aplicacion y la
cosecha.

En el cultivo de maiz se aplicaron los insecticidas clorpirifos-etil+cipermetrina (EC,
50%+5%) y novaluron (EC, 5%). Se incluyeron dos dosis, una dosis denominada “normal”
(recomendada por CASAFE, 2009) y una dosis “alta” correspondiendo a una dosis 50%
superior a la recomendada. Las dosis “normales” fueron de 350 cc/ha para clorpirifos-
etil+cipermetrina y 250 cc/ha para novaluron. Las dosis “altas” de 525 cc/ha y 375 cc/ha
respectivamente. EI momento de aplicacion estuvo definido por el periodo de desarrollo

vegetativo entre los estados fenoldgicos V2 (plantula) y VT (floracion) momento en el cuél
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ocurren los ataques de las orugas consideradas plagas claves en el cultivo. Se realizaron
tres repeticiones por tratamiento y se contd con un testigo por triplicado sin aplicacion de
plaguicidas. Las aplicaciones se realizaron con mochila manual Guarany-Plus-16 con un
volumen de agua por hectarea entre 150 y 170 litros. Para la preparacion del caldo de
aplicacion se midio con jeringas plésticas descartables el volumen requerido de cada
principio activo y se diluyo con la cantidad de agua necesaria en una probeta pléstica, se
homogenizo la solucion y luego se coloco en el tanque de la mochila. Se aplicaron en
primer lugar las dosis normales y luego las dosis altas. Cuando se cambio el principio
activo en el tratamiento se realizé triple lavado a la probeta y a la mochila descartando
todos los enjuagues en bidones debidamente etiquetados. En todas las actividades, tanto de
aplicacion como de muestreo los operarios contaron con los elementos de proteccién
personal necesarios trajes impermeables, botas, guantes, mascara con filtro y antiparras.
Quedan asi establecidos los 4 tratamientos aplicados en este cultivo para cada fecha de
siembra de los cuales se obtuvieron las muestras para el analisis de residuos de plaguicidas
(Tabla 4.1). Durante la campafia 2009/2010 so6lo se realizaron los tratamientos con

clorpirifés-etil+cipermetrina en las dosis “normal” y “alta”.

Tabla 4.1. Resumen de los datos de hibridos, fechas de siembra, tamafio de parcela, fechas de aplicacion,
muestreo y dias desde aplicacion a cosecha, de los ensayos experimentales de aplicacion de insecticidas en el
cultivo de maiz en tres campafias agricolas (Camp) y dos épocas de siembra. Ref: tamafio de parcela expresada en
ndmero de surcos*largo de surcos*distancia entre surcos

Tamafio Aplicacion Fecha Dias desde
Camp Epoca Fecha de (Estado de aplicacion
de Hibrido de parcela Fenoldgico Muestreo a
Siembra siembra (m? y fecha) (cosecha) cosecha

7 surcos*6m

Temprana | DK747 19/11/2009 | a0,52m=21,84 | V15 13/01/2010 14/06/2010 | 152 dias
2009/2010
4 surcos*6m
Tardia cuarentin 08/01/2010 | a0,52m=12,48 | V8 19/02/2010 12/05/2010 | 82 dias
4 surcos*6 m
Temprana | varpollib 04/10/2010 | a0,52m=12,48 | V8 13/12/2010 | 08/04/2011 | 117 dias
2010/2011
4 surcos*6m
Tardia DK699MGRR | 29/12/2010 | a0,35m=8,4 V9 28/02/2011 | 13/06/2011 | 105 dias
4 surcos*6 m
Temprana | DK747 23/11/2012 | a0,52m=12,48 | V15  18/01/2012 | 04/04/2012 | 76 dias
2011/2012

4 surcos*6 m
Tardia cuarentin 10/01/2011 | a0,52m=12,48 | V9 15/02/2012 | 23/05/2012 | 97 dias
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Resultados de validacion de la técnica

Para la validacion de la Técnica de QUEChERS para los principios activos
clorpirifos-etil, cipermetrina y novalurén en la matriz de granos de maiz se realizaron
ensayos de calibracion en solvente, ensayos de calibracion en matriz y ensayos de
fortificacion. Las concentraciones nominales elegidas para estos ensayos fueron de 0,01
ug/g, 0,025 pg/g, 0,05 pg/g, 0,075 ug/g, 0,1 pg/g, 0,5 pg/g y 1 pg/g. También se incluyd
un nivel “cero” sin adicionado de plaguicidas.

Para evaluar la influencia de la matriz en la respuesta de los analitos se realizaron
curvas de calibracion en solvente (tolueno) y extracto de matriz de maiz organico. Para
todos los analitos se observo efecto de la matriz lo cual es esperable debido a que se trabajé
con matrices complejas (Fig. 4.1, 4.2 y 4.3). Novalurén present6 un comportamiento
diferente al resto de los principios activos ya que mostré una mayor respuesta en el
solvente que en la matriz, lo cual se evidencié con un desplazamiento hacia arriba de la
curva correspondiente. Considerando el efecto las curvas en matriz fueron utilizadas para la
cuantificacion de resultados tanto de los ensayos de recuperacion como de las muestras de
ensayos de aplicacién de plaguicidas en el cultivo de maiz (Hill y Reynolds, 1999;
Anastassiades et al., 2003; Codex Alimentarius, 2005 CAC/GL 56/2005; AOAC, 2007,
Documento SANCO N°10684/2009; Mastovska et al., 2010; Hjorth et al., 2010).

1,57 37

Respuesta
Respuesta

T T T 1 T T T 1
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Concentracion nominal (ug/g) Concentracion nominal (ug/g)
|O Matriz - Solvente | |O Matriz - Solvente |
Fig. 4.1. Curvas de calibracion en solvente (cuadrado Fig. 4.2. Curvas de calibracién en solvente (cuadrado
negro y matriz (circulo blanco) para clorpirifds-etil en negro) y matriz (circulo blanco) para cipermetrina en
granos de maiz granos de maiz
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Fig. 4.3. Curvas de calibracién en solvente (cuadrado negro) y
matriz (circulo blanco) para novalurén en granos de maiz

En la Tabla 4.2. pueden observarse los parametros que describen el comportamiento
lineal de los analitos en funcion de la respuesta y los rangos de concentracion estudiados en

la matriz maiz.

Tabla 4.2. Parametros que describen el comportamiento lineal de la concentracion de los analitos en
funcion de la respuesta cromatogréfica y los rangos de concentracion estudiados en matriz maiz.
Ref: a=pendiente b=ordenada al origen (y= ax+b) R?= coeficiente de determinacion lineal

Principio Rango lineal
activo (1g/g) a b R2
Clorpirifos-etil 0,01-1 1,34 -0,03 0,99
Cipermetrina 0,01-1 2,43 0,09 0,99
Novalurén 0,01-1 0,3 0,01 1

Los coeficientes de determinacion lineal estudiados presentaron valores superiores
a 0,98, por lo que se comprob6d la linealidad de todos los analitos en el rango de
concentraciones estudiado (Herrmann y Poulsen, 2009; Hjorth et al., 2010) y estos
resultados permiten correlacionar linealmente la concentracion y la respuesta obtenida
(p<0.05). Los rangos lineales establecidos fueron de 0,01 pg/g a 1 pg/g para clorpirifos-
etil, cipermetrina y novaluron.

Los valores de Coeficiente de Variacion (CV%) obtenidos en los ensayos de
calibracion en matriz en granos de maiz (Tablas 4.3, 4.4 y 4.5) para los principios activos
en estudio se encontraron por debajo del 20% acorde a lo establecido como criterio de
aceptacion (Documento SANCO N°10684/2009).
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Tabla 4.3. Concentracién nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV9%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo clorpirifés-etil en granos de maiz

Conc. nominal Respuesta D.E.dela CV%
(na/g) Promedio Respuesta
0,01 0,011 0,002 20
0,025 0,027 0,001 2,2
0,05 0,055 0,001 2,1
0,075 0,073 0,002 2,8
0,1 0,087 0,011 13
0,5 0,545 0,027 4,97
1 1,539 0,038 2,8

Tabla 4.4. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estdndar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo cipermetrina en granos de maiz

Conc. nominal Respuesta D.E. dela CV%
(na/g) Promedio Respuesta
0,01 0,12 0,01 8,3
0,025 0,14 0,01 10,2
0,05 0,23 0,03 13,9
0,075 0,29 0,02 7,7
0,1 0,37 0,06 16
0,5 1,21 0,07 5,6

1 2,56 0,18 6,9

Tabla 4.5. Concentracion nominal (Lg/g), respuesta promedio, desvio estdndar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo novalurén en granos de maiz

Conc. nominal Respuesta D.E.dela CV%
(na/g) Promedio Respuesta
0,01 0,006 0,001 16,7
0,025 0,014 0,002 14,3
0,05 0,023 0,003 13
0,075 0,036 0,002 55
0,1 0,047 0,002 4,6
0,5 0,158 0,007 4,2

1 0,313 0,012 3,8

El ensayo de recuperacidon fue realizado para evaluar la exactitud, precisién, estimar
la Incertidumbre y calcular los Limites de Deteccion (LD) y Limites de Cuantificacion
(LC) del método.

Para clorpirifés-etil en granos de maiz (Tabla 4.6) se obtuvieron recuperaciones
entre el 78,6% y 102,1% con una recuperacion promedio del 89,5%, para cipermetrina

(Tabla 4.7) se encontraron valores entre 75,4% y 105,9% Yy la recuperacion promedio fue
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del 84,1% vy para el principio activo novaluron (Tabla 4.8) los valores de recuperacion
estuvieron entre el 84,4% y 92,6% con una recuperacion promedio del 87,1%. Todos los
valores se encontraron dentro del rango establecido como criterio de aceptacion (70-120%),
por lo cual se acepta la exactitud de los resultados obtenidos. La Desviacion Estandar
Relativa porcentual (RSD%) fue en todos los casos menor al CV% calculado mediante la
férmula de Horwitz por lo que se acepta la precision de los resultados obtenidos (Herrmann
y Poulsen, 2009). Los resultados coinciden con lo reportado por trabajos similares en la
validacion de la técnica de QUECHhERS en cereales (Guan et al.,, 2009, Herrmann y
Poulsen, 2009; Mastovska et al., 2010).

Tabla 4.6. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada, desvio
estandar (D.E.), Desviacién Estandar relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%), Coeficiente de

Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para clorpirifés-etil en granos de maiz.

Conc
Nominal R% Media CV%

(ug/g) media calculada D.E. RSD % (Horwitz) U%
0,01 91 0,009 0,0015 22,2 32,4 20,0
0,025 93,4 0,022 0,005 22,7 28,2 26,1
0,05 78,6 0,039 0,004 10,2 26 20,5
0,075 934 0,070 0,009 12,8 23,8 25,7
0,1 88,4 0,088 0,008 9,1 22,9 18,2
0,5 102,1 0,510 0,042 8,2 17,7 16,5
1 80 0,800 0,001 0,1 16,6 0,3

Tabla 4.7. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada, desvio
estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%), Coeficiente de
Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para cipermetrina en granos de maiz.

Conc
Nominal R% Media CV%
(na/g) media calculada D.E. RSD % (Horwitz) U%
0,01 75,4 0,0075 0,001 133 334 26,7
0,025 76,9 0,019 0,001 5,3 29 10,5
0,05 79,7 0,040 0,004 10 26 20
0,075 105,9 0,075 0,017 22,7 23,6 10,1
0,1 90,5 0,084 0,017 20,2 23,1 15,6
0,5 78,4 0,392 0,044 11,2 18,4 22,5
1 81,9 0,819 0,082 1 16,5 20
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Tabla 4.8. Concentracién nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada, desvio
estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%), Coeficiente de
Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para novalurén en granos de maiz.

Conc
Nominal R% Media CV%

(na/9) media calculada D.E. RSD % (Horwitz) U%
0,01 85,8 0,009 0,001 11,1 32,4 22,2
0,025 86,9 0,022 0,003 13,6 28,4 27,3
0,05 87,6 0,044 0,004 91 26 18,2
0,075 88 0,066 0,006 91 24 18,2
0,1 84,5 0,084 0,007 8,3 23,1 16,7
0,5 84,4 0,422 0,029 6,9 18,3 13,7
1 92,6 0,926 0,042 4,5 16,2 9,1

Los valores de incertidumbre expandida (U%) se establecieron en funcion del
mayor valor de incertidumbre calculado para las concentraciones nominales en ensayo. Los
valores son aceptables por lo que el método puede ser utilizado para el analisis de residuos
de plaguicidas de los principios activos en estudio en matriz maiz (Tabla 4.9) (Documento
SANCO N°10684/2009; Resolucion SENASA 138/2002).

El valor de Limite de Deteccion (LD) se determiné en funcion de tres veces el
desvio estandar del menor nivel validado para precision y exactitud a través del ensayo de
recuperacion y el Limite de Cuantificacion (LC) se establecio en funcién de seis veces ese
valor de DE. En base a estos parametros se acepta una adecuada sensibilidad en la
deteccidn y cuantificacion de los analitos en estudio, encontrandose por debajo de los LMR
establecidos por SENASA para estos principios activos (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Incertidumbre expandida (U%), Limite de Cuantificacién (LC) y
Limite de Deteccion (LD) para los principios activos en granos de maiz y su
relacion con los LMR establecidos por SENASA.

Principio LC LD LMR

activo U% (uglg) (uglg) (ng/g)
Clorpirifos-etil 26,1 0,009 0,0045 0,05
Cipermetrina 26,7 0,006 0,003 01
Novalurén 27,3 0,006 0,003 0,5
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Resultados y Discusion

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de los ensayos experimentales
de aplicacion de insecticidas en el cultivo de maiz. No se detectaron residuos de ninguno de
los principios activos aplicados en las muestras tomadas de las parcelas testigos sin
aplicacion de plaguicidas, ni se detectdé contaminacion cruzada entre las muestras.

Los resultados obtenidos de los analisis muestran niveles no detectables de residuos
de los principios activos aplicados en el cultivo de maiz, para las tres campafias agricolas,
dos fechas de siembra y dosis aplicadas. Considerando que los Limites de Deteccion de la
técnica fueron para clorpirifés-etil de 0,0045 ug/g, para cipermetrina y novalurén de 0,003
Kg/g, en comparacion con los LMR establecidos por SENASA para clorpirifos-etil de 0,05
Kg/g, cipermetrina de 0,1 pg/g y para novaluron de 0,5 pg/g, los valores no detectados se
encuentran por debajo del LMR. Si analizamos el LMR para las legislaciones de EUA, UE
y Codex, también podria asegurarse que los niveles se encuentran por debajo del limite
permitido (Tabla 1.8).

Los periodos de carencia de estos principios activos en el cultivo de maiz se
establecen en 30 dias, en el caso de los ensayos de aplicacién de plaguicidas se cumplié ya
que transcurrieron mas de 30 dias entre la aplicacion y la cosecha (Tabla 4.1), por lo que es
de esperar que los niveles de residuos se encuentren por debajo del LMR. Si consideramos
que las aplicaciones en este cultivo se realizan en estados vegetativos alejados
temporalmente de la cosecha, que los 6rganos de cosecha no estan presentes al momento de
la aplicacion y que se ha cumplido con el periodo de carencia establecido, es de esperar

bajos o inexistentes niveles de residuos en las muestras a la cosecha.

Los niveles de residuos no detectados de clorpirifos-etil y cipermetrina, concuerdan
con trabajos en otras matrices vegetales, tales como berenjenas, chiles, tomates, coles,
judias verdes, chimbombo, ardndanos y cebollas, en los clales no se reportan residuos por
encima de los limites permitidos ( Martinez Vidal et al., 1998; Putnam et al., 2003; Zhang
et al., 2006; Igbal et al., 2007; Pierre y Betancourt, 2007; Samriti et al., 2011; Gupta et al.,
2011; Mukherjee et al., 2012; Jyot et al., 2013), por lo que la aplicacion no parece
representar ningun peligro para los consumidores, pero se recomiendan un periodo de

espera minimo de 1 dia para reducir el riesgo ante el consumo (Jyot et al., 2013). Respecto
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a otros vegetales, residuos de cipermetrina no se detectaron en zanahorias ni rabanos,
(Chapman y Harris, 1981; Ripley et al.,, 2001) o disminuyeron a concentraciones
aceptables dentro del periodo de carencia (Westcott y Reichle, 1978; Ripley et al., 2001;
Arora, 2009, Singh et al., 2009; Kulczycki et al., 2012), estudios en clorpirifds establecen
mediante evaluaciones de riesgo que los alimentos son adecuados para el consumo (Zhang
et al.,, 2012; Chen et al., 2012). Estudios de aplicacion foliar de clorpirifos-etil en el
cultivo de maiz reportan una vida media en el follaje de un dia y en el suelo de 4 dias para
este principio activo (Wauchope et al., 1991). En este estudio no se ha encontrado un
efecto de la dosis sobre el nivel de residuos de cipermetrina ya que aun en dosis altas los
residuos no fueron detectados al momento de la cosecha, lo cual difiere con otros autores
que estudiaron el efecto de la frecuencia, nimero y dosis de aplicacion sobre los residuos
de este principio activo (Zhang et al., 2006; Battu et al., 2009).

Respecto a los resultados obtenidos en el cultivo de soja, anteriormente
presentados, durante la campafia 2009/2010 se detectaron residuos de cipermetrina y en las
campafas 2009/2010 y 2011/2012 también se detectaron residuos de clorpirifos-etil. Este
comportamiento diferencial del mismo principio activo podria explicarse por un lado en la
presencia del érgano de consumo al momento de la aplicacion en el caso de la soja y en las
diferencias entre estas especies de cultivos y los métodos empleados, lo cual coincide con
lo reportado por otros autores (Fujita et al., 2012).

Estudios de aplicacion de novalurdn, arrojan resultados similares a los obtenidos en
el presente estudio. En diferentes matrices vegetales los niveles de residuos de este
principio activo se encontraron por debajo de los establecidos en las reglamentaciones
(Kyung-Won et al., 2011; Kyung-Won et al., 2013) y la vida media se calculd en 3 dias
aproximadamente con un importante efecto del aumento de peso de las plantas sobre el
nivel de residuos de plaguicida. En otros estudios se reportaron vidas medias inferiores
(chili y berenjenas) siendo de alrededor de 2 dias y los residuos se encontraron por debajo
del Limite de Deteccidn en las muestras a los 10 dias desde el tratamiento, por lo cual se

concluye que el novalurén no posee problemas de toxicidad residual (Das et al., 2007).
Respecto a estos principios activos como contaminantes ambientales, se han

encontrado en la bibliografia evidencias de la baja persistencia de clorpirifos y cipermetrina

en suelos y agua tras la aplicacién en cultivos. En suelos se han encontrando niveles de
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residuos de clorpirifés y cipermetrina por debajo de valores detectables el mismo dia de
aplicacion (Mukherjee et al., 2012; Bhattacharjee et al., 2012), tras 7 dias (Gupta et al.,
2011), 15 dias desde la aplicacion (Jyot et al., 2013) y a la cosecha (Battu et al., 2009;
Zhang et al., 2012), encontrando algunos autores periodos de hasta 2 meses de persistencia
dependiendo del contenido de materia orgénica del suelo y las diferencias de degradacion
entre los isbmeros de cipermetrina (Chapman y Harris, 1981), sin encontrar efecto sobre
poblaciones de peces (Shires y Bennett, 1985). En nuestro pais estudios en la zona de
cultivo de la soja y frutales han detectado residuos en algunas muestras de agua de estos
principios activos (Jergentz et al., 2005; Gil et al., 2005), principalmente clorpirifés con
alta frecuencia (Jergentz et al., 2005; Loewy et al., 2011). En base a multiples lineas de
evidencia, en otros estudios se concluye que no esta respaldada por la evidencia cientifica
la presuncion de que clorpirifés en los agroecosistemas de maiz dara lugar a la gran
mortalidad de la fauna terrestre (Solomon et al., 2001).

Respecto a novalurdn, estudios de su degradacion en suelos, arrojan resultados de
vida media de entre 11 y 60 dias dependiendo del tipo de suelo, las dosis de aplicacion y
los factores bidticos y abidticos, siendo especialmente importante en este principio activo
la degradacion microbiana en suelos aluviales (Das et al., 2008), sin embargo los niveles de

residuos no representan un riesgo importante a nivel ambiental.
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Conclusiones

- Los ensayos realizados, formas de aplicacién, protocolos de seguridad para el lavado de
materiales y manejo de las muestras como asi también los controles de calidad realizados

se consideran adecuados respecto de evitar la contaminacion cruzada.

- La técnica de QUEChERS fue validada para todos los analitos en estudio en la matriz de
granos de maiz. Para todos los analitos en granos de maiz se observa un efecto de la matriz
ya que la misma es compleja, por lo tanto las curvas de calibracion en matriz fueron
utilizadas para la cuantificacion de los niveles de residuos. Novaluron presentd un
comportamiento diferente al resto de los principios activos ya que mostré una mayor
respuesta en el solvente que en la matriz, lo cual se evidencidé con un desplazamiento hacia
arriba de la curva correspondiente. Los valores de coeficiente de variacion y coeficientes de
determinacion lineal (R?) para todas las curvas de calibracién se encontraron dentro de los
pardmetros de aceptacién por lo que son adecuadas para la cuantificacion de los residuos en
el rango lineal de concentraciones establecido para cada principio activo. Los valores de
Recuperacion porcentual (R%) se encontraron dentro del rango de aceptacién establecido
por lo que se acepta la exactitud de los resultados. Los valores de Desviacion estandar
Relativa porcentual (RSD%) fueron menores en todos los casos a los CV% calculados
mediante la ecuacion de Horwitz por lo cual se acepta la precision de los resultados
obtendidos. Los valores de Incertidumbre expandida (U%) y los Limites de Deteccion (LD)

y Cuantificacién (LC) fueron adecuados para el objetivo propuesto.

- En base a los resultados obtenidos en el presente estudio y lo anteriormente discutido, se
puede concluir que las aplicaciones de la mezcla comercial de los principios activos
clorpirifos-etil+cipermetrina y del principio activo novalurén en el cultivo de maiz para el
control de lepidopteros durante los estadios vegetativos del cultivo, respetando las buenas
practicas agricolas de aplicacion de los plaguicidas, no generan residuos en los granos

superiores a los LMR establecidos por la reglamentacion Argentina.
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Capitulo V

CURVAS DE DISIPACION DE RESIDUOS DE
INSECTICIDAS APLICADOS DURANTE EL
ALMACENAMIENTO DE GRANOS DE SOJA Y
MAIZ

Objetivo especifico

Caracterizar las curvas de disipacion de residuos de insecticidas aplicados durante
el almacenamiento de granos de soja y maiz segln las indicaciones de uso registradas para

Argentina.

Materiales y métodos

Los ensayos de aplicacion de insecticidas en almacenamiento de granos de soja y
maiz se realizaron durante el afio 2010. Si bien la aplicacion de insecticidas en granos
almacenados de soja no es una préactica habitual debido a la baja frecuencia con que se
detectan insectos en dicho producto, por lo cual no son una plaga principal como en el caso
de maiz, en el presente trabajo de tesis se considerd interesante evaluar el comportamiento
de los mismos principios activos, aplicados en iguales dosis y de la misma forma sobre dos
matrices de trabajo diferentes. Esto permitiria inferir algun efecto de la especie de grano
sobre los niveles de residuos, comparacion que no pudo realizarse en las aplicaciones de

insecticidas en los cultivos en el campo.

Para los ensayos se dispuso de un galpén con techo y paredes de chapa de zinc

debidamente acondicionado con estanterias de aluminio. Se utilizaron baldes plasticos
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negros de 20 litros de capacidad con sus respectivas tapas, simulando las condiciones de
almacenamiento en silos. Las tapas contaron con perforaciones adecuadas para permitir el
intercambio gaseoso. En cada uno de los baldes se colocaron 13 kilogramos de granos
pesados previamente en una balanza. Los granos de soja y maiz fueron provistos por el Ing.
Agr. Federico Piatti, responsable de la seccion soja, trigo y maiz de la EEA INTA Manfredi
y contaban con un porcentaje de humedad del 13% en el caso de soja y 14% en caso de
maiz. Dichos granos provenian de la cosecha de la campafia 2009/2010 y no habian
recibido ningun tratamiento con plaguicidas en poscosecha. Sin embargo, se tomaron
muestras testigo y analizaron confirmando la ausencia de residuos en los materiales a
utilizar. Los baldes fueron lavados con agua corriente y detergente neutro y luego
enjuagados con agua deionizada dejandolos secar en el galpon. Para realizar la aplicacion
se colocaron los 13 kg de granos correspondientes a cada repeticion del tratamiento sobre
una placa de polietileno de 100 micrones, obteniendo una profundidad de capa de grano de
1 cm para lograr homogeneidad en la aplicacion. Para la preparacion del caldo de
aplicacion se tomo con jeringa o pipeta plastica una alicuota del principio activo a aplicar,
en un recipiente limpio se colocd la cantidad de agua necesaria para realizar la solucién y
se mezcld hasta obtener un liquido homogéneo. Las aplicaciones fueron realizadas con
pulverizador manual tipo Gerber de 1,5 litros de capacidad. Una vez aplicado el plaguicida
se mezcld vigorosamente haciendo rodar los granos por la placa a fin de distribuir el
producto y luego se colocaron a los granos en el balde correspondiente debidamente
etiquetado y se tapo.

Los insecticidas aplicados fueron algunos de los utilizados en la Republica
Argentina para el control de insectos en los granos almacenados (CASAFE, 2009), en
todos los casos se utilizaron marcas comerciales disponibles en el mercado: clorpirifés-
metil + deltametrina (EC, 14,5% + 0,65%), pirimifés-metil (EC, 50%), deltametrina +
butéxido de piperonilo (EC, 2,5% + 20%), diclorvos (DDVP) (EC, 100%) y diclorvos +
deltametrina (EC, 90% + 0,3%). Las dosis aplicadas fueron las maximas recomendadas en
el marbete de cada producto siendo, para pirimifés-metil de 10 cc/tn de grano en 500 cc de
agua, para clorpirifés-metil+deltametrina de 20 cc/tn de grano en 400 cc de agua, para
deltametrina+butdxido de piperonilo de 20 cc/tn de grano en 400 cc de agua, para de
diclorvos 20 cc/tn de grano en 1000 cc de agua y para diclorvos+deltametrina de 20 cc/tn

de grano en 500 cc de agua. Las dosis de aplicacion también pueden expresarse en gramos
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de principio activo por tonelada (gr/tn). Estas dosis son las que aseguran el mayor periodo
de proteccion contra las plagas. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y se conto
con un testigo por triplicado sin aplicacion de plaguicidas.

El armado de los ensayos se realizd el dia 1° de septiembre de 2010 (dia 0). Ese
mismo dia se aplicaron los principios activos en las dosis descriptas en granos de soja y
maiz. Se taparon los tarros y colocaron en las estanterias debidamente etiquetados. Las
muestras se tomaron con calador apropiado tal como se describio en el Capitulo Il
(Metodologia General), a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion a fin de poder
cuantificar los residuos presentes y caracterizar las curvas de disipacion para cada uno de
los principios activos en estudio en ambas matrices (Tabla 5.1). Las muestras fueron
conservadas en freezer a -30°C para su posterior analisis.

Tabla 5.1. Resumen de los datos de principios activos aplicados, dosis tedrica, dep6sito tedrico de principio activo,

fecha de aplicacion, tiempo desde la aplicacion y fecha de muestreo de los ensayos experimentales de aplicacion de
insecticidas en almacenamiento de granos de soja y maiz.

Dosis Depdsito Fecha Tiempo
Principios tedrica tedrico del de desde la Fecha
Activos (cc/tno | principio activo | Aplicacién aplicacion de
gr/tn) (gr/tn) (dia cero) (dias) muestreo
2 03/09/2010
Clorpirifés-metil (14,5%) 2,9 30 01/10/2010
+ 20 01/09/2010 60 01/11/2010
Deltametrina (0,65%) 0,13 90 01/12/2010
120 05/01/2011
2 03/09/2010
30 01/10/2010
Pirimifos-metil (50%) 10 S 01/09/2010 60 01/11/2010
90 01/12/2010
120 05/01/2011
2 03/09/2010
Deltametrina (2,5%) 30 01/10/2010
+ 20 0,5 01/09/2010 60 01/11/2010
butoxido de piperonilo 90 01/12/2010
120 05/01/2011
2 03/09/2010
30 01/10/2010
Diclorvés 20 20 01/09/2010 60 01/11/2010
90 01/12/2010
120 05/01/2011
2 03/09/2010
Diclorvds (18%) 18 30 01/10/2010
+ 20 01/09/2010 60 01/11/2010
Deltametrina (0,3%) 0,06 90 01/12/2010
120 05/01/2011
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Resultados de validacion de la técnica

Para la validacion de la técnica de QUEChERS para los principios activos pirimifos-
metil, diclorvos, deltametrina y clorpirifés-metil en las matrices de granos de soja y maiz se
realizaron ensayos de calibracion en solvente, ensayos de calibracién en matriz y ensayos
de fortificacion. Los niveles elegidos para estos ensayos fueron de 0,01 pg/g, 0,05 ug/g, 0,1
Mg/g, 1 ng/g, 3 Mg/g Yy 9 pg/g. También se incluyd un nivel cero sin adicionado de
plaguicidas. Para evaluar la influencia de la matriz en la respuesta de los analitos se
realizaron curvas de calibracion en solvente (tolueno) y extracto de matriz de soja y maiz
organicos. Se comprob6 que todos los analitos analizados en matriz y solvente presentaron
efecto de la matriz tanto en granos de soja (Fig. 5.1, 5.2, 5.3, y 5.4) como de maiz (Fig. 5.5,
5.6, 5.7 y 5.8), este comportamiento es esperable ya que se trabajo con matrices complejas.
En el rango de concentraciones analizado, se evidencia un aumento de la respuesta de todos
los analitos disueltos en la matriz respecto al solvente, lo cual se evidencia en un
desplazamiento de la curva correspondiente. Considerando el efecto encontrado, las curvas
de calibracion en matriz fueron utilizadas para la cuantificacion de resultados tanto de los
ensayos de recuperacion como de las muestras de ensayos de aplicacion de plaguicidas en
almacenamiento, tal como lo recomienda la bibliografia en el tema (Hill y Reynolds, 1999;
Anastassiades et al., 2003; Codex alimentarius, 2005 CAC/GL 56/2005; AOAC, 2007,
Documento SANCO N°10684/2009).
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En las Tablas 5.2. y 5.3 pueden observarse los parametros que describen el
comportamiento lineal de los analitos en funcion de la respuesta y los rangos de

concentracion estudiados en las matrices de soja y maiz.

Tabla 5.2. Parametros que describen el comportamiento lineal de la concentracion de los analitos en
funcion de la respuesta cromatogréafica y los rangos de concentracion estudiados en la matriz soja
Ref: a=pendiente b=ordenada al origen (y= ax+b) R?= coeficiente de determinacion lineal

Principio Rango lineal
activo (Lg/g) a b R2
Diclorvos 0,01-9 0,23 0,01 0,98
Pirimifos-metil 0,01-9 1,24 -0,03 1
Deltametrina 0,05-9 0,24 -0,002 1
Clorpirifos-metil 0,01-9 0,89 -0,03 0,99

Tabla 5.3 Pardmetros que describen el comportamiento lineal de la concentracion de los analitos en
funcioén de la respuesta cromatogréfica y los rangos de concentracion estudiados en la matriz maiz

Ref: a=pendiente b=ordenada al origen (y= ax+b) R?= coeficiente de determinacion lineal

Principio Rango lineal
activo (Lg/g) a b R2
Diclorvos 0,01-9 0,37 -0,04 0,99
Pirimifos-metil 0,01-9 0,95 0,27 0,99
Deltametrina 0,1-9 0,13 -0,04 0,99
Clorpirif6s-metil 0,01-3 0,81 -0,06 0,98

Los coeficientes de determinacion lineal presentaron valores superiores a 0,98 por
lo que se comprobé la linealidad de todos los analitos en el rango de concentraciones
estudiado (Herrmann y Poulsen, 2009; Hjorth et al., 2010) y esto permite correlacionar
linealmente la concentracion y la respuesta obtenida (p<0.05) (Tablas 5.2 y 5.3).

Los rangos lineales establecidos para la matriz soja fueron de 0,01 pg/g a 9 pg/g
para diclorvés, pirimifos-metil y clorpirifés-metil. En el caso del principio activo
deltametrina no se logré validar para la menor concentracion estudiada por lo que el rango
lineal se establecion de 0,05 pg/g a 9 pg/g. Los rangos lineales en matriz maiz fueron de
0,01 pg/g a 9 pg/g para diclorvos y pirimifés-metil y de 0,01 pg/g a 3 pg/g para clorpirifos-
metil. El rango lineal de deltametrina fue de 0,1 pg/g a 9 ug/g ya que no se detectaron las
concentraciones nominales de 0,01 pg/g y 0,05 pg/g. Se presentaron por lo tanto
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dificultades analiticas para la deteccién de deltametrina en concentraciones bajas para

ambas matrices.

Los valores de Coeficiente de Variacion (CV%) obtenidos en los ensayos de
calibracién en matriz en granos de soja (Tablas 5.4, 5.5, 5.6 y 5.7) y maiz (Tablas 5.8, 5.9,
5.10 y 5.11) para los principios activos en estudio se encontraron en casi todos los casos
por debajo del 20% acorde a lo establecido como criterio de aceptacion (Documento
SANCO N°10684/2009). Este valor fue superado en el caso de pirimifos-metil y
deltametrina para la concentracién de 0,1 pg/g en la matriz soja (CV% 20,3%) y en el caso
de clorpirifos-metil para la concentracion de 0,01 pg/g en la matriz maiz (CV% =20,6%).

Tabla 5.4. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo diclorvds en granos de soja

Conc. nominal Respuesta D.E. dela CV%
(na/g) Promedio Respuesta

0,01 0,0024 0,0001 2,4

0,05 0,0091 0,0006 6,7

0,1 0,0222 0,0023 10,2

1 0,2675 0,0256 9,5

3 0,7554 0,0356 4,7

9 2,0924 0,2629 12,6

Tabla 5.5. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estdndar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo pirimifds-metil en granos de soja

Conc. nominal Respuesta D.E. dela CV%
(na/g) Promedio Respuesta

0,01 0,012 0,002 16,9
0,05 0,059 0,008 13,7

0,1 0,117 0,024 20,3

1 1,220 0,129 10,6

3 3,548 0,306 8,6

9 11,16 0,629 5,6

Tabla 5.6. Concentracién nominal (pg/g), respuesta promedia, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibraciéon en matriz del principio activo deltametrina en granos de soja.

Conc. nominal Respuesta D.E. dela CV%
(1g/g) Promedio Respuesta
0,05 0,028 0,005 15,9
0,1 0,030 0,006 20,3
1 0,244 0,019 7,6
3 0,688 0,026 3,8
9 2,207 0,053 2,4
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Tabla 5.7. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo clorpirifés-metil en granos de soja

Conc. Nominal Respuesta D.E.dela CV%
(ng/g) Promedio Respuesta

0,01 0,008 0,001 12,5

0,05 0,036 0,003 6,9

0,1 0,072 0,005 6,9

1 0,848 0,097 115

3 2,552 0,165 6,5

9 8,048 0,831 10,3

Tabla 5.8. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estdndar de la respuesta (D.E.) y
coeficiente de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo diclorvos en granos
de maiz

Conc. nominal Respuesta D.E.dela CV%
(1g/g) Promedio Respuesta
0,01 0,006 0,001 12,9
0,05 0,017 0 0
0,1 0,032 0,001 3,6
1 0,332 0,016 4,7
3 0,909 0,064 7
9 3,296 0,345 10,5

Tabla 5.9. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estdndar de la respuesta (D.E.) y coeficiente
de variacion (CV%) para la curva de calibracion en matriz del principio activo pirimifés-metil en granos de maiz

Conc. nominal Respuesta D.E. dela CV%
(na/g) Promedio Respuesta
0,01 0,008 0,001 3,1
0,05 0,059 0,006 10,9
0,1 0,144 0,004 2,6
1 1,609 0,168 10,5
3 3,597 0,296 8,2
9 8,620 0,256 3

Tabla 5.10. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estdndar de la respuesta (D.E.) y
coeficiente de variacion (CV%b) para la curva de calibracion en matriz del principio activo deltametrina en
granos de maiz.

Conc. nominal Respuesta D.E.dela CV%
(1g/g) Promedio Respuesta
0,1 0,018 0,004 20
1 0,111 0,005 4,9
3 0,307 0,029 9,4
9 1,194 0,080 6,7

131




Tabla 5.11. Concentracion nominal (ug/g), respuesta promedio, desvio estandar de la respuesta (D.E.) y
coeficiente de variacion (CV%o) para la curva de calibracion en matriz del principio activo clorpirifds-metil en

granos de maiz.

Conc. Nominal Respuesta D.E. dela CV%
(ug/g) Promedio Respuesta
0,01 0,006 0,001 20,6
0,05 0,044 0,006 12,6
0,1 0,083 0,008 9,1
1 1,082 0,097 9
3 2,412 0,067 2,8

Los ensayos de recuperacion fueron realizados en ambas matrices para evaluar la
exactitud, precision, estimar la Incertidumbre y establecer los Limites de Deteccion (LD) y
Limites de Cuantificacion (LC) del método.

En el caso de la matriz soja, los valores de recuperacion para pirimifos-metil se
encontraron entre el 87,3% y 105,5% con una recuperacion promedio de 95,6% (Tabla
5.12), para diclorvés entre el 82,3% y 102,8%, con recuperacion promedio del 92,9%
(Tabla 5.13), para deltametrina oscilaron entre el 79,7% y 108,5% con una recuperacion
promedio del 95,2% (Tabla 5.14) y para clorpirifés-metil entre el 83,3% y 105,4% con
recuperacion promedio del 95,6% (Tabla 5.15). Los porcentajes de recuperacion hallados
se encuentran dentro del rango de aceptacion establecido entre el 70% y 120%, por lo tanto
se acepta la exactitud de los resultados obtenidos. Se acepta la precision de los resultados
en soja ya que la Desviacion Estandar Relativa porcentual (RSD%) fue menor a los CV%

calculados mediante la férmula de Horwitz (Herrmann y Poulsen, 2009).

Tabla 5.12. Concentracién nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para diclorvos en

ranos de soja.

Conc
Nominal CV%

(1g/g) R% media Media calc. D.E. RSD % (Horwitz) U%
0,01 87,7 0,008 0,002 25 33,1 22,2
0,05 85 0,043 0,003 7 25,6 14
0,1 95,5 0,096 0,007 7,3 22,8 14,6

1 82,3 0,852 0,113 13,3 16,3 26,5
3 101,3 3,038 0,380 12,5 13,6 25
9 102,8 9,247 0,556 6 11,4 12

132



Tabla 5.13. Concentracién nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para pirimifés-metil
en granos de soja.

Conc
Nominal CV%

(no/9) R% media Media calc. D.E. RSD % (Horwitz) U%
0,01 94,2 0,010 0,001 10 32 20
0,05 92,8 0,047 0,008 17 25,3 34
0,1 87,3 0,087 0,009 10,3 23,1 20,7

1 974 0,974 0,099 10,2 16 20,3
3 105,5 3,165 0,265 8,4 13,5 16,8
9 96,4 8,582 1,075 12,5 11,6 25

Tabla 5.14. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%b),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida U%) para deltametrina en

ranos de soja.

Conc
Nominal CV%

(ug/9) R% media Media calc. D.E. RSD % (Horwitz) U%
0,05 90,9 0,045 0,007 15,6 25,3 31,1
0,1 79,7 0,080 0,005 6,3 23,4 12,5

1 92,3 0,923 0,071 7,7 16 154
3 108,5 3,256 0,098 3 13,4 6
9 104,5 9,407 0,726 7,7 115 154

Tabla 5.15. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacidon porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para clorpirifos-metil

en granos de soja

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD % CV% U%
(ng/g) media calculada (Horwitz)
0,01 83,3 0,008 0,001 12,5 33,1 25
0,05 94,2 0,047 0,003 6,4 25,3 12,8
0,1 95,6 0,096 0,011 11,5 22,8 22,9
1 89,8 0,898 0,051 5,7 16,2 11,4
3 105,4 3,163 0,209 6,6 13,5 13,2
9 105,3 9,481 0,783 8,3 11,4 16,5

En el caso de granos de maiz los valores de recuperacion para todos los principios
activos se encontraron dentro del rango de aceptacion de entre 70% y 120%, siendo para
pirimifos-metil entre el 70% y 97,3% con recuperacion promedio del 87,05% (Tabla 5.16),
para diclorvos se encontraron entre el 78% y 102,8% Yy la recuperacion promedio fue del
91,27% (Tabla 5.17), para deltametrina estuvieron entre el 93,9% y 103,7% con una
recuperacion promedio del 95,2% (Tabla 5.18) y para clorpirifés-metil tuvo valores entre el

78% y 99,9% siendo la recuperacion promedio del 87,22% (Tabla 5.19). Los resultados
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coinciden con lo reportado por trabajos similares en la validacion de la técnica de
QUEChERS en cereales (Guan et al., 2009; Herrmann y Poulsen, 2009; Mastovska et al.,
2010). Los valores de Desviacion Estandar Relativa porcentual (RSD%) fueron en todos
los casos menores a los a los CV% calculados mediante la formula de Horwitz por lo que
se acepta la precision de los resultados de acuerdo al criterio de los reportes de validacion
de la Union Europea (Herrmann y Poulsen, 2009).

Tabla 5.17. Concentracién nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,

desvio estandar (D.E.), Desviacién Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%b) para diclorvés en granos

de maiz.

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD CV% U%
(ng/g) media calculada % (Horwitz)
0,01 90 0,009 0,001 11,1 32 22,2
0,05 78 0,039 0,003 7,7 25,1 15,4
0,1 78 0,078 0,009 115 22,6 23,1
1 102,3 1,024 0,134 13,1 16 26,2
3 102,8 3,084 0,312 10,1 13,5 20,2
9 96,4 8,680 0,570 6,6 115 13,1

Tabla 5.16. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para pirimifés-metil en

ranos de maiz

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD CV% U%
(no/g) media calculada % (Horwitz)
0,01 90 0,008 0,002 25 33 22,2
0,05 70 0,035 0,001 2,9 26,3 5,7
0,1 80 0,080 0,010 12,5 23,3 25,0
1 97,3 0,973 0,074 7,6 16 15,2
3 89,4 2,681 0,332 12,4 13,7 24,8
9 95,7 8,609 0,197 2,3 11,7 4,6

Tabla 5.18. Concentracion nominal (ug/g), Recuperacion porcentual media (R% media), media calculada,
desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),
Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%) para deltametrina en

ranos de maiz.

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD % CV% U%
(ug/g) media calculada (Horwitz)
0,1 96 0,096 0,018 18,8 22,6 37,5
1 93,9 0,939 0,105 11,2 16,2 22,4
3 103,7 3,109 0,005 0,1 13,7 0,3
9 87,1 7,840 0,418 53 11,7 10,7
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Tabla 5.19. Concentracién nominal (ug/g), Recuperacién porcentual media (R% media), media calculada,

desvio estandar (D.E.), Desviacion Estandar Relativa porcentual (Relative Standar Deviation RSD%),

Coeficiente de Variacion de Horwitz (CV% Horwitz) e Incertidumbre expandida (U%o) para clorpirifés-metil en
ranos de maiz.

Conc
Nominal R% Media D.E. RSD CV% U%
(no/9) media calculada % (Horwitz)
0,01 90 0,009 0,001 11,1 32,4 22,2
0,05 78 0,039 0,004 10,3 26 20,5
0,1 85 0,085 0,017 20 23,1 31,8
1 99,9 0,999 0,137 13,7 16 27,4
3 83,2 2,496 0,294 11,8 13,9 23,6

Los valores de incertidumbre expandida (U%) se encontraron por debajo del 50%,
aceptado como valor maximo (Resolucion SENASA 138/2002; Documento SANCO
N°10684/2009) y se establecieron para el método en funcion del mayor valor de
incertidumbre calculado de las concentraciones nominales en ensayo. Los valores son
aceptables por lo que el método puede ser utilizado para el analisis de residuos de
plaguicidas de los principios activos en estudio en matriz soja (Tabla 5.20) y maiz (Tabla
5.21).

El valor de Limite de Deteccion (LD) se determind en funcién de tres veces el
desvio estandar del menor nivel validado para precision y exactitud a través del ensayo de
recuperacion y el Limite de Cuantificacion (LC) se establecio en funcion de seis veces este
DE. En base a estos pardmetros se acepta una adecuada sensibilidad en la deteccion y
cuantificacion de los analitos en estudio, encontrdndose por debajo de los LMR
establecidos por SENASA para estos principios activos (Tablas 5.20 y 5.21). Sin embrago,
analizando los valores de depo6sito tedrico (Tabla 5.1) podrian existir limitaciones en la
cuantificacion de deltametrina al 0,3% en granos de maiz ya que el deposito esperado de
0,06 gr/tn se encuentra por debajo del LD establecido en 0,108 pg/g.

Tabla 5.20. Incertidumbre expandida (U%), Limite de Cuantificacion (LC) y Limite
de Deteccion (LD) para los principios activos en granos de soja y su relacion con los
LMR establecidos por SENASA.

Principio LC LD LMR

activo U% (1g/g) (1g/g) (1g/g)
Pirimifos-metil 34 0,006 0,003 10
Diclorvos 26,5 0,012 0,006 5

Deltametrina 31,1 0,042 0,021 0,02
Clorpirifos-metil 22,9 0,006 0,003 5
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Tabla 5.21. Incertidumbre expandida (U%b), Limite de Cuantificacion (LC) y Limite
de Deteccion (LD) para los principios activos en granos de maiz y su relacién con los
LMR establecidos por SENASA.

Principio LC LD LMR

activo U% (ug/g) (ug/g) (Mg/9)
Pirimifos-metil 25 0,012 0,006 10
Diclorvos 26,2 0,006 0,003 5
Deltametrina 37,5 0,108 0,054 1
Clorpirifos-metil 31,8 0,006 0,003 5

Resultados y Discusion

Los niveles de residuos de los plaguicidas se expresan en ug/g (equivalente a mg/kg
o0 partes por millén). En todos los casos, el primer muestreo se realizé a los 2 dias desde la
aplicacion, considerando que este es el periodo de espera medio recomendado para los
plaguicidas aplicados en almacenamiento, excepto para aquellos que contienen diclorvas,
en los cuales el periodo de carencia es de 20 a 30 dias.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizé a través de un andlisis de la
varianza teniendo en cuenta que las mediciones estaban correlacionadas por lo que se
ajusté un modelo lineal mixto sujeto especifico con comparaciones mdultiples de LSD
Fisher con un nivel de significancia del 5%. Se analiz6 la influencia de los dias desde la
aplicacion, de las diferentes matrices (soja y maiz), las dosis y la interaccion dosis*tiempo
desde la aplicacién en los casos en que fue posible.

En todos los tratamientos realizados se analizaron la media y desvio estandar de los
niveles de residuos a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion, el porcentaje de
desaparicion de los residuos (% desap. Residuos), tomando como 100% de los residuos el
valor a los 2 dias desde la aplicacion (0% de desaparicion de los residuos) y la tasa de
disipacion diaria (TDD), calculada como la diferencia de los residuos obtenidos entre las

mediciones sucesivas dividido el total de dias transcurridos entre las mismas.
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Residuos de pirimifds-metil

Las caracteristicas del principio activo pirimifés-metil ha sido descriptas en la
introduccion del presenta trabajo de tesis. Segun su recomendacion de uso, no se establecen
periodos de carencia para dicho principio activo pero se recomienda dejar transcurrir de 20
a 30 horas entre la aplicacion y el consumo (Novo et al., 2011), aunque trabajos sefialan
que el amplio periodo de proteccion de este producto guarda relacion con la persistencia de
sus residuos (Lucini y Molinari, 2011).

Los niveles de residuos de pirimifés-metil en las muestras de granos de maiz y soja
presentaron una dinamica de disipacion en la cual a medida que transcurren los dias desde

la aplicacion los niveles de residuos disminuyen (Tabla 5.22).

Tabla 5.22. Media y desvio estandar (ug/g), porcentaje de desaparicion de los residuos (% desap. Residuos) y tasa de
disipacion diaria (TDD) de pirimifds-metil en granos de soja y maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacidn.
LMR SENASA= 10 pg/g. Ref: ND= no detectado (LD maiz= 0,006 pg/g y LD s0ja=0,003 pg/g), <LC menor al limite de
cuantificaciéon (LC maiz= 0,012 pg/g y LC soja= 0,006 pg/g).

Principio Tiempo Maiz Soja
Producto activo desde la Residuos Maiz Maiz Residuos Soja Soja
aplicado del aplicacion (na/g) % desap. TDD (ug/g) % desap. TDD
residuo (dias) Media+D.E. | Residuos | (ug.g*dia) | MediatD.E. | Residuos | (ug.g/dia)

Pirimifés Pirimifés 2 | 5,10+042a 0 0,056 517+1,73a 0 0,073
Pirimifés Pirimifés 30 | 3,54+0,43b 30,6 0,067 3,1240,80 b 39,7 0,072
Pirimifés Pirimifés 60 | 1,52+0,31c 70,2 0,0027 0,95+0,36 ¢ 81,6 0,009
Pirimifés Pirimifés 90 | 0,72+0,23d 85,9 0,0024 0,69+0,30 ¢ 86,7 0,023
Pirimifos Pirimifds 120 <LC 100 <LC 100

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05) en cada matriz entre tiempos desde la aplicacion

Los residuos encontrados a los dos dias de la aplicacion superan levemente al
depdsito tedrico inicial esperado de acuerdo al porcentaje de principio activo aplicado en la
dosis tanto en granos de maiz como de soja (Tabla 5.1). Sin embargo, los residuos de
pirimifos-metil detectados se encontraron por debajo del LMR aceptado por SENASA (10
1g/g), los EUA (8 pg/g) y Codex (7 ng/g) a partir de 2 dias desde la aplicacion, mientras
que superarian levemente a los establecidos para la UE (5 pg/g).

Analizando los resultados obtenidos en granos de maiz, se encontrd influencia
(p<0.05) de los dias desde la aplicacion sobre el nivel de residuos a los 2, 30, 60 y 90 dias
y los residuos se encontraron por debajo del Limite de Cuantificacion (LC=0,012 pg/g) a
los 120 dias (Tabla 5.22 y Fig. 5.9).
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Residuos p.a. (ug/g)
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Tiempo desde la aplicacion (dias)

Fig. 5.9. Curva de disipacion (Medias y DE) de residuos
de pirimifés-metil en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y
120 dias desde la aplicacion. LMR SENASA= 10 pg/g.

Los valores de Coeficiente de Variacion para las mediaciones a los 2, 30, 60 y 90
dias fueron del 8%, 12%, 21% y 32% respectivamente lo cual se considera adecuado para
este tipo de ensayos experimentales, ya que coincide con lo reportado por otros autores, 10s
cuales detectaron alta variabilidad en los resultados debido a la falta de uniformidad en la
aplicacion de plaguicidas ya que los volimenes de granos y las dosis utilizadas son muy
pequefias comparadas a condiciones reales de almacenamiento (Lucini y Molinari, 2011).
Los porcentajes de desaparicion de los residuos de pirimifés-metil fueron del 30,6% a los
30 dias, 70,2% a los 60 dias, 85,9% a los 90 dias y 100% a los 120 dias desde la aplicacion
(Fig. 5.10).
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Fig 5.10. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado
negro) de pirimifés-metil en granos de maiz a los 2,
30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacion
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Otros autores han encontrado tasas de disipacién menores de los residuos de
pirimifos-metil aplicado en almacenamiento (Holland et al., 1994; Kaushik et al., 2009).
En algunos casos se encontré un 50% del contenido inicial de residuos tras 6 meses de
almacenamiento en cereales como trigo, maiz y arroz (Singh y Chawla, 1980), en otros
casos se alcanzo valores del 87% después de 8 meses en granos de maiz (Yeboah et al.,
1992). En estudios similares se han detectado residuos entre un 35% y 54% de la
concentracion inicial después de 127 a 270 dias de almacenamiento en trigo (White et al.,
1997; Balinova et al., 2006; Fleurat-Lessard et al., 2007; Lucini y Molinari, 2011) llegando
a la conclusién en algunos trabajos que el almacenamiento no fue suficientemente eficaz
para reducir los residuos por debajo del LMR establecido (Uygun et al., 2008). Para otros
principios activos del grupo de los 6rganofosforados se han encontrado pérdidas del 64%
de los residuos en granos de maiz luego de 12 meses (Lalah y Wandiga, 2002). Estudios de
disipacion de pirimifos-metil en granos de maiz reportan la persistencia del insecticida en
los primeros 30 dias después de la aplicacion, con aproximadamente un 17% de reduccion
y la degradacién se acentu6 entre los 30 y 60 dias, presentando una reduccion de alrededor
del 56% de los residuos iniciales (Sgarbiero et al., 2003), es decir valores menores a los
encontrados en el presente estudio (70% de reduccién a los 60 dias). Se han estudiado
también las altas tasas de desaparicion de residuos por la aplicacion de practicas de
procesamiento de los alimentos (Holland et al., 1994; Fleurat-Lessard et al., 2007; Kaushik
et al., 2009). Sin embargo, debemos considerar que si estos alimentos estan destinados a
grupos de riesgo, para los cuales los LMR son menores que para la poblacion en general,
aun con las practicas de procesamiento quedan residuos en los granos excediendo el LMR
(Balinova et al., 2006).

Considerando que la cinética de disipacion consta de tres fases, la “fase de
desprendimiento” que se debe principalmente a causas mecanicas; la “fase de degradacion”
la cual se debe a causas fisicas y quimicas; y por ultimo la “fase de persistencia” que esta
determinada por el bloqueo del plaguicida en el vegetal (Coscolla, 1993), es posible
establecer a partir de la Tasa de Disipacion (TDD) calculada para pirimifés-metil en granos
de maiz (Fig. 5.11) las fases anteriormente descriptas. Durante el periodo de 2 a 30 dias y
de 30 a 60 dias se encontraron valores de TDD més altos, coincidiendo con la “fase de
degradacion” (0,056 pg.g/dia y 0,067 pg.g/dia respectivamente) y disminuyeron a

medida que transcurri6 el tiempo desde la aplicacion, siendo de 0,027 pg.g™'/dia entre los

139


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yeboah%20PO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1527361

60 y 90 dias y de 0,024 pg.g™/dfa entre los 90 y 120 dias, considerando estos como la “fase

de persistencia”.
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Fig 5.11. Tasa de Disipacion Diaria (cuadrado blanco) y
nivel de residuos (cuadrado negro) de pirimifos-metil en
granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
aplicacion

Los niveles de residuos de pirimifés-metil en granos de soja se encontraron por
debajo del LMR establecido por SENASA (10 pg/g) a partir de los 2 dias desde la
aplicacion (Tabla 5.22 y Fig. 5.12), con influencia del tiempo desde la aplicacion sobre los
niveles de residuos (p <0,05) siendo las medias diferentes entre los 2, 30 y 60-90 dias. Los
residuos a los 120 dias estuvieron por debajo del Limite de Cuantificacion de la técnica
(0,006 pg/g). Los coeficientes de variacion a los 2, 30, 60 y 90 dias fueron del 33%, 26%,
38% y 44%, siendo acordes a lo esperado para aplicaciones de plaguicidas en ensayos

experimentales.

Residuos p.a. (ug/g)
N
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Fig. 5.12. Curva de disipacion (Media y DE) de
residuos de pirimifés-metil en granos de soja a
los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion.
LMR SENASA= 10 ug/g.

140



Los porcentajes de desaparicion de los residuos fueron del 40% a los 30 dias,
81,6% a los 60 dias, 86,7% a los 90 dias y 100% a los 120 dias (Fig. 5.13) los cuales son
mayores a los reportados para otros principios activos del grupo de los 6rganofosforados,

con pérdidas del 47% de los residuos iniciales en soja tras 12 meses de almacenamiento

(Lalah y Wandiga, 2002).
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Fig 5.13. Porcentaje de desaparicion de residuos (cuadrado
blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro) de pirimifos-
metil en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
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Fig. 5.14. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco)
y nivel de residuos (cuadrado negro) de pirimifos-
metil en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias
tras la aplicacion.
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La TDD en el caso de soja fue mas alta en los periodos de 2 a 30 dias (0,073 pug.g"
'/dia) y 30 a 60 dias (0,072 pg.g™/dia) correspondiendo a la “fase de degradaciéon” de la
curva de disipacion y los valores fueron menores en el resto de los periodos analizados

considerando estos como la “fase de persistencia” (Fig. 5.14).

Comparando ambas matrices de trabajo, los niveles iniciales de residuos
presentaron valores similares. Para este principio activo no se detectd una influencia
significativa (p <0,05) de la matriz ni de la interaccion matriz*tiempo desde la aplicacién

en el nivel de residuos (Fig. 5.15).

Residuos p.a. (ug/g)
w

0 T T T T ok
2 30 60 90 120

Tiempo desde la aplicacion (dias)

Fig. 5.15. Curvas de disipacion (Media y DE) de los
residuos de pirimifés-metil en granos de soja
(cuadrado blanco) y maiz (cuadrado negro) a los 2,
30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion.

LMR SENASA= 10 ug/g.

Considerando la TDD inicial el periodo de carencia tedrico para alcanzar el LMR
establecido por la UE en 5 pg/g seria de 4 dias en granos de maiz y soja.

Existen estudios que destacan la influencia de las diferentes especies y cultivares
en la penetracion de pirimifés-metil, debido a caracteristicas de las estructuras vegetales
(Yague, 1989; Lucini y Molinari, 2011) aunque en el presente trabajo el comportamiento
fue similar para ambas matrices. En la bibliografia se citan disminuciones del nivel de
residuos para insecticidas organofosforados en granos del 50% al 86% tras 5 a 8 meses de
almacenamiento dependiendo del plaguicida, la formulacion aplicada, la temperatura y

humedad de almacenamiento, el contenido de humedad del grano y el tipo de granos
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(Holland et al., 1994); en los resultados del presente trabajo para ambas matrices los
niveles de residuos a los 4 meses (120 dias) ya se encuentran por debajo del Limite de
Cuantificacion establecido en la validacion de la técnica en 0,012 pg/g para maiz y 0,006
Mg/g para soja. Algunos autores desarrollaron un modelo ajustado de disipacién en maiz
bajo la influencia de la duracion de almacenamiento, en condiciones de diferentes
temperaturas considerando el tipo de grano para pirimifés-metil, siendo estos los
principales factores establecidos para la disipacién en dicho modelo en el cual a mayor
temperatura la pérdida de residuos es mayor (Morton et al., 2001).

En otros estudios en muestras de granos de maiz y alimentos obtenidas en mercado
los residuos de pirimifos-metil fueron los mas frecuentes, lo que puede deberse a la gran
cantidad de aplicaciones en poscosecha, y si bien, los niveles encontrados no excedian los
LMR, es importante considerar que pueden ser dafiinos para la salud humana por el “efecto
coctel” de varios plaguicidas acumulados en el cuerpo y sus efectos combinados de adicion
o0 sinergismo (Gonzélez Curbelo et al., 2012; Ogah y Coker, 2012). Célculos de ingesta de
plaguicidas a través de productos derivados del trigo en otros paises, concluyen que los
plaguicidas 6rganofosforados, entre ellos el pirimifés-metil, deben ser considerados debido
a su presencia en los productos de consumo, pero en todos los casos las ingestas calculadas
no superaron el 10% de la IDA (Harcz et al., 2007).

En la presente investigacion se ha realizado una simulacién del almacenamiento, sin
embargo, las caracteristicas reales del volumen de granos manejado, la forma de aplicacién
de los plaguicidas, la mezcla de granos dentro de las estructuras de almacenamiento, el
movimiento y aireacion, entre otras condiciones, pueden ocasionar que bajo practicas
reales los niveles de residuos, de todos los principios activos estudiados, sean menores a
los encontrados en este estudio, al igual que concluyen otros autores (Lucini y Molinari,
2011).

Residuos de diclorvos

El insecticida diclorvos posee un gran poder de volteo y un periodo de proteccion
de 15 dias sobre los granos almacenados. Su periodo de carencia se establece entre 20 y 30
dias desde la aplicacion siendo de 20 dias para la dosis menor de 10 cc/tn y 30 dias para 20

cc/tn, dosis utilizada en el presente estudio (Novo et al., 2011). Las dinamicas de

143



disipacion de los residuos son similares en las matrices de grano de maiz y soja, siendo

mayores los niveles iniciales de residuos en granos de maiz (Tabla 5.23).

Tabla 5.23. Media y desvio estandar (ug/g), porcentaje de desaparicion de residuos (% desap. Residuos) y tasa de
disipacion diaria (TDD) de diclorvés en granos de soja y maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion. LMR
SENASA= 5 pg/g. Ref: ND= no detectado (LD maiz= 0,003 pg/g y LD soja= 0,006 pg/g), <LC= menor al limite de cuantificacion (LC
maiz= 0,006 pg/g y LC soja= 0,012 ug/g).

Principio Tiempo Maiz Soja
Producto activo desde la Residuos Maiz Maiz Residuos Soja Soja
aplicado del aplicacién (na/g) % desap. TDD [(VeTls)] % desap. TDD
residuo (dias) Media+D.E. | Residuos (ug.g/dia) Media+D.E. Residuos (ug.g™*/dia)

Diclorvés | Diclorvds 2| 927+1,78a 0 0,225 6,76+2,14a 0 0,181
Diclorvés | Diclorvds 30 | 2,97+0,27b 68 0,086 1,68+0,65 b 751 0,042
Diclorvés | Diclorvds 60 | 0,38+0,15¢c 95,9 0,012 0,41+0,21 b 93,9 0,010
Diclorvés | Diclorvds 90 | 0,02+0,02 ¢ 99,8 0,001 0,10+0,07 b 98,5 0,003
Diclorvés | Diclorvés 120 <LC 100 <LC o ND 100

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) en cada matriz entre tiempos desde la aplicacion

Los niveles iniciales de residuos encontrados a los dos dias de la aplicacién son
menores al depoésito tedrico esperado de 20 gr/tn, lo cual podria relacionarse a la alta
volatilidad de este principio activo.

Los residuos de diclorvos en granos de maiz superaron el LMR establecido por
SENASA y Codex (5 pg/g) a los 2 dias desde la aplicacion, encontrandose diferencias
significativas (p <0,05) en los niveles de residuos a los 2, 30, 60 y 90 dias. Los valores
disminuyen por debajo de este LMR a los 30 dias desde la aplicacion con lo cuél estos
granos cumplirian con la reglamentacién una vez transcurrido el periodo de carencia de 30
dias (Fig. 5.16). Sin embargo si comparamos estos valores con el LMR establecido para la
UE en 0,01 pg/g, considerando la TDD, luego de 100 dias de almacenamiento en el caso de
maiz y 120 dias en el caso de soja se alcanzaria un valor adecuado, lo cual es importante
cuando los granos se destinan a la exportacion hacia dicho mercado. Los valores de
residuos encontrados a los 120 dias se encontraron por debajo del Limite de Cuantificacion
del método (0,006 pg/g). Los coeficientes de variacion a los 2, 30, 60 y 90 dias fueron del
19,2%, 9%, 39,8% Yy 65% acorde a los esperado por el tipo de ensayos realizados.
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Fig. 5.16. Curva de disipacion (Media y DE) de residuos
de diclorvos en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120
dias desde la aplicacion y su relacion con los LMR.

LMR SENASA= 5 pg/g.

En estudios anteriores se han reportado niveles de residuos de diclorvds en
muestras de ensayos experimentales en maiz, por debajo del LMR a los 60 y 90 dias desde
la aplicacion, estableciéndose la influencia de los dias de almacenamiento sobre el nivel de
residuos (Strada et al., 2012). En estudios en trigo se reportan resultados similares con
niveles de residuos aceptables en condiciones de almacenamiento a 25°C y 12% de
humedad de los granos (Elms et al., 1972) y residuos menores a 5 ppm a los 7 dias y
niveles no detectables tras 30 dias de almacenamiento (Cogburn y Simonaitis, 1975;), sin
embargo estos estudios son antiguos y no deberian utilizarse como una referencia actual
debido al gran avance en materia analitica en la determinacion de residuos de plaguicidas y
la mayor exigencia en los estdndares de inocuidad alrededor del mundo.

Los porcentajes de desaparicion de residuos fueron del 68% a los 30 dias, 95,9% a
los 60 dias, 99,8% a los 90 dias y 100% a los 120 dias desde la aplicacion (Fig. 5.17), lo
cual concuerda con otros estudios que revelan una disminucion de los residuos de diclorvés
del 96% entre los 60 dias y 90 dias (Strada et al., 2012).
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Fig. 5.17. Porcentaje de desaparicion de
residuos (cuadrado blanco) y nivel de residuos
(cuadrado negro) de diclorvos en granos de
maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
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La TDD de los residuos fue mayor entre los 2 y 30 dias siendo de 0,225 ug.g™/dia

(“fase de degradacion”) y disminuyé a medida que transcurrio el tiempo desde la
aplicacion, siendo de 0,086 pg.g™/dia entre los 30 y 60 dias, de 0,012 ug.g™/dia entre los
60 y 90 dias y de 0,01 pg.g™/dia entre los 90 y 120 dias (“fase de persistencia”) (Fig. 5.18).
La vida media reportada para diclorvés en trigo es de 2 semanas en condiciones de

almacenamiento con una temperatura de 30°C y 50% de humedad relativa (Desmarchelier

citado por Holland, 1994). En este estudio, utilizando la TDD méxima la vida media

calculada fue de 20 dias.
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Fig. 5.18. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y
nivel de residuos (cuadrado negro) de diclorvés en granos
de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacion.
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Si bien en el presente estudio los niveles de residuos fueron aceptables una vez
transcurrido el periodo de carencia, en estudios de monitoreo en otros paises, se han
detectado residuos de diclorvos en un 37 % de las muestras de maiz comercial y el 4% de
estas excedian el LMR establecido (de 2 mg/kg para el estudio en cuestion), por lo cual
informan los autores, estos alimentos estarian adulterados ya que contienen cantidades
ilegales de residuos, lo cual puede ser debido a un abuso en la aplicacion de estos
insecticidas pudiendo producir problemas de comercio internacional considerando el

estandar de cada pais (Ogah y Coker, 2012).

En el caso de granos de soja los residuos de diclorvos se encontraron por debajo del
LMR establecido por SENASA y Codex (5 ug/g) a partir de los 30 dias desde la aplicacion,
con lo cual estos granos estarian en condiciones de ser consumidos una vez transcurrido el
periodo de carencia establecido en 30 dias para la dosis aplicada, sin embargo en granos
destinados a la exportacion es importante verificar el LMR del pais de destino, tal como se
discutio anteriormente. Los valores encontrados fueron significativamente diferentes solo a
los 2 dias desde la aplicacion en relacion a los 30, 60 y 90 dias (p <0,05). A los 120 dias los
residuos se encontraron por debajo del Limite de Cuantificacién del método (0,012 pg/g) o
no fueron detectados (Fig. 5.19). Los coeficientes de variacion a los 2, 30, 60 y 90 dias
fueron del 31,7%, 38,5%, 50,5% y 73% respectivamente acorde a lo esperado por el tipo de

ensayos realizados.
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Fig. 5.19. Curva de disipacion (Media y DE) de residuos
de diclorvés en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120
dias desde la aplicacion y su relacion con los LMR.

LMR SENASA=5 ug/g
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El 75,1% de los residuos de diclorvos en granos de soja habian desaparecido a los
30 dias desde el almacenamiento, el 93,9% a los 60 dias, el 98,5% a los 90 dias y el 100% a

los 120 dias, por lo que los residuos finales son similares en ambas matrices (Fig. 5.20).
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Fig. 5.20. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro)
de diclorvos en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120
dias tras la aplicacién

La TDD en granos de soja fue menor a la encontrada en maiz siendo de 0,181 pg.g°
'/dia en el periodo de 2 a 30 dias correspondiendo a la “fase de degradaciéon”, de 0,042
Hg.g*/dia entre los 30 y 60 dias, 0,010 pg.g*/dia entre los 60 y 90 dias y 0,003 pg.g™/dia
entre los 90 y 120 dias pudiendo establecerse la “fase de persistencia” (Fig. 5.21). La
disipacion de diclorvés en granos de soja fue més lenta que en granos de maiz. Autores han
explicado este fenGmeno con otros principios activos basandose en una mayor retencion de
residuos en granos de soja debido al contenido lipidico del grano lo que ocasiona una
retencion bioguimica del plaguicida (Lalah y Wandiga, 2002). Estudios de los residuos de
diclorvés en granos de soja en dosis de 12 mg/kg y 24 mg/kg, establecen que analizando
los residuos en la superficie, los mismos disminuyen entre un 15% al 21% durante el
periodo de almacenamiento, mientras que en la parte interna del grano, el deposito inicial
corresponde entre el 36% y 62% de la dosis aplicada y a medida que transcurre el tiempo
desde la aplicacion los residuos internos fueron del 9% al 11% vy principalmente

corresponden a sus metabolitos. Por lo tanto se concluye que el diclorvos es rapidamente
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metabolizado en esta matriz y los fendmenos de volatilizacion son importantes (Zayed et
al., 2007; JMPR, 2012). Comparando estos datos con los resultados obtenidos en el
presente estudio, para alcanzar un 10% del nivel de residuos iniciales se requeririan

aproximadamente 54 dias, un periodo mucho menor al reportado por los anteriores autores.
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Fig. 5.21. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y
nivel de residuos (cuadrado negro) de diclorvés en
granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
aplicacion

La caracteristica de alta volatilidad de este principio activo (7x10? mmHg a 40°C)
(Zayed et al., 2007) es la que otorga a este plaguicida un alto poder de volteo y una rapida
disipacion. Miyahara y Saito (1994), en un estudio de simulacion de la produccion de
derivados de soja, establecieron que los residuos de diclorvos eran facilmente eliminados,
encontrandose niveles bajos en los productos terminados tales como leche de soja y tofu.
Estudios en otras matrices frescas reflejan disminuciones de hasta el 70% de los residuos
en seis dias alun en condiciones de almacenamiento a 4°C (Kaushik et al, 2009) y
disminuciones del mas del 95% del residuo inicial a los 30 dias dependiendo de la
temperatura de almacenamiento (El-Behissy et al., 2001). Se ha reportado ademas que los
residuos de diclorvos son eliminados completamente por el proceso de deodorizacion

utilizado en la elaboracion del aceite refinado debido a un fenémeno de desaparicién

térmica (Miyahara y Saito, 1993).

149



Comparando ambas matrices en estudio (Fig. 5.22), se encontraron mayores niveles
de residuos inicialmente en maiz respecto a soja y se comprobd influencia (p <0,05) de la

matriz, el tiempo desde la aplicacion y la interaccién matriz*tiempo desde la aplicacion.
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Fig. 5.22. Curvas de disipacion (Media y DE) de los
residuos de diclorvos en granos de maiz (cuadrado
negro) y soja (cuadrado blanco) a los 2, 30, 60, 90 y
120 dias desde la aplicacion y su relacion con el
LMR. LMR SENASA= 5 pg/g.

El “periodo de carencia tedrico o intervalo de seguridad” en este estudio
experimental para granos de maiz, considerando la TDD calculada entre los 2 y 30 dias
(0,225 pg.g*/dia), seria de 19 dfas desde la aplicacion para llegar al LMR de 5 pg/g y en el
caso de soja (TDD=0,181 pg.g™*/dia) alrededor de 8 dias, coincidiendo con lo establecido
como periodo de carencia (20 a 30 dias) de acuerdo a lo establecido en las Buenas Précticas
agricolas de aplicacién y los LMR para Argentina, sin embargo segun se discutio
anteriormente es necesario considerar los estandares de inocuidad requeridos por otros
paises si dichas partidas de granos se destinaran a la exportaciéon. Referencias al uso de
diclorvos se encuentran en la bibliografia desde hace méas de 30 afios, y si bien dichos
estudios recomienda el uso de diclorvés en trigo en molinos harineros y almacenes
portuarios debido a la rapida degradacion de sus residuos (Cogburn y Simonaitis, 1975;
Wirthgen y Raffke, 1979), los requisitos actuales en los mercados internacionales obligan a
reanalizar este tipo de estudios en granos detinados a la exportacion. En otros estudios de
calculo de ingesta si bien los residuos de diclorvos estuvieron presentes en trigo, los niveles
no superaron el 10% de la IDA (Harcz et al., 2007).
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Residuos de deltametrina

La deltametrina es un insecticida de contacto derivado del grupo quimico de los
piretroides y es el mas potente de los insecticidas estudiados. Su periodo de proteccién es
de hasta 12 meses para la dosis de 20 cc/tn de granos. Este producto no posee periodo de
carencia pero se recomienda dejar transcurrir de 20 a 30 horas antes del consumo (Novo et
al., 2011). En el caso tanto de granos de maiz como de soja se observo un comportamiento
similar de los residuos (Tabla 5.24). Los residuos totales de deltametrina corresponden a la
suma de sus isomeros.

Tabla 5.24. Media y desvio estandar, porcentaje de desaparicion de los residuos (% desap. Residuos) y tasa de

disipacion diaria (TDD) de deltametrina en granos de soja y maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion.
LMR SENASA= 1 ug/g, LMR SENASA soja= 0,02 pg/g, Ref: ND= no detectado (LD maiz= 0,054 pg/g y LD soja= 0,021 pg/g),

<L.C= menor al limite de cuantificacion (LC maiz= 0,108 pg/g y LC soja= 0,042 pg/g).
Principio Tiempo Maiz Soja
Producto activo desde la Residuos Maiz Maiz Residuos Soja Soja
aplicado del aplicacion (ug/9) % desap. TDD (Hg/9) % desap. TDD
residuo (dias) Media+D.E. | Residuos | (ug.g¥/dia) | MediatD.E. | Residuos | (ug.g*/dia)

Deltametrina | Deltam 2 8,50+1,80 0 0,242 5,00+0,67 0 0,065
Deltametrina | Deltam 30 1,73+0,80 79,6 0,028 3,18+1,24 36,4 0,074
Deltametrina | Deltam 60 0,89+0,51 89,5 0,027 0,96+0,42 80,8 0,027
Deltametrina | Deltam 90 0,07+0,04 99,2 0,002 0,16+0,06 96,8 0,005
Deltametrina | Deltam 120 <LC 100 <LC o ND 100

Analizando los resultados obtenidos para el principio activo deltametrina con
respecto al nivel de depdsito inicial esperado establecido en 0,5 gr/tn equivalente a ug/g
(Tabla 5.1), puede observarse que los valores detectados a las 48 horas luego de la
apicacion exceden en 17 veces el nivel esperado en el caso de maiz y en 10 veces en el
caso de soja. Como posible causa de estos resultados fuera de rango, se infiere que pudo
haber existido alguna limitante en la validacion de la técnica, como se discutid
anteriormente, por lo que estos resultados, si bien no fueron eliminados del trabajo de tesis,
no pueden ser utilizados para realizar recomendaciones respecto a la utilizacion del
principio activo deltametrina en granos almacenados.

Considerando el depdsito inicial teorico de 0,5 pg/g atn inmediatamente después de
la aplicacién nos encontrariamos con niveles de residuos por debajo del LMR establecido
para granos almacenados en general por SENASA vy los EUA en 1 ug/g y los requeridos
por la UE y el Codex de 2 pg/g. Sin embargo, los limites establecidos para este principio

activo en granos de soja son mucho menores y aunque no se refieren especificamente a los
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tratamientos en poscosecha, los residuos se analizan en un producto generalmente sin
conocer el tratamiento previo. Por lo tanto aun en aplicaciones en dosis recomendadas con
un depdsito tedrico de 0,5 pg/g se superarian los LMR establecidos para soja en las
legislaciones de Argentina (0,02 ug/g), los EUA (0,1 pg/g) y la UE (0,05 pg/g), estando los
niveles solo acordes a la legislacion del Codex (1 pg/g). Por esto no deberia recomendarse
la aplicacion de este principio activo en almacenamiento de granos de soja debido a los

estrictos limites respecto a este contaminante.

Como se dijo anteriormente, si bien no es posible concluir sobre los valores de
residuos obtenidos, se presentan las tendencias en la disipacion de este principio activo y su
comportamiento en ambas matrices.

En la Fig. 5.23 puede verse la dindmica de disipacion de deltametrina en granos de
maiz. Los coeficientes de variacion a los 2, 30, 60 y 90 dias fueron del 21,2%, 45,9%, 57%
y 51,5% respectivamente acorde a lo esperado en ensayos experimentales de aplicacion de

plaguicidas.
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Fig. 5.23. Curva de disipacion (Media y DE) de los residuos de
deltametrina en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias
desde la aplicacion y su relacién con los LMR.

LMR SENASA granos en general =1 pg/g.

Los porcentajes de desaparicion de residuos fueron del 79,6% a los 30 dias, 89,5%
a los 60 dias, 99,2% a los 90 dias y 100% a los 120 dias.
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Fig. 5.24. Porcentaje de desaparicion de residuos (cuadrado
blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro) de deltametrina
en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
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La TDD de los residuos, considerando la misma solo como valores experimentales

debido a lo discutido anteriormente, fue mayor en la primera etapa desde la aplicacion

siendo de 0,242 pg.g*/dia entre los 2 y 30 dias correspondiendo a la “fase de degradacion”

y disminuy6 a medida que transcurrio el tiempo desde la aplicacion, siendo de 0,02 ug.g”

'/dia o menor durante los demés periodos en la “fase de persistencia”, siguiendo un

comportamiento similar a lo observado para los niveles de residuos (Fig. 5.24, Fig. 5.25).
La vida media para deltametrina estudiada por Desmarchelier (citado por Holland et

al., 1994) es de mas de 50 semanas para trigo almacenado en condiciones de temperatura

de 30°C y humedad relativa del 50%.
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Fig. 5.25. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y nivel
de residuos (cuadrado negro) de deltametrina en granos de
maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacién
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La tendencia en la disipacion de residuos de deltametrina en granos de soja se
presenta en la Fig. 5.26. Los coeficientes de variacion calculados para los 2, 30, 60 y 90
dias fueron de 13%, 39%, 43,8% y 38% respectivamente, siendo acordes a lo esperable por

el tipo de ensayos realizados.
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Fig. 5.26. Curva de disipacion (Media y DE) de los residuos

de deltametrina en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120
dias desde la aplicacion y su relacion con los LMR.

LMR SENASA granos en general=1 pg/g. LMR SENASA soja= 0,02 ug/g

Los porcentajes de desaparicion de los residuos fueron a los 30 dias del 36,4%, a
los 60 dias del 80,8%, a los 90 dias del 96,8% y a los 120 dias del 100% (Fig. 5.27).
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Fig. 5.27. Porcentaje de desaparicion de residuos (cuadrado
blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro) de deltametrina
en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
aplicacion
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La TDD, considerada solo a los efectos del presente trabajo, en el caso de granos de
soja fue de 0,065 pg.g*/dia entre los 2 y 30 dias desde la aplicacion, entre los 30 y 60 dias
fue de 0,074 pg.g'l/dia, pudiendo corresponder estos periodos a la “fase de degradacion”
mientras que entre los 60 y 90 dias y los 90 a 120 dias las TDD fueron de 0,027 pg.g™/dia
y 0,005 ug.g/dia, correspondiendo a la “fase de persistencia” de los residuos (Fig. 5.28).
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Fig. 5.28. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y nivel de
residuos (cuadrado negro) de deltametrina en granos de soja a
los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacion
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Fig. 5.29. Curvas de disipacion (Media y DE) de los
residuos de deltametrina en granos de soja (cuadrado
blanco) y maiz (cuadrado negro) a los 2, 30, 60, 90 y 120

dias desde la aplicacion y su relacién con los LMR.

LMR SENASA granos en general=1 pug/g. LMR SENASA soja= 0,02 ug/g
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Los residuos en granos de soja, considerando la limitante anteriormente expuesta,
fueron mas persistentes que en granos de maiz lo cual puede explicarse en términos del
mayor contenido lipidico de los granos ocasionando un fenénemo de retencion bioquimica
de plaguicida, tal como reportan otros autores (Lalah y Wandiga, 2002).

Si bien no es posible discutir respecto a los niveles de residuos encontrados, se
presenta una breve revision bibliografica de estudios realizados con este principio activo.
Los insecticidas piretroides sintéticos son descriptos en la bibliografia como “muy
estables” en condiciones de silo por sus caracteristicas quimicas (no volatiles, con altos
valores de Kow y estables frente a los procesos hidroliticos principalmente en condiciones
de oscuridad) (Holland et al., 1994; Amvrazi, 2011), lo cual concuerda con datos
reportados por otros autores de la alta persistencia de residuos de deltametrina en granos de
trigo y maiz almacenados tras 90 dias (Pimentel Trevizan y Casadei de Baptista, 2000;
Pimentel Trevizan y Casadei de Baptista, 2001), tendiendo a concentrarse en el salvado,
aunque los residuos se encontraron por debajo de la tolerancia establecida por la ley
brasilera. Estudios de aplicacion de piretrinas en trigo almacenado mostraron niveles de
residuos sin cambios durante 22 dias con una disipacion completa en 8 meses de
almacenamiento y vida media de los residuos entre 40 y 70 dias dependiendo la dosis
aplicada (Caboni et al., 2007, Kaushik et al., 2009). En granos de trigo tratados con
deltametrina en dosis similares a las del presente estudio y condiciones de almacenamiento
de 20°C y 70% de humedad, los residuos fueron persistentes de 180 y hasta 270 dias desde
la aplicacion, llegando a la conclusién de que no hay una degradacion medible de los
residuos en granos de trigo almacenados (Balinova et al., 2007), no logrando en otros
trabajos establecer modelos disipacion debido a la persistencia de los residuos (Morton,
2001). Otros autores no han encontrado residuos de este principio activo en granos
almacenados (Westcott y Reichle, 1987; Aldana Madrid et al., 2008).

Residuos de clorpirifés-metil y deltametrina

Las formulaciones combinadas de fosforados y piretroides se utilizan para
aprovechar las caracteristicas de un alto poder de volteo inicial del piretroide con el mayor
poder residual del fosforado (Novo et al., 2011).

156



Los residuos de clorpirifés-metil y deltametrina en ambas matrices en estudio
mostraron una dindmica de disipacion similar encontrando menores niveles de residuos de
principio activo a medida que avanza el tiempo desde la aplicacion (Tabla 5.25). Los

residuos totales de deltametrina corresponden a la suma de sus isOmeros.

Tabla 5.25. Media y desvio estandar, porcentaje de desaparicion de los residuos (% desap. Residuos) y tasa de
disipacion diaria (TDD) de clorpirifés metil y deltametrina encontrados en granos de soja y maiz a los 2, 30, 60, 90
y 120 dias desde la aplicacion. LMR SENASA clorpirifés metil=5 pg/g, LMR SENASA deltametrina granos en general= 1
pg/g. LMR SENASA deltametrina soja= 0,02 pg/g Ref: ND= no detectado (Clorpirifés metil: LD maiz= 0,003 pg/g y LD soja=
0,003 pg/g; Deltametrina: LD maiz= 0,054 pg/g y LD soja= 0,021 pg/g), <L.C= menor al limite de cuantificacién (Clorpirifés-metil
LC maiz= 0,006 pg/g y LC soja= 0,006 pg/g; Deltametrina LC maiz= 0,108 ug/g y LC soja= 0,042 ug/g).

Principio Tiempo Maiz Soja Soja
Producto activo desde la Residuos Maiz Maiz Residuos Soja TDD
aplicado del aplicacion (na/g) % desap. TDD (ug/g) % desap. (ng.g
residuo (dias) Media+D.E. Residuos (ug.g™/dia) Media+D.E. Residuos */dia)
Clorp+delt Clorp 2 1,98+0,54 a 0 0,025 7,14+1,06 a 0 0,172
Clorp+delt Clorp 30 | 1,29+0,58 ab 34,8 0,021 2,32+0,57 b 67,5 0,034
Clorp+delt Clorp 60 | 0,67+0,43 bc 66,2 0,019 1,29+0,25 ¢ 81,9 0,031
Clorp+delt Clorp 90 | 0,10+0,05¢c 94,9 0,003 0,36+0,15d 95,0 0,012
Clorp+delt Clorp 120 <LC 100 <LC 100
Clorp+delt Delt 2 4,56+2,22 0 0,097 2,93+0,20 0 0,034
Clorp+delt Delt 30 1,84+0,70 59,6 0,058 1,97+0,59 328 0,046
Clorp+delt Delt 60 0,10+0,05 97,8 0,003 0,58+0,35 80,2 0,013
Clorp+delt Delt 90 ND 100 0,18+0,10 93,9 0,006
Clorp+delt Delt 120 ND 100 <LC o ND 100

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p>0,05) en cada matriz entre tiempos desde la aplicacion

Los niveles de residuos de clorpirifés-metil en las determinaciones a los 2 dias
desde la aplicacién (1,98 pg/g) se encuentran en el caso de maiz dentro de los valores de
depésito tedrico esperado de 2,9 pg/g, mientras que en el caso de soja es superado
ampliamente. Una posible causa podria inferirse en los bajos volumenes de plaguicidas y
de granos utilizados en los ensayos los cuales pueden haber dificultado la distribucién
homogénea del plaguicida, tales limitantes fueron reportadas por otros autores en sus
trabajos de investigacién (Lucini y Molinari, 2011).

Los residuos de clorpirifés-metil en granos de maiz se encontraron por debajo del
LMR establecido por SENASA en 5 ug/g a los 2 dias desde la aplicacion. También se
encuentran por debajo de los limites para los EUA de 6 pg/g, la UE de 3 pg/g y Codex de
10 pg/g. Los niveles de residuos fueron diferentes (p<0,05) para las determinaciones a los
2 y 90 dias desde la aplicacion pero no en el resto de las mediciones. Se encontraron
niveles de residuos por debajo del Limite de Cuantificacion (0,006 ug/g) a los 120 dias
desde la aplicacion (Tabla 5.25 y Fig. 5.30).
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Los coeficientes de variacion de los residuos para los 2, 30, 60 y 90 dias fueron de
27%, 45%, 64% y 52%, debido a la variabilidad de aplicacion de los plaguicidas en

ensayos experimentales.

Residuos p.a. (ug/g)
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Fig. 5.30. Curva de disipacion (Media y DE) de los residuos de
clorpirifés metil (cuadrado negro) y deltametrina (cuadrado blanco)
en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion y
su relacién con los LMR.

Ref: Linea delgada LMR deltametrina=1 pg/g, linea ancha LMR clorpirifés-
metil=5 pg/g.

Se observo un porcentaje de desaparicion de los residuos de clorpirifos-metil del
34,8% a los 30 dias desde la aplicacion, 66,2% a los 60 dias, 94,9% a los 90 dias y 100% a
los 120 dias desde la aplicacion (Fig. 5.31), lo cual coincide con lo reportado para
insecticidas  organofosforados con disminuciones de entre el 50% y 86%
enalmacenamientos de 5 a 8 meses dependiendo del plaguicida, la formulacién aplicada, la
temperatura y humedad de almacenamiento (Amvrazi, 2011). En estudios anteriores
(Strada et al., 2012a) se encontraron resultados similares para esta formulacién aplicada en
granos de maiz detectando influencia del periodo de almacenamiento sobre el nivel de
residuos y porcentajes de disminucion del 30% entre los 60 y 90 dias de almacenamiento.
Tras mayores periodos de almacenamiento (270 dias) otros autores han encontrado una
disminucion de los residuos de clorpirifos-metil en trigo del 60 %, siendo adecuados a los
LMR para la poblacién en general, aunque no para los LMR establecidos para grupos de

riesgo (Balinova et al., 2006).
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Fig. 5.31. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro) de
clorpirifés-metil en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90y 120
dias tras la aplicacion

La TDD fue menor a la calculada para otros principios activos del grupo de los
organofosforados sin encontrar diferencias entre la “fase de degradacion” y “fase de
persistencia” (Fig. 5.32). Esto coincide con lo reportado por la bibliografia que asegura que
los residuos de clorpirifés-metil son mas estables que los de pirimifés-metil (Holland et al.,
1994) debido a que este principio activo posee una menor tension de vapor (Balinova et al.,
2006). La vida media reportada de clorpirifds-metil en granos de trigo es de 19 semanas
(Desmarchelier citado por Holland et al., 1994), en el presente estudio considerando la
TDD méxima (0,025 pg.g*/dia) la vida media de los residuos fue de 40 dias (6 semanas).

Trabajos publicados en maiz y trigo en almacenamiento a diferentes temperaturas y
contenidos de humedad del grano, establecen que la mayoria de los residuos de clorpirifés-
metil se perdieron durante los primeros dos meses de almacenamiento, con mayores tasas
de pérdida a altas temperaturas y contenidos de humedad de los granos (Arthur et al., 1991;
Arthur et al., 1992). Otros estudios de la degradacion de este principio activo, reportan
pérdidas de los residuos de entre el 51% y 38% en la superficie y a un metro de profundidad
respectivamente tras 8 meses de almacenamiento, siendo menores los valores de

desaparicion de residuos a los encontrados en el presente estudio (White et al., 1997).
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Fig. 5.32. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y nivel
de residuos (cuadrado negro) de clorpiriféds-metil en granos
de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacion

En granos de soja, como se dijo anteriormente, los residuos iniciales de clorpirifos-
metil fueron superiores a los esperados de acuerdo a la dosis de aplicacion. Los mismos se
encontraron por encima del LMR a los 2 dias desde la aplicacion, y disminuyeron por
debajo del LMR en la observacion de los 30 dias encontrdndose diferencias significativas
(p <0,05) en los niveles de residuos a los 2, 30, 60 y 90 dias (Fig. 5.33). Se encontraron
niveles de residuos por debajo del Limite de Cuantificacion (0,006 ug/g) a los 120 dias
desde la aplicacion al igual que en el caso de maiz. Los coeficientes de variacion
calculados fueron acordes al tipo de ensayo siendo del 14,8%, 24,8%, 19,4% y 41,7% a los

2, 30, 60 y 90 dias respectivamente.
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Fig. 5.33. Curvas de disipacién (Media y DE) de los residuos de
clorpirifés-metil (cuadrado negro) y deltametrina (cuadrado
blanco) en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la
aplicacion y su relacion con los LMR. Ref: Linea delgada LMR
deltametrina=1 pg/g y linea ancha LMR clorpirif6s-metil=5 pg/g.
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El porcentaje de desaparicion de los residuos a los 30 dias fue del 67,5%, a los 60
dias 81,9%, a los 90 dias 95 % y del 100% a los 120 dias (Fig. 5.34).
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Fig. 5.34. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro) de
clorpirifés-metil en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120
dias tras la aplicacién

La TDD para clorpirifés-metil en granos de soja (Fig. 5.35) entre los 2 y 30 dias
(0,172 pg.g™'/dia) fue mas alta inicialmente que la observada en maiz lo cual podria
corresponderse a la “fase de degradacion” y es acorde a lo reportado por otros autores, 10S
cuales aseguran que a mayores niveles de residuos iniciales las TDD son mayores y en este
estudio los niveles iniciales de este principio activo fueron mayores en soja que en maiz
(Singh y Chawla, 1980).

Si bien se ha estudiado que las préacticas de procesamiento de alimentos en base a
soja pueden eliminar hasta un 80-90% de los residuos y en un 100% con otras practicas
como la deodorizacion en la elaboracion de aceites refinados de soja (Miyahara y Saito,
1993; Miyahara y Saito, 1994), es necesario asegurar la inocuidad de estos alimentos aun

crudos.
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Fig. 5.35. Tasa de disipacién diaria (cuadrado blanco) y nivel de
residuos (cuadrado negro) de clorpirifds-metil en granos de soja
a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacién

La vida media de los residuos de clorpirifds-metil en soja seria de aproximadamente
21 dias considerando la TDD méxima, y el periodo de carencia teérico de 14 dias
considerando el LMR de SENASA de 5 pg/g. Si consideramos el limite establecido por los
EUA de 6 pg/g dicho periodo de carencia seria de aproximadamente de 8 dias y para
alcanzar el LMR de la UE de 3 pg/g, seria de 26 dias. Esto ocurre debido a los altos niveles
iniciales de residuos en esta matriz lo cual puede deberse a variabilidad en la distribucién
del plaguicida durante la aplicacion como se explic6 anteriormente.

Mientras que algunos autores determinaron que el periodo de almacenamiento en
trigo generalmente no era lo suficientemente eficaz para reducir los residuos a niveles por
debajo de los limites maximos de residuos (Uygun et al., 2008) en otros estudios mediante
la técnica de QUEChERS no se encontraron residuos de clorpirifés-metil en trigo y maiz,
sus derivados y productos alimenticios para bebés (Gonzalez Curbelo et al., 2012) o los
mismos se encontraron por debajo del LMR (Skrbi¢, 2007; Aldana Madrid et al., 2008) y
ademas si bien se han detectado residuos de este plaguicida en productos derivados del
trigo, en casos analizados los niveles de ingesta no superaron el 10% de la IDA (Harcz et
al., 2007). En modelos de analisis de la disipacion de este principio activo se establecié que
la disipacion depende de la temperatura, el tipo de granos y la duracion del
almacenamiento, lo cual coincide con lo obtenido en el presente estudio (Morton, 2001).

Los resultados obtenidos respecto a los niveles de residuos de deltametrina en

granos de maiz a los dos dias de la aplicacion (4,56 pg/g) muestran nuevamente niveles
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superiores en 35 veces a los esperables de acuerdo a la dosis aplicada (0,13 pg/g).
Analizando que en el caso de clorpirifés-metil, aplicado en la mezcla con deltametrina, los
valores fueron adecuados, no podria inferirse una erronea medicion de la dosis de
aplicacion ya que la misma se hubiera evidenciado en los niveles de residuos iniciales de
ambos principios activos, por lo cual se vuelven a inferir en este caso problemas en las
determinaciones analiticas de este principio activo debido. Por lo tanto no se concluye
respecto a los resultados obtenidos de niveles de residuos de deltametrina aunque se
presentan los graficos que representan las tendencias en la disipacion. Los residuos de
deltametrina en granos de maiz disminuyeron siguiendo una tendencia de disipacion al
igual que el resto de los principios activos (Fig. 5.30). Los coeficientes de variacion
porcentual en las mediciones a los 2, 30 y 60 dias fueron de 48,6%, 37,8% y 45,8%
respectivamente.

El porcentaje de desaparicién de los residuos (Fig. 5.36) fue de un 59,6% a los 30
dias, del 97,8% a los 60 dias y del 100% a partir de los 90 dias, lo cual coincide con
trabajos anteriores en que se encontrd una disminucién de los residuos de deltametrina de
alrededor del 50% en maiz entre los 60 y 90 dias desde la aplicacién con esta misma

formulacion (Strada et al., 2012a).
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Fig. 5.36. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado
negro) de deltametrina en granos de maiz a los 2, 30,
60, 90 y 120 dias tras la aplicacion
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La TDD de los residuos, considerando que se presentan solo a los efectos de esta
investigacion, fue mayor entre los 2 y 30 dias desde la aplicacién siendo de 0,097 pg.g°
Y/dia, disminuyendo a 0,058 pg.g/dia entre los 30 y 60 dias y a valores de 0,003 pg.g™/dia
entre los 60 y 90 dias, pudiendo determinar hasta los 60 dias la “fase de degradacion” y

luego la “fase de persistencia” (Fig. 5.37).
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Fig. 5.37. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y nivel
de residuos (cuadrado negro) de deltametrina en granos de
maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacion

En el caso de granos de soja los residuos iniciales de deltametrina fueron 22 veces
superiores a lo esperable de acuerdo a la dosis aplicada. Una vez mas, se refuerza que el
origen de estos resultados no esperados se podria encontrar en problemas analiticos en la
determinacion de deltametrina, ya que si los mismos se hubieran originado en las
mediciones de la dosis los residuos de deltametrina deberian haber sido mayores a los
inicialmente detectados en maiz al igual que ocurrié en el caso de los residuos de
clorpirifés-metil.

Analizando el depdsito tedrico inicial esperado de 0,13 pg/g en relacion a los LME
establecidos para deltametrina en soja de 0,02 pg/g para SENASA, 0,05 pg/g para la UE,
0,1 pug/g para los EUA y 1 pg/g para Codex, puede observarse que los residuos solo se
encontrarian por debajo del LMR del Codex, Por lo tanto no se deberia recomendar la

aplicacion de deltametrina en granos de soja debido a los bajos niveles permitidos.
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Los coeficientes de variacion calculados fueron de 6,98%, 26,7%, 60,3% y 53%
para las mediciones a los 2, 30, 60 y 90 dias. El porcentaje de desaparicion de los residuos
a los 30 dias fue del 32,8%, a los 60 dias del 80,2%, a los 90 dias del 93,9% y a los 120

dias del 100% (Fig. 5.38).
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Fig. 5.38. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado
negro) de deltametrina en granos de soja a los 2, 30,
60, 90 y 120 dias tras la aplicacion

La TDD inicial para deltametrina en soja entre los 2 y 30 dias fue de 0,034 pg.g"
!/dia, entre 30 y 60 dias de 0,046 pg.g™/dia, de 60 a 90 dias fue de 0,013 pg.g™*/dia y de 90
a 120 dias de 0,006 pg.g™/dia (Fig. 5.39).
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Fig. 5.39. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y
nivel de residuos de deltametrina (cuadrado negro) en
granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
aplicacion
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Los datos reportados respecto a los niveles de residuos en la aplicacion de esta
formulacién para la dosis maxima fueron menores a los encontrados en el presente estudio,
siendo para clorpirifés-metil de entre 2,17 y 2,90 pg/g y para deltametrina entre 0,09 y 0,13
Hg/g (Dow AgroSciences, 2013), los cudles serian acordes de acuerdo al depdsito inicial

esperado de acuerdo a la dosis aplicada.

Residuos de diclorvos y deltametrina

La mezcla del organofosforado diclorvés y el piretroide deltametrina es otra de las
opciones recomendadas para el control de insectos en granos almacenados considerando las
caracteristicas de ambos principios activos las cuales fueron explicadas anteriormente. Los
residuos de ambos principios activos disminuyeron a medida que trascurrieron los dias
desde la aplicacion estableciendo una dinamica de disipacién en granos de maiz y soja
(Tabla 5.26). Los residuos totales de deltametrina corresponden a la suma de sus isémeros.

Tabla 5.26. Media y desvio estandar, porcentaje de desaparicion de los residuos (% desap. Residuos) y tasa de
disipacion diaria (TDD) de deltametrina y diclorvos en granos de soja y maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la
aplicacion. LMR SENASA deltametrina granos en general= 1 pg/g, LMR SENASA deltametrina soja= 0,02 ug/g, LMR SENASA
Diclorvés= 5 pg/g. Ref: ND= no detectado (Diclorvés: LD maiz= 0,003 pg/g y LD soja= 0,006 pg/g, Deltametrina LD maiz= 0,054
po/g y LD soja= 0,021 pg/g); <LC= menor al limite de cuantificacion (Diclorvés LC maiz= 0,006 pg/g y LC soja= 0,012 pg/g,
Deltametrina LC maiz= 0,108 pg/g y LC soja= 0,042 pg/g).

Principio Tiempo Maiz Soja
Producto activo desde la Residuos Maiz Maiz Residuos Soja Soja
aplicado del aplicacion (ng/g) % desap. TDD (ug/g) % desap. TDD
residuo (dias) Media+D.E. | Residuos | (ug.g*/dia) | MediatD.E. | Residuos | (ug.gY/dia)

Diclo+deltam Diclo 2 5,03+1,29 a 0 0,18 3,95+0,42 a 0 0,115
Diclo+deltam Diclo 30 1,0740,47 b 78,7 0,036 0,74+0,41 b 81,3 0,013
Diclo+deltam Diclo 60 0,19+0,08 b 96,2 0,006 0,35%0,18 bc 91,1 0,010
Diclo+deltam Diclo 90 0,01+0,01 b 99,8 0,0003 0,04+0,03 ¢ 99 0,001
Diclo+deltam Diclo 120 <LC 100 <LC 100
Diclo+deltam Deltam 2 4,4610,85 0 0,129 3,3040,73 0 0,012
Diclo+deltam Deltam 30 0,86+0,38 80,7 0,024 2,96+0,37 10,3 0,086
Diclo+deltam Deltam 60 0,14+0,06 96,9 0,005 0,37%0,25 88,8 0,009
Diclo+deltam Deltam 90 <LC 100 0,10+0,03 97 0,003
Diclo+deltam Deltam 120 <LC o ND 100 <LCoND 100

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) en cada matriz entre dias desde la aplicacion

Los niveles de residuos iniciales de diclorvds son menores a los esperados respecto

de la dosis aplicada (18 gr/tn) en ambas matrices de grano, sin embargo, como se discutio
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anteriormente la caracteristica de alta volatilidad de este principio activo puede haber
provocado pérdidas del plaguicida durante los dos dias anteriores a la medicion.

Los residuos de diclorvos en granos de maiz superaron el LMR establecido por
SENASA y el Codex en 5 pg/g a los 2 dias desde la aplicacion, mientras que a los 30, 60 y
90 dias estuvieron por debajo de mismo cumpliendo con el periodo de carencia establecido
en 30 dias (Fig. 5.40). Sin embargo si consideramos el LMR de la UE de 0,01 pg/g se
alcanzarian niveles de residuos aceptables recién a los 90 dias desde la aplicacion. Los
residuos de este principio activo a los 120 dias se encontraron por debajo del Limite de
Cuantificacion del método (LC= 0,006 pg/g). Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) en los niveles de residuos a los 2 dias respecto al resto de las
mediciones. Los coeficientes de variacion en los resultados obtenidos a los 2, 30, 60 y 90
dias fueron del 25,5%, 44%, 43% y 43% respectivamente.

Residuos p.a. (ug/g)

T T 5
2 30 60 90 120

Tiempo desde la aplicacion (dias)

||:| Residuos Deltametrina - Residuos diclorvés |

Fig. 5.40. Curvas de disipacion (Media y DE) de los
residuos de diclorvés (cuadrado negro) y deltametrina
(cuadrado blanco) en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y
120 dias desde la aplicacién y su relacion con los LMR.
Ref: Linea delgada LMR deltametrina=1 pg/g y linea ancha
LMR diclorvés=5 pg/g.

Los residuos presentaron un porcentaje de desaparicion del 78,7% a los 30 dias,
96,2% a los 60 dias, 99,8% a los 90 dias y del 100% a los 120 dias desde la aplicacion, lo
cual coincide con lo anteriormente discutido de las caracteristicas de alta volatilidad de este

principio activo (Fig. 5.41).

167



1007

75+

c )
: "3
@ ©
g J
o
& 50 k3 o
() o
© =3
2 2

2
= x

25+
F1
0 L : : 0

2 30 60 90 120
Tiempo desde la aplicacion (dias)

|i Residuos D %desap.|

Fig. 5.41. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro)
de diclorvos en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120
dias tras la aplicacion

La TDD de los residuos fue de 0,18 pg.g/dia entre los 2 y 30 dias (“fase de
degradacion”), 0,036 pg.g/dia entre los 30 y 60 dias, 0,006 pg.g™/dia entre los 60 y 90
dias y 0,0003 ug.g*/dia entre los 90 y 120 dias (“fase de persistencia”) (Fig. 5.42). En base
a estos, el periodo de carencia tedrico calculado seria de menos de 1 dia, por lo cual se

cumple con el periodo de carencia establecido en 30 dias para nuestro pais.
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Fig. 5.42. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y
nivel de residuos (cuadrado negro) de diclorvos en
granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
aplicacion
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Los residuos de diclorvos en granos de soja fueron menores a los inicialmente
encontrados en maiz. Los residuos fueron menores al LMR establecido por SENASA vy el
Codex en 5 pug/g a partir de los 2 dias desde la aplicacion (Fig. 5.43). Si nos referimos al
LMR de la UE (0,01 ng/g) se necesitarian 120 dias para alcanzar niveles aceptables en los
granos. Los residuos a los 120 dias fueron menores al Limite de Cuantificacion (LC=0,012
Hg/g). Se encontrd una diferencia significativa (p <0,05) en la media de los residuos a los 2
dias desde la aplicacién respecto al resto de las mediciones. Los coeficientes de variacion
porcentual fueron del 10,7%, 55%, 52,4% y 75% para los 2, 30, 60 y 90 dias
respectivamente y acordes a lo esperable ensayos experimentales de aplicacion de
plaguicidas.

Residuos p.a. (ug/g)

Lot

2 30 60 90 120

Tiempo desde la aplicacién (dias)

- Residuos diclorvés D Residuos deltametrina |

Fig. 5.43. Curvas de disipacion (Media y DE) de los residuos de
diclorvés (cuadrado negro) y deltametrina (cuadrado blanco) en
granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion y
su relaciéon con los LMR. Ref: Linea delgada LMR deltametrina
granos en general=1 pg/g (para soja= 0,02 pg/g) y linea ancha LMR
diclorvés=5 pg/g.

El porcentaje de desaparicion de los residuos a los 2 dias fue del 81,3%, a los 30
dias del 91,1%, a los 60 dias del 99% vy a los 120 dias del 100% coincidiendo con el LD
(0,0003 pg/g) (Fig. 5.44). Los porcentajes de desaparicion de residuos fueron similares en
granos de maiz y soja, aunque los valores iniciales fueron mayores en maiz, de cualquier
forma a los 120 dias los residuos en ambas matrices se encuentran por debajo del Limite de

Cuantificacion (0,006 pg/g).
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Fig. 5.44. Porcentaje de desaparicion de residuos (cuadrado
blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro) de diclorvés en
granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacion

La TDD para diclorvés en granos de soja fue de 0,115 pg.g™*/dia entre los 2 y 30
dias y disminuyé a valores de 0,013 pg.g™'/dia 0 menores en el resto de los periodos (Fig.

5.45).
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Fig. 5.45. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y
nivel de residuos (cuadrado negro) de diclorvos en
granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
aplicacion

En el caso del principio activo deltametrina, se siguen observando niveles de
residuos iniciales muy altos en comparacion al depdsito tedrico esperado (Tabla 5.1). Para
los granos de maiz el depdsito inicial de deltametrina fue de 4,46 pg/g, significando 74

veces el depdsito esperable de acuerdo a la dosis de 0,06 gr/tn, respecto a los granos de soja
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la relacion entre los valores obtenidos es de 55 veces (tabla 5.26). Por lo tanto los
resultados obtenidos no son concluyentes respecto al comportamiento de deltametrina en
las matrices estudiadas y se infiere una inadecuada validacion de la técnica analitica. Sin
embargo a pesar de que los residuos iniciales en maiz fueron mayores a lo esperado los
mismos disminuyen por debajo del LMR establecido por SENASA en 1 pg/g a los 30 dias
y no se detectaron (LD= 0,054 ug/g) residuos de este principio activo a partir de los 90 dias
desde la aplicacion o los mismos se encontraron por debajo del Limite de Cuantificacion
(LC=0,108 pg/g) de la técnica. Los coeficientes de variacion porcentual calculados para las
mediciones a los 2, 30 y 60 dias fueron del 19%, 45% y 45% respectivamente. Los residuos
presentaron un porcentaje de desaparicion rapido, siendo del 80,7% a los 30 dias, 96,9% a
los 60 dias y del 100% a partir de los 90 dias (Fig. 5.46).
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Fig. 5.46. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro) de
deltametrina en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120
dias tras la aplicacién

La TDD experimental de los residuos, considerando las limitaciones de los
resultados anteriormente discutidas, fue de 0,129 pg.g*/dfa, 0,24 pg.g™*/dia y 0,005 pg.g°
!/dia en los periodos de 2 a 30 dias, 30 a 60 dias y 60 a 90 dias respectivamente (Fig. 5.47).
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Fig. 5.47. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y nivel
de residuos (cuadrado negro) de deltametrina en granos de
maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la aplicacion

En el caso de granos de soja los niveles de residuos de deltametrina fueron menores
a los inicialmente encontrados en maiz pero los mismos superan el depdsito teorico
esperado como se dijo anteriormente. Los coeficientes de variacion calculados fueron del
12,5%, 22%, 67,5% y 31% para las mediciones a los 2, 30, 60 y 90 dias. El porcentaje de
desaparicion de los residuos a los 30 dias fue del 10,3%, a los 60 dias del 88,8%, a los 90
dias del 97% y del 100% a los 120 dias (Fig. 5.48).
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Fig. 5.48. Porcentaje de desaparicion de residuos
(cuadrado blanco) y nivel de residuos (cuadrado negro)
de deltametrina en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y
120 dias tras la aplicacién
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La TDD para deltametrina en soja entre los 2 y 30 dias fue de 0,012 pg.g™/dfa,
menor a la calculada para maiz y se mantuvo en valores bajos a medida que transcurrieron
los dias desde la aplicacién siendo de 0,086 pg.g™/dia entre los 30 y 60 dias, de 0,009 pg.g
Y/dia entre los 60 y 90 dias y de 0,003 pg.g™/dia entre los 90 y 120 dias (Fig. 5.49).
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Fig. 5.49. Tasa de disipacion diaria (cuadrado blanco) y
nivel de residuos (cuadrado negro) de deltametrina en
granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias tras la
aplicacion

Comparando ambas matrices se puede observar una retencién de los residuos en
granos de soja, con mayor persistencia de los mismos en los granos y TDD menores que las

calculadas para granos de maiz.

Residuos de deltametrina en diferentes formulaciones aplicadas

El principio activo deltametrina fue aplicado en los tratamientos en tres
formulaciones en la dosis recomendada de 20 cc/tn de granos. La formulacion de
deltametrina+ butdxido de piperonilo (EC, 2,5%+20%), significa una dosis del principio
activo deltametrina de 0,5 cc/tn de granos, la formulacion clorpirifos-metil+deltametrina
(EC, 14,5%+0,65%) significan 0,13 cc/tn de granos y la de diclorvos+deltametrina (EC,
90%+0,3%) una dosis de deltametrina de 0,06 cc/tn de granos. En la Tabla 5.27 se

presentan los resultados de los niveles de residuos de deltametrina en granos de soja y maiz
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en las tres formulaciones aplicadas con el objetivo de comparar los niveles de residuos

obtenidos.

Tabla 5.27. Media y desvio estandar y tasa de disipacion diaria (TDD) de los residuos de deltametrina en
granos de soja y maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion en diferentes dosis tedricas (gr/tn) de
principio activo de acuerdo a la formulaciéon comercial. LMR SENASA granos en general= 1 pg/g, LMR SENASA
soja= 0,02 pg/g. Ref: ND= no detectado (LD maiz= 0,054 pg/g y LD soja= 0,021 pg/g), <LC= menor al limite de
cuantificacion (LC maiz= 0,108 ug/g y LC soja= 0,042 ug/g).

Principio Dosis Tiempo Maiz Soja
Producto activo tedrica desde la Residuos Maiz Residuos Soja
aplicado del objetivo aplicacion (no/9) TDD (ng/9) TDD
residuo (gr/tn) (dias) MediazD.E. | (ug.g¥/dia) | Media+D.E. (ng.g/dia)

Deltam Deltam 0,5 2| 850+180a 0,242 5,00+0,67 a 0,065
Deltam Deltam 0,5 30 | 1,73x0,80¢ 0,028 3,18+1,24 b 0,074
Deltam Deltam 0,5 60 | 0,89+0,51 cd 0,027 0,96+0,42d 0,027
Deltam Deltam 05 90 | 0,07+0,04d 0,002 0,16+0,06 ¢ 0,005
Deltam Deltam 05 120 <LC <LC o ND
Clorp+delt Deltam 0,13 2| 456+222 b 0,097 2,93+0,20 b 0,034
Clorp+delt Deltam 0,13 30 | 1,84+0,70 ¢ 0,058 1,9740,59 ¢ 0,046
Clorp+delt Deltam 0,13 60 | 0,10+0,05d 0,003 0,58+0,35 de 0,013
Clorp+delt Deltam 0,13 90 ND 0,18+0,10 de 0,006
Clorp+delt | Deltam 0,13 120 ND <LCoND
Dicl+delt Deltam 0,06 2| 446+085b 0,129 3,3040,73 b 0,012
Dicl+delt Deltam 0,06 30 | 0,86+0,38 cd 0,024 2,96+0,37 b 0,086
Dicl+delt Deltam 0,06 60 | 0,14+0,06d 0,005 0,37+0,25 de 0,009
Dicl+delt Deltam 0,06 90 <LC 0,10+0,03 e 0,003
Dicl+delt Deltam 0,06 120 | <LCoND <LCoND

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) entre los tratamientos aplicados dentro de cada matriz
correspondiendo a la interaccién dosis de p.a*tiempo desde la aplicacion

Como se explicd anteriormente, los valores de residuos de deltametrina a los dos
dias tras la aplicacion superan ampliamente el depoésito tedrico esperado respecto a la dosis
aplicada, por lo tanto, no se extraen conclusiones respecto del comportamiento de este
principio activo en granos de soja y maiz almacenados. Sin embargo, se realizard la
comparacion de los niveles de residuos obtenidos en la aplicacion de tres dosis de princpio
activo deltametrina a fin de establecer el posible efecto de la dosis de aplicacion sobre el
nivel de residuos.

Tanto en granos de maiz como de soja existe influencia de la dosis de principio
activo, el tiempo desde la aplicacién y de la interaccién dosis de p.a.*tiempo desde la
aplicacion (p <0,05) (Tabla 5.27). Independientemente de la dosis los residuos siguen una
dindmica de disipacion en la cual a medida que transcurren los dias desde la aplicacién los
niveles de residuos disminuyen. Como es de esperar dosis mas altas de principio activo se

traducen en mayores niveles de residuos iniciales de los plaguicidas lo cual concuerda con
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lo reportado en la bibliografia (Balinova et al., 2006; Strada et al., 2012).

En el caso de maiz se encontraron diferencias en los niveles de residuos (p <0,05) a
los 2 dias desde la aplicacion en la dosis de 0,5 cc/tn de principio activo respecto al resto de
las formulaciones. En las dosis aplicadas en mezclas con clorpirifés-metil y diclorvos las

diferencias fueron menores (Fig. 5.50).
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Fig. 5.50. Curvas de disipacion (Media y DE) de los residuos de deltametrina en
granos de maiz en diferentes dosis de p.a. de acuerdo a la formulacién
comercial a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion y su relacién con el
LMR. Ref: dosis 0,06 cc/tn (cuadrado blanco), dosis 0,13 cc/tn (cuadrado negro)
y dosis 0,5 cc/tn (cuadrado gris). LMR SENASA granos en general=1 ug/g.

Residuos p.a. (ug/g)
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Fig. 5.51. Curvas de disipacion (Media y DE) de los residuos de
deltametrina en granos de soja en diferentes dosis de p.a. de acuerdo a la
formulacion comercial a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion y su
relacion con el LMR. Ref: dosis 0,06 cc/tn (cuadrado blanco), dosis 0,13
cc/tn (cuadrado negro) y dosis 0,5 cc/tn (cuadrado gris). LMR SENASA
s0ja=0,02 pg/g.
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En granos de soja los residuos se encontraron diferencias en los niveles de residuos
(p <0,05) provenientes de la dosis de 0,5 cc/tn a los 2 dias respecto a las otras dosis de
principio activo (mezclas con clorpirifés-metil y diclorvos) (Fig. 5.51). Las TDD fueron
mayores para la dosis més alta del principio activo deltametrina en ambas matrices, lo cuél
concuerda con estudios en los cuales se observd que cuanto mas altas son las dosis

aplicadas mayor es la tasa de pérdida de insecticidas (Singh y Chawla, 1980).

Residuos de diclorvos en diferentes formulaciones

El principio activo diclorvos fue aplicado en los tratamientos en dos formulaciones
de producto comercial, ambas en la dosis maxima recomendada de 20 cc/tn de granos. La
formulacion de diclorvos como EC (concentrado emulsionable) al 100%, significa una
dosis de principio activo de 20 cc/tn de granos y la formulacién de diclorvos+deltametrina
(EC, 90%+0,3%) representa una dosis de 18 cc/tn de granos, por lo cuél se comparan a
continuaciéon los niveles de residuos detectados en ambos tratamientos y la posible
influencia de la dosis sobre el nivel de residuos de diclorvés en granos de soja y maiz
(Tabla 5.28).

Tabla 5.28. Media y desvio estandar y tasa de disipacion diaria (TDD) de los residuos de diclorvds en granos
de soja y maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion en diferentes dosis tedricas (gr/tn) de principio
activo de acuerdo a la formulacion comercial. LMR SENASA= 5 pg/g. Ref: ND= no detectado (LD maiz= 0,003 pug/g y
LD soja= 0,006 pg/g); <LC= menor al limite de cuantificacion (LC maiz= 0,006 pg/g y LC soja= 0,012 ug/g).

Principio Dosis Tiempo Maiz Soja
Producto activo Tedrica desde la Residuos Maiz Residuos Soja
aplicado del objetivo | aplicacién (ng/g) TDD (ug/g) TDD

residuo (gr/tn) (dias) MediazD.E. | (ug.g/dia) Media+D.E. (ng/g/dia)
Diclorvés Diclorvos 20 2 9,27+1,78 a 0,225 6,76+2,14 a 0,181
Diclorvés Diclorvés 20 30 | 2,97+0,27 ¢ 0,086 1,68+0,65 ¢ 0,042
Diclorvés Diclorvés 20 60 | 0,38+0,15d 0,012 0,41+0,21d 0,010
Diclorvés Diclorvés 20 90 | 0,02+0,02d 0,001 0,10+0,07 d 0,003
Diclorvos Diclorvos 20 120 <LC <LC o ND
Dicl+delt Diclorvés 18 2| 503+1,29b 0,180 3,95+0,42 b 0,115
Dicl+delt Diclorvés 18 30 1,07+0,47 d 0,036 0,74+0,41 cd 0,013
Dicl+delt Diclorvés 18 60 | 0,19+0,08d 0,006 0,35+0,18 d 0,010
Dicl+delt Diclorvés 18 90 | 0,01+0,01d 0,0003 0,04+0,03 d 0,001
Dicl+delt Diclorvos 18 120 <LC <LC

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) entre los tratamientos aplicados dentro de cada matriz
correspondiendo a la interaccién dosis de p.a*tiempo desde la aplicacion.
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Tanto en granos de maiz como de soja se encontro efecto de las dosis de principio
activo, tiempo desde la aplicacion y de la interaccion (p <0,05) sobre el nivel de residuos
de diclorvés (Tabla 5.28). Los residuos siguen una dinamica de disipacion en la cual a
medida que transcurren los dias desde la aplicacion los niveles de residuos disminuyen y
cuanto mayor fue la dosis de principio activo, méas altos fueron los niveles de residuos de
plaguicidas lo cual concuerda con lo reportado en la bibliografia (Balinova et al., 2006;
Strada et al., 2012).

En granos de maiz para ambas dosis los residuos se encontraron por encima del
LMR a los 2 dias desde la aplicacion, cumpliendo a los 30 dias en el periodo de carencia,

con los niveles de residuos aceptados en el LMR establecido por SENASA (Fig. 5.52).
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Fig. 5.52. Curvas de disipacion (Media y DE) de los residuos de
diclorvés en granos de maiz en diferentes dosis de p.a. de
acuerdo a la formulacién comercial a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias
y su relacién con el LMR. Ref: dosis 1 18 cc/tn (cuadrado
blanco) y dosis 20cc/tn (cuadrado negro). LMR SENASA= 5 ug/g.

En el caso de granos de soja, la dosis de 20 cc/tn genera residuos por encima del
LMR a los 2 dias desde la aplicacion lo cual no ocurre con la aplicacién de la dosis de 18

cc/tn de diclorvés (Fig. 5.53).
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Fig. 5.53. Curvas de disipacion (Media y DE) de los residuos de
diclorvés en granos de soja en diferentes dosis de p.a. de acuerdo
a la formulacién comercial a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la
aplicacion y su relacién con el LMR. Ref: dosis 1 18 cc/tn
(cuadrado blanco) y dosis 20cc/tn (cuadrado negro). LMR
SENASA=5 pg/g.

En todos los casos analizados, los residuos de diclorvds se encuentran por debajo
del LMR a los 30 dias desde la aplicacion por lo cual se cumple con la reglamentacion
vigente en nuestro pais, aunque si consideramos las reglamentaciones de la UE (Tabla 1.8)
en la cual el LMR para diclorvés es 0,01 pg/g, el tiempo de espera teérico para maiz seria
de 100 dias para la dosis de aplicacion de 20 cc/tn y de 90 dias para la dosis de aplicacién
de 18 cc/tn y para soja entre 120 y 130 dias respectivamente, por lo tanto si estos granos
estuvieran destinados a las exportaciones no se lograria cumplir el estandar de inocuidad
requerido.

Las TDD son maés altas en maiz respecto a soja, lo cual puede relacionarse a lo
anteriormente discutido respecto a la retencion bioguimica de plaguicidas en esta matriz
por su mayor contenido lipidico. Acorde a lo reportado en la bibliografia, las TDD son
mayores en la dosis mas alta de principio activo (Singh y Chawla, 1980).
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Conclusiones

- Los ensayos realizados, formas de aplicacién, protocolos de seguridad para el lavado de
materiales y manejo de las muestras como asi también los controles de calidad realizados
se consideran adecuados respecto de evitar la contaminacion cruzada. En el caso de la
aplicacion de clorpirifés-metil se evidencian en granos de soja niveles de residuos
superiores al depdsito esperado de acuerdo a la dosis aplicada por lo cuél puede inferirse
falta de homogeneidad en la aplicacion.

- La técnica de QUEChERS fue validada para los analitos pirimifos-metil, diclorvés y
clorpirifés-metil en la matriz de granos de soja y maiz. En todos los analitos analizados se
observa un efecto de la matriz por lo tanto las curvas de calibracion en matriz fueron
utilizadas para la cuantificacion de los niveles de residuos. Los valores de Coeficiente de
Variacion y R? para las curvas de calibracién se consideran adecuados ya que se encuentran
dentro de los parametros de aceptacién, por lo tanto dichas curvas son validas para la
cuantificacion de los residuos en el rango lineal de concentraciones establecido para cada
principio activo. Se acepta la exactitud de los resultados obtenidos ya que los valores de
Recuperacion porcentual (R%) se encontraron dentro del rango de aceptacion establecido.
Los valores de Desviacion Estandar Relativa porcentual (RSD%) fueron menores en todos
los casos a los CV% calculados mediante la ecuacion de Horwitz por lo cual se acepta la
precision de los resultados. Los valores de Incertidumbre expandida (U%) y los Limites de
Deteccion (LD) y Cuantificacion (LC) fueron adecuados para el objetivo propuesto.
Respecto al principio activo deltametrina, si bien los parametros de aceptacion indican que
la técnica es valida, el rango lineal de trabajo es acotado y se presentan dificultades para
detectar deltametrina en bajas concentraciones nominales. En base a lo anteriormente
expuesto no podria aceptarse la validacion en las determinaciones de residuos del principio
activo deltametrina ya que los resultados obtenidos no se consideran validos ni
respaldatorios del comportamiento del plaguicida aplicado en almacenamiento de granos de

soja 'y maiz.

- Las aplicaciones de insecticidas en granos almacenados de soja y maiz deben realizarse
siempre considerando las recomendaciones de uso. Los niveles de residuos de todos los

principios activos estudiados siguen una dindmica de disipacion en la cual a medida que
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transcurre el tiempo desde la aplicacion los niveles de residuos disminuyen. Los
porcentajes de desaparicion de residuos y las Tasas de Disipacion Diarias fueron variables
entre las matrices de grano de soja 'y maiz y los principios activos en estudio.

-Las aplicaciones de pirimifés-metil en granos de soja y maiz para el control de plagas en
granos almacenados, en sus dosis recomendadas por CASAFE para el m&ximo periodo de
proteccion, no generan en los granos residuos por encima del LMR establecido por
SENASA a las 48 horas desde la aplicacion tras lo cual se considera cumplido el periodo
de espera minimo para el consumo. También cumplirian con los limites establecidos para
los EUA y Codex, superando el valor reglamentario para la UE.

- Las aplicaciones de diclorvos en granos de soja y maiz para el control de plagas en granos
almacenados, respetando las dosis indicadas, disipan en forma adecuada alcanzando
valores menores al LMR establecido por SENASA transcurrido el periodo de carencia
recomendado de 30 dias, siendo los residuos levemente més persistentes en granos de soja.
Sin embargo si se consideran los LMR establecidos para la UE en 0,01 pg/g los residuos se
encontrarian sobre este nivel maximo permitido hasta 90 dias en el caso de maiz y 120 dias
en el caso de soja para la dosis maxima recomendada en nuestro pais de 20 cc/tn de granos.
- Los niveles iniciales de residuos del principio activo deltametrina superan entre 10 y 70
veces los valores esperados de depdsito inicial de acuerdo a la dosis aplicada. Por lo tanto
en el presente trabajo de tesis no se concluye respecto al comportamiento de dicho
principio activo en almacenamiento de granos de soja y maiz y se infiere una posible
limitante analitica para la determinacion de los residuos. Por otro lado, ain si se hubieran
alcanzado los niveles esperados de depdsito inicial, los residuos hubieran sido superiores a
los LMR en el caso de los granos de soja ya que los limites para dicho principio activo y
matriz son muy restrictivos en comparacion a los establecidos para granos en general.

- La aplicacion de la mezcla de clorpirifés-metil y deltametrina para el control de insectos
en granos almacenados, genera residuos de clorpirifés-metil en los granos por debajo del
LMR en granos de maiz tras dos dias de la aplicacion, mientras que en granos de soja se
supera este nivel aceptable, lo cudl puede deberse al alto nivel inicial de residuos
encontrandose por encima del deposito tedrico de acuerdo a la dosis aplicada. Por lo tanto
se concluye en la necesidad de adecuarse a las Buenas Practicas Agricolas en la aplicacion
de plaguicidas en especial las dosis aplicadas y su distribucion en la masa de granos ya que

se infiere que esta variabilidad se ha reflejado en el resultado obtenido. Respecto al
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principio activo deltametrina no se ha podido concluir considerando lo anteriormente
expuesto.

- Los resultados obtenidos analizando las diferentes dosis de principio activo deltametrina
de acuerdo a la formulacién aplicada, si bien los niveles de residuos fueron superiores a los
esperados por la dosis aplicada, permiten establecer un interaccion de la dosis de principio
activo y el tiempo desde la aplicacion siendo mayores los niveles de residuos cuanto mayor
la dosis aplicada respecto a la concentracidn de este principio activo en la formulacion.

- Diferentes dosis aplicadas del principio activo diclorvés de acuerdo a la formulacion
generan residuos en los granos por debajo del LMR establecido por SENASA transcurrido
el periodo de carencia, aunque es importante considerar que a mayores dosis los niveles de

residuos son mayores.
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Capitulo VI

RESIDUOS DE INSECTICIDAS APLICADOS DE
MANERA REPETIDA DURANTE EL
ALMACENAMIENTO DE GRANOS DE SOJA 'Y
MAIZ

Objetivo especifico

Identificar y cuantificar los residuos de insecticidas aplicados de manera repetida

durante el almacenamiento de granos de soja y maiz.

Materiales y métodos

El ensayo de simulacion de las aplicaciones repetidas de insecticidas nos permite
determinar el efecto de practicas no recomendadas, ya sea por negligencia o descuido,
sobre el nivel de residuos en los granos. Para esto se realizaron dobles y triples aplicaciones
sobre la misma muestra de granos. Los ensayos se realizaron durante el afio 2010 en un
periodo de 120 dias. Se dispuso, al igual que para los ensayos de disipacion de insecticidas,
de un galpon con techo y paredes de chapa de zinc debidamente acondicionado con
estanterias de aluminio. Se utilizaron baldes plasticos negros de 20 litros de capacidad con
sus respectivas tapas, simulando lo que ocurre en almacenamiento en silos. Las tapas
contaron con perforaciones adecuadas para permitir el intercambio gaseoso. Todas las
condiciones de cuidados en la manipulacion de los granos, preparacion de los materiales y
del caldo de aplicacion fueron similares a las descriptas en el Capitulo V. En cada uno de

los baldes se colocaron 13 kg de granos de soja 0 maiz. Para realizar la aplicacion se
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desparramaron los granos sobre una placa de polietileno de 100 micrones logrando una
capa de una profundidad de capa de granos de 1 cm a fin lograr homogeneidad en la
aplicacion. Las aplicaciones fueron realizadas con pulverizador manual tipo Gerber de 1,5
litros de capacidad. Las dosis aplicadas fueron las maximas recomendadas que aseguran el
mayor periodo de proteccion contra las plagas: para pirimifés-metil 10 cc/tn de grano en
500 cc de agua, clorpirifés-metil + deltametrina 20 cc/tn de grano en 400 cc de agua,
deltametrina + butoxido de piperonilo 20 cc/tn de grano en 400 cc de agua, diclorvos 20
cc/tn de grano en 1000 cc de agua y diclorvos + deltametrina 20 cc/tn de grano en 500 cc
de agua. Se realizaron tres repeticiones por ensayo y se contd con un testigo por triplicado
sin aplicacion de plaguicidas.

El armado de los ensayos se realizd el dia 1° de septiembre de 2010 (dia 0). Ese
mismo dia se aplicd la dosis teodrica propuesta para cada principio activo. A los 60 dias y
previo a la segunda aplicacion, se tomé la muestra correspondiente, luego se retiraron los
granos del tarro, se colocaron sobre una plancha de polietileno y se aplicd nuevamente cada
principio activo en la dosis indicada, luego se volvieron a colocar los granos dentro del
tarro correspondiente; a los 90 dias se realizd la tercera aplicacion previa toma de la
muestra correspondiente a dos aplicaciones, siguiendo el mismo procedimiento y a los 120
dias se tomo la ultima muestra de cada tarro con triple aplicacion (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Resumen de los datos de ensayos experimentales de aplicacion de manera repetida de
insecticidas en almacenamiento de granos de soja y maiz.

Dosis Muestreo Namero
Principios tedrica Dia Fecha (Dias desde la de
Activos (ccitno de de primera aplicaciones en

gr/tn) aplicacion aplicacion aplicacidn y fecha) la muestra
Clorpirifés-metil Dia 0 01/09/2010 Dia 60 1/11/2010 1
+ deltametrina 20 Dia 60 01/11/2010 Dia 90 1/12/2010 2
Dia 90 01/12/2010 Dia 120 05/01/2010 3
Dia0 01/09/2010 Dia 60 1/11/2010 1
Pirimifés-metil 10 Dia 60 01/11/2010 Dia 90 1/12/2010 2
Dia 90 01/12/2010 Dia 120 05/01/2010 3
Deltametrina + Dia0 01/09/2010 Dia 60 1/11/2010 1
but6xido de 20 Dia 60 01/11/2010 Dia 90 1/12/2010 2
piperonilo Dia 90 01/12/2010 Dia 120 05/01/2010 3
Dia0 01/09/2010 Dia 60 1/11/2010 1
Diclorvés 20 Dia 60 01/11/2010 Dia 90 1/12/2010 2
Dia 90 01/12/2010 Dia 120 05/01/2010 3
Diclorvos Dia0 01/09/2010 Dia 60 1/11/2010 1
+deltametrina 20 Dia 60 01/11/2010 Dia 90 1/12/2010 2
Dia 90 01/12/2010 Dia 120 05/01/2010 3
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Resultados de validacion de la técnica

La técnica de QUEChERS fue validada para los principios activos y las matrices en
estudio y los ensayo realizados y resultados obtenidos se han descripto anteriormente en el
Capitulo V.

Resultados y Discusion

Los niveles de residuos se expresan microgramos de principio activo por gramo de
material vegetal (ng/g).

Como “tratamientos repetidos” se define la aplicacion de un mismo plaguicida
repetidamente, con ciertos intervalos de tiempo sobre el mismo material vegetal. En estos
casos puede darse un efecto acumulativo de los residuos debido a que en el momento de
efectuar la aplicacion se cuenta con residuos iniciales a los que se les sumara el deposito
correspondiente, lo cuél seria como una superposicion continuada de las curvas de
disipacion con efecto acumulativo de los residuos (Coscolld, 1993). Este efecto puede ser
todavia mas acusado debido a la lenta degradacion de los plaguicidas en el almacenamiento
por la falta del efecto de los factores ambientales en la disipacion y los tratamientos
realizados temporalmente cercanos al momento del consumo (Holland et al., 1994;
Kaushik et al., 2009).

Es sabido que los agricultores tienen tendencia de sobredosificar los plaguicidas a
fin de asegurar una alta calidad externa de los productos y debido a que los niveles de
residuos son dependiente de las dosis, las aplicaciones repetidas de plaguicidas, en especial
cerca de la cosecha, pueden acumularse dando lugar a niveles de residuos en el intervalo
de pre-cosecha sobre el nivel maximo de residuos (Martinez Vidal et al., 1998; Sadlo,
2000; Zhang et al., 2006; Randhawa et al., 2007; Angioni et al., 2011). Otros autores
también destacan la prevalencia del uso en planteos productivos de principios activos
altamente toxicos, ademas de las aplicaciones multiples y dosis superiores las
recomendadas como el principal problema de los residuos (Pierre y Betancourt, 2007).

En los resultados obtenidos se evidencia, para todos los principios activos en
estudio, un efecto acumulativo de los residuos de insecticidas debido a tratamientos

repetidos. Existe una cantidad limitada de plaguicidas permitidos legalmente para su uso en
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granos almacenados, los cuales poseen una alta eficacia de control, baja toxicidad al
hombre, amplios periodos de proteccion y dosificados correctamente no afectan la calidad
de los granos ni la salud del consumidor. Es importante aplicar estrictamente las dosis
recomendadas y evitar las aplicaciones multiples cuando aun existe poder residual de la
aplicacion anterior para evitar la presencia de residuos por encima de los permitidos (Novo
et al., 2011). Esto concuerda con lo recomendado por otros autores respecto a la utilizacion
de Buenas Préacticas Agricolas respetando las dosis y evitando tratamientos fitosanitarios
inadecuados (Coscolla, 1993; Arrebola et al., 2001; Balinova et al., 2007; Pifiero Gonzalez,
et al., 2007; Arregui et al., 2007; Kulczycki et al., 2012).

Residuos de pirimifos-metil

Analizando los resultados obtenidos en aplicaciones multiples de pirimifés-metil en
granos de soja y maiz almacenados, se evidencia un efecto acumulativo de los residuos

debido a los tratamientos repetidos (Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de pirimifos metil en granos de soja y maiz a los 2, 30, 60,
90 y 120 dias desde la aplicacion con una aplicacion, a los 90 dias con dos aplicaciones y a los 120 dias con tres
aplicaciones. Ref: ND= no detectado (LD maiz= 0,006 pg/g y LD s0ja=0,003 pg/g) <LC= menor al limite de cuantificacion (LC
maiz= 0,012 pg/g y LC soja= 0,006 pg/g). LMR SENASA= 10 ug/g

Principio Tiempo NuUmero Maiz Soja
Producto activo desde de Residuos Residuos
aplicado del la primera Aplicaciones (no/g) (no/g)
residuo aplicacion (dias) MediatD.E. MediatD.E.
Pirimifos-metil Pirimifos-metil 2 1c 5,10+0,42 ¢ 517+1,73 ¢
Pirimifos-metil Pirimifos-metil 30 1lc 3,54+0,43 ¢ 3,12+0,80 d
Pirimifos-metil Pirimifos-metil 60 1c 1,52+0,31 de 0,95+0,36 ef
Pirimifos-metil Pirimifos-metil 90 1lc 0,72+0,23 d 0,69+0,30 de
Pirimifos-metil Pirimifos-metil 120 1lc <LC <LC
Pirimifos-metil Pirimifos-metil 90 2a 16,19+1,59 a 17,18+1,97 a
Pirimifos-metil Pirimifos-metil 120 3b 12,12+2,02 b 13,18+1,18 b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) en el nimero de aplicaciones (columna Numero de
aplicaciones) y en la interaccion tiempo desde la aplicacién*nimero de aplicaciones en cada matriz.

En ambas matrices a partir de los 2 dias desde la aplicacion los niveles de residuos
se encontraron por debajo del LMR establecido por SENASA al realizar una unica

aplicacion de pirimifés-metil. Sin embargo al realizar una nueva aplicacion a los 60 dias,
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los niveles de residuos a los 90 dias sobrepasan el LMR en ambas matrices. Lo mismo
ocurre con muestras a los 120 dias al aplicar una tercera dosis del principio activo a los 90
dias del almacenamiento. Realizando una sola aplicacion, a los 120 dias el nivel de
residuos en ambas matrices se encontrd por debajo del Limite de Cuantificacion de la
técnica mientras que en las dobles y triples aplicaciones se supera el LMR (Fig. 6.1y 6.2).
Se establecié que existe influencia del nimero de aplicaciones siendo las medias diferentes
para una, dos y tres aplicaciones (p <0,05) y ademas existe un efecto combinado de los dias

desde la aplicacion y el numero de aplicaciones.
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Fig. 6.1. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de pirimifés metil en
granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicaciéon con una
aplicacion (negro), a los 90 dias con dos aplicaciones (gris) y a los 120 dias con
tres aplicaciones (blanco) y su relacion con LMR. LMR SENASA= 10 pg/g.
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Fig. 6.2. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de pirimifés metil en
granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion con una
aplicacion (negro), a los 90 dias con dos aplicaciones (gris) y a los 120 dias con
tres aplicaciones (blanco) y su relacion con LMR. LMR SENASA= 10 pg/g.
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Residuos de diclorvos

Para el principio activo diclorvds, las aplicaciones mdultiples en granos de soja y
maiz almacenados, produjeron un efecto acumulativo de los niveles de residuos debido a

estos tratamientos repetidos (Tabla 6.3).

Tabla 6.3. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de diclorvés en granos de soja y maiz a los 2, 30, 60, 90 y
120 dias desde la aplicacién con una aplicacion, a los 90 dias con dos aplicaciones y a los 120 dias con tres
aplicaciones. Ref: ND= no detectado (LD maiz= 0,003 ug/g y LD soja= 0,006 pg/g), <LC= menor al limite de cuantificacion (LC
maiz= 0,006 pg/g y LC soja= 0,012 pg/g). LMR SENASA=5 ug/g.

Principio Tiempo NUmero Maiz Soja
Producto activo desde de Residuos Residuos
aplicado del la primera aplicacion aplicaciones (ug/g) (ng/9)
residuo (dias) Media+D.E. Media+D.E.
Diclorvos Diclorvos 2 lc 9,27+1,78 a 6,76+2,14 a
Diclorvoés Diclorvos 30 lc 2,97+0,27 ¢ 1,68+0,65 bc
Diclorvoés Diclorvos 60 lc 0,38+0,15d 0,41+0,21 cd
Diclorvos Diclorvos 90 lc 0,02+0,02 ¢ 0,10+0,07 b
Diclorvos Diclorvos 120 lc <LC <LC o ND
Diclorvos Diclorvos 90 2a 4,88+0,43 b 3,37+0,44 a
Diclorvoés Diclorvos 120 3b 1,46+0,19 ¢ 1,38+0,61 bc

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05) en el nimero de aplicaciones (columna Nimero de
aplicaciones) y en la interaccion tiempo desde la aplicacién*nimero de aplicaciones en cada matriz.

Tanto en granos de soja como de maiz, a partir de los 30 dias desde la aplicacién los
niveles de residuos se encontraron por debajo del LMR establecido por SENASA al
realizar una aplicacion de diclorvos; encontrando que transcurrido el periodo de carencia de
30 dias estos granos cumplen con le reglamentacién nacional. Al realizar una segunda
aplicacion a los 60 dias, en las muestras recolectadas a 90 dias se evidencia un aumento del
nivel de residuos, al igual que ocurre cuando se realiza una tercera aplicacion a los 90 dias,
lo cual repercute en los niveles de residuos en las muestras a los 120 dias. En ambas
matrices, si bien el aumento de los residuos es notable, los niveles se encontraron por
debajo del LMR a partir de los 2 dias desde la aplicacion, en el caso de maiz a los 90 dias
en las muestras con dos aplicaciones el valor se acerca mucho al nivel maximo permitido
por el LMR. Realizando una sola aplicacién, a los 120 dias el nivel de residuos en ambas
matrices se encontrd por debajo del Limite de Cuantificacién o Deteccion de la técnica
mientras que en las dobles y triples aplicaciones aun se pueden cuantificar residuos en los
granos, lo cual tiene implicancia por el efecto acumulativo de los residuos (Fig. 6.3y 6.4).

Se establecid que existe influencia del nimero de aplicaciones siendo las medias diferentes
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para 1, 2 y 3 aplicaciones (p <0,05) y ademaés existe un efecto combinado de los dias desde

la aplicacion y el nimero de aplicaciones.
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Fig. 6.3. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de diclorvés en
granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion con una
aplicacion (negro), a los 90 dias con dos aplicaciones (gris) y a los 120 dias
con tres aplicaciones (blanco) y su relacion con el LMR. LMR SENASA=5
Hg/g.
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Fig. 6.4. Media y desvio estandar (pg/g) de los residuos de diclorvos en granos
de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacién con una aplicacion
(negro), a los 90 dias con dos aplicaciones (gris) y a los 120 dias con tres
aplicaciones (blanco) y su relacion con el LMR. LMR SENASA=5 ug/g.
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Residuos de deltametrina

Analizando los resultados obtenidos en aplicaciones multiples de deltametrina en
granos de soja y maiz almacenados, se evidencia un efecto acumulativo de los residuos

debido a los tratamientos repetidos (Tabla 6.4).

Tabla 6.4. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de deltametrina en granos de soja y maiz a los 2, 30, 60,
90 y 120 dias desde la aplicacién con una aplicacién, a los 90 dias con dos aplicaciones y a los 120 dias con tres
aplicaciones. Ref: ND= no detectado (LD maiz= 0,054 pg/g y LD soja= 0,021 pg/g), <LC= menor al limite de cuantificacion (LC

maiz= 0,108 pg/g y LC soja= 0,042 pg/g). LMR SENASA granos en general= 1 pg/g, LMR SENASA soja= 0,02 pg/g.

Tiempo
Principio desde la NUmero Maiz Soja
Producto activo primera de Residuos Residuos
aplicado del aplicacion aplicaciones (ug/9) (ng/9)
residuo (dias) MediatD.E. MediatD.E.
Deltametrina Deltametrina 2 lc 8,50+1,80 b 5,00£0,67 b
Deltametrina Deltametrina 30 lc 1,73+0,80 cd 3,18+1,24 ¢
Deltametrina Deltametrina 60 1lc 0,89+0,51 cd 0,96+0,42 de
Deltametrina Deltametrina 90 lc 0,07+0,04 ¢ 0,16+0,06 d
Deltametrina Deltametrina 120 lc <LC <LC o ND
Deltametrina Deltametrina 90 2a 15,00+2,46 a 8,41+1,90 a
Deltametrina Deltametrina 120 3b 4,75+0,58 b 2,6920,60 bc

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) en el nimero de aplicaciones (columna Ndmero de
aplicaciones) y en la interaccion tiempo desde la aplicacion*nimero de aplicaciones en cada matriz.

Los resultados obtenidos en aplicaciones repetidas del principio activo deltametrina
muestran niveles altos de residuos en las muestras analizadas a los dos dias desde la
aplicacion y muy por encima del depdsito tedrico esperado respecto a la dosis aplicada. Por
lo tanto, si bien se analizara el efecto de las aplicaciones repetidas de este principio activo,
los niveles de residuos obtenidos no deben tomarse como referencia del comportamiento de
este plaguicida en las matrices de grano de soja y maiz almacenadas. Para el principio
activo deltametrina se establecid que existe influencia del nimero de aplicaciones siendo
las medias diferentes para 1, 2 y 3 aplicaciones (p <0,05) y ademéas existe un efecto

combinado de los dias desde la aplicacion y el nimero de aplicaciones.
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Fig. 6.5. Media y desvio estandar (pg/g) de los residuos de deltametrina en
granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion con una
aplicacion (negro), a los 90 dias con dos aplicaciones (gris) y a los 120 dias
con tres aplicaciones (blanco) y su relacion con el LMR. LMR SENASA
granos en general=1 pg/g. LMR SENASA soja = 0,02 pg/g.
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Fig. 6.6. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de deltametrina en
granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion con una
aplicacion (negro), a los 90 dias con dos aplicaciones (gris) y a los 120 dias
con tres aplicaciones (blanco) y su relacién con el LMR. LMR SENASA
granos en general=1 pg/g. LMR SENASA soja = 0,02 pg/g.
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Residuos de clorpirifos-metil y deltametrina
Las aplicaciones mdltiples de la mezcla comercial de clorpirifés-metil vy

deltametrina en granos de soja y maiz almacenados, producen un efecto acumulativo de los
residuos (Tabla 6.5).
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Tabla 6.5. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de clorpirifés-metil y deltametrina en granos de soja y
maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicaciéon con una aplicacion, a los 90 dias con dos aplicaciones y a los
120 dias con tres aplicaciones. Ref: ND= no detectado (Clorpirifés metil: LD maiz= 0,003 pg/g y LD soja= 0,003 pg/g;
Deltametrina: LD maiz= 0,054 pg/g y LD soja= 0,021 pg/g), <LC= menor al limite de cuantificacion (Clorpirifés-metil: LC maiz=
0,006 pg/g y LC soja= 0,006 pg/g; Deltametrina LC maiz= 0,108 pg/g y LC soja= 0,042 pg/g). LMR SENASA clorpirifés-metil= 5
pg/g, LMR SENASA deltametrina granos en general= 1 ug/g, LMR SENASA deltametrina soja= 0,02 pg/g

Principio Tiempo NUmero Maiz Soja
Producto activo desde la primera de Residuos Residuos
aplicado del aplicacion aplicaciones (ng/9) (ng/9)
residuo (dias) MediatD.E. MediatD.E.
Clorp+deltam Clorpirifos 2 lc 1,98+0,54 b 7,14+1,06 a
Clorp+deltam Clorpirifés 30 lc 1,29+0,58 bc 2,32+0,57 ¢
Clorp+deltam Clorpirifés 60 lc 0,67+0,43 cd 1,29+0,25d
Clorp+deltam Clorpirifés 90 lc 0,10+0,05 ¢ 0,36+0,15 ¢
Clorp+deltam Clorpirifos 120 lc <LC <LC
Clorp+deltam Clorpirifos 90 2a 2,59+0,81 a 3,60+0,51 b
Clorp+deltam Clorpirifés 120 3b 2,22 0,25 b 1,97+0,37 cd
Clorp+deltam Deltametrina 2 lc 4,56+2,22 ab 2,93+0,20 b
Clorp+deltam Deltametrina 30 lc 1,84+0,70 c 1,97+0,59 bc
Clorp+deltam Deltametrina 60 lc 0,10+0,05¢ 0,58+0,35 cd
Clorp+deltam Deltametrina 90 lc ND 0,18+0,10 ¢
Clorp+deltam Deltametrina 120 1lc ND <LCoND
Clorp+deltam Deltametrina 90 2a 4,48+0,93 a 6,00+1,34 a
Clorp+deltam Deltametrina 120 3b 8,12+1,66 b 3,50+1,64 b

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05) en el nimero de aplicaciones (columna Nimero de
aplicaciones) y en la interaccion tiempo desde la aplicacién*nimero de aplicaciones en cada matriz y principio activo

Los residuos de clorpirifés-metil se encontraron por debajo del LMR a los 2 dias
desde la aplicacion en granos de maiz y a los 30 dias en granos de soja, cuando se realiza
una sola aplicacion (Fig. 6.7 y 6.8). Los altos niveles de residuos iniciales en granos de soja
pueden deberse a una falta de uniformidad en la distribucion del plaguicida durante el
tratamiento en los ensayos experimentales. Al realizar una segunda aplicacion a los 60 dias,
los residuos de este principio activo en las muestras a los 90 dias se encuentran por debajo
del LMR establecido por SENASA en 5 ug/g, al igual que ocurre con las muestras a los
120 dias a las que se realizaron tres aplicaciones. Sin embargo, si consideramos que el
periodo de carencia para clorpirifés-metil es de 20 a 30 horas desde la aplicacion, las
aplicaciones multiples pueden generar residuos en los granos si se tomaran muestras luego
de la aplicacidn en este intervalo de tiempo, por lo tanto no se recomiendan las aplicaciones
maultiples de este principio activo.

Los residuos de deltametrina presentan el mismo comportamiento discutido

anteriormente por lo tanto no deben tomarse tales valores como representativos del
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comportamiento de este principio activo en almacenamiento de granos de soja y maiz. Sin
embargo se establecio que existe influencia del nimero de aplicaciones siendo las medias
diferentes para 1, 2 y 3 aplicaciones (p <0,05) y ademas existe un efecto combinado de los

dias desde la aplicacion y el namero de aplicaciones.
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Fig. 6.7. Media y desvio estdndar (ug/g) de los residuos de clorpirifos-metil (negro)
y deltametrina (blanco) en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la
aplicacion con una aplicacion (barra), a los 90 dias con dos aplicaciones
(triangulo) y a los 120 dias con tres aplicaciones (reloj) y su relacién con los LMR.
Ref: Linea delgada LMR SENASA deltametrina= 1 pg/g y linea ancha LMR SENASA
Clorpirifés-metil=5 ug/g.
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Fig. 6.8. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de clorpirifés-metil (negro)
y deltametrina (blanco) en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la
aplicacion con una aplicaciéon (barra), a los 90 dias con dos aplicaciones
(triangulo) y a los 120 dias con tres aplicaciones (reloj) y su relacién con los LMR.
Ref: Linea delgada LMR SENASA deltametrina= 1 pg/g y linea ancha LMR SENASA
Clorpirifés-metil=5 ug/g.
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Residuos de diclorvés y deltametrina

Para ambos principios activos se evidencia un efecto acumulativo sobre el nivel de
los residuos debido a las aplicaciones repetidas del formulado de diclorvos+deltametrina,
existiendo una influencia significativa del numero de aplicaciones sobre la media de
residuos calculada (p <0,05), ademés del efecto combinado de los dias desde la aplicacion

y el nimero de aplicaciones (Tabla 6.6).

Tabla 6.6. Media y desvio estandar (pg/g) de los residuos de diclorvés y deltametrina en granos de soja'y maiz a los 2,
30, 60, 90 y 120 dias desde la aplicacion con una aplicacion, a los 90 dias con dos aplicaciones y a los 120 dias con tres
aplicaciones. Ref: ND= no detectado (Diclorvés: LD maiz= 0,003 pg/g y LD soja= 0,006 pg/g; Deltametrina: LD maiz= 0,054 pg/g
LD soja= 0,021 pg/g), <LC= menor al limite de cuantificacion (Diclorvos: LC maiz= 0,006 pg/g y LC soja= 0,012 pg/g,
Deltametrina: LC maiz= 0,108 pg/g LC soja= 0,042 pg/g). LMR SENASA diclorvés= 5 pug/g, LMR SENASA deltametrina= 1 pg/g.

Principio Tiempo NUmero Maiz Soja
Producto activo desde la De Residuos Residuos
aplicado del residuo primera aplicacion aplicaciones (ng/9) (ng/g)
(dias) MediatD.E. MediazD.E.
Diclo+deltam Diclorvos 2 1lc 5,03+1,29 a 3,95+0,42 a
Diclo+deltam Diclorvos 30 1lc 1,07+0,47 cd 0,74+0,41 bc
Diclo+deltam Diclorvos 60 lc 0,19+0,08d 0,35+0,18 ¢
Diclo+deltam Diclorvos 90 lc 0,01+0,01 ¢ 0,04+0,03 b
Diclo+deltam Diclorvos 120 lc <LC <LC
Diclo+deltam Diclorvos 90 2a 2,48+1,12 b 2,33+0,68 a
Diclo+deltam Diclorvos 120 3b 1,560,22 ¢ 0,98+0,66 b
Diclo+deltam Deltametrina 2 lc 4,46+0,85 a 3,30+0,73 b
Diclo+deltam Deltametrina 30 lc 0,86+0,38 ¢ 2,96+0,37 b
Diclo+deltam Deltametrina 60 lc 0,14+0,06 ¢ 0,37+0,25d
Diclo+deltam Deltametrina 90 lc <LC 0,10+0,03 ¢
Diclo+deltam Deltametrina 120 lc <LC o ND <LC o ND
Diclo+deltam Deltametrina 90 2a 4,55+2,28 a 5,29+1,01 a
Diclo+deltam Deltametrina 120 3b 3,47+1,31b 2,34+1,36 b

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05) en el nimero de aplicaciones (columna Numero de
aplicaciones) y en la interaccion tiempo desde la aplicacidn*nimero de aplicaciones en cada matriz y principio activo

Los residuos de diclorvos superaron levemente el LMR en granos de maiz a los 2
dias para una sola aplicacion, mientras que para el resto de las mediciones en esta matriz y
todas las mediciones en soja aun en dobles y triples aplicaciones los niveles de residuos se
encontraron por debajo del LMR (Fig. 6.9 y 6.10). Se encontrd influencia de los dias desde
la aplicacion*numero de aplicaciones en los niveles de residuos de diclorvos siendo
diferentes los valores encontrados con 1, 2 y 3 aplicaciones (p <0,05). Respecto a los

residuos de deltametrina, si bien no se pueden tomar como verdaderos los valores
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obtenidos segun lo anteriormente discutivo, existe también un efecto de las aplicaciones

mdaltiples sobre los niveles de residuos.
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Fig. 6.9. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de diclorvos (negro) y
deltametrina (blanco) en granos de maiz a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la
aplicacion con una aplicacion (barra), a los 90 dias con dos aplicaciones
(triangulo) y a los 120 dias con tres aplicaciones (reloj) y su relacion con los LMR.
Ref: Linea delgada LMR SENASA deltametrina= 1 pg/g y linea ancha LMR SENASA
Diclorvés=5 pg/g.

Residuos p.a. (ug/g)

2 30 60 90 120
Tiempo desde la primera aplicacion (dias)

D Una aplicacion delta A Dos aplicaciones delta X Tres aplicaciones delta
. Una aplicacién diclo A Dos aplicaciones diclo x Tres aplicaciones diclo

Fig. 6.10. Media y desvio estandar (ug/g) de los residuos de diclorvos (negro) y
deltametrina (blanco) en granos de soja a los 2, 30, 60, 90 y 120 dias desde la
aplicacion con una aplicacion (barra), a los 90 dias con dos aplicaciones
(triangulo) y a los 120 dias con tres aplicaciones (reloj) y su relacién con los LMR.
Ref: Linea delgada LMR SENASA deltametrina= 1 pg/g y linea ancha LMR SENASA
Clorpirifés-metil=5 pg/g.
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Conclusiones

- Los ensayos realizados, formas de aplicacién, protocolos de seguridad para el lavado de
materiales y manejo de las muestras como asi también los controles de calidad realizados

se consideran adecuados respecto de evitar la contaminacion cruzada.

- No se recomiendan aplicaciones repetidas de los principios activo pirimifés-metil y
clorpirifés-metil en granos almacenados de soja y maiz debido a que ocurren un efecto
acumulativo de los residuos ocasionando que los mismos superen los LMR establecidos
por SENASA para la Republica Argentina.

- Respecto al principio activo diclorvos, considerando los Limites establecidos y periodos
de carencia en nuestro pais, podrian realizarse aplicaciones multiples debido a la alta
volatilidad de este principio activo y el corto periodo de proteccion, ya que si bien los
residuos presentan un efecto acumulativo los niveles de los mismos no superan el valor
limite en nuestro pais. Sin embargo, considerando que los LMR en otros mercados son
menores a los aceptados en nuestro pais, no deberian aplicarse en forma repetida y de ser
necesario extender el periodo de proteccion deberia elegirse alguno de los productos que
presentan un mayor periodo de proteccion.

- Siendo el periodo de proteccion de deltametrina sobre granos almacenados de hasta 12
meses para la dosis recomendada no se recomiendan las aplicaciones multiples debido a un

efecto acumulativo de los residuos.
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Capitulo VII

CONCLUSIONES FINALES

Se observo que los protocolos de manejo y procesamiento de las muestras como asi
también el disefio experimental de los ensayos y la toma de muestras fueron adecuados
respecto de evitar la contaminacion cruzada. No se han detectado residuos de plaguicidas
en las muestras provenientes de testigos sin aplicacion de plaguicidas ni de muestras blanco
y controles de calidad en los procesos de extraccion.

Respecto a las aplicaciones de plaguicidas, se han detectado en algunos casos
residuos superiores a los esperados o por encima de los Limites Maximos de Residuos aun
siguiendo las préacticas recomendadas, esto puede deberse a una mala distribucion del
depdsito durante las aplicaciones o errores en la medicion de las dosis, por lo cuél se
refuerza el concepto de respetar las Buenas Précticas Agricolas y ademas ser cuidadosos

tanto en las dosis aplicadas como el las técnicas de aplicacion.

La técnica de QUEChERS fue validada para todos los analitos en estudio en las
matrices de grano de soja y maiz. Sin embargo los resultados obtenidos para deltametrina
no responden al comportamiento esperado. Si bien los parametros de aceptacion indican
que la técnica es valida para el objetivo del estudio en la determinacién de residuos de este
principio activo, los resultados de deposito inicial obtenidos de las muestras problema
superan entre 10 y 70 veces el nivel esperado de acuerdo a la dosis aplicada por lo que
podria inferirse algin problema analitico en la deteccion, identificacidn o cuantificacion de

los residuos.

Para todos los analitos se observo un efecto de la matriz sobre la respuesta,
comportamiento esperado ya que se trabajé con matrices complejas, por lo tanto las curvas
de calibracion en matriz fueron utilizadas para la cuantificacion de los niveles de residuos
de plaguicidas. El principio activo novalurdn presenté un comportamiento diferente al resto
ya que mostrd una mayor respuesta en solvente que en matriz. Se establecieron valores de

Coeficiente de Variacién y Coeficientes de determinacién lineal (R%) dentro de los
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pardmetros de aceptacion para todas las curvas de calibracion, por lo que se consideran
adecuadas para la cuantificacion de los residuos en el rango lineal de concentraciones
establecido para cada principio activo. Los valores de Recuperacion porcentual (R%) se
encontraron dentro del rango de aceptacion establecido por lo que se acepta la exactitud de
los resultados. Los valores de Desviacion Estandar Relativa porcentual (RSD%) fueron
menores en todos los casos a los CV% calculados mediante la ecuacion de Horwitz por lo
cual se acepta la precision de los resultados obtendidos. Los valores de Incertidumbre
expandida (U%) y los Limites de Deteccién (LD) y Cuantificacion (LC) fueron adecuados

para el objetivo propuesto.

Las aplicaciones de plaguicidas sobre el cultivo de soja en estados reproductivos
para el control de chinches producen residuos en los granos por debajo de los LMR, en la
mayoria de los casos, cuando se respetan las dosis y momentos de aplicacion
recomendados, cumpliendo con los conceptos de Buenas Practicas Agricolas y

considerando los periodos de carencia establecidos.

Se puede inferir aunque sin evidencia estadistica un efecto de la dosis de aplicacién
sobre el nivel de residuos de plaguicidas en los granos y mas ain si las aplicaciones se
realizan en estados fenoldgicos avanzados del cultivo, por lo tanto aplicaciones en dosis
mas altas y mas cercanos a la cosecha se traducen en general en un mayor contenido de
residuos en los granos cosechados. Se evidencia también, aunque sin fundamento
estadistico, que es probable que exista un efecto de las condiciones ambientales de la
camparfia agricola sobre los niveles de residuos de plaguicidas ya que los residuos en
muestras provenientes de un mismo tratamiento en las diferentes camparias y fechas de
siembra han sido variables, sin embargo la influencia de estos factores ha sido mas clara en
principios activos mas persistentes como es el caso de endosulfan. Las condiciones de altas
temperaturas y precipitaciones importantes luego de la aplicacion podrian actuar como
causas mecanicas y fisicas de eliminacion, por otra parte, condiciones ambientales que
permitan el crecimiento déptimo del cultivo podrian afectar los niveles de residuos a través
del fenémeno de eliminacién aparente y el depoésito inicial de endosulfan. De igual forma,
aunque sin evidencia estadistica, se podria inferir que no existe un efecto marcado de los

dias transcurridos desde la aplicacion sobre los niveles de residuos.
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Respecto a la mezcla comercial de clorpirifds-etil y cipermetrina, los residuos de
clorpirifés-etil se han detectado en un mayor porcentaje de las muestras analizadas
mientras que los residuos de cipermetrina se comportan como menos persistentes. A pesar
de haber detectado residuos por encima del LMR para clorpirifos-etil en dos muestras de
aplicacion de dosis normal, se podria recomendar la aplicacion de este formulado comercial
ya que se puede inferir que estas variaciones fueron debidas a un error en la dosis de
aplicacion o distribucion del depdsito inicial, ya que en la mayoria de los casos siguiendo
las indicaciones de uso los residuos se encontraron por debajo del LMR establecido por
SENASA. Respecto al efecto de las variables ambientales, puede inferirse que debido a la
menor estabilidad y persistencia de estos principios activos respecto al endosulfan, se
hayan ocasionado pérdidas importantes de los residuos o bajos depdsitos iniciales ante
pequefias variaciones de las condiciones meteoroldgicas las cuales pueden no verse
reflejadas en las variables elegidas para el presente trabajo de tesis. Por lo tanto las
aplicaciones de la mezcla de clorpirifos-etil+cipermetrina para el control de chinches en el
cultivo de soja, en general, no generan residuos en los granos por encima de los LMR
establecidos por SENASA para la Republica Argentina, sin embargo una correcta técnica
de aplicacion en lo que se refiere a la dosis y técnica de aplicacién del plaguicida es
indispensable a fin de lograr una depésito inicial homogéneo y evitar la concentracion de
residuos y la aparicion de los mismos por encima de los LMR aln en dosis normales de

aplicacion.

Por tultimo, la formulacion de imidacloprid+p-ciflutrina se presenta como la opcion
mas inocua desde el punto de vista de los residuos para el control de estos insectos ya que
no se detectaron residuos en ninguna de las muestras analizadas provenientes de ensayos de
las campafias 2009/2010, 2010/2011 y 2011/2012.

Las aplicaciones de la mezcla los principios activos clorpirifos-etil y cipermetrina y
del principio activo novalurén en el cultivo de maiz para el control de lepidopteros durante
los estadios vegetativos del cultivo, no generan residuos en los granos superiores a los
LMR establecidos por la reglamentacion Argentina respetando las indicaciones de uso de

los mismos.
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Las aplicaciones de insecticidas en granos almacenados de soja y maiz deben
realizarse siempre considerando las recomendaciones de uso. Los niveles de residuos de
todos los principios activos estudiados siguen una dindmica de disipacion en la cuél a
medida que transcurre el tiempo desde la aplicacion los niveles de residuos disminuyen.
Los porcentajes de desaparicion de residuos y las Tasas de Disipacién Diarias fueron
variables entre las matrices de grano de soja y maiz y los principios activos en estudio. Las
aplicaciones de pirimifés-metil y diclorvos en ambas matrices de grano en sus dosis
recomendadas para el maximo periodo de proteccion, generan en los granos residuos por
debajo del LMR establecido por SENASA cumplido el periodo de espera minimo para el
consumo. Sin embargo, si los granos seran destinados a la exportacion los LMR del pais
destino deberan ser considerados a fin de tomar la desicién de cual principio activo se
ajusta a los pardmetros exigidos. Los resultados obtenidos de residuos del principio activo
deltametrina no permiten establecer conclusiones respecto al comportamiento de dicho
plaguicida en las matrices estudiadas ya que los niveles de deposito inicial fueron muy
superiores (10 a 70 veces) a los esperados respecto a la dosis aplicada, como se dijo
anteriormente se infieren problemas en las determinaciones analiticas de dicho principio
activo ya que considerando la dosis tedrica inicial respecto de las dosis aplicadas, no
deberian existir problemas de residuos superiores a los LMR en el caso de maiz. En el caso
de soja no debe aplicarse este principio activo durante el almacenamiento ya que los limites
permitidos en esta matriz son muy inferiores a los de granos almacenados en general.

En la aplicacion de la mezcla comercial de clorpirifés-metil+deltametrina, los
residuos de clorpirifés-metil en granos de maiz alcanzaron niveles acordes al LMR
establecido por SEANASA transcurrido el periodo de carencia, mientras que en el caso de
granos de soja los niveles superaron este valor lo cual puede deberse al alto nivel de
residuos iniciales detectados, por encima del depdsito tedrico de acuerdo a a dosis aplicada.
En este aspecto puede inferirse una inadecuada distribucion del producto durante la
aplicacion. Existe influencia de la dosis de principio activo sobre el nivel de residuos de
diclorvés y deltametrina generandose mayor niveles de residuos a mayor dosis aplicada.
Sin embargo en el caso de deltametrina no se ha podido establecer un valor cierto de los

residuos debido a las limitantes anteriormente descriptas.
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No se recomiendan aplicaciones repetidas de insecticidas en granos almacenados de
soja y maiz para los principios activos pirimifés, clorpirifés-metil y deltametrina ya que el
efecto acumulativo sobre el nivel de residuos es importante. En el caso de diclorvos,
considerando siempre el periodo de carencia establecido, el intervalo minimo entre
aplicaciones y las dosis recomendadas los niveles acumulados de residuos no superan el
LMR establecido por SENASA. Sin embargo se debe considerar el destino final de los
granos ya que si los mismos estuvieran destinados al mercado de exportacion deben
analizarse los LMR establecidos por el pais de destino. De ser necesario un mayor periodo

de proteccion se deberan elegir otros productos autorizados para el uso en almacenamiento.

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se acepta la hipotesis
planteada ya que algunos de los factores relacionados al manejo de los cultivos y a la
aplicacion de plaguicidas influyen en la dinamica de disipacion y el nivel de residuos de
insecticidas en granos de soja y maiz producidos y almacenados en la region central de la
Republica Argentina.

Se observa en los niveles de residuos obtenidos un comportamiento variable
dependiendo de la especie, campafia agricola y fechas de siembra, como asi también de
factores relacionados a la aplicacion de plaguicidas tales como el principio activo en

estudio, las dosis, momentos y nimero de aplicaciones.

El presente trabajo de tesis sirve como punto de partida para la realizacion de
estudios sobre la problematica de los residuos de plaguicidas en granos de cultivos
extensivos. A partir de los resultados obtenidos se pretende difundir a todos los actores
involucrados en las cadenas comerciales de estos productos a fin de concientizar acerca de
la importancia de respetar las Buenas Practicas Agricolas en la aplicacion de plaguicidas a
fin de lograr un nivel mas alto de proteccion de la salud. Se considera importante
profundizar en el estudio de los niveles de residuos con principios activos de reciente
aparicion, banda verde y con menor toxicidad a fin de reemplazar principios activos mas
toxicos como los organofosforados y piretroides. Otro aspecto a considerar es la necesidad
de realizar monitoreos de ensayos supervisados a campo Y en el almacenamiento de granos
en condiciones reales de manejo a fin de evaluar el comportamiento de los residuos de

plaguicidas.
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ANEXO 1

Resumen de las condiciones meteorologicas
durante el desarrollo de los ensayos
experimentales de aplicacion de plaguicidas en
el cultivo de soja
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Anexo 1.1. Resumen de las condiciones meteoroldgicas (precipitaciones y temperaturas acumuladas) durante la
realizacion de los ensayos experimentales de aplicacion de insecticidas a campo en el cultivo de soja para tres
campafias agricolas y dos fechas de siembra en cada campafia.

Precipitaciones Precipitaciones | Temperaturas | Precipitaciones | Temperaturas
Fecha acumuladas acumuladas acumuladas acumuladas acumuladas
Campaiia de en el ciclo del cultivo | de R3 a cosecha | de R3 a cosecha | de R5 a cosecha | de R5 a cosecha
siembra (mm) (mm) °O) (mm) °O)
1 695,5 349 1897,75 223 1416,85
2009/2010
2 496,5 138,5 1148,92 99,5 932,22
1 505 234 1663,5 151 1192,63
2010/2011
2 481 165 1582,73 118 1240,66
1 5245 374,5 2464,88 334,5 2092,48
2011/2012
2 4115 38 1219,4 28 1009,1

Fuente: INTA, 2013.
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Anexo 1.2. Resumen de las condiciones meteoroldgicas (radiacion, temperaturas minimas, maximas y medias, humedad relativa,
evapotranspiracion y precipitaciones) para la campafa 2009/2010 en dos fechas de siembra desde el dia de la aplicacion en los

estados fenoldgicos R3 y R5 en el cultivo de soja y tres dias posteriores a la aplicacion.

Fecha | Momento Temp. Temp. Temp. | Humedad
Campaiia de de Dia Radiacion| Minima | Méaxima Media relativa Eto Precip.
siembra | aplicacion (MJ.m-2) (°C) (°C) (°C) (%) (mm)

R3 13/01/2010| 27,8 8,1 29,3 18,7 64 59
14/01/2010| 26,8 10,5 33,5 22 59 6,1
15/01/2010 16,9 13 314 22,2 SD 38
16/01/2010| 27,2 14,3 32,1 23,2 51 6,3
R5 04/02/2010 18,5 18,9 27 23 92 4,2
05/02/2010 79 19 26 22,5 94 18

06/02/2010 75 18,6 28,3 23,5 91 1,7 5
2009/2010 07/02/2010| 20,6 21,2 29,5 25,4 94 4,8
R3 05/03/2010 24 14,9 29,3 22,3 85 54
06/03/2010| 20,8 17,1 30,4 23,7 86 4,8
07/03/2010| 22,7 17,6 30,5 24,1 83 53
2 08/03/2010| 22,7 18,6 30 23,5 82 53
R5 15/03/2010 21,3 10,2 27,5 18,6 74 4,5
16/03/2010 19,3 11,5 27,8 19,5 81 4,1
17/03/2010| 20,1 19,1 31,2 24,5 83 4,7

18/03/2010 12,1 18,7 30 23,8 88 2,8 4

Fuente: INTA, 2013.




Anexo 1.3. Resumen de las condiciones meteoroldgicas (radiacion, temperaturas minimas, maximas y medias, humedad relativa,
evapotranspiracion y precipitaciones) para la campafa 2010/2011 en dos fechas de siembra desde el dia de la aplicacion en los
estados fenologicos R3 y R5 en el cultivo de soja y tres dias posteriores a la aplicacion.

|X44

Fecha | Momento Temp. Temp. Temp. | Humedad
Campafia de de Dia Radiacion| Minima | Maxima | Media relativa Eto Precip.
siembra |aplicacion (MJ,m-2) (°C) (°C) (°C) (%) (mm)

R3 09/02/2011 25,9 13,4 26 19,8 84 54
10/02/2011 24,7 13,7 25,7 19,5 82 51
11/02/2011 14 13,9 25,3 19,4 81 2,7
12/02/2011 26,5 13,1 29,1 21 79 5,8
R5 04/03/2011 23,1 14,5 29,6 22,21 76 5,2
05/03/2011 20,2 16,9 29,5 22,79 74 4,6
06/03/2011 20,3 15,8 30,1 23,07 73 4,6
2010/2011 07/03/2011 22,1 17 30,8 22,85 80 5,1
R3 04/03/2011 23,1 14,5 29,6 22,21 76 5,2
05/03/2011 20,2 16,9 29,5 22,79 74 4,6
06/03/2011 20,3 15,8 30,1 23,07 73 4,6
2 07/03/2011 22,1 17 30,8 22,85 80 5,1
R5 21/03/2011 19,8 10,6 30,7 20,46 66 4.4
22/03/2011 20,2 14,4 32,8 23,56 72 4,7

23/03/2011 79 14,8 22,7 17,54 90 1,6 14

24/03/2011 14,8 13,9 21,9 17,24 85 3 20

Fuente: INTA, 2013.
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Anexo 1.4. Resumen de las condiciones meteoroldgicas (radiacion, temperaturas minimas, maximas y medias, humedad relativa,
evapotranspiracion y precipitaciones) para la campafa 2011/2012 en dos fechas de siembra desde el dia de la aplicacion en los

estados fenologicos R3 y R5 en el cultivo de soja y tres dias posteriores a la aplicacion.

Fecha | Momento Temp. Temp. Temp. | Humedad
Campafia de de Dia Radiacion| Minima | Maxima | Media relativa Eto Precip.
siembra | aplicacion (MJ,m-2) (°C) (°C) (°C) (%) (mm)
R3 18/01/2012 11,9 17,2 28,9 23,3 73 31
19/01/2012 23,2 19,6 33,6 24,9 67 55
20/01/2012 29,1 16,4 35,0 26,3 64,5 6,8
21/01/2012 18,1 18,5 28,6 22,2 72 4,1
R5 03/02/2012 26,6 17,8 31,4 24,6 76,5 6,2
04/02/2012 20,1 19,8 34,8 27,3 75,5 50 4,5
05/02/2012 171 19,3 315 254 82 4,1
2011/2012 06/02/2012 13,1 22,8 32,4 27,6 84,5 3,2
R3 23/03/2012 19,4 9,10 23,5 16,0 76 3,9
24/03/2012 19,4 113 26,2 18,0 70 4,1
25/03/2012 12,6 11,3 27,9 18,5 73 2,7 8,0
2 26/03/2012 17,1 9,9 24,8 16,1 69,5 3,5
R5 04/04/2012 16,3 9,9 27 17,3 71 34
05/04/2012 18,6 8,9 30,6 19,2 68 4
06/04/2012 17 11,9 30,3 21,2 75 38
07/04/2012 11,9 15,8 30,9 22,7 71 2,7 5

Fuente: INTA, 2013.
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Imagenes de los ensayos experimentales realizados
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! Trilla mecanica

Materiales utilizados en ensayos de almacenamiento de granos
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