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IMAS-GARAY, Lourdes Analia. Método QUEChERS Unificado para el Analisis de Multiresiduos
de Pesticidas en Maiz y Sedimento. 28/02/2025. 45 paginas. Disertacion de Maestria en Energia y
Sustentabilidad — Universidad Federal de Integracion Latinoamericana, Unidad Itaipu Parquetec, Foz
de Iguazu.

RESUMEN

Por el papel crucial que desempefia Brasil como un productor global de maiz y las repercusiones de
la acumulacion de pesticidas en los sedimentos en la salud de los ecosistemas acuaticos, este estudio
se enfoca en la necesidad de un método simplificado para la evaluacion de los residuos de pesticidas
en ambas matrices, maiz y sedimentos. Se llevo a cabo la validacion de un método QUEChERS
modificado junto con la cromatografia de gases-espectrometria de masas utilizando siete pesticidas
habituales en el estado de Parana, Brasil: desisopropilatracina (DIA), deetilatracina (DEA), diazinén,
metil paration, pirimifos metilico, malation y Pirimifos etilico. ~Conforme a las directrices del
INMETRO y SANTE 12682/2019, el procedimiento alcanzo limites de cuantificacion (8.40 - 15.00
ng kgt para sedimento y 8.80 - 13.00 ug kg™ para maiz) que se encuentran por debajo de los limites
méaximos de residuos (LMR) para maiz estipulados en el EC 396/2005. EI método evidencidé una
linealidad excepcional (R > 0.99), tasas de recuperacion entre 70 y 120% y precision (desviaciones
estandar relativas < 20%). Este procedimiento validado ofrece un enfoque unificado, fiable y
sensible para el analisis multiresiduo de pesticidas en maiz y sedimento, lo cual resulta ventajoso para
la vigilancia ambiental y la seguridad alimentaria, especialmente en regiones agricolas fundamentales
como Brasil.

Palabras clave: impacto agricola, alimento, matriz ambiental, deteccion y cuantificacion, monitoreo
ambiental.
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IMAS-GARAY, Lourdes Analia. Método QUEChERS Unificado para a Anélise de Multiresiduos de
Pesticidas em Milho e Sedimento. 28/02/2025. 45 péginas. Dissertacdo de Mestrado em Energia e
Sustentabilidade - Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana, Unidade Itaipu Parquetec,
Foz do Iguagu.

RESUMO

Devido ao papel significativo do Brasil como um dos principais produtores globais de milho e aos
efeitos do acumulo de pesticidas nos sedimentos sobre a satide dos ecossistemas aquaticos, este estudo
aborda a necessidade de um método simplificado para avaliar os residuos de pesticidas em ambas as
matrizes, milho e sedimentos. Um método QUEChERS modificado combinado com cromatografia
gasosa-espectrometria de massas foi validado utilizando sete pesticidas comuns no Estado do Parana,
Brasil: desisopropilatrina (DIA), deetilatrina (DEA), diazinon, metil paration, pirimifés metilico,
malation e pirimifos etilico. Seguindo as diretrizes do INMETRO e SANTE 12682/2019, o méetodo
alcancou limites de quantificagdo (8,40 - 15,00 pg kg™ para sedimento e 8,80 - 13,00 ug kg™ para
milho) abaixo dos limites maximos de residuos (LMR) do EC 396/2005 para milho. O procedimento
demonstrou excelente linearidade (R? > 0,99), taxas de recuperacgdo (70-120%) e precisdo (desvios
padrdo relativos < 20%). Este método validado fornece uma abordagem unificada, confiavel e
sensivel para a analise multirresiduo de pesticidas em milho e sedimentos, o que é benéfico para o
monitoramento ambiental e a seguranca alimentar, particularmente em regides agricolas essenciais
como o Brasil.

Palavras-chave: impacto agricola, alimentos, matriz ambiental, deteccdo e quantificacao,
monitoramento ambiental.
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IMAS-GARAY, Lourdes Analia. Unified QUEChERS Method for the Analysis of Multiresidues of
Pesticides in Corn and Sediment. 28/02/2025. 45 pages. Master's Dissertation in Energy and
Sustainability - Federal University of Latin American Integration, Itaipu Parquetec Unit, Foz do
Iguacu.

ABSTRACT

Due to Brazil’s significant role as a major global corn producer and the effects of pesticide
accumulation in sediments on the health of aquatic ecosystems, this study addresses the need for a
simplified method to assess pesticide residues in both matrixes, corn and sediments. A modified
QUEChERS method combined with gas chromatography-mass spectrometry was validated using
seven common pesticides in Parana State, Brazil: desisopropylatrazine (DIA), deethylatrazine (DEA),
diazinon, methyl parathion, pirimiphos methyl, malathion, and pirimiphos ethyl. Following
INMETRO and SANTE 12682/2019 guidelines, the method achieved quantification limits (8.40 -
15.00 pg kg for sediment and 8.80 - 13.00 ug kg for corn) below EC 396/2005 maximum residue
limits (MRL) for corn. The procedure demonstrated excellent linearity (R? > 0.99), recovery rates
(70-120%), and precision (relative standard deviations < 20%). This validated method provides a
unified, reliable, and sensitive approach for the multiresidue analysis of pesticides in corn and
sediment, which is beneficial for environmental monitoring and food safety, particularly in essential
agricultural regions like Brazil.

Keywords: agricultural impact, food, environmental matrix, detection and quantification,
environmental monitoring.
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1. INTRODUCCION

La polucidn de los alimentos y los recursos hidricos por pesticidas constituye una
amenaza considerable para la salud humana y la integridad de los ecosistemas (Gonzalez-Curbelo;
Varela-Martinez; Riafio-Herrera, 2022; Melo et al., 2019; Stefanelli; Attard Barbini, 2022).
Actualmente, las investigaciones se centran en el analisis de los residuos de pesticidas presentes en
una variedad de productos alimenticios y en diversas matrices ambientales (Santana-Mayor et al.,
2023). Los desechos de pesticidas tienen la capacidad de perdurar en los productos recolectados,
tales como los granos de maiz, y también pueden contaminar las matrices ambientales, tal como los
sedimentos (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; Guo; Li, 2024). Los sedimentos por su parte,
desempefian un papel crucial en el estudio de los residuos de pesticidas, dado que actian como
reservorios, acumulando residuos que son transportados desde las zonas agricolas mediante procesos
de escurrimiento o lixiviacion (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; Guo; Li, 2024; Santana-Mayor et
al., 2023). Este asunto reviste particular preocupacién en las regiones con précticas de agricultura
intensiva (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2019; Didoné et al., 2021).

La produccion de maiz en Brasil ha registrado un incremento notable,
estableciendo al pais como el tercer mayor productor global de este cereal (Prado de Oliveira et al.,
2023; USDA, 2024). En Brasil, Parana se posiciona como el segundo estado con mayor produccion
agricola, aportando alrededor del 13% a la produccion total de maiz y soja, de acuerdo con el
promedio trienal de 2021 a 2023 (Agencia de Defensa Agropecuaria de Parana - ADAPAR, 2024;
USDA, 2024). En respuesta al incremento en la produccion agricola, se emplea un volumen
considerable de pesticidas, predominantemente herbicidas, fungicidas e insecticidas (Agencia de
Defensa Agropecuaria de Parana - ADAPAR, 2024; Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA, 2019).

Numerosos pesticidas son categorizados como contaminantes organicos
persistentes, atribuible a su persistencia en el entorno y a los posibles riesgos que pueden conllevar
para la salud humana y los ecosistemas (Agencia de Defensa Agropecuaria de Parana - ADAPAR,
2024; Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; Didoné et al., 2021). En esta categoria se incluyen ciertos
pesticidas frecuentemente empleados en el cultivo de maiz y soja, tales como la atrazina, diazinén,
malation, paration etilico, pirimifos etilico, paration metilico y pirimifos metilico (Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2019). La categorizacion de estas sustancias como residuos
cronicos por la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria de Brasil (ANVISA) subraya la imperiosa

necesidad de implementar practicas rigurosas de supervision y administracion para mitigar los riesgos
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para la seguridad alimentaria y la salud ambiental (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA, 2019; Pignati et al., 2017).

Los procedimientos contemporaneos para el analisis de residuos de pesticidas
frecuentemente demandan procesos independientes y demandan un tiempo considerable para la
evaluacion de diversas matrices (Perestrelo et al., 2019; Santana-Mayor et al., 2023). El método
QUECHhERS (Répido, Fécil, Barato, Efectivo, Robusto y Seguro), desarrollado por Anastassiades et
al. en 2003, representa un método de extraccion accesible, con un consumo reducido de solventes y
rentable, que se emplea ampliamente para la extraccién de residuos organicos e inorganicos de
variadas matrices (Anastassiades et al., 2003; Santana-Mayor et al., 2023). La constante
implementacién en matrices alimentarias ha resultado en su validacion oficial por parte de AOAC
International y el Comité Europeo de Normalizacion (CEN), subrayando su capacidad para identificar
residuos de pesticidas en frutas y verduras (Anastassiades et al., 2003; He et al., 2015; Perestrelo et
al., 2019).

Durante los afios recientes, el método QUEChERS ha sido objeto de una
investigacion de relevancia con el objetivo de evaluar una diversidad de muestras tanto de alimentos
como ambientales (Santana-Mayor et al., 2023). Numerosos estudios realizados en Brasil han
examinado la metodologia QUEChERS para la deteccién de residuos de pesticidas en diversas
matrices, entre los que se incluyen arroz(Melo et al., 2019), bebidas derivadas de soja (May et al.,
2017), agua (Gabardo et al., 2021), plantas de cultivos agricolas(Viera et al., 2017), suelo (do Amaral;
Peralta-Zamora; Nagata, 2022) y sedimentos (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020). Estas
investigaciones subrayan la relevancia de esta metodologia para asegurar la seguridad alimentaria
(May et al., 2017; Melo et al., 2019; Perestrelo et al., 2019; Stefanelli; Attard Barbini, 2022) y
promover la preservacion del medio ambiente (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; Gabardo et al.,
2021; May et al., 2017; Viera et al., 2017). No obstante, existe una demanda creciente de métodos
mas eficaces y compatibles para la evaluacion simultanea de la contaminacién por pesticidas en
muestras tanto alimentarias como ambientales (Clarivate, 2025; He et al., 2015; Prado de Oliveira et
al., 2023; Santana-Mayor et al., 2023).

A pesar de que algunas investigaciones han utilizado métodos QUEChERS para el
analisis de matrices individuales, tales como muestras de alimentos y ambientales (Santana-Mayor et
al., 2023), se ha producido un desarrollo y validacion limitados de un enfoque unificado que sea
aplicable tanto al maiz como a los sedimentos sedimentarios (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; He
et al., 2015; Viera et al., 2017). La implementacién de un método de analisis estandarizado resulta
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esencial, dado que optimizaria el seguimiento de dichas matrices (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020;
Vieraet al., 2017)

La naturaleza de la matriz empleada tiene un impacto considerable en la eficacia
de extraccion del método QUEChERS (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; He et al., 2015; Viera et
al., 2017). En matrices ambientales, tales como el suelo y los sedimentos, elementos como la
concentracion de materia organica y arcilla pueden tener un impacto en la eficiencia de extraccion
(Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; do Amaral; Peralta-Zamora; Nagata, 2022). En las matrices
alimentarias, la extraccion puede verse influenciada por el contenido de agua, asi como por la
inclusién de grasas y azucares en el proceso (Arena et al., 2024; He et al., 2015; Stefanelli; Attard
Barbini, 2022; Vieraetal., 2017). A pesar de que frecuentemente se proponen calibraciones ajustadas
a la matriz para diversas metodologias (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; He et al., 2015), es
factible aplicar un enfoque mas sencillo a matrices de alta complejidad (Viera et al., 2017). Esto
conlleva la implementacion de una adicion de estandar de nivel Unico en la muestra (Single Level
Standard Addition - SLSAS, por sus siglas en ingles) (Viera et al., 2017), que se fundamenta en el
procedimiento de adicion estdndar estipulado en las directrices oficiales (SANTE 12682/2019)
(Directorate General for Health and Consumer Affairs, 2020). Para enfrentar estos retos, resulta
esencial continuar implementando la metodologia QUEChERS y perfeccionar su validacion en
diversos contextos (matrices y técnicas de deteccidn) para un analisis y monitoreo mas eficaces de
los residuos de pesticidas (Gonzélez-Curbelo; Varela-Martinez; Riafio-Herrera, 2022; Santana-
Mayor et al., 2023).

El propoésito de este estudio es desarrollar y validar un método modificado
QUEChERS en combinacion con la cromatografia de gases-espectrometria de masas para el analisis
de diversos residuos de pesticidas presentes en muestras de maiz y sedimentos del estado de Parana,
Brasil. La investigacion aborda una discrepancia considerable en las practicas analiticas
contemporaneas, las cuales frecuentemente requieren de métodos especificos para cada matriz
(Gonzélez-Curbelo; Varela-Martinez; Riafio-Herrera, 2022; Santana-Mayor et al., 2023; Viera et al.,
2017). Subraya la imperiosa necesidad de una metodologia confiable y sensible para la cuantificacion
simultanea de multiples residuos de pesticidas en matrices alimentarias y ambientales. La finalidad
de esta metodologia es proporcionar una alternativa que facilite la supervision de residuos de

pesticidas en areas de intensa actividad agricola.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En las décadas recientes, Brasil se ha consolidado como uno de los principales
productores agricolas a escala global, con la soja y el maiz emergiendo como cultivos esenciales
debido a su versatilidad y demanda tanto en los mercados nacionales como internacionales (Bigolin;
Talamini, 2024; Cunha, 2024; Picoli et al., 2018). La produccion de maiz en Brasil ha mostrado un
crecimiento significativo con un aumento en el rendimiento y la produccion en los Gltimos afos,
posicionando a Brasil como el tercer mayor productor de este cereal a nivel mundial. En el periodo
2014/2015, la produccién alcanzo un total de 85,000 toneladas con un rendimiento de 5.40 T/Ha,
mientras que para el periodo 2022/2023, se alcanz6 un récord de produccién de 137,000 toneladas y
un rendimiento de 6.12 T/Ha (IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2023; USDA,
2024). Es, por tanto, que la produccién de maiz se constituye como un componente clave de la
econdmica agricola brasilefia, con un enfoque en la mejora de la eficiencia y la sostenibilidad
(Bigolin; Talamini, 2024; Pignati et al., 2017).

Dentro del territorio brasilefio se destaca el estado de Parana, siendo el segundo
mayor productor agricola del pais, con una produccion estimada de alrededor del 13% del total de
toneladas de maiz y soja (Silva, Kadson Emmanuel Frutuoso et al., 2021; Wenneck et al., 2023), de
acuerdo al promedio de produccion de tres afios, periodo 2021 — 2023 (USDA, 2024). Ademas de la
actividad agricola intensiva, se registra un comercio sumamente dindmico en relacion con la
produccién e importacién de pesticidas utilizados en las categorias agricolas previamente
mencionadas, entre otros rubros (Agencia de Defensa Agropecuaria de Parana - ADAPAR, 2024). La
intensificacion de las précticas agricolas a escala global ha hecho imperativo el empleo de pesticidas
para maximizar los rendimientos de los cultivos y protegerlos frente a una variedad de plagas y
patologias (Kim; Yang; Choi, 2022; Pelosi et al., 2021). De este modo, para el periodo 2013-2023,
se documenta un incremento que oscila entre el 228 y el 269%, teniendo en cuenta el volumen
(toneladas) de pesticidas registrados por la Agencia de Defensa Agropecuaria de Parana (ADAPAR).
Los herbicidas son los mas utilizados, seguidos por los fungicidas e insecticidas (Pelosi et al., 2021).

No obstante, la dependencia de los insumos quimicos ha suscitado inquietudes en
torno a la seguridad de los productos alimenticios y los potenciales efectos ambientales derivados de
los residuos de pesticidas (Kim; Yang; Choi, 2022; Pelosi et al., 2021). El requerimiento de
evaluacion de pesticidas en Brasil se origind en respuesta a las exigencias regulatorias orientadas a
asegurar la seguridad alimentaria y salvaguardar la salud publica. En las fases iniciales, el enfoque

primordial se orient0 hacia la supervision de residuos de pesticidas en productos alimenticios con el
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objetivo de adherirse a los estandares de comercio internacional y las normativas nacionales
(Hernandez-Mesa; Moreno-Gonzéalez, 2022; Pignati et al., 2017; Prado de Oliveira et al., 2023;
Santana-Mayor et al., 2023). La Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), entidad
gubernamental de Brasil implementé directrices y regulaciones con el objetivo de supervisar los
residuos de pesticidas en los alimentos y garantizar el cumplimiento de los Limites Maximos de
Residuos (LMRs) en suelo (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2025; Araujo et
al., 2022), de modo a controlar las dosificaciones empleadas en el uso de los pesticidas en el territorio
brasilefio (Bitencourt de Morais Valentim et al., 2023; Silva, Ana Carolina Araujo et al., 2021).
Asimismo, entidades internacionales son responsables de los valores tolerables en alimentos, como
la normativa EC 396/2005 y sus modificaciones, promulgada por la Union Europea, en donde son
establecidos los limites méximos de residuos de pesticidas para la mayor parte de los commaodities y
alimentos comercializados a nivel regional (European Parliament, 2005).

No solo los alimentos son foco de estudio cuando se trata de la deteccion de residuos
de pesticidas, sino también las diversas matrices ambientales (Santana-Mayor et al., 2023). De
acuerdo a las principales bases de datos académicas, Scopus (Elsevier) y Web of Science (Clarivate),
los estudios sobre residuos de pesticidas en alimentos y muestras ambientales han ido en aumento
desde 2014 hasta la actualidad, presentando un aumento de entre 98 — 117% en la produccion de
articulos académicos (Clarivate, 2025; Elsevier, 2025). Esta tendencia refleja una creciente
preocupacion por la seguridad alimentaria, la salud ambiental y el impacto de las practicas agricolas
en los ecosistemas (Bruzzoniti et al., 2014; de Andrade et al., 2023). Del total de estudios registrados
en los principales motores de busqueda académica, del 70 — 73% corresponden a metodologias
QUEChERS enfocadas a alimentos, mientras que de entre el 24 — 27% corresponden a matrices

ambientales (Santana-Mayor et al., 2023), Figura 1.

Seguridad
Alimentaria

Investigacion de ‘
Residuos de —\

Ambiental

Figura 1. Adaptacion de articulo de revisiéon, sobre las dimensiones de estudios
enfocados en el analisis de residuos de pesticidas.
Fuente: (Santana-Mayor et al., 2023).
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Los sedimentos por su parte son una matriz crucial para el estudio de los residuos
de pesticidas debido a varios factores interrelacionados que destacan su importancia (Cassoli de
Souza Dutra et al., 2020; Guo; Li, 2024). Los sedimentos actian como un reservorio de pesticidas,
acumulando residuos que pueden haber sido transportados desde los campos agricolas a traves del
escurrimiento o la lixiviacion. Esta acumulacion puede persistir con el tiempo, lo que conlleva riesgos
de exposicion a largo plazo para los organismos acuaticos y una posible bioacumulacion en la cadena
alimentaria (Leppanen et al., 2024). Asimismo, pueden servir como indicadores de la salud ambiental,
reflejando los niveles historicos y actuales de contaminacion por pesticidas en los ecosistemas
acuaticos (Triassi et al., 2022). Analizar muestras de sedimentos puede proporcionar informacion
sobre la magnitud del uso de pesticidas (Droz et al., 2021). Las interacciones entre los sedimentos y
el agua que lo rodea pueden influir en la movilidad y la biodisponibilidad de los pesticidas. Los
sedimentos pueden actuar tanto como sumideros como fuentes de contaminantes, afectando su

distribucion en los ambientes acuaticos (Droz et al., 2021; Leppanen et al., 2024; Triassi et al., 2022).

2.1. METODOLOGIA QUEChERS

Un acontecimiento crucial en la evolucion del analisis de pesticidas fue la
implementacién del método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe). Esta es
una metodologia ampliamente reconocida de extraccion y limpieza, destinada al examen de residuos
de pesticidas presentes en matrices complejas, tales como muestras de alimentos y ambientales
(Bruzzoniti et al., 2014; Stefanelli; Attard Barbini, 2022).

La relevancia del método QUECHhERS reside en su habilidad para extraer
simultaneamente maultiples residuos de pesticidas de una Unica muestra, lo que lo convierte en un
método particularmente apropiado para el analisis de multiresiduos (Gonzalez-Curbelo; Varela-
Martinez; Riafio-Herrera, 2022; Hernandez-Mesa; Moreno-Gonzalez, 2022; Santana-Mayor et al.,
2023). Este aspecto es esencial en escenarios agricolas donde cultivos como el maiz son sometidos a
diversos pesticidas, y los sedimentos pueden funcionar como acumuladores de dichos compuestos
quimicos (Arena et al., 2024; Cassoli de Souza Dutra et al., 2020). El reconocimiento de esta
metodologia radica en su sencillez, rapidez y rentabilidad, que abarcan las limitaciones de otras
técnicas de extraccion convencionales, tales como la extraccion liquido-liquida (LLE), la dispersion
en fase solida de matriz o la extraccion en fase sélida (SPE). En contraste con las metodologias
convencionales, demanda un equipo minimo y emplea materiales de bajo costo y volimenes
relativamente reducidos de disolventes (Santana-Mayor et al., 2023). Adicionalmente, el

procedimiento QUEChERS ha demostrado su adaptabilidad a diversas matrices, tales como frutas,
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verduras, granos, agua, suelo y otras matrices, evidenciando su versatilidad y robustez (Bruzzoniti et
al., 2014; Guimaraes Torquetti et al., 2022).

Esta metodologia conlleva una serie de etapas fundamentales, entre las cuales se

destacan las siguientes: la preparacion de la muestra, su extraccion y limpieza, seguido de un analisis
instrumental (Bruzzoniti et al., 2014; Gruba et al., 2023).

2.1.1. Principales etapas de la metodologia QUEChERS

a)

b)

c)

d)

Preparacion de la muestra: El proceso comienza con la homogeneizacion de la muestra

seguido del pesaje de una porcion de la misma. Para muestras con un bajo contenido de
humedad (menor al 80% en peso) (Santana-Mayor et al., 2023), se sugiere la adicion de agua
para facilitar el proceso de extraccion. La muestra es colocada por lo general en tubos de
polipropileno (Viera et al., 2017).

Extraccién y particion: Se afiade acetonitrilo a la muestra para extraer los residuos de

pesticidas. Este disolvente se ve favorecido por su capacidad para extraer una amplia gama de
analitos con diferentes polaridades (Santana-Mayor et al., 2023). De modo a mejorar la
eficiencia de la extraccion, y facilitar la separacion de las fases (acuosa — organica), etapa
también denominada particion, son adicionadas sales como el sulfato de magnesio y el cloruro
de sodio, reduciendo el contenido de agua en la fase organica y aumentando la fuerza iénica
de la solucion acuosa respectivamente, lo que se traduce en una mayor migracion de los
compuestos de interés hacia la fase organica generada por la adicién del acetonitrilo (Pareja
et al., 2022; Viera et al., 2017). Se realiza una vigorosa agitacion de la mezcla para facilitar
la extraccion de los residuos de pesticidas.

Limpieza: La etapa de limpieza se lleva a cabo mediante extraccion dispersiva en fase solida
(d-SPE), que normalmente implica una combinacion de amina secundaria primaria (PSA) para
eliminar del extracto los componentes polares (&cidos organicos, azucares, lipidos) y el
adsorbente C18 para eliminar las interferencias no polares (grasas y ceras), todos provenientes
de la matriz (Viera et al., 2017). La muestra es centrifugada para la separacion de las fases.
La técnica de purificacion optimiza la pureza del extracto, facilitando una cuantificacion méas
exacta de los residuos de pesticidas (Rahman et al., 2021).

Analisis y deteccion: Por Gltimo, la fase organica extraidas es acondicionada para su analisis

mediante cromatografia acoplada con un método de deteccion, por lo general espectrometria
de masas, cominmente empleando la cromatografia liquida (LC-MS/MS) o la cromatografia

de gases (GC-MS). Estas tecnicas ofrecen una elevada sensibilidad y especificidad para la
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deteccidn y cuantificacion de residuos de pesticidas. La seleccion del enfoque analitico esta
condicionada por la naturaleza de los pesticidas y la matriz objeto de andlisis (He et al., 2015;
Vieraet al., 2017).

Debido a la abundante literatura reciente en relacion con la validacion y
perfeccionamiento de la metodologia QUEChERS en diversas matrices y aplicaciones, asi como en
diversas técnicas de deteccion acopladas, se exponen en la Tabla 1, los trabajos méas andlogos con
respecto a las matrices evaluadas en este estudio, especificamente el maiz y los sedimentos, junto con
los mas representativos de la region (Brasil). Los principales trabajos desarrollados en Brasil han
enfocado su atencion en la implementacion de la metodologia QUEChERS para el monitoreo de
residuos de pesticidas en arroz (Melo et al., 2019), bebidas a base de soja (May et al., 2017), agua
(Gabardo et al., 2021), plantas de cultivos (Viera et al., 2017), suelo (do Amaral; Peralta-Zamora;
Nagata, 2022) y sedimentos (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020), subrayando su relevancia en la
salvaguarda de la seguridad alimentaria (Bin et al., 2023; de Andrade et al., 2023) y la proteccion
ambiental (Bruzzoniti et al., 2014; Rahman et al., 2021).

Es por tanto que, la metodologia QUEChERS se presenta como un instrumento
adecuado para el analisis de residuos de pesticidas presentes en maiz y sedimentos. La continua
investigacion y las modificaciones del método QUEChERS permiten su aplicabilidad y eficacia para
enfrentar los retos que supone la contaminacion por pesticidas en los sistemas agricolas (Santana-
Mayor et al., 2023). Sin embargo, los efectos de las diversas matrices analizadas, en especial matrices
complejas como alimentos y matrices ambientales sélidas, siguen representando uno de los mayores
retos en el proceso de validacion y armonizacion de las metodologias (Santana-Mayor et al., 2023;
Vieraetal., 2017).

Una de las alternativas existentes propuestas por Viera et al. (2017), que permite el
cumplimiento de los requisitos analiticos establecidos por la ISO/IEC 17025:2018 para la validacion
de nuevas metodologias (Stefanelli; Attard Barbini, 2022), corresponde a la adicion de soluciones
estandar en la muestra (SLSAS - Single Level Standard Adition in the Sample), esto como alternativa
ante la ausencia y/o dificultad de hallar una muestra blanco-representativa para matrices complejas,

lo que permite la cuantificacion sin necesidad de muestras blanco (Viera et al., 2017).

En regiones caracterizadas por la intensa actividad y produccion agricola, es
imperativo examinar metodologias innovadoras, asi como su validacion para mas de una matriz

compleja, con el objetivo de optimizar la supervision de residuos de pesticidas de manera mas eficaz
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(de Andrade et al., 2023). En consecuencia, este estudio propone la adaptacion del método sugerido
por Anastassiades et al. (2003) para el analisis simultdneo de residuos de pesticidas en maiz y
sedimento, su validacion a través de la aplicacion SLSAS, y en consonancia con los pardmetros
establecidos por el organismo nacional de normalizaciéon brasilefio y referencias internacionales como
SANTE 12682/2019 (Directorate General for Health and Consumer Affairs, 2020; INMETRO,
2020).

Tabla 1. Compilacién de métodos QUEChERS, desarrollados en los Gltimos afios para el analisis de residuos
de pesticidas en matrices ambientales y alimentos.

%

. LD LQ %
Muestra Método (ug ko)) (ug ko)) Regi%p:]era DPR* Ref.
Cereales
P QUEChERS; i i i
(maiz, trigo GC MS/MS 5-50 70-120 <10 (He et al., 2015)
y arroz)
Plantas QUEChERS, (Viera et al
(soja, maiz, UHPLC- 4.8-48 16 - 160 70-120 3-18 2017) B
arroz) MS/MS
. (Cassoli de
Sedimentos QUEChERS; 1.07-10.7 5-15 71-116 5-20 Souza Dutra et
GC MS/MS
al., 2020)
QUEChERS, i i i (Melo et al.,
Arroz HPLC-MS/MS 5 77-111 1.18-17.9 2019)
QUEChERS; 1 1 i (Gabardo et al.,
Agua LC-DAD 0.2uglL 05ugL 84-106 <11 2021)
QUEChERS; (do Amaral; Pe-
Suelo HPLC- 2.5-15.0 5-20 74-108 2.6-20.2 ralta-Zamora;
DAD/FLD Nagata, 2022)
Agua, ( "
material . Mac Loughlin;
particuladoen S0 IERS] : 06-10  70-120 : Peluso; Marino,
suspension, ) 2022)
sedimento
. QUEChERS; i i i (Hasnaki; Ziaee;
Maiz, suelo UHPLC MS/MS 2.0-31.0 10 - 50 64-128 5.2-25.4 Mahdavi, 2023)
Productos de SLE; 0.2-30.2 0.3-916 60-120 i (Arena et al.,
Maiz LC MS/MS ug L? pg L? 2024)

*DPR (%): Desvio Estandar Relativo.
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2.2. PESTICIDAS

Los pesticidas son agentes quimicos empleados con el objetivo de prevenir,
erradicar o regular plagas que ponen en peligro la productividad agricola, abarcando insectos,
malezas, hongos y otras especies. Operan de manera esencial en la agricultura contemporanea al
incrementar los rendimientos de los cultivos y salvaguardar los recursos alimentarios (Tudi et al.,
2021). Los pesticidas pueden ser categorizados en diversas categorias primordiales en funcién de sus
organismos objetivo y su estructura quimica. Las categorias primordiales comprenden; insecticidas,
destinados al tratamiento de las plagas de insectos; herbicidas, concebidos para el control de plantas
no deseadas; fungicidas, empleados en la lucha contra infecciones flungicas; y acaricidas, destinados
especificamente al tratamiento de &caros y garrapatas (Cunha, 2024; Tudi et al., 2021).
Adicionalmente, los pesticidas pueden ser categorizados en subconjuntos tales como
organofosforados, carbamatos y piretroides, cada uno con mecanismos de accion y persistencia

ambiental diferenciadas (Raffa; Chiampo, 2021).

De acuerdo con Pignati et al. (2017), la utilizacion promedio de pesticidas por
cultivo en Brasil se distribuye de la siguiente manera: la soja se posiciona en la posicion predominante
con mas de 500 millones de litros de pesticidas, mientras que el maiz se sitda en la posicién segunda
con mas de 117 millones de litros, de acuerdo con los datos recopilados para el afio 2015 (Pignati et
al., 2017). Conforme al volumen registrado en la base de datos de la Agencia de Defensa
Agropecuaria de Parana (ADAPAR), para el periodo 2013-2023 la proporcion de uso en toneladas
por cultivo se distribuyd entre la soja con 44.42% - 56.93%; y el maiz con alrededor del 16.66% -
22.88% del total de pesticidas consumidos y registrados (Agencia de Defensa Agropecuaria de Parana
- ADAPAR, 2024).

En Brasil, diversos pesticidas han sido categorizados como residuos cronicos,
Figura 2, atribuibles a su caracter perdurable y a los posibles riesgos para la salud humana y el
ecosistema. Dentro de los asociados a los cultivos de maiz y soja, empleados frecuentemente se tiene
a los compuestos como la atrazina, el diazinon, el malation, el pirimifos etilico, el pirimifos metilico
y el paration metilico en diversos cultivos (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA,
2019). La categorizacion de estos pesticidas como residuos crénicos por parte de ANVISA enfatiza
la necesidad de implementar précticas de supervision y gestion rigurosas para atenuar su repercusion
en la seguridad alimentaria (Bin et al., 2023; de Andrade et al., 2023) y la salud ambiental (Bruzzoniti
et al., 2014; Rahman et al., 2021).
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Figura 2. Adaptacion sobre el impacto de pesticidas cronicos en Brasil.
Fuente: (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2019).

Asimismo, el ministerio de salud de Brasil defini6 por medio del decreto
4074/2002, en su articulo 6, la clasificacion de los pesticidas de acuerdo con su efecto toxicoldgico:
Clase | (extremadamente toxico, productos altamente peligrosos para el medio ambiente); Clase 11
(altamente toxico, productos muy peligrosos para el medio ambiente); Clase 111 (moderadamente
toxico, productos peligrosos para el medio ambiente); Clase IV (poco tdxicos, poco peligrosos para
el medio ambiente) (Chiarello et al., 2016). En la Tabla 2, se observa la clasificacion de cada uno de
los pesticidas mencionados de acuerdo a su toxicidad y otros parametros de referencia. Los Limites
Méaximos de Residuos (LMRs) establecidos por ANVISA para cada uno de los pesticidas, como
valores de referencia para su regulacion ante su aplicacién en suelos agricolas, sirven de referencia
como valores maximos admisibles para matrices no alimenticias, mientras que los LMR establecidos
por la EC 396/2005, establece los limites maximos de residuos de plaguicidas en alimentos (Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2025; European Parliament, 2005).

La Atrazina (ATZ), herbicida de pre/post-emergencia, ampliamente utilizado en el
cultivo de maiz, es ademas uno de los herbicidas mayormente estudiados en cuerpos de agua por
registrarse su presencia en la regién del estado de Parana (Becker et al., 2021; Gabardo et al., 2021).
Investigaciones recientes indican que la atrazina tiene una solubilidad moderada en agua y puede
persistir en el medio ambiente, con una vida media de aproximadamente 100 dias en agua (Wang et

al., 2014). Su degradacion forma metabolitos como desetilatrazina (DEA) y desisopropilatrazina
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(DIA), que pueden acumularse debido a la cantidad significativa de materia organica y humedad
presente en los sedimentos que fomentan la actividad microbiana (Shipitalo; Owens, 2003; Wang et
al., 2014). Los estudios han demostrado que la presencia de atrazina y sus metabolitos en los
sedimentos puede llevar a una exposicion prolongada para los organismos acuaticos, lo que genera
preocupaciones sobre sus posibles impactos ecologicos. La deteccion y el andlisis de la atrazina en la
investigacion ambiental estan, por lo tanto, influenciados por estas propiedades, lo que lleva en ultima
instancia, a un enfoque en el monitoreo de sus metabolitos, que pueden representar riesgos a largo

plazo para los ecosistemas y la salud humana (Shipitalo; Owens, 2003; Wang et al., 2014).

Tabla 2. Caracteristicas de los principales pesticidas a ser evaluados, considerados como residuos crénicos.

LMR* LMR*
Pesticidas Usos Grupo Quimico Toxicidad Cultivos ANVISA  EC 396/2005
(mgkg?)  (mgkg?)
Atrazina Herbicida Triazina Clase Il Ma|lz, cana_de 0,25 0,05
azlcar, soja
Diazinon Insecticida  Organofosforado Clase Il Maiz, citricos 0,50 0,02
Paratién Metilico  Insecticida  Organofosforado Clase | Malz, S0Ja, 0,10 0,02
algodén
Pirimifos Metilico Insecticida  Organofosforado Clase 111 Ma[{zriga(;roz, 5,00 0,5
Malation Insecticida  Organofosforado Clase Il Arr?rziégma, 8,00 0,3
Pirimifos Etilico Insecticida  Organofosforado Clase 111 Gran_os, - -
hortalizas

*Limite M&ximo de Residuos.
Fuentes: (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2025; European Parliament, 2005).

Diazinon, un insecticida y acaricida, se aplica como tratamiento foliar para
controlar varias plagas en los cultivos, mientras que el malation, también un insecticida y acaricida,
se utiliza tanto para aplicaciones foliares como para productos almacenados. Pirimifos etilico y
pirimifos metilico son insecticidas organofosforados utilizados para aplicaciones foliares y productos
almacenados; sin embargo, se ha observado que el pirimifos metilico tiene un comportamiento de
absorcion diferente en los cultivos en comparacion con su contraparte etilica. Por ultimo, el paration
metilico, otro insecticida y acaricida, ha enfrentado restricciones desde 2016 debido a su alta
toxicidad, segun lo establecido en la Resolucion 56/2015 de ANVISA (Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2025; Delorenzi Schons; Leite, 2023; Moura et al., 2020; Rodrigues;
Fernandes, 2024).
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Los pesticidas organofosforados, tales como el malation y el pirimifos etilico,
presentan una mayor propension a adherirse a los sedimentos y a las diversas matrices sélidas
presentes en el entorno, lo cual resulta en una prolongada permanencia en el medio ambiente. Esta
estrecha afinidad se debe principalmente a las complejas interacciones quimicas que poseen, las
cuales les otorgan la capacidad de unirse de manera solida a las particulas presentes en el suelo y los
sedimentos, disminuyendo de esta forma su capacidad de desplazamiento e incrementando su
potencial de acumulacion en los diversos ecosistemas acuticos (Lari et al., 2014; Moura et al., 2020;
Oviedo-Chavez et al., 2023).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer una metodologia analitica unificada para la deteccion y cuantificacion
de pesticidas en muestras de maiz y sedimentos, provenientes de localidades agricolas del estado de
Parana — Brasil, empleando la metodologia QUEChERS en conjuncion con cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas con analizador de tipo cuadrupolo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar pardmetros de validacion analitica para la metodologia analitica unificada, a ser
empleada en la deteccion y cuantificacidn de pesticidas en muestras de maiz y sedimentos.

- Evaluar el desempefio de una calibracion mediante la adicion de soluciones estandar en la
muestra, para la metodologia analitica unificada empleada en la deteccion y cuantificacion de
pesticidas en muestras de maiz y sedimentos.

- Aplicar la metodologia analitica unificada, en muestras de maiz y sedimentos provenientes de

localidades agricolas del estado de Parana — Brasil.
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4. METODOLOGIA

4.1. REACTIVOS

Acetonitrilo (MeCN) de calidad HPLC y los sorbentes PSA y octadecilsilano (C18)
fueron adquiridos de Supelco (Alemania). El acetato de etilo (EtOAc) y el diclorometano (DCM) de
grado HPLC, fueron adquiridos de Honeywell (EE. UU.). Acido acético glacial (HAc) de Dinamica
(Brasil), sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOQa4) de Vetec (Brasil) y cloruro de sodio (NaCl) de
Synth (Brasil). El agua ultrapura se adquirié utilizando un purificador Purelab® Ultra (Options-Q).
Todos los estandares de pesticidas se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Alemania) con una pureza mayor
al 96.7%. Las soluciones estandar para pesticidas individuales; desisopropilatrazina (DIA),
desetilatrazina (DEA), Atrazina-D5 (ATZ-D5), diazinon, paration metilico, pirimifos metilico,
malation y pirimifos etilico se formularon en EtOAc a una concentracion de 1000 mg L™, mientras
que un estandar de trabajo intermedio se preparé en MeCN a 10 mg L. Las soluciones para la adicion
del analito a las muestras se formularon a partir de las soluciones intermedias separadas, creando un
estandar mixto en MeCN. Los estandares mezclados se formularon a concentraciones de 350, 450,
550, 650, 750, 850, 950 y 1050 pg L. Todas las soluciones se mantuvieron a -18 °C hasta su uso.

Segun estudios recientes, la atrazina (ATZ) presenta alta solubilidad en agua, baja
solubilidad en sedimentos y una rapida tasa de degradacion para formar sus metabolitos, como DIA
y DEA, en condiciones ambientales, debido a la gran cantidad de materia organica y humedad
asociada a los sedimentos, lo que resulta en una alta actividad microbiana (Roh et al., 2023; Shipitalo;
Owens, 2003; Triassi et al., 2022). Estas caracteristicas influyen en la deteccidn y andlisis de la
atrazina en estudios ambientales, lo que lleva a centrarse en sus metabolitos mas persistentes: DIA 'y
DEA. ATZ-D5 fue seleccionado como estandar interno, mientras que la ATZ fue excluida debido a

la ausencia del estandar en el laboratorio al momento de las pruebas.

Por lo tanto, con el objetivo de monitorear los pesticidas predominantes utilizados
en el cultivo del maiz, se llevaron a cabo analisis en esta matriz: DIA, DEA, diazinon, paration
metilico, pirimifos metilico. Ademas, con el proposito de contrastar la metodologia evaluada
mediante su implementacion en la matriz sedimento, se seleccionaron para esta: DIA, DEA, diazinon,
malation y pirimifos etilico; estos dos Gltimos se utilizan para evaluar aquellos con mayor afinidad a
los sedimentos (organofosforados), y se utilizan en cultivos de gran escala como la soja (Exterkoetter
et al., 2019; Lupi et al., 2015).
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4.2. MUESTREO Y LOCALIZACION

Las muestras de granos de maiz fueron adquiridas bajo cultivo tradicional, en el
municipio de Sdo Miguel do Iguacu (M1, M7, M8 y M9); Missal (M2, M3, M4 y M6); y Foz do
Iguacu (M5, M10), en el estado de Parand, Brasil, excepto la muestra M5, que proviene de un cultivo
orgénico certificado, haciendo un total de diez muestras diferentes, Figura 3. Todas las pruebas de
validacion de la metodologia fueron realizadas empleando la muestra M10. Las muestras
corresponden a la cosecha del periodo de enero a febrero de 2021, y los granos estaban en la etapa

lechosa, ideal para el consumo fresco (in natura).

El método de cuarteo fue empleado para la recoleccion de las muestras. Los granos
correspondientes a cada uno de los puntos fueron mezclados en un recipiente limpio para crear una
muestra homogénea; se dividio la muestra mezclada en cuatro partes iguales, dos cuadrantes opuestos
son descartados y se combinan los otros dos cuartos restantes para formar una Unica muestra
compuesta, repitiendo este procedimiento de division tomando pequefias porciones hasta alcanzar
500 g por muestra (Park et al., 2018). Las muestras pesadas se colocaron en bolsas de plastico
herméticas y se almacenaron a -18 °C hasta el momento del andlisis. Aun congeladas, las muestras se
trituraron durante 1 minuto en un procesador de alimentos Hamilton Beach®. El periodo de
recoleccion del maiz en Brasil se segmenta en una primera recoleccion, que representa el 24% de la
produccion, durante los meses de febrero a junio, y una segunda recoleccion, que representa el 76%
de la produccidn, desde junio hasta septiembre (USDA, 2024). Asi, las muestras recogidas se refieren

a la primera recoleccion anual en la region.

Se recolectaron muestras de sedimento en la cuenca del rio Tamandua, que abastece
a parte del municipio de Foz do Iguagu, en el estado de Parand, Brasil. Los cinco puntos de
recoleccion de sedimentos se encontraban en el arroyo Dourado; con los puntos 1y 2 (P1, P2)
correspondiendo a los manantiales del arroyo, el punto 3 (P3) ubicado aguas arriba del antiguo
vertedero municipal, el punto 4 (P4) aguas abajo del area del antiguo vertedero, y el punto 5 (P5) en
la interseccion con el rio Tamandud, Figura 4. Para cada punto, se recolectaron 500 g de muestras

compuestas (una mezcla de 16 submuestras) (Exterkoetter et al., 2019).
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Figura 3. Mapa de puntos de muestreo, matriz - Maiz.
Fuente: Software QGIS. Base de datos IBGE — Instituto Brasilero de Geografia y Estadistica.
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Figura 4. Mapa de puntos de muestreo, matriz - Sedimento.
Fuente: Software QGIS. Base de datos IBGE — Instituto Brasilero de Geografia y Estadistica.

Después de la recoleccion, las muestras se colocaron en bandejas de acero
inoxidable y se secaron a 40 °C en un horno de aire forzado Limatec® (Brasil) durante 24 horas, y

luego se maceraron y tamizaron a través de un tamiz de 28 mallas (Lupi et al., 2015). Todas las
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pruebas de validacion de la metodologia utilizaron la muestra P3. Es probable que las areas
adyacentes al Arroyo Dorado estén afectadas por la escorrentia agricola, particularmente durante el
periodo de recoleccion de soja (periodos de enero a junio) (USDA, 2024), que puede introducir
pesticidas en el sistema hidrico. Esto hace que sean fundamentales para controlar los niveles de

pesticidas en los sedimentos (da Silva et al., 2023).

4.3. METODO QUEChERS

La metodologia aplicada se fundamenta en la metodologia QUEChERS,
desarrollada por Anastassiades et al., con adaptaciones para optimizar su aplicabilidad en las matrices
maiz como en el sedimento. Una de las tacticas méas sencillas consiste en reducir el tamafio de la
muestra (Anastassiades et al., 2003). Adicionalmente, la acidificacion del disolvente de extraccion
con &cido acético (HAc) contribuye a inhibir la hidrdlisis de los pesticidas, propicio en un entorno de
pH bésico (He et al., 2015). Incrementar tanto la duracion como la velocidad de las etapas de mezcla
y separacion tiene el potencial de optimizar ain mas la eficiencia de extraccion y mejorar la
separacion durante estos procedimientos (Anastassiades et al., 2003). La implementacion de una
mayor cantidad de sales y adsorbentes, junto con la incorporacion del adsorbente C18 durante la fase
de limpieza, puede potenciar considerablemente la eficacia del procedimiento (He et al., 2015). Se

implementaron todas estas estrategias con el objetivo de optimizar la eficiencia global del proceso.

Se han sugerido metodologias analogas para las matrices examinadas,
particularmente para el maiz (He et al., 2015) y los sedimentos (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020).
Estas investigaciones han corroborado la presencia de un efecto matriz en la validacién de los
métodos de cuantificacion de pesticidas. En ambas instancias, se emplearon calibraciones que se
ajustaron a la matriz correspondiente (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; Directorate General for
Health and Consumer Affairs, 2020; He et al., 2015). La implementacion de la matriz resulta
ventajosa dado que optimiza las sefiales detectadas durante la fase de deteccion, especialmente en la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) (Cassoli de Souza Dutra et
al., 2020; He et al., 2015; Hernandez-Mesa; Moreno-Gonzalez, 2022; Stefanelli; Attard Barbini,
2022).

Al validar metodologias que involucran matrices complejas, y en ausencia de un
blanco o material de referencia para la elaboracion de soluciones estandar compatibles con la matriz,
se puede adoptar un enfoque diferente. Para tratar este problema, Viera et al. Propusieron la tecnica

de adicion de estandar de un solo nivel en la muestra (Single Level Standard Addition in the Sample
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- SLSAS), con el objetivo de examinar los residuos de pesticidas presentes en plantas de cultivos
agricolas (Viera et al., 2017). Este procedimiento posibilita la ejecucion de la validacion en una
muestra sin la exigencia de una muestra blanco especifica. Las etapas de validacion de la metodologia
se llevaron a cabo utilizando las muestras M10 para el maiz, y P3 para los sedimentos.

Para la elaboracion de la curva analitica, se realizaron pesajes por triplicado de 5.00
g de granos de maiz o muestras de sedimento, en un tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL. A
continuacion, se incorporaron 9.0 mL de MeCN al 1% (v/v) acidificado con HAc, complementado
con 1.0 mL de una solucidn estandar en MeCN, lo que resultd en un total de 10 mL de solvente. La
mezcla fue homogeneizada en un lapso de un minuto mediante el uso de un vortex Phoenix® (Brasil).
En el tubo de polipropileno de 50 mL, se incorporaron 4.00 g de MgSOs y 1.00 g de NaCl.
Posteriormente, se procedi6 a la utilizacion del vortex durante un minuto y a la centrifugacion a una
velocidad de 4000 rpm durante un periodo de 15 minutos. Se extrajeron 2.0 mL del sobrenadante y
se transfirieron a un tubo de polipropileno de 15 mL. En este, se afiadieron 300 mg de MgSQ4, 50 mg
de PSA y 100 mg de C18. Se procedi6 a emplear el vortex durante 30 segundos y a centrifugar a una
velocidad de 4000 rpm durante un periodo de 15 minutos. Se procedi6 a la extraccién de un alicuota
de 1 mL del sobrenadante y a su evaporacion bajo una corriente de nitrégeno mediante un evaporador.
La solucion evaporada fue reconstituida en 400 pL. de DCM para su posterior inyeccion en el equipo

de deteccién (GC-MS).

4.4. ANALISIS GC-MS

Los analisis cromatograficos se realizaron utilizando un sistema TRACE 1300 GC
equipado con un muestreador automatico TriPlus RSH y acoplado a un analizador de masas 1SQ
Single Quadrupole MS, todo de Thermo Scientific (EE. UU.). Los compuestos se separaron en una
columna capilar TR-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 mm), también de Thermo Scientific (EE. UU.),
con una fase estacionaria compuesta por 5% de Polisilfenileno-siloxano de fenilo. La temperatura del
inyector se establecio en 250 °C y las muestras se inyectaron (1 pL) en modo splitless. EI programa
de temperatura utilizado en el horno del cromatografo de gases, rampa de temperatura ilustrada en la
Figura 5, fue de 50 °C (manteniendo durante 1 min) a 180 °C a una tasa de incremento de 25 °C min

1y aument6 a 280 °C a 3 °C min™.
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Figura 5. Rampa de temperatura aplicada, horno TRACE 1300 GC.
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El gas portador utilizado fue Helio, de pureza cromatografica, con un flujo

constante de 0.500 mL min™. Ademas, en el sistema de espectrometria de masas, la temperatura de

la fuente de iones se establecid en 280 °C y la temperatura de la linea de transferencia se establecid

en 270 °C. Este sistema fue programado en el modo de monitoreo de iones selectivos (SIM) utilizando

tres iones objetivo, como se detalla en la Tabla 3. El procesamiento de datos se llevo a cabo utilizando

el software Thermo Xcalibur, version 2.2, Thermo Scientific (EE. UU).

Tabla 3. Tiempos de retencion, iones, nameros CAS, formula molecular, y log Kow de los pesticidas

analizados.
- Tiempo_ fje lones
Pesticidas Reter}cmn (m/2) CAS* Formula* log Kow™
(min)
DIA 12.70 173, 158, 145 1007-28-9 CsHgCINs -
DEA 13.53 172,174,187 6190-65-4 CesH10CINs 151
ATZ-D5 15.10 205, 178, 220 163165-75-1 CgH14CINs -
Diazinon 17.87 179,137, 152 333-41-5 C12H21N203PS 3.81
Paration Metilico 18.85 109, 125, 263 298-00-0 CsH10NOsPS 2.86
Pirimifos Metilico 20.92 290, 276, 305 29232-93-7 C11H20N303PS 4.12
Malation 22.01 173,125, 93 121-75-5 C10H1906PS> 2.36
Pirimifos Etilico 23.19 318, 304, 168 23505-41-1 C13H24N303PS 5.00

*Fuente: (PubChem - National Library of Medicine, 2024)

4.5. ESTANDAR INTERNO

El estandar interno (IS) se utiliz6 en el paso anterior a la inyeccion para compensar

pequefias variaciones en el volumen de inyeccion y el rendimiento del instrumento, normalizando las

areas relativas de los picos de cada pesticida (Directorate General for Health and Consumer Affairs,
2020; INMETRO, 2020). ATZ-D5 fue elegido como el estandar interno debido a que se espera esté
ausente en la muestra (Roh et al., 2023; Triassi et al., 2022). El estandar interno, mantenido a una
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concentracion fija (10.00 pg L™?), se afiadié a cada solucion de calibracion. El factor de respuesta,
basado en la respuesta del detector del analito en relacion con el estdndar interno para cada
concentracion inyectada, se trazé en funcion de la concentracion del pesticida. La curva analitica
ajustada se determind utilizando regresion lineal. Ademas, se incluyd ATZ-D5 en todos los extractos

finales como medida de control de calidad.

4.6. VALIDACION ANALITICA

Los pardmetros evaluados para el método analitico fueron linealidad, limite de
deteccion (LD), limite de cuantificacion (LQ), repetibilidad (en términos de desviacion estandar
relativa, DPR, %) y recuperacion. Los criterios considerados para la evaluacion del desempefio de la
validacion fueron los establecidos en SANTE 12682/2019 (Directorate General for Health and
Consumer Affairs, 2020) y el Instituto Nacional de Metrologia, Calidad y Tecnologia (INMETRO,
Brasil).

La evaluacion de los parametros de validacion, como el limite de deteccion (LD) y
el limite de cuantificacion (LQ), se realizé mediante el método de validacion por hoja de célculo de
Ribeiro et al. Después de obtener las proporciones de las areas de los picos para cada pesticida en
relacion con el pico del estandar interno (Ar/Ais) a diversas concentraciones durante la prueba de
linealidad (las soluciones de calibracidn se inyectaron por triplicado, n = 3), estos datos se ingresaron
en la hoja de célculo creada por Ribeiro et al. La hoja de calculo utiliza ecuaciones especificas para
estimar los limites de deteccion y cuantificacion (Ribeiro et al., 2008).

El limite de deteccion (LD) corresponde a la menor cantidad de analito en la
muestra, que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones
establecidas para el ensayo (INMETRO, 2020). EI método de estimacion del limite de deteccion
basado en parametros de la curva analitica presenta mayor confiabilidad estadistica, pues toma en
consideracion el intervalo de confianza de la regresion. EI LD en este caso se define como la
concentracion minima de una sustancia que puede ser medida e informada con un 99% o u 95% de
confianza. La estimacion de la sefial analitica a partir de la ecuacion de regresion presenta un error
estandar, y el producto de este error por el valor aproximado de t de la distribucion de Student permite
calcular el intervalo de confianza de la curva analitica, el cual tiene la forma de dos lineas hiperbdlicas

alrededor de la curva obtenida, tal y como se muestra en la Figura 6 (Ribeiro et al., 2008).
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Figura 6. Curva de calibracion con ilustracion de los parametros empleados en el
calculo de: (a) el limite de deteccion (LD) y (b) limite de cuantificacion (LQ).
Fuente: (Ribeiro et al., 2008).

La interseccion del limite superior del intervalo de confianza es conocido como y -
critico, y, en donde su proyeccién en el limite inferior es un estimativo de la concentracién minima
que puede ser medida con un grado de confianza comprobado estadisticamente, es decir, el limite de
deteccion (LD) del método. s, es el desvio padron calculado para un ajuste lineal, y su calculo

corresponde a la Ecuacién 1:

L —9.)2
s = M Ecuacion 1
Y N -2

En donde N, es el nimero de mediciones; y; es el valor individual de la sefial

instrumental (respuesta); ¥; es el valor de la respuesta predicha por la ecuacion de la curva analitica.

1 X2
Ye = Qg+ Sy.t. (N) +1+ m Ecuacion 2
(yc B }_’)2

Ecuacién 3

LD =2 Sy -t (1)+1+
B a; N a% . ?:1(xi — Xx)?

Por otro lado, el limite de cuantificacion (LQ) de un procedimiento analitico es la
menor cantidad de analito en la muestra que puede ser cuantitativamente determinada con precision
y exactitud aceptables (INMETRO, 2020). ElI LQ también es calculado a partir del intervalo de
confianza de la curva analitica. En este caso, x, es el valor de a concentracion en el punto en el que

el valor de a,, intercepta la recta de regresion hasta la hiperbola inferior. y, es el valor de la intensidad
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dey, proyectandose desde x, hasta la hipérbola superior. Con estos valores, es posible calcular el LQ,

de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

= (Sy 't) (1) +1+ x Ecuacién 4
o= Ve ) | (- %)

1 (x, — Xx)? iy

Yn = Qg+ 2.5,.t. (N) +1+ W Ecuacion 5
i=

Yn — Qo Sy .t 1 Yn —¥)? .,

LQ = ( ) + ( ) (—) +1+ Ecuacion 6
Q a, a, N af. Y, (x; —x)?

Para la repetibilidad, se establecieron siete niveles de concentracion para cada
analito, con tres réplicas para cada nivel (n = 3). La repetibilidad se evalu6 utilizando la desviacion

estandar relativa (DPR, %), en ensayos independientes, de acuerdo a la siguiente formula:

DPR(%) = —x 100 Ecuacion 7

S
z

En donde, s es el desvio estandar y x es el promedio. Asimismo, en el estudio de
recuperacion, se considerd la posible presencia de analitos en las muestras y la concentracion de
analitos afadidos, adhiriéndose a las directrices del Instituto Nacional de Metrologia, Calidad y
Tecnologia (INMETRO, 2020) respecto a los valores minimos y maximos permitidos para cada rango

de concentracion. La Ecuacion 8 se utilizé para la cuantificacién de la recuperacion:

cC,—C
L Z % 100 Ecuacién 8

Recuperacion, R(%) =
3

Los términos utilizados en la Ecuacion 8 se refieren a: C;, concentracion del analito
en la muestra fortificada; C,, concentracion del analito en la muestra no fortificada; y C5, como la

concentracion del analito afiadido a la muestra fortificada.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. LINEALIDAD, LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los resultados obtenidos se emplearon para evaluar la linealidad de la metodologia
para los plaguicidas analizados, como se presenta en las Tablas 4 y 5; se establecieron curvas
analiticas dentro del rango de concentracion de 17.50 pg kg™ a 52.50 pg kg para DIA, DEA,
diazindn, paratién metilico, pirimifos metilico, malation y pirimifos etilico. Los coeficientes de
correlacion (R?) para los analitos identificados superaron el valor de 0.990, demostrando que las
curvas analiticas cumplieron con los criterios establecidos para validar metodologias de extraccion y
cuantificacién de residuos de pesticidas, indicando asi la correcta evaluacién de la linealidad de las
curvas de calibracion (Directorate General for Health and Consumer Affairs, 2020; INMETRO, 2020;
Stefanelli; Attard Barbini, 2022).

Tabla 4. Valores obtenidos en la evaluacion de linealidad, limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion
(LQ), para la matriz - Sedimento (n = 3).

SEDIMENTO

Pesticidas Rango R2 Ecuacion LD LQ

Hg kg AplAis* y=ax£h Hg kg™ Hg kgt
DIA 1750 -4250 0.9961 y =0,0012x - 0,0019 5.60 8.40
DEA 17.50-52.50 0.9902 y =0,0017x - 0,0014 7.30 10.90
Diazinon 17.50-42.50 0.9901 y =0,0062x - 0,0468 6.10 9.10
Malation 1750 -42.50 0.9937 y = 0,0038x - 0,0273 5.80 8.60
Pirimifos Etilico 1750 -42.50 0.9935 y = 0,0029x - 0,0252 9.70 15.00

*area normalizada con IS (Estandar Interno): ATZ-D5

Tabla 5. Valores obtenidos en la evaluacion de linealidad, limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion
(LQ), para la matriz - Maiz (n = 3).

MAIZ

Pesticidas Rango R2 Ecuacién LD LQ

ug kg AplAis* y=axzth Hg kg Hg kg
DIA 17.50-42.50 0.9914 y =0.0014x - 0.0112 6.00 8.80
DEA 22.50-52.50 0.9952 y =0.0023x - 0.0273 6.70 9.70
Diazinon 17.50-52.50 0.9928 y = 0.0039x - 0.0029 5.00 7.40
Paration Metilico 2250 -52.50 0.9953 y = 0.0095x - 0.0144 7.10 10.40
Pirimifos Metilico 17.50-47.50 0.9921 y =0.0028x - 0.0313 8.70 13.00

*area normalizada con IS (Estandar Interno): ATZ-D5.

Los datos recolectados en las Tablas 4 y 5 sefialan que el LD (5.60-9.70 ug kg) y
el LQ (8.40-15.00 ug kg') obtenidos para sedimentos se corresponden estrechamente con los
reportados en la literatura para muestras analogas (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020), los cuales se
detallan en la Tabla 6. De forma similar, para la matriz de maiz, los limites de deteccion LD (5.00-
8.70 ng kg) y LQ (8.80-13.00 ug kg') son analogos a los obtenidos para las mismas técnicas de
deteccion (He et al., 2015), asi como en investigaciones centradas en el andlisis de residuos de
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pesticidas en cereales, segun se evidencia en la Tabla 7.

Tabla 6. Metodologias QUEChERS comparables con la metodologia propuesta, para matrices similares al

sedimento.
0
Matriz Método Pesticidas Analogos LQ 4 6 Ref.
(ng kg™ Recuperacion
. (Cassoli de
Sedimentos %LétE-E/IhSEII\?/ISS Atrazina 5-15 71-116 Souza Dutra et
al., 2020)
. . (do Amaral,
Suelo HP?_%E_SZEDS,?LD Atrazg‘f‘ADEA' 5-20 74-108  Peralta-Zamora;
Nagata, 2022)
Agua, ( "
material . . - Mac Loughlin;
particuladoen  QUECNERS; — Atrazina, diazinon, 54 70-120  Peluso; Marino,
suspension, GC TOF-MS malation 2022)
sedimento
. QUEChERS; Diazinon, pirimifos i i (Hasnaki; Ziaee;
Maiz, suelo b c-ms/Ms metilico 10-50 64-128  Manhdavi. 2023)

Tabla 7. Metodologias QUEChERS comparables con la metodologia propuesta, para matrices similares al

maiz.
0
Matriz Método Pesticidas Anélogos LQ 4 o - Ref.
(ng kg™ Recuperacion
Cereales . DEA, pirimifos
(maiz, trigo %%EfnhsE/lslss metilico, paration 5-50 70-120 (He et al., 2015)
y arroz) metilico, diazinon
. Diazinon, paration
Arroz H(IDDLIJ_E:CIKI/IESTI\S/IS metilico, pirimifos 5 77-111 %Ifgl;)) etal.,
metilico

. QUEChERS; Diazinon, pirimifos i i (Hasnaki; Ziaee;

Maiz, suelo /o1 c-ms/MS metilico 10-50 64-128  Manhdavi, 2023)

Los Limites Maximos de Residuos (LMR) para los pesticidas analizados en el maiz,
quedan regulados por los valores mencionados en la resolucion de la Unién Europea EC 396/2005

para alimentos y piensos, que tiene como objetivo garantizar un alto nivel de seguridad alimentaria 'y
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proteger a los consumidores de posibles riesgos para la salud asociados con los residuos de pesticidas
(European Parliament, 2005). Los siguientes valores de LMR para los pesticidas de interés se
proporcionan para los grupos de maiz dulce y maiz en general (Tabla 2): Atrazina, relacionada con
DIA y DEA (50 ug kg™); diazinon (20 pg kg™); paration metilico (20 ug kg?) y pirimifos metilico
(500 pg kgl). Esta informacion se toma en consideracion por el hecho de que el LQ debe
corresponder al LMR para cada pesticida (Directorate General for Health and Consumer Affairs,
2020; Stefanelli; Attard Barbini, 2022).

El LQ para el maiz (8.80-13.00 pg kgt) que resulta de la aplicacion de la
metodologia propuesta, es mucho mas bajo que el LQ sugerido por el LMR encontrado para cada
pesticida. No hay informes de LMR para sedimentos debido a la naturaleza exploratoria de los
estudios de residuos de pesticidas en esta matriz (Cassoli de Souza Dutra et al., 2020; Damiani et al.,
2023; Didoné et al., 2021). Los LD obtenidos para la matriz de sedimento (8.40-15.00 pg kg™?) son
consistentes con los LD obtenidos para la matriz de maiz, una matriz alimenticia condicionada a
valores muy por debajo de los exigidos para matrices ambientales, demostrando una adaptabilidad

similar de la metodologia en ambas matrices.

Asimismo, los LMR considerados de referencia para la evaluacion de los limites
LD y LQ en matrices ambientales, corresponden a los LMR establecidos por ANVISA (Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2025), valores guia para los residuos admisibles en la
dosificacion de los pesticidas en el suelo (Tabla 2); atrazina, relacionada con DIA 'y DEA (250 pg kg
1: diazinon (500 pg kg?); paration metilico (100 g kg?), pirimifos metilico (5000 pg kg™), malation
(8000 pg kg™). De esta forma, se corrobora que los limites LD y LQ para la matriz sedimento, se
encuentran muy por debajo de estos valores, lo cual resulta beneficioso en el andlisis de trazas de

estos pesticidas, pudiendo detectarse valores inferiores de acuerdo a la metodologia propuesta.
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Se lograron hallazgos favorables sobre las recuperaciones de los analitos, como se

muestra en las Tablas 8 y 9.

Tabla 8. Valores obtenidos para Recuperacion (%), DPR (%), para la matriz - Sedimento (n = 3).

Nivel SEDIMENTO
For&glﬁg_cllon % DIA DEA Diazinon Malation PE{H}:ISS
17,50 Recuperacion 96.90 93.40 99.30 95.40 92.40
DPR 2.90 3.00 4.60 7.70 4.70
29 50 Recuperacion 101.70 107.50 109.80 98.50 103.90
DPR 5.10 4.50 7.00 5.60 5.50
27 50 Recuperacion 96.20 105.60 96.80 108.30 99.40
DPR 5.50 5.20 2.90 11.90 2.80
32 50 Recuperacién 97.00 98.00 100.60 105.70 111.10
) DPR 5.30 7.10 4.40 9.80 2.90
3750 Recuperacion 94.30 95.60 88.10 95.00 101.60
' DPR 2.40 3.80 12.50 9.80 8.50
42 50 Recuperacion 97.10 98.00 97.80 95.70 97.90
' DPR 3.80 2.90 13.20 8.00 12.20

Tabla 9. Valores obtenidos para Recuperacion (%), DPR (%), para la matriz - Maiz (n = 3).

Nivel MAIZ
Fortificacion % - Paration Pirimifos
ug kg! DIA DEA Diazinon — yetilico  Metilico
29 50 Recuperacion 99.40 105.30 106.60 104.10 102.60
DPR 1.90 1.50 6.80 0.50 2.80
27 50 Recuperacion 95.10 97.30 90.80 94.50 98.50
DPR 1.20 0.80 5.20 1.10 3.60
32 50 Recuperacion 102.60 100.90 100.20 107.40 102.20
DPR 5.90 5.10 3.20 2.50 8.90
3750 Recuperacion 100.10 98.60 104.70 100.10 95.90
' DPR 3.00 3.40 3.80 4.00 7.50
42 50 Recuperacién 104.80 102.00 106.10 103.60 81.10
' DPR 5.10 4.70 2.30 3.70 3.10
4750 Recuperacion - 92.40 88.40 106.00 112.60
' DPR - 3.50 1.60 3.00 3.60

Los porcentajes de recuperacion obtenidos estan dentro de los siguientes rangos:
para sedimentos, DIA (94.30-101.70 %), DEA (93.40-105.50 %), diazinon (88.10-109.80 %),
malation (95.00-108.30 %), pirimifos etilico (92.40-111.10 %); para maiz, DIA (95.10-104.80 %),
DEA (92.40-105.30 %), diazinon (88.40-106.60 %), paration metilico (94.50-107.40 %), pirimifos
metilico (81.00-112.00 %).

Las recuperaciones superiores al 100% se atribuyen principalmente al efecto matriz.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos en ambas matrices estan dentro del rango recomendado

de 70-120% para cada nivel de adicién probado (Directorate General for Health and Consumer
Affairs, 2020; INMETRO, 2020; Stefanelli; Attard Barbini, 2022), desde 17.50 ug kg hasta 52.50
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ug kg, para los pesticidas estudiados, como se muestra en las Figuras 7 y 8. Los valores de
recuperacion mas bajos superan el limite inferior recomendado del 70%. Nuevamente, al examinar el
rendimiento de la metodologia sugerida en relacién con la recuperacién (%) de los pesticidas
evaluados en ambas matrices, DIA, DEA y Diazinon, se constata un comportamiento analogo en

ambos casos, con porcentajes que superan el limite minimo establecido (70%).

SEDIMENTO
120
|
100 My, N
=) b
g 80 %:: }%& % =DIA
5 iy & b
& L DEA
g 60 “%*:: %{: & .
% 40 ii:f:\ %\ b mDiazinon
i o
&) 53\ %h ﬁ = Malation
20 N N
{gh g\ B M Pirimifos Etilico
0 = i
17.50 22.50 27.50 32.50 37.50 42.50
Nivel/pg kg'!
Figura 7. Porcentajes de recuperacion obtenidos para la matriz - Sedimento.
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Figura 8. Porcentajes de recuperacion obtenidos para la matriz - Maiz.

Adicionalmente, de acuerdo con la bibliografia consultada para investigaciones
equivalentes (Guo; Li, 2024; Hasnaki; Ziaee; Mahdavi, 2023; Mac Loughlin; Peluso; Marino, 2022),
se evidencian porcentajes comparables, lo que sugiere un rendimiento éptimo de la metodologia
sugerida, empleando una técnica de preparacién de muestras eficiente y simplificada basada en la
metodologia QUEChERS base (Anastassiades et al., 2003). La desviacion estandar relativa (DPR)
correspondiente a la repetibilidad oscil6 entre 0.8 y 13.2%. Se considera aceptable una evaluacion
de la repetibilidad con un DPR < 20% para realizar anélisis multiresiduos (Directorate General for
Health and Consumer Affairs, 2020; INMETRO, 2020; Stefanelli; Attard Barbini, 2022).
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5.3. EFECTO MATRIZ

El efecto matriz del procedimiento implementado se observé al comparar los
cromatogramas de la muestra seleccionada para la calibracion de SLSAS (M10 para maiz y P3 para
sedimentos) con un nivel spiked en la curva de anélisis de pesticidas. Esta comparacion se llevo a
cabo para ambas matrices: maiz y sedimentos, como se ilustra en las Figuras 9 y 10 del Apéndice A.
Se constatd un efecto incremental en las sefiales (GC-MS) de los analitos al emplear la matriz en la
curva de calibracion con SLSAS, un hallazgo que se alinea con las conclusiones de investigaciones
analogas que implican las matrices examinadas. En virtud de este incremento, la validacion de la
metodologia para los pesticidas malation y paration etilico en la matriz de maiz no fue factible, ni

para paration metilico ni pirimifos metilico en la matriz de sedimento.

Con el objetivo de profundizar el analisis de los datos adquiridos, se implementaron
pruebas estadisticas para los valores de recuperacion (%). EIl software PAST® Version 5.0 fue
utilizado como herramienta de calculo. EIl procedimiento inicial implic6 la corroboracion del
comportamiento paramétrico de los datos mediante el test Shapiro Wilk, para los valores de
recuperacion en los diversos niveles, para la totalidad de los pesticidas DIA, DEA, diazinon, malation,
pirimifos etilico, paration metilico y pirimifos metilico, en ambas matrices examinadas. Los datos
procedentes de las Tablas 8 y 9 se evaluaron. El conjunto de datos examinado exhibié una

distribucion paramétrica.

Para corroborar la existencia de una discrepancia notable entre las matrices de maiz
y sedimento, los valores de recuperacion obtenidos para los pesticidas examinados simultaneamente
en ambas matrices (DIA, DEA, diazinon) fueron sometidos al test de Kruskal Wallis, con un valor de
significancia de 0,05. La comparacion entre las matrices, maiz y sedimento no evidencidé una

diferencia significativa en el comportamiento de los pesticidas DIA, DEA y diazinon.

Una tercera evaluacion implico la valoracion de las recuperaciones derivadas del
conjunto de pesticidas evaluados en las matrices, tomando en cuenta cada matriz de manera
independiente. Asi, se llevd a cabo una evaluacion del comportamiento de cada uno de los pesticidas
en comparacion con los demas en cada matriz. Se realizo un Analisis de Varianza (ANOVA),
empleando un nivel de confianza del 95 % y un valor de significancia de 0,05. No se detecto una
diferencia notable entre los pesticidas aplicados a cada una de las matrices evaluadas, lo que impide
inferir una tendencia marcada, ascendente o descendente de recuperacion entre los pesticidas

examinados.
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5.4. APLICACION DEL METODO PROPUESTO

Para evaluar la eficacia del procedimiento, se implement6 en 10 muestras distintas
de maiz y en cinco muestras de sedimento. Las muestras fueron sometidas a analisis por triplicado;
no obstante, los analitos de interés no fueron objeto de cuantificacion en dichas muestras. Los
resultados obtenidos fueron inferiores al limite de deteccion (LD) para los pesticidas examinados en
ambas matrices (consultar Tablas 10 y 11, del Apéndice C).

Considerando los resultados obtenidos en la validacion del enfoque implementado
en esta investigacion, se contempla este como una opcién apropiada frente a los procedimientos
convencionales de laboratorio. Las modificaciones implementadas en la metodologia propuesta por
Anastassiades et al. posibilitaron la identificacion simultanea de siete pesticidas: diazinon, malation,
pirimifos etilico, paration metilico, pirimifos metilico, DEA y DIA en dos matrices con caracteristicas
notablemente distintas, el maiz y los sedimentos. Esto se logro utilizando GC-MS en modo de
monitoreo de iones seleccionados (SIM), una metodologia frecuentemente utilizada para el analisis
eficaz de residuos de pesticidas en diversas matrices. Adicionalmente, esta adaptacion se alinea con
otras metodologias aplicables a diversas matrices y satisface los criterios de control analitico
necesarios para considerarla una alternativa viable para su aplicacion en sedimentos y maiz en

contextos agricolas andlogos y aplicaciones de pesticidas.
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6. CONCLUSION

Este estudio propone una metodologia para el analisis de siete pesticidas en
muestras de maiz y sedimento, con especial énfasis en su implementacion en las zonas agricolas del
estado de Parana, Brasil. La metodologia QUEChERS/GC-MS ha evidenciado su simplicidad y
eficacia. Se llevo a cabo la validacién con tasas de recuperacion que varian entre el 70% y el 120%.
Los pardmetros de validacion seleccionados fueron adecuados para el andlisis de residuos de
pesticidas en ambas matrices - maiz y sedimentos - con concentraciones que oscilaban entre 17.50 y
52.50 pg kg Estos niveles de concentracion generaron limites de cuantificacion (LQ) que se
encuentran por debajo de los Limites Maximos de Residuos (LMR) establecidos para la matriz
alimentaria examinada, maiz. La implementacién de GC-MS con monitoreo de iones selectivos (SIM)
y una calibracion SLSAS mejoro la sensibilidad del método, respaldado ademaés por la inclusion de
un estandar interno (ATZ-D5).

El método sugerido fue implementado en muestras de maiz y sedimentos
procedentes del estado de Parand, donde no se detectaron niveles significativos de los pesticidas
objetivo en las muestras analizadas. Este procedimiento logrd alcanzar limites satisfactorios en
términos de cuantificacion, precision (repetibilidad) y exactitud (recuperacion), demostrando su
aptitud para el analisis multiresiduos de pesticidas en maiz y sedimentos, sirviendo tanto para fines
regulatorios como para el monitoreo rutinario de residuos. Este estudio promueve la implementacion
de esta metodologia en otras matrices implicadas en los ciclos de degradacion ambiental de los
pesticidas, asi como en una variedad mas extensa de pesticidas empleados en diversas practicas

agricolas y patrones de aplicacion.
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APENDICE A — Cromatogramas
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Figura 9. Cromatograma (TIC) de pesticidas, obtenido para una muestra de sedimento (P3), y una curva de
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calibracion para el Nivel 6 (42.50 pg kg?).
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APENDICE B - Espectros de Masas

Espectros de masas de los pesticidas estudiados en este trabajo, presentados en las Figuras 11 - 17.

1,3,5-Triazine-2,4-diamine, 6-chloro-MN-ethyl-
El mass spectrum, top peaks displayed

100
80
@ |
C 60 ]
S |
e
% ]
o A0
[in] _
20 -
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T
40 80 120 160 200
m/z
Figura 11. Espectro de masas de desisopropilatrazina (DIA).
Extraido de (PubChem - National Library of Medicine, 2024).
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Figura 12. Espectro de masas de desetilatrazina (DEA).
Extraido de (PubChem - National Library of Medicine, 2024).
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Figura 13. Espectro de masas de Diazinon.
Extraido de (PubChem - National Library of Medicine, 2024).
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Figura 14. Espectro de masas de Malation.
Extraido de (PubChem - National Library of Medicine, 2024).
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Figura 15. Espectro de masas de Pirimifos Etilico.
Extraido de (PubChem - National Library of Medicine, 2024).
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Figura 16. Espectro de masas de Paration Metilico.
Extraido de (PubChem - National Library of Medicine, 2024).
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Figura 17. Espectro de masas de Pirimifos Metilico.
Extraido de (PubChem - National Library of Medicine, 2024).
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APENDICE C - Resultados Obtenidos en Muestras Analizadas

Tabla 10. Resultados obtenidos utilizando la ecuacién lineal derivada del método modificado
QUEChERS/GC-MS con muestras de sedimento recolectadas en el estado de Parana, Brasil.

SEDIMENTO
Muestras DIA DEA Diazinon  Malation  irimifos
Etilico

P1 ND ND ND ND ND
P2 ND ND ND ND ND
P3 ND ND ND ND ND
P4 ND ND ND ND ND
P5 ND ND ND ND ND

ND: No Detectable, por debajo del LD.

Tabla 11. Resultados obtenidos utilizando la ecuacién lineal derivada del método modificado
QUEChERS/GC-MS con muestras de maiz recolectadas en el estado de Parana, Brasil.

MAIZ
Muestras - Paratién Pirimifos
DIA DEA Diazinon Metilico Metilico
M1 ND ND ND ND ND
M2 ND ND ND ND ND
M3 ND ND ND ND ND
M4 ND ND ND ND ND
M5 ND ND ND ND ND
M6 ND ND ND ND ND
M7 ND ND ND ND ND
M8 ND ND ND ND ND
M9 ND ND ND ND ND
M10 ND ND ND ND ND

ND: No Detectable, por debajo del LD.
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APENDICE D — Analisis Estadistico, Software PAST

Show Click mode Edit View
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Figura 18. Interfaz software PAST, evaluacion de diferencia significativa de pesticidas analizados en matriz
sedimento.

[ ]
One-way ANOVA

Several-sample tests

Effects Residuals | Kruskal-Wallis

Tukey's pairwise Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same) Critical F (p=0.05)
Between groups: 489447 4 12,2362 0,384 0,8179 2,759
Within groups: 796,63 256 31,8612 Permutation p (n=99999)
Total: 845,475 29 0,8205
Components of variance (only for random effects):
Var(group): -3,27084 Var(error): 31,8612 IcC:  -0,114404
omegaZ2: 1]
Levene’s test for homogeneity of variance, from meanp (same): 0,4002
Levene’s test, from medians p (same): 0,6116

Welch F test in the case of unequal variances: F=0,6693, df=11,73, p=0,6259

Bayes factor: 0,05379 (strong evidence for equal means)
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Figura 19. Software PAST, resultado para el Test ANOVA, de pesticidas analizados en matriz sedimento.
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Figura 20. Interfaz software PAST, evaluacion de diferencia significativa entre matrices, maiz y sedimento,
para pesticida Desisopropilatrazina (DIA).

Several-sample tests

Kruskal-Wallis

One-way ANOVA | Effects | Tukey's pairwise = Residuals Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi2): 1,844
He (tie corrected): 1,844
p (same): 0,1745

There is no significant difference between sample medians
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Figura 21. Software PAST, Test de Kruskal Wallis, para pesticida Desisopropilatrazina (DIA) en matrices
analizadas.



