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Resumen del proyecto

Con el objetivo de conocer la exposicién de la poblacidn a residuos de pesticidas, se monitoreo estacionalmente durante dos
anos la presencia de residuos de 95 pesticidas, en frutas, hortalizas, legumbres, arroz y leche expendidos en Montevideo. Se
estudiaron ademads, residuos de 30 pesticidas en frutillas del pais . Se validaron métodos analiticos para cada matriz
siguiendo la clasificacién del CODEX, realizando variaciones del método AOAC 2007.01. Se analizaron 320 muestras de 8 frutas
y hortalizas, ademds 36 de frutillas, lentejas, garbanzos, arroz y leche. Se realizaron 28760 andlisis individuales de residuos
de pesticidas. Se detectaron residuos correspondientes a 27 pesticidas registraados en Uruguay en las muestras analizadas.
No se detectaron residuos en las muestras de garbanzos, lentejas ni en leche pasteurizada. La mayoria de las muestras
positivas tuvieron niveles de pesticidas por debajo del Limite Maximo de Residuos: LMR, pero se constataron desvios de uso y
excedencias. El caso mds notorio fue procimidona, un fungicida detectado en citrus, zapallitos, manzanas cebollas y uvas para
las que no tiene LMR definido en el CODEX, excediendo si el LMR que si estd estipulado en la Unién Europea. Con estos datos se
planted la realizacién de una evaluacién de riesgo en base a la exposicidn detectada, que debido a la pandemia no pudo ser
completada, realizdndose un estudio deterministico de la presencia de fungicidas de la familia de ditiocarbamatos y los
insecticidas diazinén y clorpirifos de acuerdo a la normativa aprobada en el pais, demostrdndose que la suma del total de
LMRs autorizados para los ditiocarbamatos supera la ingesta diaria admisible para estos compuestos. Se obtuvo una primera
vision sobre la presencia de residuos de pesticidas en Uruguay y senté las bases para comenzar estudios de evaluacién de
riesgo para ajustar adecuadamente los LMRs autorizados en el pais.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Quimicas / Quimica Analitica / Determinacién de residuos de
pesticidas en al
Palabras clave: Residuos de pesticidas en alimentos / Andlisis de trazas / Evaluacion de riesgos /

Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

La produccion de alimentos se basa en el uso de pesticidas o drogas veterinarias para mejorar su productividad y protegerla
de plagas y pestes. A pesar de ser aplicados segun las Buenas Prdcticas Agricolas, éstos pueden dejar residuos en los
alimentos. La presencia y concentracidn de estos residuos se regula para asegurar la inocuidad del consumo de alimentos a
través de Limites Mdaximos de Residuos (LMR) individuales para cada par pesticida/alimento. El LMR es un nimero
determinado por la combinacién del riesgo debido a la exposicion y los residuos remanentes cuando los plaguicidas se aplican
correctamente conforme a las Buenas Prdcticas Agricolas]. Estos se fijan combinando datos toxicoldgicos y la prdctica
agricola/pecuario considerados en funcién de la participacién estimada de ese alimento en la dieta para no superar la ingesta
diaria admisible (IDA) de cada téxico. EL LMR es el nivel mdximo de residuos de un plaguicida que se permite legalmente en los
alimentos o piensos para cada combinacién matriz-principio activo. La limitacidn de este proceso es que las dietas
particulares de algunos paises, como el nuestro, no son consideradas, por lo que es muy probable que ocurran desajustes
exponiendo a la poblacidn a riesgos sanitarios desconocidos

Para garantizar alimentos cuyo consumo sea seguro, su inocuidad se construye en cada etapa de la cadena alimentaria,
desde la produccion hasta la cosecha, el procesamiento, el almacenamiento, la distribucion y hasta la preparacion. La
inocuidad del alimento a consumir se asegura a través de la determinacién exacta e inequivoca de los residuos de los
compuestos téxicos utilizados en los distintos paquetes tecnoldgicos empleados en la produccién, dependiendo del cultivo, asi
como en la poscosecha y durante el almacenamiento. Se emplean también factores de seguridad para proteger distintos
grupos etarios (lactantes, embarazadas, ancianos) y, con estos datos es posible fijar entonces un LMR, el cual es revisado
constantemente por Comisiones Especificas en base a nuevos datos generados. A modo de ejemplo, es necesario consumir
seis toneladas de tomates a lo largo de la vida de una persona para alcanzar el LOAEL de la cipermetring, si todos los tomates
contuvieran cipermetrina al nivel del LMR. En particular, Uruguay, para el control de los residuos en alimentos, se rige por el
Codex Alimentarius (CA), organizacién supranacional que fija dichos LMRs para los diversos alimentos. Sin embargo, los LMRs
del CA surgen de amplios consensos internacionales para ser aceptados por todos los paises miembros. La limitacion de este
proceso es que las dietas particulares de cada pais no son consideradas, por lo que es muy probable que ocurran desajustes
exponiendo a la poblacidn a riesgos sanitarios desconocidos. Es por esa razén que diversas regiones y paises del mundo
adoptan sus propias LMRs en base a los consumos de la poblacién. La dieta de los uruguayos es particular. La OMS la clasificé
como la dieta Mcdonald's: Amplio consumo de carnes rojas, papas, escasa variedad de frutas y hortalizas. Por lo tanto, no se
conoce el agjuste de esta situacién respecto a si las IDAs aconsejadas se cumplen o no y por lo tanto no se asegura la inocuidad
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de los alimentos consumidos por la poblacidn. El problema mayor estriba en que se consumen diversos alimentos con
diferentes niveles de pesticidas y poco se sabe del efecto sumatorio que estos pueden tener sobre la salud humana. Como la
exposicion a estos compuestos es diferencial, poco sabemos del peligro o riesgo que significan para la salud. Es de hacer notar
que los LMRs se fijan para cada combinacion pesticida/ alimento pero muy poco se conoce sobre el efecto que pueden tener las
asociaciones que frecuentemente se encuentran en un alimento, como por ejemplo un insecticida + un fungicida u otras
combinaciones posibles. A modo de ejemplo, las frutillas figuran entre las 10 frutas y hortalizas con mayor cantidad de
residuos por muestra en Estados Unidos, habiéndo detectado muestras que contenian residuos de 22 principios activos
distintos.. Desde un punto de vista toxicoldgicotoxicologico, se vuelve muy dificil evaluar el posible efecto que este tipo de
combinaciones puedan tener sobre la salud. ;Es aditivo?;Es sinérgico? antagdnico? El riesgo que plantea cualquier evento se
mide como una probabilidad de la exposicién a ese peligro: R= Exposicion x peligro. Obsérvese que grandes exposiciones a
pequenos peligros significa un riesgo grande y pequenas exposiciones a peligros considerables conllevan un riesgo
relativamente menor. Si bien el peligro lo conocemos a través de los LMRs, la exposicion debe calcularse haciendo
estimaciones a partir de datos experimentales. El presente proyecto planteé hacer una evaluacion de riesgo primaria de la
exposicion a pesticidas de la poblacién uruguaya a partir de datos de monitoreo de los residuos de pesticidas en alimentos
consumidos por la poblacion uruguaya, en base a la dieta del Instituto Nacional de Alimentacién. En Uruguay hay registrados
233 principios activos, los cuales se usan de manera diferencial y con distinta intensidad. Su andlisis implica dos estrategias
metodoldgicas, aquellas que permiten la determinacion del mayor nimero de pesticidas, las llamadas Metodologias
Multirresiduo (MRM) y aquellas que, debido a las caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas deben analizarse una a una.
Actualmente se tiende a desarrollar preparaciones de muestra miniaturizadas, de fdcil automatizacién, buscando disminuir
las cantidades de disolventes orgdnicos empleados eligiendo, en caso de ser posible, las alternativas menos téxicas tanto para
el analista como para el ambiente [6][7][8]. Las metodologias multiresiduos mds utilizadas para el andlisis de residuos de
pesticidas en alimentos son los métodos QUEChERS y Acetato de etilo. QUEChERS, ( en inglés de Quick, Easy, Cheap, Rugged and
Safe,) fue desarrollado por Anastassiades y col. en 2003 extendiéndose a numerosas matrices y pesticidas. Nuestro grupo de
trabajo ha desarrollado y validado numerosas metodologias basadas en este protocolo para alimentos; cereales, frutas y
hortalizas, etc, y fue la base para evaluar metodologias aplicadas a analitos y matrices del estudio. . El método de acetato de
etilo con modificaciones ha sido validado en matrices cdrnicas y citricas por nuestro grupo . Los compuestos serdn analizados
mediante cromatografia gaseosa o liquida acoplada a espectrometria de masas, en funcién de sus propiedades fisicoquimicas
en modo Multiple Reaction Monitoring, usando el analizador en modo triple cuadrupolo. Las metodologias analiticas deben ser
reproducibles y robustas. Para esto se deben seguir las recomendaciones de guias analiticas especificas, como la guia SANTE
de la Unidn Europea. El seguir estas normas y conceptos asegura que las metodologias empleadas pueden ser replicadas en
cualquier parte del mundo, por cualquier laboratorio especializado y obtener resultados comparables. Los métodos deben
validarse siguiendo estas guias, asegurando veracidad y exactitud, chequeando su reproducibilidad y repetitividad en diversas
condiciones experimentales. Esto se logra mediante un sistema de aseguramiento de calidad y control de calidad continua
(QA/QC), tal como lo estipulan las guias.

Se plantea entonces, empleando la experiencia del grupo GACT, que se desarrollé durante los ultimos 10 anos, el andlisis
sistemdtico y estacional de muestras de alimentos consumidos por la poblacién para obtener una visién holistica al monitorear
la exposicién a residuos de pesticidas de la poblacidn por un periodo de dos afos. Se debe analizar un ndmero significativo de
muestras, de distinto origen y considerar su variacién con la estacionalidad. Estos datos servirdn de base para la realizacién
de estudios de riesgo probabilistico de la exposicién a pesticidas en Uruguay.

Un dato por demds interesante es estudiar la transferencia de los pesticidas a los alimentos procesados. En ese marco, si bien
las frutas y hortalizas se consumen muchas de ellas "in natura”, otras como las legumbres deben ser cocinadas antes de
consumirlas. En ese marco, la posibilidad de estudiar la dindmica de pesticidas a través del procesamiento es no solo
novedoso sino un aporte a la real exposicidn a pesticidas de la poblacion

Al comienzo del proyecto, se plantearon las siguiente hipotesis:

Hipédtesis 1- El contenido de pesticidas en los alimentos de la dieta uruguaya cumple con los criterios de inocuidad alimentaria.
Hipédtesis 2- Es posible un andlisis exhaustivo de los posibles residuos de pesticidas en alimentos.

Hipétesis 3- Es posible realizar un andlisis de riesgo primario de la exposicién a pesticidas de la poblacién uruguaya.

La ejecucion del proyecto se vio signada por la pandemia. Esto ocasiond una serie de retrasos en la ejecucién del mismo. Los
métodos que se pensaban desarrollar in extenso y aplicar sobre las muestras que se iban analizando, no fue posible hacerlo.
Fue necesario hacer una redefinicion de objetivos y del plan de trabajo. Este es el caso del andlisis de ditiocarbamatos. que es
el objeto de continuacién de la tesis de doctorado de Natalia Gerez. Al mismo tiempo, los servicios técnicos de los equipos se
retrasaron, y con eso su puesta en marcha, al sufrir continuos desperfectos. Equipos que estaban planificados de ser
instalados a mediados del 2020 recién a fines de ese ano, fue posible su ajuste final. Esto obligd por ejemplo a que las muestras
de frutas y hortalizas fueran analizadas exclusivamente por GC-MS/MS
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Metodologia/Disefno del estudio

Este proyecto pretende abarcar muestras relevantes para la dieta uruguaya por lo que se seleccionaron los alimentos
basados en el estudio. En el afio 2017 se inicié una campana promovida por el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca
(MGAP) y la Comision Administradora del Mercado Modelo (CAMM) llamado “Canasta Inteligente”. En esta propuesta se apunta a
incrementar la venta de los pequeios productores de granja y a generar un cambio cultural en la poblacién buscando un mayor
cuidado de la salud a través de una alimentacién balanceada y nutritiva empleando productos de estacién y al mismo momento
qgue la poblacién tome provecho econdémico del precio por estacionalidad. Al fomentar el consumo de una alimentacién
saludable basada en frutas y hortalizas se hace necesario un control de los residuos de plaguicidas presentes en estos
alimentos para asegurarle al consumidor la inocuidad de estos.

Las primeras actividades desarrolladas fueron la seleccién de pesticidas y matrices a estudiar para continuar luego con el
ajuste metodoldgico y la validacién en las matrices representativas (frutas, hortalizas, cereales, entre otros) de los métodos
multiresiduos o monorresiduos segun corresponda para los compuestos seleccionados. Las muestras para este desarrollo se
obtendrdn de productores orgdnicos.

- Relevamiento de informacién de fitosanitarios en el mercado uruguayo

Se realizé el relevamiento de fitosanitarios importados empleando informacidn estadistica provista por el Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP) y la Guia SATA, elaborando una lista de productos activos-cultivos asociados.

- Seleccion de las matrices de trabajo y muestreo:

Con el fin de obtener datos experimentales de concentraciones de plaguicidas en las frutas y verduras de mayor consumo a
nivel local, se propone la realizacién de un monitoreo. Para la seleccidn de las matrices de trabajo, se empled la
categorizacion usada por el Codex Alimentarius, subdividiendo los alimentos segin su contenido de agua, acidez, azlcares,
etc., seleccionando frutas y hortalizas representativas dentro de cada categoria para las validaciones.

Ademds, la seleccidon se basé en la oferta tanto estacional como anual de frutas y verduras para consumo local. Ese
relevamiento se realizé empleando datos del Mercado Modelo correspondiente a la “Canasta Inteligente” donde la seleccidn de
frutas se realiza de forma quincenal desde julio de 2017.

Las matrices trabajadas fueron: cebolla (blanca y morada), naranja, mandarina, manzana (Royal Gala, Pink Lady), tomate
(americano y perita), zanahoria, zapallito, zucchini, berenjena y uvas. Se realizé un muestreo en diferentes puestos de frutas
de comercios locales en diferentes estaciones del ano, verano 2020, otonio 2021, invierno 2021, primavera 2021, verano 2022,
invierno. primavera y otono 2022. Para la realizacién del monitoreo estacional, se decidié muestrear al menos una fruta y una
verdura representativa de la estacion (ejemplo, naranjas en invierno) y, ademds, una fruta u hortaliza cuyo consumo y oferta
fuera relativamente constante a lo largo del afio (por ejemplo, las cebollas). Se muestrearon fruterias y verdulerias de
Montevideo. Para cada una de las matrices se compré entre 1.5-2kg de ellas. Se tomaron 5 muestras por tipo de alimento
considerando su estacionalidad y frecuencia en el mercado. Las muestras, consideradas genuinas, fueron subdivididas
empleando el método de cuarteo para obtener de esta forma, un muestreo representativo. Las frutillas se adquirieron en
puntos de venta del mercado local de Montevideo, San José, Paysandu y Salto. Las muestras de legumbres y leche fueron
tomadas de grandes superficies de diferentes marcas. Las muestras fueron codificadas y procesadas rdpidamente con
nitrégeno liquido previo a su conservacion en freezer antes del andlisis quimico.

- Seleccion de los pesticidas a analizar

Se decidié tomar una Unica lista de analitos para todas las matrices del estudio. En funcidn de la disponibilidad de estdndares
del Grupo de Andlisis de Compuestos Traza, se elaboraron con los analitos seleccionados soluciones estdndares a 2000 mgL-1
(soluciones madre) y soluciones stock empleadas posteriormente para el ajuste instrumental en los dos sistemas
cromatogrdficos complementarios que se utilizan de rutina en el andlisis de residuos en funcidn de sus propiedades
fisicoquimicas. Esta seleccion totaliza 157 analitos e incluye todos los pesticidas analizables por GC-MS/MS, un total de 96
pesticidas. Se seleccionaron ademds un grupo de 61 pesticidas a ser analizados por LC-MS/MS. Esta parte del estudio no fue
posible completarla por los continuos desperfectos del equipo de cromatografia liquida que no permitié un trabajo continuo ni
sistemdtico. Adicionalmente, las limitaciones de trabajo presencial debidas a la pandemia no permitieron un trabajo constante
en el ajuste de las condiciones analiticas, por lo que el estudio se centré en compuestos analizables por GC-MS/MS.

*Andlisis quimico

Para la determinacién de los compuestos de interés en las diferentes matrices se compararon y/o adaptaron diferentes
metodologias analiticas cumpliendo con los pardmetros analiticos fijados por las normativas internacionales. Posteriormente
se validaron los métodos segun la guia Sante de la Unién Europea (SANTE 2017).

Para la validacidn, se utilizé el concepto de matrices representativas del documento SANTE (alto o bajo contenido en agua,
grasas, dcidos, almidén, etc). De esta forma se desarrollaron y validaron 14 metodologias analiticas multiresiduos. En el caso
de cereales no se ha obtenido una metodologia adecuada para el andlisis de glifosato, luego de su ajuste en el Cromatégrafo
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Iénico acoplado a triple cuadrupolo, es necesario un trabajo mds exhaustivo en esta matriz especifica cuya composicion es
compleja.

Los compuestos fueron analizados mediante cromatografia gaseosa o liquida acoplada a espectrometria de masas en funcién
de sus propiedades fisicoquimicas en modo de Multiple Reaction Monitoring, usando el analizador en modo triple cuadrupolo. Se
optimizaron los métodos cromatogrdficos y las condiciones de los espectrémetros de masas; (en HPLC-MS/MS las condiciones
de la fuente de ionizacién y las transiciones a ser monitoreadas para cada uno de los compuestos, junto con los pardmetros
optimos de voltaje de fragmentacidn y energia de colisién. Para GC-QgqQ/MS se optimizardn las transiciones caracteristicas y
sus correspondientes energias de colision).

-Seleccion del método de preparacion de muestras

Como método de preparacidon de muestra se seleccioné el QUEChERS AOAC 2007.01. El método QUEChERS desarrollado en
conjunto por Anastassiades y Lehotay en 2003 es considerado un método de referencia para el andlisis multirresiduo de
contaminantes orgdnicos ya que brinda la posibilidad de realizar en una sola extraccién la determinacién de muchas familias
de compuestos en dos sistemas instrumentales complementarios (GC y LC acoplados a detectores de espectrometria de
masas). El método AOAC realiza un control del pH del extracto a través del uso de un par Buffer AcOH/AcONa, lo que es
particularmente positivo para optimizar la extracciéon de los analitos sensibles al pH. Se realizaron las variaciones
correspondientes en el tipo y cantidad de sales de clean up seguln las caracteristicas de los componentes de las matrices en
estudio. El Cromatdgrafo de gases empleado es un GC-2010 acoplado a un detector de triple cuadrupolo (TQ8050), ambos de
SHIMADZU. Para todos los casos se trabajé en modo de monitoreo de reacciones multiples (MRM) empleando como soporte
para el ajuste de los métodos de adquisicidn la base de datos Smart Pesticide Database (Restek®) .

-Validacion de las metodologias analiticas

Pese a emplear un método considerado de referencia, el mismo debe ser validado en las condiciones del laboratorio en el que
se lleva a cabo con los instrumentos de medidas que se tengan a disposicidn y con cada matriz definida. Para ello, se siguieron
los lineamientos del documento SANTE [9]. Se estudié veracidad, precision, linealidad y efecto matriz para las frutas y
hortalizas seleccionadas

- Andlisis de muestras reales

Para la preparaciéon de muestra, se empled el método validado para cada matriz del estudio (o matriz representativa del grupo
segun la definicidon de Codex) y el sistema instrumental optimizado previamente. Cada muestra se realizé por duplicado para
tener un coeficiente de variacién asociado, se llevaron a cabo controles de calidad en cada batch de extraccién. Las
cuantificaciones en todos los casos se realizaron empleando curvas de calibracién en matriz siguiendo los lineamientos de
identificacién y confirmacidn de los positivos establecidos en el Documento SANTE vigente.

Para el caso de las legumbres, leches y arroz, se desarrollaron los siguientes metodologias de preparaciéon de muestras
adaptadas sgln su composicién la cual es muy diferente de Frutas y hortalizas.

Las matrices estudiadas fueron leche de vaca, lentejas, garbanzos, porotos manteca y arroz parboiled. Los plaguicidas
seleccionados para su evaluacién se definieron de acuerdo a las Buenas Prdcticas Agricolas, los referidos en la Guia SATA 'y
los positivos reportados en la literatura. del anexo se muestran los plaguicidas seleccionados con sus respectivos LMRs para
todas las matrices.

Para leche el método utilizado parte de 10g de leche, se realiza extraccidn con 10 mL de acetonitrilo con 1% de dcido acético, se
agita y se realiza salting out con 4g de sulfato de magnesio (MgS04) y acetato de sodio (AcONa), se centrifugd. Se tomaron 4
mL de la fase orgdnica y se realizé clean up con 600 mg de MgS04, 200 mg de RPC18 y 200 mg de amina primaria/ secundaria
(PSA), se toma 1 mL y se filtra a un vial de autosampler para su inyeccién en HPLC-MS/MS. Para inyectar en GC-MS/MS se
tomaron 2 mL y se evaporan a sequedad. Luego, se retom¢ el residuo en TmL de acetato de etilo calidad HPLC, se sonicé, se
filtré y se transfirié a un vial de autosampler.

En cuanto a legumbres se probaron un total de siete métodos de extraccién para lentejas, cuatro para garbanzos y uno para
porotos, entre ellos SweEt y QUEChERS con variaciones. Nuevamente, el método seleccionado para todas las matrices, fue el
QuEChERS AOAC 2007.01 modificando la cantidad de sulfato de magnesio utilizado en el salting out. Previo a las extracciones,
cada matriz se procesd con un molinillo de café y se homogeneizé. La metodologia final parte de 5g de muestra seca, se
hidrata con 10 mL de agua. Se agregaron 15 mL de dcido acético al 1% en acetonitrilo, se agita y se realiza salting out con
MgS04, cloruro de sodio (NaCl) y AcONa para lentejas, en el caso de garbanzos y porotos se varié la proporciéon de MgS04 y de
NaCl y se centrifugé. Se tomaron 4 mL de la fase orgdnica y se realiza clean up con 600 mg de MgS04 y 200 mg de PSA, se
toma TmL y se filtra a un vial de autosampler para su inyeccién en HPLC-MS/MS. Para inyectar en GC-MS/MS se tomaron 2 mL
y se evaporan a sequedad. Se retom¢ el residuo en 1 mL de acetato de etilo calidad HPLC, se sonicé, se filtré y se transfirié a
un vial de autosampler.

Para arroz parboiled se parte de 5g de muestra seca previamente molida y homogeneizada, y se hidrata con 10 mL de agua.
Se agregaron 10 mL de dcido acético al 1% en acetonitrilo, se agita y se realiza el salting out con MgS04, NaCly AcONa; y se
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centrifuga. Se toman 4 mL de la fase orgdnica y se realiza el clean up con 600 mg de MgS04 y 200 mg de PSA, se toman 2 mLy
se evaporan a sequedad. Se retomo el residuo en 1 mL de acetato de etilo calidad HPLC, se sonicé, se filtré y se transfirié a un
vial de autosampler. Para el caso de arroz parboiled los andlisis se realizaron Unicamente mediante GC-MS/MS

-Evaluacién de riesgo

Se realizé la evaluacion de riesgos de exposicidn a los pesticidas empleando aproximacién top up.Si bien la evaluaciéon en base
a datos reales que se detecten en las muestras de alimentos que se analicen durante el proyecto estaba planeada no fue
posible realizarla, ya que se completd el ultimo monitoreo al finalizar el proyecto. Estaba planeado, para esta ultima
aproximacidn, considerar la ruta de exposicidn (oral), la duracién (toda la vida), la cantidad de pesticidas (concentraciones
determinadas experimentalmente), la frecuencia de consumo (segun datos de MSP) en la poblacién de estudio (nifios y adultos),
para luego realizar la caracterizacién del riesgo. Para esto se realiza la bisqueda de los valores toxicolégicos de referencia
para cada residuo que se detecte y la evaluacidn de los estudios donde se derivan los mismos.

Para la aproximacién top up se tomaron como caso de estudio los LMRs de cada par de pesticida/alimento fijados por la
reglamentacién para un pesticida por ej. clorpirifos y diazinon y ditiocarbamatos. Se considera que sucede si todos los
alimentos, consumidos en la fraccion de la dieta que corresponde, contienen los residuos del pesticida al nivel del LMR. La
suma total de estos residuos, debe estar por debajo de la ingesta diaria admisible

Resultados, andlisis y discusién

De un total de 233 fitosanitarios registrados en Uruguay, el 44% corresponde a herbicidas, el 31% a insecticidas y el 25% a
fungicidas. Esta tesis plantea el monitoreo de casi el 67% de los activos registrados actualmente lo que posibilita crear un
escenario bastante realista en cuanto a los hallazgos en muestras comerciales.

Luego de concluida la optimizacidn de los analitos se inicid el disefo del plan de validaciéon de las matrices de interés siguiendo
los lineamientos del documento SANTE donde se estudiaron las cifras de mérito que se detallan en la tabla de la seccién
experimental.

-Validacion de las metodologias analiticas:

Es de resaltar que el Codex Alimentarius da una lista positiva de los limites mdximos de residuos de plaguicidas para cada
combinacién matriz-analito, y todos aquellos que no se incluyen en ella no estdn permitidos. En cambio, la Unién Europea
adopta un criterio precaucional y fija un limite mdximo de 0,01 mg kg-1 para aquellos pesticidas para los que no estd aprobado
su uso en esa matriz especifica. Como es relevante el estudio de posibles desviaciones de uso que atenten contra la salud de
los consumidores y es necesario fijar los limites de cuantificacién del método globalmente, se tomé como objetivo estudiar
como nivel minimo de cuantificacién 0,01 mg kg-1.

Limites de cuantificacidon (LOQ): Para el 92% de los analitos ensayados, en las matrices estudiadas, el LOQ coincide con el nivel
mds bajo de recuperacién ensayado (0,01 mg kg-1.) en las condiciones que establece SANTE. Se observé particular dificultad en
compuestos organoclorados como endosulfan alfa, endosulfan beta, dicofol y oxifluorfeno en matrices como naranja, tomate y
uva. Ninguno de estos analitos fue hallado como positivo en los posteriores muestreos estacionales.

Efecto matriz: Para todos los analitos, en todas las matrices evaluadas, el efecto matriz fue entre medio-alto, es decir, fue
superior al 20% por lo que todas las cuantificaciones se realizaron empleando las curvas de calibracidn en matriz. Ademds, se
observé un incremento de la sefal para la mayoria de los analitos con respecto a la pendiente de la curva de calibracién en
disolvente. Ese hecho reafirma la decision de realizar todas las cuantificaciones empleando las curvas de calibracién en
matriz ya que, de otro modo, se estarian realizando sobre o sub-cuantificaciones.

Linealidad: Se construyeron todas las curvas de calibracidn, en matriz y en disolvente para realizar un andlisis de linealidad
de ambas y el estudio de regresion. Para todos los casos se observé tendencia lineal (modelo de primer orden) obteniendo
coeficientes de determinacién superiores a 0.99, con back calculated concentrations (BCC's), <20%. El rango lineal, de la
mayoria de los analitos estudiados fue 5-250 pg kg-1. Se observé que algunos analitos presentaban siempre un rango lineal
mads acotado (10-250 y 50-250 ug kg-1), por ejemplo: endosulfan alfa, endosulfan beta, aldrin, dieldrin, endrin.

Precision: La precisidn de los resultados se ve reflejado en la desviacidn estdndar relativa expresada en forma porcentual. Se
realizaron para todos los casos, ensayos de recuperacion a todos los niveles de forma inter-dia. Los resultados mostraron
gue la performance del método es poco dispersa. Para todos los casos, tanto en condiciones de repetibilidad como de
reproducibilidad intermedia, los RSD’s son menores o iguales al 18%.

Veracidad: Para todas las matrices estudiadas hasta el momento se realizaron los cdlculos de recuperacién a tres
concentraciones diferentes (10; 20 y 200 pg kg-1) en dos dias de trabajo distintos. Se cumplié el criterio de aceptacidn de para
al menos dos de los tres niveles de concentracién ensayados.

Exactitud: Se colectaron los datos de los controles de calidad (QA/QC) realizados en cada matriz monitoreada. Esos controles
de calidad continuos “on-going”eran recuperaciones al nivel del LOQ. En todos los casos, se comparé el valor obtenido al
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momento del monitoreo con los valores obtenidos en la validacién de la metodologia, no observdandose diferencias
significativas entre ellos.

-Hallazgos del Monitoreo estacional de frutas y hortalizas.

Se realizaron los andlisis de las frutas y verduras compradas en cada estacion con los métodos desarrollados y validados
previamente utilizando GC-MS/MS.

Se analizaron 320 muestras correspondientes a las matrices seleccionadas, realizdndose un monitoreo de entre 57-80
plaguicidas individuales en cada una de ellas. Las matrices analizadas presentan diferente grado de dificultad, destacdndose
las matrices citricas y las cebollas como matrices extremadamente dificiles, ya sea por el nimero de co-extractivos, o por el
medio dcido, entre otros factores. Los co-extractivos otorgaron un efecto protector, en el GC-MS/MS, disminuyendo la
degradacidn de los analitos en el inyector. Esto se tradujo en un efecto matriz positivo que permitié lograr niveles de
cuantificaciéon mads bajos.

Los positivos fueron identificados y confirmados siguiendo los requisitos de SANTE donde se verificé para cada caso que se
cumplieran tanto los requerimientos de cromatografia como los de espectrometria de masas.

-Resultados del monitoreo

Se detectaron 27 principios activos entre todas las frutas y hortalizas estudiadas, de los cuales 18 son fungicidas que
representan el 70% . El restante 30% de los detectados corresponde a insecticidas.(ADJUNTO 1) Todos los compuestos estdn
aprobados para su uso en Uruguay. Se detectaron desviaciones de los LMR. fundamentalmente para el clorpirifos y la
procimidona. Esta ultima no estd contemplada en la reglamentacién CODEX para el uso en ninguna de las matrices donde se la
detectd

En el adjunto 1 se observa que, de acuerdo a los presentes resultados, en las muestras de tomate y uva, seguidos por los de
zapallitos y frutillas es donde se encontré la mayor cantidad de principios activos diferentes. En el caso de los citricos, se
detectaron los fungicidas de poscosecha que se emplean habitualmente en los tratamientos de packing. En el caso del tomate y
las uvas, no se detectaron los 11 principios simultdneamente sino que se encontraron diferentes combinaciones de los mismos
y, al igual que en el caso de la frutilla, todas las muestras contenian al menos un pesticida. Las frutillas tuvieron 5 principios
activos de promedio en todas las muestras, donde propamocarb y carbendazim estuvieron por encima del LMRs de Codex en
muchas de ellas. (ADJUNTO 2) En cuanto a los pesticidas encontrados, los insecticidas fueron todos insecticidas de contacto,
con accidn sobre el sistema nervioso central y de diferente toxicidad para humanos. Los de mayor toxicidad fueron
organofosforados, carbamatos y los de menor toxicidad los piretroides y el spinosad. También fue un hallazgo frecuente
pesticidas que actuan sobre sistemas metabdlicos especificos de los insectos, de baja toxicidad para mamiferos como
piriproxifen.

Los principios activos mds empleados fueron los fungicidas azoxystrobin, procimidona, pirimetanil junto con los insecticidas
clorpirifos y piriproxifen que fueron encontrados en 4 de las frutas y hortalizas estudiadas .

En adicién a las frutas y hortalizas mds comunes estudiadas en todos los muestreos, se estudiaron otras con menor
frecuencia, como por ejemplo zanahorias y berenjenas donde los fungicidas fludioxinil y cipordinil fueron repetidamente
detectados. Curiosamente, en los zucchinis evaluados no hubo detecciones de pesticidas.

En el caso de las otras matrices estudiadas, lentejas, garbanzos, leche y arroz parboiled, no se detectaron positivos en las
muestras estudiadas. Sin embargo, deberia realizarse un monitoreo mds amplio, incluyendo un nimero de muestras
comerciales mayor para tener un panorama mds claro sobre la ocurrencia de pesticidas en estos alimentos y poder llegar a
una conclusion que lleve a alguna recomendacion.

- Estimaciones de riesgo

El cdalculo de la exposicion dietaria crénica deterministica para los residuos de plaguicidas se hizo siguiendo el procedimiento
recomendado por la OMS en las “Directrices para predecir la ingesta dietaria de residuos de plaguicidas”. Usando este método,
la exposicién dietaria crénica se estimé a través del pardmetro denominado ingesta diaria tedrica maxima nacional para cada
plaguicida (IDTMN). Mediante la IDTMN, la ingesta dietaria de un residuo de plaguicida en un alimento dado se obtiene
multiplicando el nivel de residuo en el alimento (LMR) por la cantidad consumida de ese alimento. Luego, la ingesta dietaria total
del residuo de plaguicida se obtiene sumando las ingestas de todos los alimentos que contienen el residuo. Para finalizar, la
caracterizacion del riesgo se realiza comparando la IDTMN con la IDA y considerando el peso corporal del grupo a evaluar, a
través del cdlculo del pardmetro %IDA. En este caso de estudio, se tomaron pesos corporales (Bw) de 60 kilogramos y no se
realizaron distinciones entre hombres y mujeres. El valor de consumo es el hallado en la Encuesta Nacional de Hogares.

Como se puede ver en el andlisis de Ditiocarbamatos, (ADJUNTO 3) los resultados variaron dependiendo del activo, aunque se
trabaje dentro de la misma familia. Pese a que el valor de IDTMN es similar para Ziram y Mancozeb, al ser sensiblemente mads
bajo el valor de IDA del Ziram (un orden de magnitud menor), se refleja un valor de IDA muchisimo mayor.

* Mancozeb: IDTMN: 0,81 %IDA: 26,9.
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 Ziram: IDTMN: 0,77 %IDA: 213,3

En el andlisis de los Organofosforados tomados como caso de estudio, se puede observar un comportamiento similar para
Malatién y Clorpirifos. El valor de IDA para Clorpirifos es un orden de magnitud menor al de Malatién, lo que se refleja en el
valor final calculado

 Malation: IDTMN: 0,06 %IDA: 2,15.

* Clorpirifés: IDTMN: 0,05 %IDA: 92,02.

Cabe destacar que cuando el valor de IDA supera al 100% es decir, el valor de IDTMN supera al valor de IDA es necesario
aplicar alguna correccién como, por ejemplo, factores de procesamiento, porcién comestible, entre otros para poder refinar
los cdlculos y sacar una conclusion sobre la aceptabilidad o no de los limites actuales. De todas formas, la cercana al 100%
como en el caso del clorpirifos, obliga a considerar la necesidad de un ajuste global en los LMRs para ese pesticida.

En particular, el clorpirifos ha sido prohibido en la Unién Europea por la toxicidad de sus productos de degradacién. Si bien los
tiempos de espera para el mancozeb toman en consideracién la degradacidn del compuesto y su metabolito téxico etilen
tiourea, en este cdlculo no se considera la toxicidad de este Ultimo, el que representa mayores riesgos para la salud por ser un
reconocido teratogénico.

Conclusiones y recomendaciones

Dado que las frutas y hortalizas se consumen mayoritariamente “in natura” el contenido de residuos de pesticidas en ellas es
critico cuando se considera la inocuidad de los alimentos que se consumen. Como primer paso para conocer las situacién
nacional, se han validado metodologias analiticas para 15 matrices representativas (frutas y hortalizas, legumbres, leche
pasteurizada y arroz)) y se realizé un monitoreo estacional de residuos de plaguicidas de dos afos, siguiendo bdsicamente la
oferta de la canasta inteligente de la UAM mas un monitoreo a nivel nacional de la ocurrencia de residuos en muestras de
frutillas. De los pesticidas monitoreados se detectaron 27 principios activos, fungicidas e insecticidas en las distintas
matrices. Hay cultivos en los que consistentemente se emplean distintos principios activos, como en tomates, uvas y frutillas.
Sin embargo se hace evidente la necesidad de un monitoreo mdas amplio y exhaustivo, que asegure la inocuidad de las frutas y
hortalizas que se consumen, asi como la de legumbres donde el universo de muestras debe ampliarse para tener mds datos.

El presente proyecto planteaba una serie de matrices mds ambiciosa de la que finalmente se pudo completar. Las
restricciones que impuso la pandemia limitaron el alcance del proyecto. De todas formas, ha quedado claro que no es una
tarea que pueda completarse en dos afos y esto es solo una muestra del trabajo a realizar para asegurar la inocuidad de los
alimentos que se consumen en Uruguay. Se ha monitoreado la produccién nacional bdsicamente, pero la actual globalizacién
nos obliga a pensar que otros principios activos pueden usarse en los paises de origen de frutas y hortalizas ya no tan exéticas
sino que se consumen en el pais como mango, papaya, palta, mandioca entre otras. Por lo tanto, la estimacién de la inocuidad
de los alimentos, considerando los cambios que estdn ocurriendo en la dieta uruguaya deben considerarse como parte de un
universo siempre cambiante.

No fue posible completar el desarrollo del andlisis de glifosato en cereales e implementar la determinacién de ditiocarbamatos
asi como el andlisis exhaustivo de muestras de yerba mate, como alimentos interrogantes de la dieta nacional, donde estudios
previos habian confirmado la presencia de residuos de pesticidas. Esta es una tarea que se continta a pesar de la finalizacién
del proyecto ya que en este momento se estd encarando la puesta a punto del andlisis de ditiocarbamatos, como parte de la
tesis de doctorado de Natalia Gerez, quien cuenta con una beca ANII para ello Y con el glifosato y su metabolito AMPA
ajustados instrumentalmente para ser determinados con un cromatdgrafo iénico acoplado a masas en tdndem, adquirido
recientemente por el grupo, solo resta el desarrollo del método de preparacién de muestra.

De los cdlculos realizados, si bien el empleo del IDTMN suele sobreestimar la exposicién y plantearse en el peor escenario
posible (concentraciones halladas en los alimentos al nivel de concentracién del limite mdximo de residuos) permite una
aproximacién vdlida con poca cantidad de informacién empleando un modelo sencillo, aprobado internacionalmente para su
uso y de fdcil interpretacidn. Se destaca la importancia del estudio de la ocurrencia de plaguicidas en los alimentos ya que su
presencia puede representar un riesgo para la salud del consumidor.

Por dltimo, los resultados de este proyecto son sélo una instantdnea incompleta acerca de la presencia de residuos de
pesticidas en alimentos en nuestro pais. Es necesario profundizar y ampliar la base de datos para poder disenar politicas de
inocuidad alimentaria adecuadas a las necesidades y a la dieta de la poblacién uruguaya.
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