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1. Resumen

El cultivo de arandanos surge en la Argentina comma nueva alternativa de
produccion orientada a la exportacion. Dado quéoda la produccion tiene la calidad
exigida internacionalmente, existe en los empaguesolumen importante de fruta
remanente. A fin de optimizar la rentabilidad y exgr valor a la produccion, ha
comenzado en la region el desarrollo de diferensebproductos, tales como frutas
deshidratadas y jugos de arandanos. Las progresiigencias de los mercados,
respecto a productos libres o con bajos nivelgdatgiicidas, requieren de un adecuado
manejo de la produccion. Las enfermedades fungioaslas principales causales de
pérdidas en los cultivos y la aplicacion de furdpsi, tales como los triazoles, son
necesarios para su control. Siendo factible Isgreia de los mismos en frutas y
consecuentemente, en los jugos procesados. Seegiam como objetivos, la
determinacion por cromatografia gaseosa de triazele jugos de aradndanos. Las
muestras fueron obtenidas en planta piloto, pocgmos extractivos y tratamiento
enzimatico, identificAndose como jugos procesadéssysin tratamiento, como jugos
naturales. La metodologia extractiva fue la mich@cion en fase solida con fibra de
Carbowax/divinilbenceno, 15 minutos de inmersidita&ion magnética de 2000 rpm,
pH 7 y volumen de muestra de 100ml. Se determin@®mcurvas de regresion lineal
para triadimefon, penconazole, propiconazole y debazole, a partir de soluciones
acuosas de estandares y muestras de jugos adesormsu cromatografia gaseosa con
detector de nir6geno-fosforo. Los parametros estiadé de los resultados indicaron
gue existen diferencias significativas en las sataxistiendo efecto matriz, por lo que
para muestras incognitas se debi6 calibrar con tmaseadicionadas. EI método es
lineal, preciso, de elevada exactitud y sensililidas limites de cuantificacion para
estdndares y jugos, oscilaron en un rango de 0,026 y 0,25 - 0.50ppb. Los
porcentajes de recuperacion fueron entre 95,6 §%88las rectas de regresién para
jugos naturales y procesados, también muestrareddias significativas. Se efectud la
identificaciébn de los analitos por espectrometgantasa. De los 15 muestreos para
jugos naturales, s6lo 5 muestras evidenciaron peésele residuos de propiconazole y
3 con tebuconazole, en un rango de 15 a 30 y 35 gpb respectivamente. En jugos
procesados de los mismos lotes anteriores, lodesivieeron un 45 a 50% menor,
debido posiblemente a los tratamientos enzimatieosstos Ultimos. La transferencia
al sector se consider6 de relevancia.



2. Introduccion

En Argentina el cultivo de arandanos es muy reeiepéro ha alcanzado un notable
crecimiento de produccion e importante desarrodosds exportacione&n nuestra
region, una de las principales variedades culéisason la O'Neal y Misty como
variedad tempranaéidan, 2008)

El fruto es una baya casi esférica de 7 a 15 mntotte azul claro a oscuro, de alto
valor nutritivo y propiedades antioxidantes (Clitfp 2000; Arakelian, 2005; Raffer J.
2002). Son frutos climatéricos, es decir que, duseégos a partir de la madurez
fisioldgica, son capaces de adquirir caracteristsiailares a los unidos al arbusto.
Sobreviene muy rapidamente la sobremadurez, asoaiada pérdida de calidad, por lo
gue una vez cosechados, deben ser enfriados loapid® posible. Son susceptibles al
desarrollo de enfermedades, en su mayoria causpdashongos, produciendo
importantes pérdidas sino son controladas.

El cultivo del arandano requiere de adecuadasipadcagricolas, es viable con un buen
soporte técnico y comercial, aunque debe cons&emn cuanto a la magnitud de la
oferta global y no incidir negativamente en el radccon sobreproduccion

El frio y el uso de atmdésferas modificadas o cdatt@s, son las técnicas mas
ampliamente utilizada para reducir el deteriorot@usecha de las frutas, ya que
disminuye la respiracion, deprime el metabolismdodefrutos e inhibe el crecimiento
de hongos y bacterias. (Zheng et al.2008). La teamtye Optima para conservar la fruta
es cercana a 0°C, con una humedad relativa entyed8@6. Estas condiciones permiten
mantener la calidad durante alrededor de 14 diascé&htraciones de Centre 8% vy
10% y de CQentre 10% y 13% han logrado mantener la calidddslarandanos entre
5y 8 semanas a 0-1°C, aunque estas metodologiasostosas (Yommi y Godoy,
2008; Spotts et al., 2002).

Sin embargo, no toda la produccion tiene la cdlidaxigida internacionalmente,
existiendo en los empaques un volumen importantfeuti remanente, que al no poder
exportarse, genera ademas del problema econdémicgeno inconveniente para su
conservacion. A fin de optimizar la rentabilidacagregar valor a la produccién, ha
comenzado en la region el desarrollo de diferestésproductos, tales como frutas
deshidratadas y jugos de arandanos.

Por otro lado, es necesario destacar que, lasqsiwgs exigencias de los mercados,
respecto a productos libres o con bajos nivelgdatpiicidas, requieren de un adecuado
manejo de la produccion. Las practicas de cultigpen siendo las tradicionales, es
decir que las enfermedades fungicas, principalasatas de pérdidas en los cultivos,
son controladas por la aplicacion de fungicidatgsta&como los triazoles. Lo que
conlleva suponer, la factible la presencia de temdde los mismos, en frutas y
consecuentemente en los jugos procesados.

Los objetivos del presente trabajo fueron determina niveles residuales de los
fungicidas triazélicos en los jugos procesados tumades de arandanos, aplicando
metodologias analiticas optimizadas para frutag@m y Jones, 2007; Dietz, et al.,
2006; Trosken, et al., 2005; Albero et al., 2005).

3. Materiales y Métodos



El equipamiento mas relevante y reactivos calidemmatografica, se detallan a
continuacion:  Etilacetato (Mergk Estandares certificados de Triadimefon,
Penconazole, Propiconazole y Tebuconazole (Accmd8td Inc.). Agua grado 1.
Hidroxido de sodio (Merck). Fibras de silica furaidrecubiertas con:
Polidimetilxilosano (PDMS), Poliacrilato (PA) y Qmwax/Divinilbenceno
(CW/DVB); de 100, 85 y 65im respectivamente.

Cromatégrafo gaseoso Modelo 5890 Serie Il y Crografé gaseoso Hewlett Packard
GC 6890, con columnas capilares HP5 MS (30 m x m&bx 0,25u m). Liner de 0.75
mm de diametro interno. Con detectores de Nitrogedsioro (NPD) y Detector
Selectivo de Masa (MSD) HP 5973, respectivamenteentStation HP. Biblioteca
NIST y RTLPest. Agitador magnético Mistral Large gfastir 1l, con sistema aislante
para mantener la temperatura constante.

Las muestras corresponden a jugos procesados nalestde arandanos, los mismos. se
obtuvieron a partir de diferentes partidas deaByirovenientes de diversos empaques.
Se seleccionaron los lotes correspondientes a dananvariedad, aunque no siempre
esto es factible, ya que las frutas de descartergienente estan mezcladas.

Las frutas se procesaron en planta piloto y la dwtgia de obtencion del producto
final fue diferente, parpugos procesados o clarificados por tratamientos enzimaticos, y
los sin tratamiento, identificados conugos naturales.

Las bayas son pesadas, lavadas, triturgdassteriormente tratadas con determinadas
enzimas. Luego se filtra y se efectla el segunakartriento enzimatico; se reitera el
filtrado, agregado de conservantes, pasteurizaciénvasado. Las caracteristicas del
jugo final, entre otras, fueron de 9,3° Brix, &zidle 0,39 %, expresada como gramos
de acido citrico/100ml, y un ratio de 23,56.

Plan de Muestreo

Los lotes fueron identificados segun el dia de dpecoion y se efectuaron tres (3)
muestreos por produccion y por triplicado, conataltde 15 muestreos. El volumen de
muestra se establecié en 500 ml. El submuestreepgamcion de las muestras para el
andlisis, se efectudé a partir de la combinaciénmieestras primarias de un lote de
productos preenvasados, se obtuvomuestra compuesta 0 muestra de laboratorio que
fueron conservadas en recipientes rotulados, imeelos y refrigeradas hasta su
procesamiento.

El tratamiento previo de las muestras es mas sjigplgue es soélo una dilucion acuosa
y ajuste de pH a neutralidad. A fin de establederaago lineal del método, se
prepararon por quintuplicados, soluciones acuosagigbs de arandanos adicionados
de triadimefon, penconazole, propiconazole y tebhazole de 100 ml, a: 50- 25- 10-
2,5y 1,0 ppb.

En investigaciones previas para este tipo de matazoptimizé la metodologia de
microextraccion en fase sélida, seleccionandosea pEr proceso las siguientes
condiciones: pH 7, agitacion magnética de 2000 rprit5 minutos de inmersién del
polimero CWX/DVB (Goncalves y Alpendurada, 2002wliszyn, 199Y.

Las condiciones cromatograficas se establecierd@ramutos de desorcion, inyector a
250 °C, horno a 80°C durante 3,5 minutos y rampab8&nin hasta 280°C durante 8,5
minutos y detector (NPD) a 300°C.

La cuantificacién e identificacion de estos analite efectuaron por cromatografia
gaseosa, con detector de nitrogeno fésforo e fimion de los iones target e iones
gualificadores por espectrometria de maSagdng et al.,2005; Zambonin, et al., 2002).



A partir de las respuestas cromatogréficas, sdugfedd analisis unidimensional de las
observaciones, coeficientes de variacion, desviaegtandar, intervalos de confianzas,
se determind la linealidad del método y evaluaros pardmetros estadisticos
correspondientes a fin de disponer de una metgtioladecuada que posibilite
controlar los factibles niveles residuales de lowfcidas en los jugos correspondientes
(Dejaegher y Vander Heyden, 2007;Trosken et alQ520Soleas et al., 2000;
Athanasopoulos et al., 2003).

4. Resultados y Conclusiones

El tratamiento estadistico de los datos se reatindel programa Statgraphics Centurion
XV Corporate (2007).

Los resultados obtenidos a partir de las respuestamatograficas expresados en
alturas y areas de pico, indicaron en el analisidinnensional de las observaciones, que
proceden de una distribuciébn normal, los coefigentle variacion para todas las
muestras estuvieron en el rango adecuado. Se @raficcurva de regresion lineal,
intervalos de confianza, el histograma y la cuwteatrazas de densidad de residuos,
para soluciones acuosas de jugos procesados wlestde arandanos adicionadas.

Se identificaron cromatograficamente los eniant@sid y Il para propiconazole,
expresandose los resultados individualmewang, et al., 2005)

En las figuras (1) y (2), se pueden observar Ieslt@dos correspondientes a los
diferentes analitos extraidos de dichas muestreesoaddos a 50- 25- 10- 2,5y 1,0
ppb, en las condiciones establecidas para n=5,05.
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Regresion Lineal Triazoles Jugos Naturales
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Figura 2. Regresion Lineal Triazoles Jugos Naturales de arérsl

Los parametros estadisticos permitieron establaddoneidad del modelo ajustado. Se
determiné la independencia de los residuos a mhatiestadistico de Durbin Watson (P-
valor).

Mediante el test de Kolmogorov (P-valor) se detadsi los residuos proceden de una
distribucion normal para un nivel de confianza ld@@nos un 90 %.

Se estableci6 la ecuacion de la recta y el esie@iBR que indica la relacion entre las
variables (respuestas cromatogréficas vs. conaédia

Se efectu6 la comparacion de las rectas de regrgsaba estandares vs. jugos
procesados y naturales adicionados, y el analgsdistico de ANOVA indicé las
diferencias estadisticamente significativas erdeegendientes y puntos de corte para
los diferentes valores al 99% de nivel de confiaRzalemos concluir que existe efecto
matriz, y por lo tanto, para la determinacion deestras de jugos de ardndanos, en
ambos casos, es necesario calibrar con muest@sradias.

La precision del método fue determinada a partisalaciones de jugos procesados de
arandanos adicionadosle triadimefon, penconazole, propiconazole (I- Iy
tebuconazole, a 50- 25- 10- 2,5y 1,0 ppb, pardhmediciones individuales con v =
n-1 grados de libertadgy = 0.05. Dado que los RSD% oscilaron entre 0,200$% el
meétodo pudo ser considerado preciso.

De las curvas de regresion correspondientes, nde8frminaciones individualesaoy
0,05, se estimaron los limites de deteccién y dfigation, calculados a partir de las
ecuaciones correspondientes, en las que se can8iget0 veces la desviacion estandar
del blanco, para determinaciones individuales. Siendo para triatbhmepropiconazole

I, propiconazole Il, y tebuconazole de 0,18-0,2%90,26; 0,21-0,38; 0,23-0,43 y 0,26-
0,49 ppb respectivamente.

La recuperacion del método se determind para swiasiacuosas de jugos procesados
de arandanos adicionadas de triadimefon, pencangaapiconazole y tebuconazole a
50- 10- 2,5 y 1 ppb, n=200= 0,05 - twns= 2,093, en las mismas condiciones de
extraccion y a partir de las curvas de calibrac&spectivas. Los resultados se pueden
observar en la tabla (1)



Tabla 1. Recuperacién Triazoles - Jugos de Arandanos

Analitos Recuperacion Media % | Desviacién Estandar| RSD%| t cacuiado
Triadimefon 97,70 0,82 0,84 0,61
Penconazole 95,60 0,88 0,92 1,07
Propiconazole | 97,20 1,62 1,67 0,38
Propiconazole Il 97,45 1,10 1,13 0,51
Tebuconazole 98,60 0,85 0,86 0,36

Dado que 4 < t s para todos los analitos, podemos establecer que,existe
diferencia significativa con el 100 % de recupea¥agi la exactitud es apropiada.

Los resultados para ambos jugos presentan difa®rsignificativas, factiblemente
atribuibles a la naturaleza de la matriz, al proceszimatico al que fueron sometidos
los jugos en planta, a su composicion final y astfactores indeterminadoka
clarificacion posterior de los jugos, es otro factmn factible incidencia en la
composicidn final de los jugos, que sumado a ldésrammes, pueden ser los causales de
estas diferencias

Teniendo en cuenta que, la clarificaciébn enzimatiegugos es generalmente utilizada
en la industria, necesariamente las muestras exgeeslo que, comercialmente dispone
el consumidor.

El control de calidad de frutas y jugos de arandanespecto a los factibles niveles
residuales de estos plaguicidas, hacen relevaraplieacion de esta metodologia en
dichos productos al momento de su comercializacion
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