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A mi madre




173 W/
SEBASTIAN IGNACIO GALLARDO MOSCOZO

Nace un sabado 21de Septiembre de 1985 en la actual region de los de los rios,
en un pueblo llamado Panguipulli en las cercanias de Valdivia, al poco se traslada con
su madre a la region metropolitana donde se establecen. Al paso de los afios se educa en
diversos centros educacionales primarios, debido a los constantes cambios de domicilio,
siendo el Gltimo la escuela particular Victor Hugo, la educacion secundaria la realiza en
el Liceo José Victorino Lastarria del cual guarda los mejores recuerdos de su
adolescencia, grandes amigos y una excelente formacion académica la que le permitio
una entrada a la educacion superior, el afio 2004 ingresa a la carrera de Quimica

Ambiental.

Durante los afios de universidad conoce a grandes persona que estaran por
siempre en su vida, poco a poco va descubriendo nuevas habilidades y aspectos que
mejorar, con el pasar de los afios logra avanzar los ramos de la carrera, se convierte en
ayudante de laboratorio, empieza a realizar clases particulares, hasta que llega la etapa
final de la universidad, donde se llena de recuerdos y grandes personas y debe

emprender el ultimo escafio de esta etapa que es el desarrollo de este seminario de titulo

il




en el centro de estudios nucleares de la Reina (CCHEN), donde adquiere conocimientos

practicos no tan solo de ciencias o técnico, sino que consejos practicos de vida .

La vida depara grandes desafios, éxitos y también posibles fracasos los se
enfrentara con la frente en alto y con la certeza de tener las herramientas necesarias para

afrontar cada uno de ellos.
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RESUMEN

En la actualidad es imprescindible aumentar y maximizar la produccion de
alimentos a nivel mundial, con lo que nace la necesidad de recurrir al uso de
agroquimicos, de igual forma es necesario crear legislaciones y métodos para hacer un

proceso mas eficiente y amigable con el medio ambiente.

Este estudio consistio en realizar andlisis de aguas destinadas al riego de dos
predios vitivinicolas, y aguas del el rio Tinguiririca, mediante la técnica de extraccion
liquido-liquido, para posterior deteccién de residuos de plaguicidas por cromatografia
liquida (HPLC) y cromatografia de gases (GC-pECD, GC-MS. Se realizaron dos
campafias de muestreos durante la estacion primaveral. Los plaguicidas que se
determinaron fueron: Azinfos metil, Azoxistrobin, Carbaril, Clorotalonil, Clorpirifos,

Diazinon, Kresoxim metil, Sulfotep

Dentro de los resultados se detectd Carbaril y Clorpirifos en la muestra del rio
Tinguiririca. Para la vifia N se detecto Clorpirifos en el punto Ne mientras que en punto
N1 se detectd Clorotalonil. En la vifia V, se detecto Clorpirifos y Azoxistrobin en el

punto V1.

Con el método utilizado se logré detectar concentraciones del orden de los 107
ug'L, estos resultados permitieron concluir que los residuos de plaguicidas existente en

las muestras de aguas de riego analizadas cumplen la norma chilena para cuerpos de

XVii



agua destinadas al riego (Nch 1.333/94) por lo tanto los plaguicidas detectados por sus

bajas concentraciones no presentan un peligro ambiental.
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ABSTRACT

Actually, is essential to increase and maximize the worldwide food production,
hence the necessity of using agrochemicals, is equally necessary to establish laws and

methods for a more efficient process in a friendly environment.

In this study were analyzed water samples from irrigation water from two
vineyards and water samples took from the Tinguiririca River, by the liguid-Hquid
extraction methodology, and later residue pesticides detection by liquid chromatography
(HPLC) and gas chromatography (GC - WECD, GC - MS). The pesticides analyzed were
Azinphos methyl, Azoxystrobin, Carbaryl, Chlorothalonil, Chlorpyrifos, Diazinon,

Kresoxim methyl and Sulfotep.

Carbaryl and Chlorpyrifos were detected at Tinguiririca River samples. At
Vineyard N was detected Chlorpyrifos at Ne point, while at N1 point was detected
Chlorothalonil. Tn vineyard V was detected Chlorpyrifos and Azoxystrobin at V1 point.
With the methodology used was possible to detect pesticides residue concentrations in

the order of 107 g «L™.

With these results it was possible to conclude that the pesticides found in the
irrigation water samples complies with the standard Chilean norm for irrigation water
bodies (Nch 1.333/94, MOP), therefore due to the low pesticides concentration detected

there were not environmental harmful.

XiX



L- INTRODUCCION

1.1  Historia de los plaguicidas

Los plaguicidas son conocidos como sustancias quimicas capaces de destruir,
mitigar o controlar plagas, son utilizados mayoritariamente con fines agricolas
controlando plagas de insectos, hongos, malezas y dcaros, dandoles el nombre de
insecticidas, fungicidas, herbicidas y acaricidas respectivamente, usados en la
agricultura y ademas para proteger la salud publica y control de parasitos amimales.

(Miller GT, 2004)

La historia de los plaguicidas se puede resumir y dividir en tres grandes etapas:
la primera a principios del siglo XIX, cuando se descubrio accidentalmente la accion
plaguicida de algunos elementos naturales como el azufre, cobre, arsénico, piretrinas
(sustancias obtenidas de los pétalos del crisantemo) y fosforo; asi mismo se inicio el uso
de los derivados del petroleo. La segunda etapa se puede situar en 1922, cuando se
emplearon diferentes aceites insecticidas y poco mas tarde los primeros productos
sintéticos La tercera etapa del empleo de plaguicidas en la agricultura se inicia a partir
de 1939 en que Muller descubrio las propiedades insecticidas del DDT (diclore-difenil-
tricloroetano, C4HqCls) producto sintetizado en el siglo XIX por Zeidler. El comienzo
de los plaguicidas sintéticos parte durante la década de 1940 y favorecié al incremento
de la producciéon alimenticia nivel mundial, también contribuyo a la salud humana a
través del control de insectos vectores de enfermedades (Estrada, 1998). Luego a partir

de 1960 comenzaron a manifestarse los impactos adversos de estos sobre el medio



ambiente y la salud humana. Actualmente la produccion mundial es de unos diez

millones de toneladas, v mas del ochenta por ciento se produce en Europay EEUU.

En las primeras décadas el uso de los plaguicidas no fue controlado, se aplicaban
grandes cantidades de estos, de los cuales solo un pequefio porcentaje de llegaba
organismo objetivo, por lo que el resto llegaba al suelo, en el cual se producen procesos
tales como lixiviacion y difusion, por esta via los residuos pueden llegar a otros medios
como el acuético o incluso volatizarse, también por procesos como deriva del viento y
escorrentia superficial pueden llegar a medios acuaticos superficiales. (Martinez Vidal y

col, 2004),

En nuestro pais el uso de plaguicidas ha aumentado gradualmente, llegando a
importar 27.454 ton de agroquimicos, de las cuales 6.427 ton corresponden a la region
de O’Higgins, representando el 23,4%, ademas el afio 2003 el Servicio Agricola y
Ganadero (SAG) autorizé un total de 854 plaguicidas agricolas, esta cifra disminuyo a

830 para el afio 2005. (INE 2005, Medio Ambiente Informe Anual).

En la sexta region del pais (Region del General Libertador Bernardo O’Higgins)
se centra gran parte de la industria agricola, especialmente el subsector vitivinicola, el
explosivo aumento que ha experimentado este sector conlleva un aumento en el uso de
agroquimicos, es por esta razon que nace la preocupacion por tener desempeiios
ambientales responsables de acorde a las nuevas tendencias y exigencias de los

mercados internacionales.
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1.2 Definicién y clasificacion de los plaguicidas

Plaguicidas o pesticida es una sustancia quimica que se usa principalmente para
controlar, mitigar o eliminar cierta plaga o peste. En la actualidad es dificil mantener
una actividad agricola sin el uso fitosanitarios, ya que estos productos ayudan a elevar el
rendimiento de la produccion agricola, el uso de estos compuestos data desde varias
décadas, sin embargo en los ultimos afios ha surgido un concepto de manejo integrado
de plagas, lo que obliga a los fabricantes de plaguicidas como a los productores
agricolas a conocer las propiedades de los agroquimicos utilizados como: modos de

accion, sus residuos y su persistencia en el medio ambiente,

Los plaguicidas se pueden clasificar de diversas formas, ya sea por estructura y
composicion quimica, tipo de plaga que controle, modo de accion sobre la plaga. En
este trabajo se desarrollara la clasificacion correspondiente a su estructura o familia

quimica (Bartual y col, 2002).



1.2.1 Organofosforados

Los plaguicidas organofosforados son moléculas organicas de sintesis que

contienen fosforo, asociado con cuatro enlaces como se muestra en la Figura 1.

0®)
|
R—P—X
|

R,

4

Figura 1. Estructura quimica general de plaguicidas érganos fosforados.

En la Figura 1 R; v R, pueden ser alquenos, alcoxi, alquil, aril o amida, y el
grupo X es generalmente un grupo carboxilante, cianuro, tiocianato, fosfato, haluro,

fenoxi o tiofenoxido.

Estos compuestos se¢ usan principalmente como insecticidas, este usoc se
fortalecio después de la segunda guerra mundial, a partir de la década de los 50, y asi
los primeros plaguicidas organofosforados sintetizados fueron Paration y Malation,
cuyo uso se potencid con la prohibicion de los plaguicidas organoclorados (Wilkinson,

1976).

Esta familia de compuestos actia principalmente como supresores del sistema
nervioso central (SNC), mediante una fosforilacion irreversible, lo que produce una

inhibicion de la acetilcolinesterasa (ACh - asa), que es una enzima esencial para el



sistema nervioso de los animales y el ser humano. La transmision de los impulsos
nerviosos a través de ciertas sinapsis, implica la liberacion de un transmisor quimico, la
acetilcolina (ACh). El efecto estimulante sobre ACh es rapidamente anulada por la
actividad de la ACh-asa. El efecto inhibidor de los organofosforados- ACh-asa produce
una acumulacion de los niveles de ACh, afectando el normal funcionamiento del
impulso nervioso y alterandose finalmente la sinapsis, la peligrosidad de los compuestos
organofosforados es que su efecto sobre el sistema nervioso central es igual en
mamiferos e insectos, ya que este sistema es uno de los mas conservado durante ¢l

proceso de evolucion.

1.2.2 Carbamicos

Los compuestos carbamicos son sustancias organicas de sintesis conformadas

por un atomo de nitrégeno unido aun grupo labil como se muestra en la Figura 2.

O
' » Fa
R- 0-C= N’
N Rz

Figura 2. Estructura general de plaguicidas carbamatos



Estos compuestos se caracterizan por su aplicacién como insecticidas y surgieron como
alternativa al uso de plaguicidas organofosforados, al igual que en los organofosforados
el mercado para los plaguicidas carbamicos aumento ampliamente en la década de los
50, uno de los primeros carbamatos sintetizados fue Aldicarb, que actualmente se
encuentra dentro de la docena sucia. (Wilkinson, 1976), el modo en el cual actiian los
compuestos carbamicos es suprimiendo la acetil colinesterasa de igual modo que hacen
los plaguicidas organofosforados, la diferencia es el tipo de reaccion, la cual se produce
por una carbamilacion reversible sobre la acetil colinesterasa, produciendo asi una
acumulacion de acetilcolina, la reversibilidad de esta reaccion hace posible identificar
sintomas de envenenamiento y dan un intervalo de tiempo para tomar medidas, una de
estas es que el complejo carbamilo-acetilcolinesterasa invalida la medicion de la
actividad de la colinestera en la sangre; ademas este complejo es responsable de un
intervalo de tiempo entre los sintomas de envenenamiento y la dosis letal, que en el caso

de los carbamicos es muy superior a la de los organofosforados. (OPS, 2006).

1.2.3  Aromaticos policlorados

Los aromaticos policlorados son compuestos organicos sintetizados, se obtienen
de una serie de sustituciones electrofilas (halogenacion aromaticas), estos compuestos
clorados fueron ampliamente utilizados en los primeros afios de consumo de

plaguicidas.



La principal accién toxica de los elementos aromaticos policlorados la ejercen
sobre el sistema nervioso, interfiriendo con el flujo de cationes a través de membranas
de las células nerviosas, aumentando la irritabilidad de las neuronas. Su modo de accién
incluye la combinacion de este con una molécula llamada glutation dentro de las células
de los hongos. Mientras estas se van adhiriendo, van quedando las enzimas
dependientes del glutation sin poder realizar su funcion. Una variada cantidad de
enzimas que participan en la respiracion celular, proceso que aporta energia a las
células, son dependientes del glutation. Por lo que los efectos toxicos de estos

compuestos s¢ caracterizan por inhibir este proceso (Martinez, 2001).

Estos compuestos tienen un uso general como fungicidas, se caracterizan por su

rapida accion letal sobre las plagas y su alta toxicidad.

1.2.4 FEstrobilurinas

Las estrobilurinas empezaron a sintetizarse a partir desde 1996, su prolongado
efecto residual puede producir efectos adversos en el medio ambiente va que la vida
media de estos compuestos es del orden de afios. Estos compuestos son obtenidos de
productos naturales, en esta rama se obtuvo un metabolito fungico secundario aislado
del hongo Strobilurus tenacellus, estos compuestos alelopaticos poseen actividad

preventiva, curativa y erradicante asi como un prolongado efecto residual.

El modo de accién sobre un sitio especifico se basa en la inhibicidn de la

respiracion mitocondrial, del transporte de electrones, mediante este proceso se detienen



las reacciones de oxidacién vy a su vez deteniendo la produccion de ATP que produce la
muerte de la peste. En Nueva Zelanda se ha comprobado su eficacia contra variadas

pestes y manchas foliares de los cereales (Beresford, 1999).

1.2.5 Piretroides

Los piretroides son un grupo de pesticidas artificiales desarrollados para
controlar principalmente las poblaciones de insectos considerados plaga. Este grupo
surgid como un intento por parte del hombre de imitar los efectos insecticidas de las

piretrinas naturales obtenidas del crisantemo, que se venian usando desde 1850,

Los piretroides son compuestos toxicos tanto para los insectos como para los
peces, permanecen durante mas tiempo en el medio ambiente que las piretrinas va que
la modificaciéon quimica en su férmula los hace mds estables a la luz solar y el calor. Se
hidrolizan por alcalis (solvente organico derivado del petréleo). Son relativamente
biodegradables v no causan resistencia entre los insectos. Entran al ambiente
principalmente debido a su uso como insecticidas, en el aire son degradados
rapidamente en 1-2 dias por la luz o por otros compuestos que se encuentran en la
atmosfera, También pueden adsorbidos firmemente al suelo y ser degradados por

microorganismos en el suelo y en el agua. Normalmente no pasan al agua subterranea.

Su accion es a nivel del sistema nervioso, generando una alteracién de la
transmision del impulso nervioso, su efecto fundamental de debe a una modificacion en

el canal del sodio de la membrana nerviosa, los piretroides prolongan la corriente que



fluye por los canales de sodio al hacer mas lento o al impedir el cierre de los canales de

sodio. (ATSDR, 2003a).

1.2.6 Derivados de la Atrazina

Son compuestos organicos clasificados como herbicidas ampliamente utilizados
en forma preventiva y reactiva, su modo de accion se desarrolla inhibiendo la proteina
plastoquinona, la cual es obligatoria en el fotosistema II, es hace que se inhiba el
transporte de los electrones. Los derivados de la atrazina también se utilizan en muchos
procesos industriales, incluvendo la produccion de algunas tintas y explosivos. La

Atrazina es uno de los herbicida mas ampliamente utilizado en los sistemas de labranza.

Los derivados de la atrazina se aplican al suelo, permaneceran en el por dias o
meses, en pocas ocasiones permaneceran en el durante varios afios. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, la Atrazina sera degradada en el suelo durante el transcurso de una
temporada de cultivo. Ademas de ser removida del suelo, la Atrazina es absorbida por
las plantas que crecen en el suelo, y esta incorporacion representa la primera etapa en la
eliminacion de las hierbas, también es movilizada desde el suelo hacia canales u otros
cuerpos de agua en los que permanecerd por mucho tiempo debido a que la degradacion
de estas sustancias es lenta en agua superficiales y subterraneas. Este es uno de los
motivos por el cual la atrazina se encuentra frecuentemente en muestras de agua

tomadas en pozos (ATSDR, 2003b).



1.3 Efectos medioambientales

La interaccion y efecto que tenga un plaguicida sobre el medio ambiente
dependera tanto de sus propiedades fisicas como quimicas, de la toxicidad y

concentracion al momento de ser aplicado (Barriuso, 2000).

Una vez aplicados los plaguicidas empieza su interaccion con los diferentes
medios del ecosistema, los procesos seguidos dependeran no solo de las propiedades de
los plaguicidas sino que también de las caracteristicas propias del suelo y las
condiciones fisicas del sector, condiciones de viento, temperatura vy humedad al
momento de realizar la aplicacion. Las propiedades del suelo influyen en: procesos de
adsorcion, transformaciones quimicas y lixiviacion, los cuales dependen de propiedades
fisicas y quimicas del suelo tales como: pH, conductividad eléctrica, granulometria,
contenidos de arcillas, materia organica, contenidos de sales solubles vy

Mmicroorganismos.

Después de la aplicacion de los plaguicidas estan afectos a los diversos procesos
del medio ambiente, los que determinaran su destino final del plaguicida. Estos procesos
movilizan los plaguicidas mas alla de la matriz del suelo, un proceso de transporte
puede ser llevado a cavo por la lixiviacion de estos a través del suelo, debido a la deriva
producida por el viento, procesos de escorrentia superficial dados por la pendiente del

lugar de aplicacion.

Uno de los principales destinos de estos procesos de transporte es el agua, tanto

en los acuiferos subterraneos como los cursos de agua superficial, haciendo de esta
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forma otro foco de contaminacion por el uso de plaguicidas agricolas (J. Martinez Vidal

y col, 2004).

Segin las condiciones de pH, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto,
demanda biologica de oxigeno (DBO) y soélidos disueltos del agua, los plaguicidas
pueden sufrir reacciones quimicas de hidrdlisis, haciendo mas dificil su deteccion, un
ejemplo de esto sonn los compuestos aminados, la reaccién de hidrolisis es la mas comin

sustituyendo el grupo funcional como el amino (R-NH;) por un grupo hidroxilo (-OH).

Dentro de las propiedades relevantes de los plaguicidas en su interaccion con el
medio ambiente destacan: persistencia, vida media, constante octanol- agua (Kow),
solubilidad y presion de vapor (Hidalgo C, 1999). En la Figura 3 se la distribucion de

los plaguicidas desde el momento de la aplicacion.

‘ = _| PLAGUICIDAS I

ATMOSFERA AGUA DE RIEGD

¥ 3 1

¥
CULTIVO SIGUIENTE ‘ AGUAS SUBTERRANEAS H AGUAS SUPERFICIALES

SHT——

SERES VIVOS {‘3

Figura 3. Esquema general de las vias de contaminacién difusa por la aplicacién de
plaguicidas
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1.4  Descripcion de los plaguicidas en estudio
a. Diazinon

Diazinon es un insecticida organofosforado, su nombre quimico es O,O-dietil (-
2-isopropil-6-metilpirimidin-4-il fosforotioato , masa molar de 304,35 g‘mel‘l. Es usado
para controlar insectos en el suelo, en plantas ornamentales y en cosechas de frutas y
hortalizas, también es utilizado para el control de plagas del tipo domestico, en la Figura

4 se muestra la estructura de la molécula.

CHs
O—CHy—CHs

CH3)CHﬁI/N O>:,/ '
N\[/j/s/ SO—CHy—CHs

N
CH;

Figura 4. Estructura quimica de Diazinon C;H;N,O3PS

Posee una movilidad moderada, baja persistencia en el suelo, puede lixiviar
hasta los cursos de agua subterranea. En los cuerpos de agua es eliminado por
reacciones quimicas y bioldgicas. Su vida media en agua es entre 5 a 15 dias, llegando
incluso a mineralizarse en pocas semanas, su bioacumulacion es baja dado que tiene una
solubilidad de 40 mg'L™ y ademas los organismos acuéaticos lo neutralizan rapidamente

(ATSDR, 2008).



b. Sulfotep

Sulfotep es un acaricida organofosforado su nombre quimico es ditiopirofosfato

de 0,0,0,0-tetraetilo con masa molar de 322,32 g-mol“],,,

Controla los acaros e insectos, se concentra principalmente en los organismos
acuaticos. Dada su presion de vapor 0,105 mmHg posee alta volatilidad, por lo cual se
presta mayor atencion en su aplicacion, en ofras especies no se presentan potenciales de
bioacumulacion considerables, ya que es soluble en agua con un valor de 10 mg-L™" . En

la Figura 5 se muestra la estructura quimica de Sulfotep (Carrefo, Plancs, 2008).

ﬁ .. _O0—CH—CH
0—P—0" NO—CH;—CH
CHa—HL” el

CHy—CHs

Figura 5. Estructura quimica de sulfotep CsHyyOsP2S:
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¢. Clorpirifos

El plaguicida clorpirifos es un compuesto organofosforado de nombre quimico
de O,0-dietil O-(3,5.6-tricloro-2-piridil) fosforotioato con una masa molar de 350,6
g'mol']. Es un insecticida y acaricida organofosforado de amplio espectro utilizado en la

agricultura en general. En la Figura 6 se muestra la estructura de clorpirifos.

Cl

Cl

/
AN N

/_/
/—O O

—
N
O\ /S

Cl

Figura 6. Estructura quimica de Clorpirifos C' .4, C/;,NO,PS .

Este compuesto se adhiere facilmente a las particulas del suelo dada su baja
solubilidad en agua, 1,2 mg-L™', en base a esto se espera que tenga un alto potencial de
bioacumulacion. La degradacion de este producto se produce tanto por procesos bioticos
como abidticos, en ambos casos la mayor parte se degrada por hidrélisis, la vida media
en agua es de 72 dias. En el proceso de hidrohisis el enlace tioester se rompe y genera
3,5,6-tricloro-2-pirinidol (TCP), este compuesto es su principal metabolito de

degradacion (ATSDR, 1997).



d. Azinfos metil

El  compuesto S-(3,4-dihidro-4-oxobenzo[d]-[1,2,3]-triazin-3-ilmetil} O,0-
dimeti! fosforoditioato conocido como Azinfos metil que posee una masa molar de
317,33 grmol”. Es un insecticida organofosforado que se adhiere fuertemente a las
particulas de suelo, por lo que su movilidad y lixiviacion es muy baja. Posee una
solubilidad en agua de 20,9 mg-'L™", en los cuerpos acuaticos superficiales se degrada
con la actividad microbiana y los procesos de hidrolisis son importantes solo en medio
alcalino con valores superiores a pH 11, su vida media estimada en agua es de solo 2
dias, los principales productos de degradacion son acido antranilico y la benzamida, el
potencial de bioacumulacion es bajo y es dificil de encontrar en los medio acuaticos, en

la Figura 7 se muestra la estructura quimica de Azinfos metil (Scout y Alex, 2008).

S

T 0
\0'7P\S/\N
i) |
Ny
N

Figura 7. Estructura quimica de Azinfos metil C;oH2N;05PS;




e. Carbaril

Metilcarbamato de I-naftilo o Carbaril cop un masa molar de 201,2 g'mol”
Insecticida carbamico es ampliamente utilizado ep el mundo, debido a su gran
efectividad contra varias plagas que afectan a la agricultura en general, pero también
afecta a diferentes tipos insectos beneficiosos y variadas especies de Crustaceos, para los
seres humanos es un tompuesto carcindgeno. La estructura de este compuesto se

muestra en la Figura 8 (Keigwin, 2003),

Carbaril presenta una vida media en agua de 2 dias y es degradado por hidrélisis

siendo su principal metabolito ef [-Naftol,

Este compuesto es insoluble en agua por lo cual se espera una alta

bioacumulacion debido a su liposolubilidad (Hidalgo, 1999).

Figura 8. Estructura quimica de Carbaril Ci;H;(NO,

1o



f. Clorotalonil

Tetracloroisoftalonitrilo es el nombre quimico del producto clorotalonil su masa
molar es de 265,89 g-mol™ . Es funguicida aromatico policlorados, se utiliza en cultivos
de hortalizas y también se aplica en otros cultivos agricolas después del periodo de
poda, para proteger los tejidos nobles que quedan expuestos. En los suelos presenta una
movilidad baja o nula, tiene poca persistencia ya que es biodegradado en condiciones
aerobias y anaerobias. En los sistemas acudticos se puede adherir a las particulas de
sedimento y a los solidos suspendidos, su potencial de bioacumulacion es
principalmente bajo, pero en organismos acuaticos es alto, esto porgue es muy poco
soluble en agua con un valor de 0,6 m g'L”, y una vida media en este mismo medio de

38,1 dias.. La estructura se muestra en la Figura 9 (Martinez, 2001).

CN

Ci Cl

Cl

Figura 9. Estructura quimica de Clorotalonil CxCIiN,.
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o. Azoxistrobin

Azoxistrobin es uno de los nombre del compuesto llamado Meti! (E)-2{2-[6-(2-
cianofenoxi)pirimidin-4-iloxi]fenil }-3- metoxiacrilato, con masa molar de 403.4 g-mol’
! Su uso es como funguicida de la familia de las estrobilurinas que se aplica
directamente al follaje, dada esta condicion este plaguicida presenta una baja movilidad
en los suelos. En los cuerpos acuaticos principalmente se adsorbe a los sedimentos y &
los solidos suspendidos, posee un bajo potencial de bioacumulacion, en agua tiene una

solubilidad de 6 mg' L™ y una vida media de 11 afios.

En la Figura 10 se muestra la estructura quimica del compuesto {Oliva y col

2001).

H,CO OCHg
N_ _O

oS

N~

O

CN

Figura 10. Estructura quimica de Azoxistrobin C;;Hy7N305
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h. Kresoxim metil

Kresoxim metil es un fungicida del tipo estrobilurinas, se nombra metil (E)-
metoximino[a-(o-toliloxi}-o-tolilJacetato, masa molecular de 3134 gmol’ Este
compuesto se aplica directamente al follaje, tiene una baja movilidad en el suelo, no se
espera que se volatilice desde los medios acuosos, medio en el cual es degradado
rapidamente bajo condiciones aerobias teniendo una vida media de 1,2 dias y
solubilidad de 2 mgL", ademdas se adsorbe réapidamente a las particulas de solidos
presentes en al agua, tiene un potencial de bioacumulacion moderado. En la Figura 11

se muestra la estructura quimica de kresoxim metil (Oliva. 2001),

CH,

Figura 11. Estructura quimica de Kresoxim metil, C;5H;sNOy



1.5 Técnicas de andlisis
1.5.1 Cromatografia

La cromatografia es un método de separacion, se utiliza para la caracterizacion de
mezclas complejas, la cual tiene aplicacion en todas las ramas de la ciencia y la fisica.
Es un conjunto de técnicas basadas en el principio de retencion selectiva, cuyo objetivo
es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar vy

determinar las cantidades de dichos componentes.

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase
moévil que consiste en un fluido gas, liquido o fluido supercritico, moviliza a la muestra
a través de una fase estacionaria que pede ser un solido o un liquido. Los componentes
de la mezcla interaccionan en distinta forma con la fase estacionaria y la fase liquida.
De este modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y
va permitiendo la separaciéon. Una vez separados son llevadas al detector un medio
liquido o gaseoso, generando una sefial especifica para que puede depender de la

concentracién y del tipo de compuesto llamada cromatograma (Skoog, Douglas. 1994).

1.5.2 Cromatografia de Gases (GC)

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica en la que la muestra se
volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se

produce por el flujo de una fase movil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos de
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cromatografia, la fase mévil no interactia con las moléculas del analito: su tnica
funcion es la de transportarlos a través de la columna. Los equipos de cromatografia
constan de diversos componentes como el gas portador, el sistema de inyeccion de
muestra, la columna (dentro de un horno), y el detector, esto se ilustra en la Figura 12.

(Skoog Douglas A. 1994).

Registrador
Microjeringa I
Divisor de fiujo Elecirometro
Saptm Detector s
Reguladar Sy i
de flup
Regulader DAC
de presién
y Ordenador
Rotametro
Ya
LI
Columna
Gas portador
Horno termostatizado

Figura 12. Esquema general del funcionamiento de Cromatografia de Gases

En este trabajo se utilizo un detector de captura de electrones (ECD) el que ope-
ra casi de la misma forma que un contador proporcional para la medida de radiacion X.
En este caso el efluente de la columna pasa sobre un emisor f3, como niquei-63 o tritio
(adsorbido sobre una lamina de platino o de titanio). Un electron del emisor provoca la
ionizacion del gas portador (con frecuencia se trata de nitrogeno) y la produccion de una

rafaga de electrones. De este proceso de ionizacion, en ausencia de especies organicas,
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resulta una corriente constante entre un par de electrodos. Sin embargo, la corriente
disminuye en presencia de moléculas organicas con dtomos electronegativos. la
respuesta es poco lineal, a no ser que el potencial a través del detector se aplique en

forma de impulsos (McNairy Miller, 1998).

El detector de captura de electrones es de respuesta selectiva, siendo muy
sensible a las moléculas que contienen grupos funcionales electronegativos tales como
halogenos, peroxidos, quinonas, y grupos nitro; en cambio, no es sensible a grupos
funcionales como aminas, alcoholes e hidrocarburos. Una aplicacion importante del
detector de captura de electrones es la deteccién y determinacion de insecticidas clo-
rados.

Los detectores de captura de electrones son altamente sensibles y tienen la
ventaja de no alterar la muestra de manera significativa (a diferencia del detector de
llama). Por otra parte, su intervalo lineal de respuesta normalmente se limita a unos dos

ordenes de magnitud (Skoog Douglas. 1994),



1.5.3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica experimental que permite la medicion
de 1ones derivados de moléculas. El espectrometro de masas es un instrumento que
permite analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos e
1s0topos atdémicos, separando los niicleos atémicos en funcion de su relacion masa-carga
(m/z). Se puede utilizar para identificar los diferentes elementos quimicos que forman
un compuesto, o para determinar el contenido isotopico de diferentes elementos en un

mismo compuesto. (Bubbert, Jennet, 2002).

El acoplamiento de la técnica de espectrometria de masas a la cromatografia, no
tan solo sirve como detector sino que también para 1dentificar compuestos
desconocidos, cuantificar compuestos conocidos, vy para elucidar la estructura vy
propiedades quimicas de las moléculas. El detector registra la carga inducida o la
corriente producida cuando un i6n pasa cerca o golpea una superficie, en un instrumento
la sefial es producida en el detector durante la trayectoria del 16n v producira un espectro
de masa, un archivo de m/z en el cual los iones estdn presentes. La identificacion misma
se produce por las diversas electrolisis que suceden en el proceso, en las cuales los
espectros de masas generados son comparados con bases de datos compuestos puros en

especies de bibliotecas de compuestos con sus respectivos espectros.

Los espectros se generan por la ionizacion que sufren los compuestos organicos

al ser sometidos a un haz de energia superior a su potencial de ionizacion (Watson,

1997), en donde se produce el i6n molecular A/ ™" debido a la perdida de uno de los
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electrones de valencia, y es este ién molecular es el que genera la masa molar del

compuesto (Oriol, y Del Castillo 1998),

Luego de la etapa de ionizacion, sigue una de aceleracion por campo eléctrico,
donde una fraccion de los iones moleculares, formados en la ionizacién los que poseen
generalmente carga positiva unica, se transforma en un flujo de iones que adquiere una
velocidad producida por un campo magnético. Dado que la gran mayoria de las
moléculas formadas son de carga positiva se puede lograr una dispersion efectiva de
base a la relacion fundamental en esta técnica de analisis masa/carga (m/z), provocada
por lo que se define como un analizador de masas, que utiliza un campo eléctrico o
magnético para afectar la trayectoria o la velocidad de las particulas cargadas de una
cierta manera (Oriol y Del Castillo, 1998). La fuerza ejercida por los campos eléctricos

y magnéticos es definida por la fuerza de Lorentz

— —
-

F=q(E+ 7 x B)

Donde F es la fuerza del campo eléctrico, B es la induccién del campo
magnético, ¢ es la carga de la particula, v es su velocidad y x simboliza el producto cruz
o producto vectorial. Todos los analizadores totales utilizan las fuerzas de Lorentz de
una manera u otra en la determinacion de masa/carga, estatica o dinamicamente, Los
iones incorporan un campo magnético o campo eléctrico que dobla las trayectorias del
i6n dependientes en su masa y carga, desviando el traslado mas rapido de 1ones mas
ligeros. Asi, el analizador dirige las particulas al detector variando un campo eléctrico o

magnético que se basa en el cociente masa/carga (m/z).



Cabe sefialar que la espectrometria de masas es una herramienta eficiente para la
comprobacion de los analitos que se buscan en las muestras, pero este detector carece de

alta sensibilidad comparado con otros detectores (Bubbert y Jennet, 2002).

1.5.4 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La Cromatografia liquida de HPLC (High performance liquid chromatography)
es una técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en
diferentes tipos de interacciones quimicas entre las substancias analizadas y la columna
cromatografica. Dentro de la cromatografia existe dos tipos la cromatografia de fase

normal y la de fase inversa (Abbott y Andrews, 1970)

1.5.4.1 Cromatografia liquida en fase normal

La cromatografia de fase normal (NP-HPLC) fue el primer tipo de sistema
HPLC utilizado en el campo de la quimica, y se caracteriza por separar los compuestos
en base a su polaridad. Esta técnica utiliza una fase estacionaria polar y una fase movil
apolar, y se utiliza cuando el compuesto de interés es bastante polar. El compuesto polar
se asocia v es retenido por la fase estacionaria. La fuerza de adsorcion aumenta a
medida que aumenta la polaridad del compuesto y Ia interaccion entre el compuesto
polar y la fase estacionaria polar (en comparacion a la fase moévil) aumenta el tiempo de

retencion (Abbott y Andrews, 1970).

]
h



La fuerza de interaccién no sdlo depende de los grupos funcionales del
compuesto de interés, sino también en factores estericos de forma que los isomeros
estructurales a menudo se pueden diferenciar el uno del otro. La utilizacion de
disolventes mds polares en la fase movil disminuye el tiempo de retencién de los
compuestos mientras que los disolventes mas hidrofobicos tienden a aumentar el tiempo

de retencion (Katime y col, 1998).

Dentro de los parametros importantes de la cromatografia liquida estan los
valores de presion, rangos de caudales entre 0,1 y 10 mL-min”, la columna debe estar
dentro de un horno para descartar variaciones de la viscosidad de los solventes producto

de la temperatura.

1.5.4.2 Cromatografia liquida en fase inversa

La HPLC de fase inversa (RP-HPLC) consiste en una fase estacionaria apolar y
una fase movil de polaridad moderada. Una de las fases estacionarias mas comunes de
este tipo de cromatografia es la silica tratada con RMe,SiCl, donde la R es una cadena
alquil tal como Ci3Hsz 6 CgHy7. El tiempo de retencion es mayor para las moléculas de
naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente

(Abbott y Andrews, 1970).

El tiempo de retencion (t) awmenta con la adicion de disolvente polar a la fase
movil y disminuye con la introduccion de disolventes mas hidrofébicos. La

cromatografia de fase inversa es tan utilizada que a menudo se lo denomina HPLC sin
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ninguna especificacion adicional. Esta técnica se basa en el principio de las
interacciones hidrofobicas que resultan de las fuerzas de repulsion entre un disolvente
relativamente polar, un compuesto relativamente apolar, y una fase estacionaria apolar

(Katime y col, 1998).

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy importante en
la retencion. En general, un compuesto con una cadena alquil larga se asocia con un
tiempo de retencion mayor porque aumenta la hidrofobicidad de la molécula. Aun asi,
las moléculas muy grandes pueden ver reducida la interaccién entre la superficie del
compuesto v la fase estacionaria. El tiempo de retencidén aumenta con el area de
superficie hidrofobica que suele ser inversamente proporcional al tamafio det
compuesto. Los compuestos ramificados suelen eluir mas rapidamente que sus isomeros

lineales puesto que la superficie total se ve reducida

Otra variable importante es el pH puesto que puede cambiar la hidrofobicidad
del compuesto. Por este motivo, la mayoria de métodos utilizan un tampon como fosfato
de sodio por controlar el valor del pH. Estos tampones controlan el pH, pero también
neutralizan la carga o cualquiera resto de silica de la fase estacionaria que haya quedado
expuesta y actian como contra iones que neutralizan la carga del compuesto. El efecto
de los tampones sobre la cromatografia puede variar, pero en general mejoran la

separacion cromatografica (Abbott y Andrews, 1970).



1.5.5 Detector de fluorescencia

Este detector funciona por medio de un detector fotoeléctrico colocado de forma

perpendicular al haz de excitacion.

Para poder obtener una buena respuesta del detector de fluorescensia se debe
tener un analito autofluerescente o derivatizar dicho compuesto para inducir una

fluorescencia (Katime y col, 1998).

El analisis de estas muestras se produce por medio de una luz de excitacion la
cual no interfiere en la sefial de respuesta, la repuesta que presenta el analito estimulado
por dicha luz se conoce como luminiscencia que es la emision de luz de una sustancia
estimulada, esta emision ocurre cuando la luz de excitacién produce que los electrones
del analito suban a un nivel energético mas alto, lo que produce la sefial es la energia en
forma de luz que la sustancia emite cuando el electron excitado vuelve a su estado basal
de energia (estado inicial). El proceso de fluorescencia se caracteriza si la emision de
energia por parte del analito se detiene cuando cesa la luz de excitacion, en la Figura 13

se muestra un esquema general del proceso de fluorescencia (Acufia y col 2006).
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Figura 13. Esquema general del procese de fluorescencia.

Dentro de este proceso encontramos la relajacion vibracional entre los distintos
niveles de energia vibracionales (Figura 13). Este proceso ocurre durante las colisione
entre moléculas excitadas v las moléculas del disolvente. Lo que ocurre es que ¢l exceso
de energia radiante se transfiere a las moléculas de disolvente, esta radiacion que se

produce durante la relajacion vibracional es un proceso no radiante por lo que no influye



en la sefial obtenida ni el proceso de analisis, ademés el proceso tiene un tiempo de vida

media de 1075 (Acuiiay col 2006)..

Los actuales detectores de fluorescencia funcionan con multiples longitudes de
ondas, de esta forma el detector de fluorescencia asegura méxima selectividad ¥
sensibilidad para concentraciones bajas y también para la deteccion de impurezas. Estos

detectores funcionan con longitudes de ondas entre 200 y 900 nm.
Algunas de las caracteristicas deseables de un detector de fluorescencia son:

a. Una cubeta de flujo, para producir una menor dispersion y pérdida de luz,
menor volumen y un mayor camino optico, con el fin de obtener una

sensibilidad méaxima

b. Barrido tridimensional de espectros para un desarrollo de métodos y una

optimizacion mas rapida, y una identificacion de picos mejorada.

c. Una cubeta de flujo iluminada axialmente para mejorar la absorcion de la

luz y obtener una mayor sensibilidad.

d. Funcionamiento con poco ruido, que reduce la pérdida de luz gracias a los
dispositivos oOpticos y la utilizacion de espejos, en lugar de lentes, para

minimizar la dispersion

e. Referencia de calibracion con erbio integrado, que garantiza la exactitud de

la longitud de onda

[¥5]
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1.6 Técnicas de extraccién

La extraccion es una procedimiento que separa una sustancia de su matriz ya sea
por procesos de lixiviacion o sustancias inmiscibles, con distinto grado de solubilidad y
que estan en contacto a traveés de una interfase. La relacion de las concentraciones de
dicha sustancia en cada uno de los disolventes, a una temperatura determinada, es

constante. Esta constante se denomina coeficiente de reparto y puede expresarse como:

K= [.ms tan Cia,]
[.s'us tan cia, ]
Donde [sustancia |] es la concentracion de la sustancia que se pretende extraer,

en el primer disolvente y, anidlogamente [sustancia ,] la concentracion de la misma

sustancia en el otro disolvente.

1.6.1 Extraccién liquido- liquido

La extraccion liguido-liquido es, junto a la destilacion, la operacion basica mas
importante en la separacion de mezclas homogeéneas liquidas. Consiste en separar una o
varias sustancias disueltas en un disolvente mediante su transferencia a otro disolvente
insoluble, o parcialmente insoluble, en el primero. La transferencia de materia se
consigue mediante el contacto directo entre las dos fases liquidas. Una de las fases es
dispersada en la otra para aumentar la superficie interfacial y aumentar el caudal de

materia transferida (Universidad Auténoma de Madrid, 2006).



En un proceso de extraccion liquido-liquido se denomina liguido portador a la
disolucién cuyos componentes se pretende separar (A+C), disolvente al liguido que se
va a utilizar para separar el o los componentes deseados (B), extracto a la disolucién
con el soluto recuperado (A+B), y se denomina refinado al liquido o sclucién ya tratada
por el proceso de extraccion (C). En la Figura 14 se muestra un esquema simple del

proceso de extraccion.

Figura 14. Esquema general del proceso de extraccion liquido- liquido

En el proceso de extraccion hay factores que se deben considerar, entre ellos Ia
solubilidad del o los analitos en estudio en cada uno de los liquidos inmiscibles que
participan del proceso de extraccion, para esto es necesario conocer valores de
solubilidad en agua de cada uno de los componentes y ademas una constante conocida
como coeficiente de reparto (K,w), que indica la relacion de como se reparte una
determinada sustancia entre dos sustancias inmiscibles, esta constante se obtiene al
medir la cantidad de analito en que se disuelve en una fraccion de octanol y la cantidad

que se disuelve en agua estando los tres compuesto en contacto directo. A este estado o

(8]
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interaccion de los tres compuestos del proceso se llama equilibrio ternario. La constante
se denomina K, cuando la distribucion es entre octanol y agua (octanol/water), la
forma general es Ky la cual tiene un valor para cada compuesto con el respectivo

solvente organico utilizado (Henley. y Seader, 1988).

Como estos valores suelen ser altos para sustancias organicas se utiliza el valor
del logaritmo de esta constante que también se denomina como P, el valor que se
encuentra generalmente es el de Log P, mientras mas grande sea este valor mas
lipofilica sera la sustancia. Para sustancias insolubles en agua este valor es

indeterminado por razones matematicas (Henley. y Seader, 1988).



HIPOTESIS

Dado el importante aumento de las actividades agricolas en la VI Region del pais, se
espera encontrar residuos contaminantes de plaguicidas en aguas destinadas para el
riego en un sector vitinivicola de la zona, tomando como limite el valor normado para

Carbaril en la legislacion chilena



2.1

2.2

Il.- OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar  un método analitico para la deteccion y cuantificaciéon  de

plaguicidas en aguas de riego, utilizando técnicas cromatograficas.

Objetivos especificos

Estudiar y optimizar un método de extraccion liquido- liguido de plaguicidas en

aguas de riego.

Optimizacion de la técnica analitica de cromatografia en la deteccion de

plaguicidas. (GC-MS y HPLC con fluorescencia)

Estudiar y analizar los residuos de plaguicidas en aguas de riego



ITL.- MATERIALES Y METODOS

3.1 Recoleccién de las muestras de aguas

Las muestras de agua que se utilizaron en este estudio fueron recolectadas en la
localidad de Apalta, comuna Santa Cruz, VI region. Los cursos de agua estudiados
corresponden a canales de riego de dos predios agricolas dedicados a la produccion de
vides para la produccion de vino, estos predios son: Vifia Ventisquero (vifia V) y Viiia

Neyen (viiia N).

Las muestras de agua fueron tomadas en botellas de vidrio oscuras, las cuales
fueron conservadas en contenedores frios, manteniendo una temperatura promedio de
inferior a 4 °C, las botellas en una primera instancia fueron ambientadas con el agua del

canal a analizar.



Los sitios de muestreo escogidos en este estudio fueron los siguientes:

Ventisquero cero (VO0): este sitio corresponde al punto referencia para esta vifia,

debido a la baja intervencion agricola del sector v ademas considerando la accesibilidad

al punto de muestreo, Figura 15.

Figura 15. Ventisquero cero (V0), sitio de referencia



Ventisquero uno (V 1): en este punto ¢l canal de riego acumula varios efluentes,

los cuales provienen de otros predios agricolas, la muestra se tomo antes de que el canal

cruzara un camino, Figura 16.

Figura 16. Ventisquero punto uno Vi

Neyen cero (NO): este lugar de muestreo se encuentra en la zona alta de la

formacion montaiiosa que rodea el sector, dadas estas condiciones la muestra de agua

fue recogida por personal de la vifia.
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Neyen uno (N1): este canal se encuentra cercano a varias plantaciones de vides,

en el canal se encuentra una especie de barrera vegetal y conformada principalmente por

arbustos de tamano mediano, Figura 17,

ad



Neyen estanque (Ne): este lugar corresponde al estanque donde se acumula agua
para el riego en los meses de primavera y verano, ¢l estanque se encuentra en la estacion
de meteorologia de la vifia, las aguas de estc estanque provienen principalmente del rio

Tinguiririca y de algunos canales que provienen de los cerros aledafios, Figura 18.

Figura 18. Estanque de Viia Neyen (N ¢)
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Rio Tinguiririca (RIO): el lugar se encuentra entre las dos estaciones DGA
{Direccion General de Aguas) que se ubican en el rio, este punto se eligid debido a que

metros mas abajo del cauce del 110 se encuentra una bomba extractora de agua la cual cs

utilizada para el riego, Figura 19.

Figura 19. Rio Tinguiririca.

41



3.2 Lavado de material de vidrio

Para el analists de plaguicidas se siguio el siguiente protocolo de lavado, segtn
el procedimiento del Centro de Investigacion en Contaminacion Ambiental (CICA),

Universidad de Costa Rica, 2006.

a. Se preparo una solucién de hidréxido de potasio etanolico al 5 %, la cual se obtiene
disolviendo 50 g de hidroxido de potasio (KOH, Merck pa) en 1 L de etanol

absoluto (C,HsOH).

b. El material de vidrio se sumergié en la solucién de KOH durante un periodo

aproximado de dos horas.

¢. Después de este periodo el material es enjuagd con abundante agua potable, luego
con agua desionizada tres veces, finalmente se enjuaga con acetona v se deja secar a

temperatura ambiente.

d. El material es tapado con papel de aluminio y es guardado para su utilizacion.

3.3  Plaguicidas en estudio

Para este estudio se utilizan los siguientes plaguicidas: Diazinon, Carbaril,
Sulfotep, Clorpirifos, Clorotalonil, Azinfos metil, Azoxistrobin, Kresoxim metil, los
plaguicidas son de una pureza aproximada del 98% entregada por el productor.

Chemservice, US.



3.4 Preparacion de los estandares

Los estandares s6lidos Clorpirifos y Azinfos metil fueron disueltos en n-hexano
{Merck suprasolv), Carbaril, Azoxistrobin. Clorpirifos. Clorotalonil, fueron disueltos
en acetona (Merck suprasolv) debido a que estos son insolubles o muy poco solubles en

n-hexano.

Los estandares liguidos Sulfotep y Diazinén venian en ampollas, las que fueron

dituidas con acetona.

Para todos los plagnicidas se prepararon soluciones de 1000 mgL”", guardadas a
menos de 5°C, de estas soluciones se prepararon otras de 10 mgL”, v de estas se
prepararon las respectivas curvas de calibracion. Para el analisis cromatografico se

realizaron estndares multiples (St), cuyas concentraciones se presentan e la Tabla 1



Tabla 1. Concentracién de los estandares plaguicidas (St) utilizados en las curvas
de calibracién (mg'L™).

Compuesto Stl St2 St3 St4 St5 St6
Carbaril 0,01 0,05 0,07 0,1 0,5 1
Suifotep 0,2 0,3 0.4 0.5 0.6 0,7
Diazinon 0,03 0.05 0.1 0,2 0.3 0,4
Clorotalonil 0,01 0,02 0,05 0,1 0,15 0,2
Clorpirifos 001 | 00210051 01 | 015] 02
Kresoxim metil 0,01 0,02 0,05 0,1 0,15 0,2
Azinfos metil 0,07 0.1 0,2 03 04 0,5
Azoxistrobin 0,03 0,05 0.1 0,2 0,3 0,4

3.5 Determinacion de los tiempos de refencién (tr)

Se realizaron pruebas con los estandares de cada plaguicida en el cromatografo
de gases usando una concentracion de 1 mg-L’1 (GC Agilent 6890), usando un detector
de captura de electrones (uECD, Electron Capture Detector) y para su comprobacion
con un detector de masas (Agilent 5975B), exceptuando Carbaril cuyo andlisis se
realizo en un cromatografo liquido (HPLC), debido a que este compuesto se degrada

con la temperatura haciendo dificultoso su analisis en GC.
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Para la determinacion de los tiempos de retencién de los diferentes plaguicidas
en cromatografia de gases se utilizo el siguiente programa de anélisis: temperatura de
columna de 300 °C, camara de inyeccion a 50 °C, El pECD tuvo una temperatura de
30°Cy en el detector de masa el cuadrupolo a 150°C y la Fuente a 230°C. El flujo de
gas helio utilizado como gas transportador, un volumen de inyeccion de 2 pL con el

sistema de splitless. Se utilizd un programa de temperaturas.

Se inyectaron concentraciones cercanas a2 1 mgL” con las cuales se
determinaron tiempos de retencién. Para bajas concentraciones se verificaron los tz y el

decrecimiento de la sefial cromatogéfica.

Para el andlisis en HPLC se utilizd un equipo de cromatografia liquida de flujo
binario (Waters 1525) y un detector de fluorescencia (Waters 2425), la deteccién se
realizo en fase inversa bajo las siguiente condiciones: Fase movil compuesta por
acetonitrilo v agua 60:40, un flujo de 1 mL min”, volumen de inyeccion de 50 ul. una
columna C-18 de 15 cm y diamewro nominal de 3,9 pm, la deteccidn se realizo a las
siguientes longitudes de onda: excitacion 227 nm v emision 335 nm (Hidalgo v col,

1999)

Para determinar el tiempo de retencion se utilizo una concentracion de 3 mg'L”,
con esta concentracién se obtuvo una gran sefal después de esto se inyectd un estandar
de concentracion menor 0,1 mg-L™', luego se realizaron inyecciones consecutivas de
anmentando la concentracion del estandar verificando el incremento de la seiial
obtenida, asi se puedo comprobar que el tiempo de retencion para el método de analisis

de carbaril.



3.6 Determinacion de los limites de deteccion (L.D) y cuantificacion (LC)

Para la de determinacion de los limites deteccidon v cuantificacion se realizaron

mediciones en la parte inferior del rango lineal de la curva de calibracién.

Para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacién se graficaron
las concentraciones del analito versus la respuesta (area del pico) promedio v se
determind la ccuacion de esta recta, obteniendo de ella una estimacion de la respuesta
del blanco: Yy, que corresponde al intercepto de la curva de la zona baja.
Posteriormente se obtuvo una segunda curva, graficando concentracion de analito
versus desviacion estandar de las respuestas, de la ecuacion de esta recta se obtuvo una
estimacion de la desviacion estandar del blanco: Sy cuyo valor corresponde al

intercepto de esta segunda curva (Mennickent y col, 2000).

Los limites de deteccion vy de cuantificacion se caleularon mediante las

)., + 35, .. . ., v, +10S
Yo 5. limite de cuantificacién = —2—20

ecunaciones: limite de deteccion = 7 5

donde "b" es la pendiente de la curva de calibracidn inicial {Proakis, y Manolakis, 1998)
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3.7  Extraccién liquido- liguido

3.7.1 Determinacion de los poercentajes de recuperacién

Para el proceso de extraccion se tomod una alicuota de 245 mL de agua
desionizada un embudo de separacion, a esta alicuota se le agrego 5 mL de estandar de
las diferentes concentraciones, a esta mezcla se le agregaron 50 mL de solvente
organico, el solvente organico Diclorometano {CH>ClL Merck suprasolv) la mezcla se
agito durante un minuto, evacuando los gases durante el proceso de agitacion, se esperd
aproximadamente cinco minutos para lograr una separacion optima de las dos fases,
luego la fase organica se hizo pasar por sulfato de sodio (Na;SO4 Merck pa) sobre un
filtro, ésta se recolectd en un balén de 250 mL. Se realizaron tres extracciones

consecutivas con 25 mL de diclorometano.

Luego de recolectar Ia totalidad de las fases organicas se le adiciondé 1 mL de
1sooctano (Merck suprasolv) y, se llevd a casi sequedad en un rola vapor, con baiio de
agua a 30 °C, a continuacién se transpasaron las muestras a tubos d ensayo graduados
lavando el baldn con pequenas cantidades de n-hexano para las muestras que se
analizaron por cromatografia de gases, y metanol para las muestras que se analizaron
por HPLC, llegando a un volumen no superior a los 7 mL. Los tubos de ensayos se
llevaron un bafio maria a 30 °C y se les paso nitrégeno gaseoso, esto con ¢l fin de
evaporar los restos de solvente organico, legando a un volumen aproximado de 2 mL
para luego ser trasvasijadas a matraces de aforo de 5 mL. Luego se colocan en los viales

vy se leen en los respectivos cromatografos.
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3.7.2 Extraccion de las muestras

De cada una de las muestras de agua a analizar, se tomaron cinco
alicuotas de 250 mL. de estas tres se destinaron para el analisis por GC, y dos para
HPLC, a cada alicuota se le agregaron 50 mL de diclorometano (CH;Cl; Merck
suprasolv) la mezcla se agit6 durante un minuto, evacuando los gases durante el proceso
de agitacion, se esperd aproximadamente cinco minutos para lograr una separacion
optima de las dos fases, luego la fase orgdnica se hizo pasar por sulfato de sodio
(Na;804 Merck pa) sobre un filtro, la fase organica se recolectd en un baldn de 250 mL.

Se realizaron tres extracciones consecutivas con 25 mL de diclorometano.

Despues de recolectadas la totalidad de las fases organicas se le adiciond
aproximadamente 1 mL de isooctano (Merck suprasolv) v, se llevo casi a sequedad en
un rota vapor, con bafo de agua a 30 °C, a continuacion se realizé un lavado del balon
con pequeias cantidades de n-hexano para las muestras que se analizaron por
cromatografia de gases, y metanol para las muestras que se analizaron por HPLC, los
enjuagues se dejaron en tubos de ensayo graduados llegando a un volumen no superior a
los 7 mL. Los tubos de ensayos se llevaron un bafio maria a 30 °C y se les paso
nitrégeno gaseoso, esto con el fin de evaporar los restos de solvente orgénico, las
muestras se llevaron a un volumen aproximado de 2 mL para luego ser trasvasijadas a
matraces de aforo de 5 mL, se guardaron en viales de vidrio y se inyectaron en el

equipo.
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Validacion del método analitico

Para construir las curvas de calibracion se realizaron como minimo tres
muestras estindar de las que cada una se midid tres veces a continuacidn en las
signientes tablas (Tablas de 2 a la 9) se presentan las areas obtenidas para cada
plaguicida en la construccién de su curva de calibracion, donde A1,2.3 representan las
areas promedio de cada muestra de estandar de cada concentracion, DESV es la
desviacion estindar de los promedios, CV corresponde coeficiente de variacion que se
obtiene al dividir ¢l valor de la desviacion estandar por el promedio respectivo, CV %

corresponde al porcentaje de variacion de cada estandar.

Tahla 2, Areas aseciadas 2 las concentraciones de Carharil

Conceutracion| .4 A2 A3 | Promedio | DESV | CV | CV %
(mgL”)
0,01 18490| 18220| 18320] 18343,3| 136,5/0,007 07
0,03 84030| 84690 81345 833550 1771,7/0,021f 21
0,07 109550| 104435| 106290| 106758,3| 2589,5(0,024] 24
0,1 140120| 138660 143465, 1407483 2463,4/0,018| 1.8
0,3 687010] 669835| 677200| 678015.0| 8616,5 0,013] 1.3
1,0 1425120 | 1405080 | 1373700 | 1401300,0|25917,6 /0,018 18
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Tabla 3. Areas asociadas a las concentraciones de Sulfetep

C tracid .

0‘8}‘;‘?;‘;‘0“ Al A2 A3 | Promedio | DESV | €V | €V 9,
0,2 260450 272394 273447|268763,67| 7219,10,027 2,7
0.3 313126 297248 305988 |305454,001 7952,5/0,026 2.6
0.4 394445 397848 | 402525|398272,67! 4056,7{0,010 1.0
0.5 454745 437506 454207 44881933 9801,3{0,022 2.2
0.6 464958 477514 4728521471774,67| 6346,9/0.013 13
0.7 504541 519332 534411[519428,00114935.2|0,029 29

Tabla 4. Areas asociadas a las concentraciones de Diazinon
Concenticion) .4 A2 A3 | Promedio | DESV | CV | CV %
{mg=L")
0.03 1110041 1177261 1247801 117R36.67! 6888.710.058 5.8
0,05 202429 206502 | 200625! 20318533| 3010,6|0.,015 1.5
0,1 401962 | 430518 367671, 400050,33131467,1,0,079 7.9
0,2 7895341 833144 857015; 826564,33134218,3{0,042 41
0.3 121923511207224 | 1230891 1219116,67111833,90,010 1.0
0,4 1577848 11624433 | 1553756 1585345,67135930,1{0,023 2.3
Tabla 5. Areas asociadas a las concentraciones de Clorotalonil
Concentbagioi | oy A2 A3 | Promedio | DESV | CV | CV %
n{mg-L")
0,01 20146351 19316611 1939054 1961783 | 45919.910,023 73
0,02 4688205 | 4695884 4959752| 4781280| 2% 10032 32
3 2 2 5 ,
0.05 ]130802 1141273 117_932 11483348 _193436 0.019 1.9
0.1 2542255 254688: 258760; 25580114 249543; 0.010 10
o =
A0570| 47 11 2 ) 977
0.15 41%957;* 4406262 420&4? 41873631 3L.fu196 0,008 0.8
0.2 600143; 610108; 6044608 60490397 499731?; 0.008 0.8




Tabla 6. Areas asociadas a ias concentraciones de Clorpirifes

| Conceniracio Al A2 | A3 | Promedio| DESV | CV | CV%
0 (mgeL ")
0,01 1371544 1428939| 1434127| 1411537| 34731,7{0,025] 2,5
0,02 2003755 2943873 | 3040793| 2962807| 70453,7|0,024 2.4
0,05 7328261 | 7388437| 7575283| 7430660 iZ&SlUi. 3.017 1.7
y 5 Gdd g37
ni T432691| 1445850 1464404 | o o (1159211, o) i
6 9 3 2
015 2189916| 2210701 | 2220467[ 17027 156045, ; 307 07
! 3 U 9 a
000920 | 3034930 | 3012695 2200521
0.2 L 2 4933 L 97 30128488 | 2200 2|0,007 0,7

Tabla 7. Areas asociadas a las concentraciones de Kresoxim metil

Coneeniration | g A2 A3 | Promedio| DESV | CV | CV %
(mg-L")

0.0t 619315| 6137361 6430751 625375] 155801 U’G? 25
N

0.02 1360866 | 1372450 14088531 1380723 250404 Gﬁ“é 1.8

0.05 3105347 3073814| 3180328| 23119830 547140 Oﬁé 1.8
01

0.1 6112414 6219161 | 6252740} 6194772 73273,3| .| 1.2

. . . ,, . Toool

0.15 9365748| 9413837| 0404644 | 9424743| 651364) )7
- E AT A2 T 3GT 4 0}

02 123342; 1299352 1“4%?. — 1,.3972; 0,0{13 "

L
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Tabia & Areas asociadas 2 las concentraciones de Azinfos metil

CHBAATIRGE] ¢ A2 A3 | Promedio | DESV | CV | OV %
(mg-l ) ;
0,07 568639 537967 5376001548068,67| 17815,40,033 3.3
0.1 547760 560909 | 641172 SR3280 | 50504,910.087 8,7
0,2 1770854 11797818 | 1874062 | 1814245 53529,0{0,030 3,0
83 3689864 3793419 (3942897 | 3808727|127209,210,033 3.3
0,4 5591328 5733886 15823941 | 5716385117289,910,021 2.1
0.5 8518246 | 8803106 | 8525258 | 8615537|162477,6(0,019 1.9
Tabla 9.. Areas asociadas a las concentraciones de Azoxistrobin
ComeEnRR 4 A2 A3} | Promedio| DESV | €V | cV %
{mg-L )
0,03 6854641 717829 798980 734091 | 58479,1|0,080 8,0
0,05 1901064 | 1993410 2109210 2001228104293,0/0,052 5,2
0.1 5706164 5822881 5715244 5748096 649244 10,011 i1
0.2 16176712 16063281 | 16668576 | 16302856|321760,50,020 2,0
0,3 26150272 | 26090318 26293675 | 26178088 | 104493,2 | 0,040 0,4
0,4 137016218137439312 37800954 | 37418828 | 392768,8 10,010 1.0

De las Tablas anteriores se observa que las areas asociadas a cada plaguicida

tienen reproducibilidad tanto de drea como de tiempos de Tetencidon los que se entregan

a continuacién. Los valores obtenidos de (CV %) para todas las 4reas enconiradas son

menor a un 10%, o que entrega seguridad de las curva de calibracion que se realizaran

con ellos posteriormente.




4.2 Analisis quimico (ig)

Los trabajos con ios estandares entregaron los tiempos de retencion (TR) de cada

compuesto en estudio los cuales se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Tiempos de retencién de los plaguicidas estudiados.

Compuesto tg (min) Compuesto tg (min)
Sulfotep 923+ 0,06 | Kresoximmetil | 18,51+0,03
Diazinon 10,52+ 0,03 | Azinfos metil 27,98 + 0,02
Clorotalonil 11,10+ 0,02 | Azoxistrobin 44 80 + 0,02
Clorpirifos 13,64+ 0,01 | Carbaril 246+ 0,04 |

Para la obtencidén de estos tiempos de retencién en primer lugar se inyectaron por
separado cada compuestos y en concentraciones superiores a 2 mg-lj1 obteniendo la
comprobacién por espectrometria de masas, las cuales se muestran mas adelante, de los
tiempos obtenidos para los plaguicidas analizados por cromatografia de gases, se puede
observar que las senales aparecen en tiempos en los cuales no interfieren con la seiiai de
otro compuesto, existiendo entre cada sefial mas de 1 minuto de diferencia, excepto para
las seiiales de Diazinon y Clorotalonil, las cuales tienen aproximadamente medio
minuto de diferencia. En la Figura 20 se muestra que las bases de los picos de las
seiales, para Diazinon y Clorotalonil, no se solapan enire si y que son completamente

diferenciables,
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Figura 20. Amplificacion de las sefiales de Sulfotep (9,230), Diazinon (10,528) ¥
Clorotalonil (11,104)

Para la seiial de Carbaril, la cual fue obtenida por cromatografia liquida de
HPLC con detector de fluorescencia, se observo que la linea base del cromatégrama no
presenta sefiales que puedan influir con la sefial de Carbaril. ademas la ninica sefial
observada aparte de la de Carbaril es una obtenida con un tiempo de | minuto, la cual
no interfiere con la senal del analito en estudio, esto se expresa claramente en la Figura

21.
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Figura 21. Amplificacién cromatogrima HPLC sefial de carbaril
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4.3 Curvas de calibracién

De las concentraciones mostradas en la Tabla 2 se construyeron las curvas de
calibracién para cada plaguicida en estudio, los respectivos coeficientes de regresion

lineal y sus ecuaciones asociada. Tabla 11,

Tabla 11. Ecuaciones y coeficientes de regresion de las respectivas curvas de
calibracion, de cada plaguicida.

Plaguicida Ecuacion Coef de regresion
Carbaril y=1-10°% +4905,8 R?=0,9996
Sulfoiep y=5-10"x +170293 R =0,5686
Diazinon y=4-10"% +6162.8 R%=0,9994
Clorotalonil v=13-10% -2:10° R? =0,9958
Clorpirifos y=110%-151075 R*=0,9995
Kresoxim metil y=6-10"x -24036 R* =0,9994
Azinfos metil y=2:10"x -2:10° R*=0,9802
Azoxistrobin y=1:10* -3-10° R*=0,9972

En la Tabla 11 se muestran que para la mayoria de los plaguicidas analizados se

; 5 3 i 2
obtuvieron buenas regresiones lineales, las cuales se reflejan en los valores de 1, el cual
es el coeficiente de correlacion lineal, estos valores deben fluctuar entre 0,995 v 1, las
anicas excepciones en el desarrollo de este trabajo son las curvas de calibracion para
Sulfotep y Azinfos metil, cuyos valores son inferiores a los establecidos como buenos

(Gallego, 1995) , para Sulfotep es 0.9686 y para Azinfos metil 0,9802, si bien estos

n
(=)



valores no son los dptimos se pueden considerar aptos para el analisis de muestras

reales, la validacion de estos datos se encuentran en el anexo A.

Otra observacion relevante es que para compuestos como Clorpirifos,
Clorotalonil, Kresoxim metil y Carbaril se detectan & concentraciones de 10 ppb, los
cuales son muy buenos valores, considerando la legislacion chilena, la cual acepta como
valor maximo para aguas de riego concentraciones de 70 ppb (NCh n° 1333), este valor
es referencial para Carbaril, ya que este es el tinico plaguicida normado para aguas de
riego en nuestro pais. Si consideramos la legislacion ambiental de otros paises u
organizaciones internacionales como la Unién Europea que establece valores maximo
para cada plaguicida individual de 0,1 ppb y como sumatoria de plaguicidas un valor de

0,5 ppb. (Real Decreto 140/2003)

A continuacion se muestran dos ejemplos de los graficos de las curvas de
calibracion, estos son para Carbaril desarrollado en HPLC ( Figura 22), v Clorpirifos el

cual fue desarrollado en cromatografia de gases (Figura 23).
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a. Carbaril

‘ Carbaril
Bsvasd T V y=1F+06x+ 49058 ||
| = 1E+06x + 4 :
1400000 LI ’ —
1200000 | R"=0,9996 | |
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| |
400000 | 2 e {1
200000 Pl | .
| 0

! 0 0,2 0,4 0,6 0.8 1 1,2
Concentracion (mgL™ ) J
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1

Figura 22. Curva de calibracién para carbaril realizada en HPLC

b. Clorpirifos

‘ Clorpirifos ‘
| 3.5E+07 - .
| o - y=1E108x- 151075 _1 |
| 2,5E+07 +———— il e |
| §2,0E+07 {— — : - |
| <1,5E+07 - — |
| 1LOEH07 — |
| 5.0E+06 1— 1
| ooBbg0 1o ———— — ——p 4|
| 0 0,05 0.1 0.15 0.2 0.25
Concentracion (mg'L')

Figura 23. Curva de calibracién de Clorpirifos realizada en Cromatdgrafo de
Gases
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4.4 Limites de deteccion (LD) y cuantificacidon (LC)

Para la obtencion de estos resuitados se realizé un grafico de concentracion
versus area en la zona mas baia de la curva de calibracion, v otro de concentracion
versus desviacion estandar de las respuestas de cada concentracion, en la Figura 24 se
muestra un eiemplo utilizando los valores de Carbaril, la validacion de los datos se
encuentra en el anexo A, en la siguiente tabla (Tabla 12) se muestran los valores

obtenidos.

Tabla 12. Valores de limites de deteccién (LD} v cuantificacidén (LC).

Plaguicida LD (ngL™h LC (ugL™)
Carbaril 3.1 3.5
Sulfotep 216,0 2250
Diazinon 3.2 10,0
Clorotalonil 1,1 1,6
Clorpirifos 0.3 0,6
Kresoxim metil 2.3 3.0
Azinfos metil 9.0 9.1
Azoxistrobin 17,0 21,0

En la Tabla 12 se presentan los resultados obtenidos para los Hmites de
deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC) para el método y las condiciones de los
equipos cromatograficas utilizados. De esta Tabla observamos que tos valores obtenidos

: . -1 i~ L + " =]
son muy variables variando desde los 0,3 ugL” para Clorpirifos, hasta los 216 pgl

L
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para Sulfotep, la diferencia para estos valores se explican por la sensibilidad del detector
utilizado, la estructura y composicion molecular de cada compuesto, por ejemplo para
¢l caso de clorpirifos es una molécula que cuenta con atomos electronegativos los cualces
entregan muy buenos resultados analiticos con el detector utilizado (detector de captura
de electrones), en el caso de Sulfotep es una molécula un poco mas simple, es lineal sin
anillos aromaticos, un organofosforados que posee centros poco electronegativos, por lo

cual entregara el detector es menos sensible para este compuesto.

LD Carbarii |

| 150000 1 ‘

| 190000 T~ oax ¥ 4300, %

| 140000 \—"mr G o5sg = |

 13000,0 . - .

| 12000,0 '

| £ 110000 e |

< 10000,0 |

| %0000 +— = |

‘ 8000,0
7000,0 - N

i 6000,0 . - ) ||

| 0 0,002 0004 0006 0008 001 0012 |

1 Concentracion (ppm}

Figura 24, Grafico de zona baja de la curva de calibracién de carbaril.

De este grafico obtenemos el valor de la sefial del blanco (yy) la que
corresponde al intercepto con el eje “y”, este valor es 4309,9, ademas se realizo otra

curva en la cual se grafico la desviacion estandar asociada a cada sefial obtenida para las
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diferentes concentraciones utilizadas en el limite de deteccion, para el caso de

carparil la

curva estimada fue, v = 55988x - 10,57, donde el intercepto de esta ecuacion

corresponde al valor de la desviacion estandar del blanco {sw). Con estos antec

ecedentes

procede a realizar el calculo de los limites de deteccion y cuantificacion, con las

siguientes ecuaciones

e . v, + 38,
Limite de deteccién = =% 4
b
o ) ., . +10s
Limite de cuantificacién = y—’gmi

Donde b corresponde a la pendiente de Ia curva de calibracidn.

Los detalles de los calculos se encuentran en el anexo B,



4.5 Porcentajes de recuperacidn del proceso de exiraccion

Para la determinacién de la existencia de residuos de plaguicidas se realizo el
proceso de extraccion de los diferentes plaguicidas con las mismas concentraciones
utilizadas para el desarrolio de las curvas de calibracion, para poder determinar la

eficiencia de recuperacion para cada uno de ellos (Tabla 13).

Tabla 13. Porcentajes de recuperacién ebtenidos para los diferentes estindares

Plaguicida ST1 % [ST2% iST3% [ST4% |ST5% {ST6%
Carbaril 108 99 98 97 94 97
S—mfotep W 122 i1 4” 83 81 86 38
Diazinon 121 91 82 84 85 87
Clorotalonil 100 81 83 87 81 81
Clorpirifos 115 88 81 86 82 81
Kresoxim metil G0 86 82 84 80 81
Azinfos metil 3096 896 589 472 128 127
Azoxistrobin 163 73 68 72 68 69

En la Tabla 13 se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos para cada
plaguicida, para la obtencion de estos valores como minimo se realizaron cinco
repeticiones por cada estandar multiple de plaguicida, dentro de los valores individuales

obtenidos se observé que eran muy variables uno respecto de otro especialmente para



los casos de Kresoxim metil v Diazinon (Harris, 1994), uno de los casos de mayor
analisis va que se observa claramente que el método de extraccion liquido- liquido en
conjunto con el programa de analisis cromatografico no entregan un buen resultado, es
por esto que para este compuesto se puede recomendar otro tipo de extraccion, como la
de tipo SPE (Solid Phase Extraction) o encontrar otro programa de analisis en el equipo

de cromatografia utilizado.

Dentro de todos los plaguicidas el que presenta el mayor y mas estable
porcentaje de recuperacion dentro del rango de concentracion estudiado, es Carbaril, lo
cual es esperable debido a que este compuesto es insoluble en agua, por lo cual se
espera que el 100% del compuesto se distribuyera en la fase organica durante el proceso
de extraccion, para el valor del estandar uno (ST1) se obtuvo un valor superior al 100%,
estos valores son esperables en el rango de las bajas concentraciones, estos resultados se
encuentran dentro del rango de eficiencia sugerido por la EPA (Environmental
Protection Agency de los Estados Unidos) para el analisis de plaguicidas en aguas

(Barceld, 1993.).

El plaguicida que presenta uno de los menores porcentajes de recuperacion es
Azoxistrobin, si lo analizamos desde el valor de la solubilidad (6 mg-L'l‘), vemos que
este compuesto no es muy soluble, por lo cual deberia tener un porcentaje de
recuperacion relativamente alto, el resultados se puede atribuir a perdidas por

evaporacion.

[=p}
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Para el resto de los plaguicidas se observa un comportamiento similar donde en
promedio se obtuvo un valor cercano al 80, lo que se encuentra dentro de los valores

estimados o esperados para este tipo de extraccion

LLa validacion de los datos utilizados y los ejemplos de calculos se encuentran en

los anexos A y B respectivamente.

4.6 Comprobacion por espectroscopia de masas

A continuacion se entregan los espectros de masas donde por comparacién o
porcentaje de coincidencia entregados por el equipo se verificaba que la sefial

cromatografica en determinado tiempo correspondiese al compuesto esperado.

A continuacion se muestran las imdgenes de los espectros de cada compuesto
analizado y sus respectivos espectros de referencia de la biblioteca de estandar del

software.

64



Aburcance

2000

2030

1000

Al gtige

GOO0G

#2000

7000

6000

S500G:

4000

30004

S8

20 46 &0 B0 10¢

ar o

659

2850

K005

1000

Scan B24 (9 220 mng 3 12.00DATAMS
3ty

218

20y 1737

2374

447

i it { RE ] 328 4094 4310

120 140 ‘60 180 208 230 243 260 289 300 320 40 360 IR0 200 429
#129100 Sulfutep
327 0

~
da
(=]

1210
2380
266.0

20 <C BD B0 00 120 140 RO TR0 200 220 40 260 280 300 320 34C¢ 360 38O 400 420

Figura 25. Espectro de comparacion de sefial obtenida a los 9,2 minutos con

Sulfotep.

En la Figura 25 se observa que las masas con mayor abundancia como 65, 97,

121, 145, 174, 202, 238, 266, 294 y 322 se encuentran a los 9,2 minutos, lo que
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comprueba que esta sefial corresponde a Sulfotep, esta prueba se realizo con los

estandares de mayor concentracion.
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Figura 26. Espectro de comparacion de sefial obtenida a los 10,5 minutos para
Diazinon (Dimipylate).

En la Figura 26 se ve las masas mas abundantes coinciden con las de la sefal

obtenida a los 10,5 minutos, la sefial obtenida mostrd una coincidencia del 99%.
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Figura 27. Espectro de comparacion de sefial obtenida a los 11,07 minutos para
Clorotalonil (Tetrachloroisophthalonitrile).

En la Figura 27 se ve que la sefial obtenida a los 11,07 minutos presenta la sefal
caracteristica de Clorotalonil, la sefial de 266 m/z, la cual es la mas abundante, con una

coincidencia del 99 %.
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Figura 28. Espectro de comparacion de sefial obtenida a los 13,6 minutos para
Clorpirifos.

En la Figura 28 se observaron que las tres principales masas de Clorpirifos 97,

196.8, 313. 9 coinciden con las de la sefial obtenida a los 13,6 minutos en un 98 %%,
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Figura 29, Espectro de comparacién de sefial obtenida a los 18,5 minutos para
Kresoxim Metil.

En la Figura 29 las masas caracteristicas de Kresoxim metil mosiraron una

coincidencia del 98 % con la sefial obienida a los 18,5 minutos.
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Figura 30. Espectro de comparacion de seiial obtenida a los 27,9 minutos para
Azinfos Metil.

En la Figura 30 las sefiales caracteristicas para Azinfos metil 77, 132 y 160 m/z

son obtenidas para la sefial de 27,9 minutos con un coincidencia del 97 %.
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Figura 31. Espectro de comparacion de sefial obtenida a los 44,7 minutos para
Azoxistrobin.

En la Figura 31 las sefiales caracteristicas para Azoxistrobin son 344 y 366 m/z

coinciden con las de la sefial obtenida a los 44,7 minutos.
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En las Figuras anteriores se pudo comprobar que los tiempos de retencion
determinados para cada compuesto corresponde a cada analito en estudio, los
porcentajes de coincidencia presentados fueron entregados por el software del equipo de

cromatografia de gases.

4.7 Resultados muestras de agua

A continuacién se muestran los resultados de las muestras de agua tomadas en

las vifias de la sexta region del pais.

4.7.1 Resultados In-siftu

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos en para las muestras de
aguas, estos resultados fueron obtenidos en la primera campafia de muestreo, los
parametros considerados fueron pH, conductividad eléctrica y temperatura, ademas la

georeferenciacion de los sitios de muestreo.

Tabla 14. Valores In-sifu para los sitios de muestreo, realizados en la
primera campafia.

Sitios TeC) | pH |CE (uS-em™) GPS
- - 34°36,212min S
b 2 4.80 &34 71°14,688min W
) 34°36,697min S
Vi - T4 Be 71°15,030min W

NO " - - .

- & 34°37 286min S
NI 16 1 671 1 1227 | 71013 707min W
34°37 514min §
e Al 70 . 71°13,888min W
RIO 13 748 212 34°38,393mm S

71°15, 11 tmin W




Al analizar los resultados obtenidos podemos observar que las temperaturas mas
bajas corresponden a sitios donde el curso de agua se encontraban protegidos por una
densa vegetacion y arboles, a diferencia del rio Tinguiririca y el estanque los cuales
estan expuestos al sol, la temperatura mas alta es la del estangue, se debe a que el sitio

no cuenta con arboles y es un cuerpo de agua estancado.

Los valores de pH son muy similares entre si, mostrando solo pequeiias
variaciones. La conductividad eléctrica muestra mas variaciones, el agua del estanque y
el rio Tinguiririca muestran los valores mas elevados de conductividad, lo cual se
explica por el alto nivel de sedimentos v la turbiedad del agua, las aguas de estos
cuerpos eran de color café, mientras que para el resto de las muestras el agna era

transparente y sus conductividades son menores.

Los valores de pH para cada sitio de muestreo se encueniran dentro de los

valores exigidos por la norma chilena para agua de riego (NCh n° 1.333).
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4.7.2 Resultados analisis por Cromatografia de gases

A continuacion se muestran los resultados de los analisis cromatograficos de los
extractos obtenidos en el proceso de extraccidn liquido-liquido, los resultados fueron
conseguidos con un minimo de tres repeticiones, y cuando algin resultado no era
satisfactorio o el promedio de los andlisis presentaba un coeficiente de variacién
superior al 10% se realizaban dos repeticiones mas, en la Tabla 15 se muestran los

resultados de analisis cromatografico en términos de concentraciones en ppb ( ng L.

Tabla 15. Concentraciones ebtenidas para los extractos de la primera campana de
muestreo, concentraciones en pg-L™.

Plaguicida Vo Vi NO [Nl NE |RIO

Sulfotep ND ND ND ND ND ND
Diazinon ND ND ND ND ND ND
Clorotalonil ND ND ND 8,67 ND ND
Clorpirifos ND 1,22 | ND ND | 563 | 1,45
Kresoxim metil ND | ND | ND ND ND ND
Azinfos metil ND ND ND ND ND ND
Azoxistrobin ND | 33,1 | ND ND ND ND

ND: N detectado

En la Tabla 15 anterior se muestran los resultados obtenidos para el primer
muestreo de aguas realizado el 21 de Octubre del 2008, donde se observa que los sitios
de muestreo V1 entrega seiiales para Clorpirifos v Azoxistrobin, N1 presenta sefial solo
para Clorotalonil, NE y el rio Tinguiririca (RIO) presentan sefial para Clorpirifos, cave
sefialar que estas concentraciones son las obtenidas para los extractos concentrados, en

la Tabla 16 se muestran los valores reales para cada sitio de muestreo.
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Tabla 16. Concentraciones reales o
btenidas para las muestras de agua de la primera campafia, analizadas por
cromatografia de gases ng-L".

Plaguicida Vo Vi NO N1 NE |RIO

Sulfotep ND ND ND ND ND ND
Diazinon ND ND ND ND ND ND
Clorotalonil ND ND ND | 1734 ND ND
Clorpirifos ND 21,2 | ND ND | 974 | 252

Kresoxim metil ND ND ND ND ND ND
Azinfos metil ND ND ND ND ND ND
Azoxistrobin ND | 404,9 ! ND ND ND ND

En la Tabla 16 se muestran los valores obtenidos para los plaguicidas
encontrados en las muestras de agua, estos valores fueron obtenidos calculando la
concentracion de muestra realizada, vale decir la muestra se concentro desde 250 mL
hasta 5 mL, esto quiere decir que la muestra se concentro 50 veces, ademas se

consideraron los respectivos porcentajes de recuperacion para cada plaguicida.

Para los sitios ventisquero cero y neyen cero como era de esperar no se encontro
sefial alguna para plaguicidas, estos sitios cumplieron con el objetivo de ser sitios de
referencia ya que su ubicacion se emplaza en las zonas més altas y menos intervenidas

de cada viiia.

En la segunda campafia de muestreo se tomaron muestras para los sitios VO y
Ne, los otros sifios dentro de las vifias no se tomd muestra de agua debido a que los

canales se encontraban secos, para el rio Tinguiririca no se tomo segunda muestra
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debido a que la variacién temporal se estimo como minima, en la Tabla 17 se muestran

los resultados para el segundo muestreo realizado el 14 de Diciembre de 2008.

Tabla 17. Concentraciones obtenidas para los extractos de la segunda campaina de
muestreo, concentraciones en gL,

Plaguicida Vo NE
Sulfotep ND ND
Diazinon ND ND
Clorotalonil ND ND
Clorpirifos ND 9.48
Kresoxim metil ND ND
Azinfos metil ND ND
Azoxistrobin ND ND

En la Tabla 17 se muestran los valores obtenidos para las muestras de los sitios
de de toma de muestra, el nico sitio que muestra sefial es Ne, el cual nuevamente
present6 sefial para Clorpirifos, donde la respuesta del extracto concentrado entrego una

sefial de 9,48 pg'L", enla Tabla 18 se sefialan los resultados reales.
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Tabla 18. Concentraciones reales obtenidas para las muestras de agua de la
segunda campaiia, analizadas por cromatografia de gases en ;Lg-L'l.

Plaguicida VO NE
Sulfotep ND ND
Diazinon ND ND
Clorotalonil ND ND

_ Clorpirifos ND 164,96

Kresoxim metil ND ND
Azinfos metil ND ND
Azoxistrobin ND ND

Al comparar los resultados obtenidos para el analisis de Ne entre la primera y
segunda campafia se observa que la concentracion para Clorpirifos aumento de 97.4 a
164,96 107 ug-L'l, lo que representa un aumento de un 69%, aumento que se puede
explicar por el proceso fisico de evaporacion, el cual se observo en terreno ya que el
nivel del agua del estanque bajo entre la primera y la segunda campafia, ademas la
muestra de diciembre del agua del estanque tenia mayor contenido de sedimento
disuelto, es decir tenia una mayor turbidez, v se asocia que los las moléculas de

plaguicidas se adhieren a los sedimentos.
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4.7.3 Resultados analisis por Cromatografia de HPLC

En esta seccion se detallan los valores obtenidos para el analisis de las
extracciones de las muestras de agua por cromatografia liguida, el analisis por esta
técnica pretende buscar residuos de Carbaril en las muestras de agua, para el andlisis de
este compuesto se realizaron tres repeticiones por cada sitio de muestreo, las
extracciones se realizaron en el laboratorio de suelos de CCHEN, vy se transportaron
congeladas al laboratorio de quimica organica y cromatografia de la Universidad de

Chile, donde se analizaron por HPLC con detector de fluorescencia. A continuacion en

la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos para el analists cromatograficos

Tabla 19, Concentraciones obtenidas para los extractos analizados por IIPLC,

pgL™
Plaguicida Vo Vi NO | NI NE | RIO
Carbaril ND | ND | ND ND ND | 10,33

En la Tabla 19 se puede apreciar que el Unico sitio gue presenta sefial para
Carbaril es el rio Tinguiririca, donde el extracto concentrado muestra una sefial que
corresponde a 10,33 ng'L™, los otros sitios en los que se muestred agua no presentaron
seiales para Carbaril. En la Tabla 20 se presenta el valor real que presenta el agua del

rio Tinguiririca para la muestra de agua que se tomd el 21 de Octubre de 2008,
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Concentraciones reales obtenidas para las muestras de agua, analizadas
por cromatografia liquida (HPLC).
Vo | VI NO | N1 | NE | RIO

Plaguicida (ppt) | (ppt) | (pp0) | (ppt) | (ppY) | (
ND | ND | ND | ND | ND | 1913

Tabla 20.

Carbaril

De la Tabla 20 podemos observar que la presencia de Carbaril en el rio no
supera los valores establecidos por la normativa chilena (Nech N° 1.333), la cual

establece como valor maximo de 70 pg-L™ para Carbaril en cuerpos de agua destinados

para el riego.
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V.- DISCUSION GENERAL

Durante del desarrollo de este trabajo se pudo observar la cficiencia de la
extraccion liquido- liquido para gran parte de los plaguicidas analizados, asi también
una desventaja de esta al observarse el caso de Azinfos metil para el cual no se obiienen

porcentajes de recuperacion aceptables.

Dentro del analisis de las muestras de agua se identificd Clorpirifos y Carbaril
en el rio Tinguiririca. El origen de estos compuestos se puede asociar a dos principales
fuentes. Los residuos de los plaguicidas estén adheridos en los sedimentos y se liberen
poco a poco ya que la concentracion de estos conmipuestos es muy baja, la otra posible
fuente a la cual se puede atribuir estas concentraciones es provengan de aplicaciones
realizadas en predios agricolas rio arriba del punto de mmestreo, ya que se desconoce
que tipo de plaguicidas se utilizan en los otros predios que se encuentra aledafios a la

cuenca del rio.

En los andlisis del agua del estanque de Neyen se encontro Clorpirifos, el origen
de este compuesto se puede atribuir basicamente al agua del rio, como se mencioné con
anterioridad el estanque se alimenta principalmente con agua del rio, esto indica una
consistencia en los resultados obtenidos tanto para el rio como para el estanque, sin
embargo en el estanque no se encontré residuo de Carbaril, esto se puede explicar

puesto que no se sabe en que fecha se extrajo el agua del rio para llenar este estanque, y
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los residuos de carbaril se pudieron depositar después de Ia fecha de lienado del

estanque.

Para la muestra de N1 se detecto la presencia del fungicida Clorotalonil, su
origen se puede atribuir a efectos de escorrentia superficial ya que este plaguicida se
aplica en los cortes de poda al momento de podar, por esto es probable que por procesos
de escorrentia superficial este fungicida pueda llegar al canal de riego, otros medios de
llegada son poco probables ya que este canal a lo largo de su trayecto esta rodeado de

una barrera de arbustos pequefios y arboles.

De los sitios analizados en ventisquero, V1 se detecto residuos de Clorpirifos v
Azoxistrobin, de estos plaguicidas el que se utilizé en este sitio fue Azoxistrobin, esta
informacion fue entregada directamente por personal de la vifia, el medio de transporte
hacia el curso de agua se puede explicar por escorrentia superficial, ya que este
fungicida se aplica directo al follaje, la otra via de propagacién hacia el curso de agua
se puede atribuir a la deriva producida por el viento al momento de aplicar el
plaguicida. Para el caso de Clorpirifos en la vifia informaron que en el periodo de
andlisis de agua no se utilizd este plaguicida, su origen se puede asociar a uno de los
cursos de agua que alimenta este canal, ya que como se explico en la descripcion del
sitio de toma de muestras, este canal se compone de {a confluencia de varios canales de
riego los cuales pasan por otros predios de los cuales no se maneja la informacion de

que plaguicidas utilizaron en el periodo de analisis.
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De los resultados obtenidos y basandose en la norma chilena para agua de riego
(Nch N° 1.333) se puede decir que el agua analizada cumple cabalmente con los
parametros de concentracion mdaxima de plaguicidas utilizando Carbaril como
referencia, ya que es el tinico plaguicida explicitamente normado en la legislacion, con
un valor maximo de concentracion de 70 pg-L™, los resultados de las muestras de agua
son del orden de 107 ug'L”, es decir la norma establece concentraciones maximas del
orden de los mg-L™" y la muestran poseen concentraciones que estan en los 107 ng'L”,
con estos argumentos se puede decir los métodos de aplicacién de plaguicidas utilizados
en las vifia son correctos ya que la cantidades de plaguicidas en las muestras de aguas

estan bajo la norma.

Si nos basamos es normas internacionales que establecen valores mas estrictos
como el real decreto espafiol que establece para un plaguicida individual una
concentracion maxima de 0,1 pg'L™' y para concentracion totales 0,5 pgL”, en el
estanque encontramos resultados bajo esta norma en cambio las otras muestras estan
sobre 0,1 ugL'], en este sentido se debe trabajar en mejorar los sistemas de aplicacion o
realizar estudio mas exhaustivos de todo el medio que compone el curso de agua para
descubrir si los residuos de plaguicidas encontrados son provenientes del agua o estan

adheridos a los sedimentos.



VI- CONCLUSIONES

El programa de condiciones utilizado para el anélisis en cromatografia de gases
muestra una alta eficiencia en la deteccién y separacion de las sefales

analizadas.

Se comprobd la eficiencia del detector de captura de electrones (WECD) para el
analisis de los plaguicidas en estudio, especialmente para los que poseen atomos

electronegativos.

El detector de espectroscopia de masas cumplio la funcién de comprobar los
tiempos de retencion asociados a cada uno de los 7 plaguicidas finalmente

estudiados por cromatografia de gases.

El analisis de Carbaril fue mas eficiente por HPLC que por GC. comprobando
las limitaciones presentadas por la estructura molecular de Carbaril v su

degradacion con la temperatura.

Para el analisis de Carbaril en HPLC se obtuvo las condiciones necesarias para
obtener una sefial Optima tanto en forma como en un tiempo apropiado,
utilizando la eficiencia v alta sensibilidad proporcionada por el detector de

fluorescencia.

El método de extraccion liquido- liquido utilizado mostré porcentajes de

recuperacion aceptables para la gran mayoria de los plaguicidas utilizados.



La eficiencia de los programas de analisis desarroliados, basados en los
resultados obtenidos, demuestran que el método de analisis en confiable para

muestra de agua.

Para Azinfos metil se debe buscar un método de extraccién en fase sélida para
obtener resultados optimos va que el proceso de extraccion liquido- liguido
utilizado presentd interferencias en el tiempo en que se presenta la sefial de este

compuesto.

Los limites de deteccion indican que el protocolo de analisis es capaz de detectar
pequefias cantidades de muestras, siendo en orden decreciente Sulfotep =
Azoxistrobin > Azinfos metil > Diazinon > Carbaril > Kresoxim metil >

Clorotalonil > Clorpirifos.

Los valores de limites de cuantificacion prucban la capacidad del protocolo de
analisis utilizado en este estudio, siendo en orden decreciente Sulfotep
>Azoxistrobin > Diazinon > Azinfos metil > Carbaril > Kresoxim metil >

Clorotalonil > Clorpirifos.

En el analisis de muestras de aguas de los sitios en estudio se encontraron

diversas sefiales para, Clorpirifos, Carbaril, Clorotalonil y Azoxistrobin.

El sitio VO no presento sefiales para pesticida alguno, en ambas campafias d
muestreo, por lo que este punto cumple con ia caracteristica de sitio referencial

para la vifia.
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En VI se detecto Clorpirifos y Azoxistrobin, siendo mayor Azoxistrobin que

Clorpirifos.

NO no presento sefiales para los plaguicidas en estudio, justificando su seleccion

como, punto de referencia de esta vifia.

N1, se detecto Clorotalonil en la primera campafia de muestreo.

En Ne se encontro Clorpirifos en ambas camparias.

Para el rio Tinguiririca se encontro Carbaril y Clorpirifos.

Las aguas analizadas en este estudio no superan la norma de calidad de aguas
para riego contenida en la Nch 13333, considerando como base las

concentraciones establecidas para Carbaril.
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ANEXOS



ANEXO A

1. Reproducibilidad de los datos utilizados en el cdlculo de limite de deteccion
(LD) y cuantificacion {LC).

Para el desarrollo experimental del calculo de limite de deteccion se realizaron

muestras de estandares con tres repeticiones para cada concentracion. En las tablas

siguientes (Tabla 21 a 28), se presentan las areas obtenidas para cada plaguicida en la

construccion de las curva de calibracion, donde:

Al, A2, A3, son las 4reas promedio obtenidas de la mtegracion en el

cromatografo, para cada punto de la curva de calibracion..

DESV, es la desviacion estandar de los promedios.

CV, corresponde coeficiente de variacién que se obtiene al dividir el valor de la

desviacion estandar por el promedio respectivo.

CV %. corresponde al porcentaje de variacion de cada estandar.
7 gh P 1]
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Tabla 21. Reproducibilidad de los datos utilizades en la construccién de la curva
de LD para Carbaril

Concentracion

{mgelL-1) Al A2 A3 Promedio | DESV | CV | CV %
0,012 17390 | 16580 | 17175 | 170483 | 4196 |0,025] 25
0,010 14640 | 13625 | 14720 | 143283 | 6104 10,043 3
0,008 12340 | 12765 | 12835 | 126467 | 2679 |0,021] 21
0,006 10975 10110 10800 106283 | 4573 [0043] 43
0,002 6230 | 6170 | 6280 | 62267 | 551 [0,009] 09

Tabla 22. Reproducibilidad de los datos utilizados en la construccion de Ia curva
de LD para Sulfotep

COtGRIrasion] 44 A2 A3 | Promedio | DESV | CV | CV %
(mgeL-1)

0.1 167510 | 171227 | 168911 | 169216,00| 1877,18 [0,011] 1,11

0.2 260450 | 272304 | 273447 |268763.67| 7219,07 | 0,026 2,69

0.25 323999 | 320302 | 327519 | 32694000 | 2698,50 |0,083| 0,83

0,35 403589 | 378126 | 374461 |385392.00 | 15865,25(0,041| 4,12

0.4 304445 | 397848 | 402525 |398272.67| 4056,71 |0,010] 1,02
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Tabla 23. Reproducibilidad de los datos utilizados en la construccién de la curva
de LD para Diazinon

Conpentzagion | 19 A2 A3 | Promedio | DESV | CV | CV %
(mgeL-1)

0,015 52307 | 57957 | 49595 | 53286,33 | 4266,16 |0,080| 8,01

0,03 111004 | 117726 | 124780 | 117836,67 | 6888.67 {0,058 5.85

0,04 167180 | 179598 | 188182 | 178320,00|10559,16|0,059| 5,92
0,05 202429 | 206502 | 200625 |203185,33| 3010,62 |0,014| 148
01 401962 | 430518 | 367671 | 400050,33 |31467,08|0,078| 7,87

Tabla 24. Reproducibilidad de los datos utilizados en la construccién de la curva

de LD para Clorotalonil

Concentracion| A2 A3 | Promedio | DESV | CV | CV%
(mg-L-1)

0.005 1065726 | 1132537 | 1106320 | 1101527.67 | 33662,33 |0,030| 3.06
0.01 5014635 | 1931661 | 1939054 | 196178333 | 45919,91 |0,023| 2,34
0.015 2042772 | 3067125 | 3049692 | 3019863,00 | 6732937 |0,022| 2,23
0.02 4638205 | 4605884 | 4959752 | 478128033 | 154608,68(0,032] 3,23
0.025 5465458 | 5187299 | 5173555 | 5275437.33 | 164706,15|0,031] 3,12
0.05 11308008 | 11412733 | 11729304 | 1148334833 | 219345,560,019| 1,91
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Tabla 25. Reproducibilidad de los dates utilizados en la construccién de la curva

de LD para Clorpirifos
Concemracion) 4 A2 A3 | Promedio | DESV | CV | CV%
(mgeL-1)
0,005 781124 | 805470 | 804556 | 797050,00 | 13799,89 |0,017| 1,73
0,01 1371544 1428939 1434127] 1411536,67| 34731,67 |0,024| 246
0,015 2316711 | 2365435 | 2380423 | 2354189,67 | 33311,38 {0,014 1,41
0,02 2003755 | 2943873 | 3040793 | 2962807.00 | 70453,71 |0,023| 2,38
0.05 7328261 | 7388437 | 7575283 | 7430660,33 | 128810,23|0,017| 1,73

Tabla 26. Reproducibilidad de los datos utilizados en la construccion de la curva
de LD para Kresoxim metil

Concentracién |\ 1 | A7 | A3 | Promedio | DESV | CV | CV%
(mgeL-1)
0,005 582626 | 584992 | 572726 | 580114.67 | 6507,21 |0,011] 1,12
0,01 619315 | 613736 | 643075 | 62537533 | 15580,11|0,024| 2,49
0,015 887845 | 901000 | 936019 | 908288,00 | 24900,20|0,027| 2,74
0.02 1360866 | 1372450 | 1408853 | 1380723,00 | 25040,37|0,018| 1,81
0.025 1739775 1703809 | 1738142 | 1727242,00| 20309,99|0,011| 1,18
0,05 3105347 | 3073814 | 3180328 | 3119829,67 | 54713,97|0.017| 1,75
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Tabla 27. Reproducibilidad de los datos utilizados en la construccion de la curva
de LD para Azinfos metil

Concentracion

maell) | Al A2 A3 | Promedio | DESV | CV | CV %
0,04 201031 | 208999 | 187365 | 199131,67 | 10941,35(0,054| 549
0,07 568639 | 537967 | 537600 | 548068,67 |17815,38(0,032| 3,25
0,08 624012 | 608051 | 628004 | 620062,58 | 10557,9 |0,017| 1,70
0,15 1417086 | 1305973 | 1224770 | 1315943,00 | 96544,87 0,073 | 7,34
0,2 1770854 | 1797818 | 1874062 | 1814244,67 | 53528,96(0,029| 2,95

Tabla 28. Reproducibilidad de los datos utilizados en la construccion de la curva
de LD para Azoxistrobin

C‘)(‘:;g‘gaf)‘o" Al A2 A3 | Promedio | DESV | CV |CV %
0,03 685464 | 717829 | 798980 | 734091,00 | 58479,14 [0,079 7.97
0,04 1484631 | 1412016 | 1388841 | 1428496,00| 4997623 |0,035| 3,50
0,05 1901064 [ 1993410 2109210 | 2001228,00 | 104293,000,052| 5,21
0,07 4299446 3937117 | 3865850 | 3901483,50 | 50393,38 [0,012] 1,29
0.1 5706164 | 5822881 | 5715244 | 5748096,33 | 64924,35 {0,011 1,13
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2. Reproducibilidad de los datos utilizados en el calculo de los porcentajes de

recuperacion de los estandares.

Para la determinacion de los porcentajes de recuperacion se realizaron cuatro

muestras estandares en matriz agua de las cuales se obtuvieron tres medidas de cada

una.

En las Tablas 29 a 36 se presentan las dreas obtenidas para cada plaguicida en la

construccion de su curva de calibracion, donde:

A1,A2 A3, representa las 4reas promedio de cada punto de la curva de

calibracion.
DESV, es la desviacion estandar de los promedios.

CV. corresponde coeficiente de variacion que se obtiene al dividir el valor de la

desviacion estandar por el promedio respectivo.

CV %, corresponde al porcentaje de variacion de cada estandar.
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Tabla 29,

Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacion de los

porcentajes de recuperacién de Carbaril

Concentracion

(mgeL-1) Al A2 A3 A4 Promedio | DESV | CV [ CV %
0,01 25600 | 21685 | 22100 | 21560 | 22971,3 | 1907,42 |0,083| 8,30
0,05 70090 | 69410 | 73230 | 68865 | 703987 | 1783,68 |0,025| 2,53
0,07 108950 | 100530| 106780 | 101120 | 1041425 | 4691,65 |0,045| 4,51
0,1 137450 | 139450| 129700 | 135690 | 134833,3 | 349782 |0,025| 2,59
0,5 657350 1620530 640350 | 628750 | 636136,7 | 13468,03|0,021| 2,12

Tabla 30. Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacién de los

porcentajes de recuperacion de Sulfotep

Conceauigon] o, A2 A3 A4 | Promedio | DESV | CV | CV %
(mg+L-1)
0,2 308170 | 316295 |308017| 302926 | 308852,0 | 4780.7 |0.015] 1.5
03 304700 | 331623 | 302388 | 306085 | 311199,0 | 9846.5 |0,032] 3.2
0.4 358587 | 359663 |339595| 308941 | 3416965 |24647.60,072| 7.2
0,5 373479 | 371047 393728 | 405061 | 385828.8 |19184,9]0.050| 5.0
0,6 437335 | 434998 |427639| 454246 | 438554,5 | 3377.1 |0,008| 0.8
0,7 435226 | 458857 |498849| 496122 | 4722635 |35669.3|0.076| 7.6
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Tabla 31. Reproducibilidad de los dates utilizados en la determinacién de los
porcentajes de recuperacion de Diazinon
Gonceiiracion; ., A2 | A3 | A4 | Promedio | DESV | CV | CV %
(mg-L-1)
0,03 151659 | 161890 | 145183 | 166216 | 156237.0 | 760,1 | 0,05 5.0
0,05 291705 | 322664 |263369| 276617 | 288588,8 (26298410091 9.1
0,1 428940 | 429564 (442554 | 451725 | 438205,8 |12662,510,029) 29
0,2 676072 | 686419 759193 | 749087 | 7176928 1515442100721 72
0,3 628275 | 601097 | 631613 | 632799 | 623446,0 |12388,510,020f 2.0
04 877332 | 871624 | 882287 | 890593 | 880459,0 | 8039,0 {0,009 0,9

Tabla 32. Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacion de los
porcentajes de recuperacion de Clorotalonil

Coneentragion| ., A2 A3 A4 | Promedio | DESV | cV | cV%
(mg-L-1)

0,02 3997225| 3949090| 3992290| 4012835| 3987860,0| 20792,5]0,005 0,5

0,05 10584350 10061228 | 9804979| 9039608| 9872541,3|1343853,3/0,136| 13,6

0,1 19051507 | 19100733 | 18386640 | 18146637 | 18671379,3| 572389,9|0,031 3

0,15 21391671 | 21907002 | 20383878 | 19890453 | 20893251.,0| 10692664 | 0,051 5.1

0,2 29974825 | 29557541 | 30925888 | 30624412 | 30270666,5| 7134474 10,024 2.4
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Tabla 33. Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacién de los

porcentajes de recuperacion de Clorpirifos

C"("rﬁ‘;’}g_af)‘é“ Al A2 A3 A4 | Promedio | DESV | CV | CV %
0,01 1316611 | 1368839 | 1245939 | 1253845 | 1296308,5 | 65642,8 |0,051] 5,1
0,02 2817460 | 2843613 | 2598866 | 2621235 | 2720293,5 |155907.110,057| 5.7
0,05 6366609 | 6296104 | 5999509 | 6019674 | 6170474,0 12275222|0,037| 3,7
0,1 9953175 | 9908143 | 11066045|11106490|10508463,3|817138,6/0,078| 7.8
0,15 12562368 12326701 | 12818290 | 13056389 | 12690937,0|348465,80,027| 2,7
0,2 16990780 | 16980990 | 17778671 | 17793765 |17386051,51565920,910,033| 3.3
Tabla 34. Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacién de los
porcentajes de recuperacion de Kresoxim metil
Concentracion | ) A2 A3 A4 | Promedio| DESV | CV | CV %
(mg-L-1)
0,01 499187 | 499543 | 425061 | 471690 | 473870,3 | 36055,0 |0,076| 7.6
0,02 1481093 | 1551480 [1328796| 1393440 |1438702,3|109720,7 10,076 7.6
| 0,05 2819401 | 2777240 | 2467454 | 2488042 |2638034,3| 226679,0 /0,086 8,6
| 0,1 5467757 | 5523603 [5117969| 5158088 |5316854,3|252897,8 0,048 4.8
| 0,15 4203087 | 4199257 | 4568613 |4561935.0|4381553,51 255098,0 (0,058 5,8
0,2 6606016 | 6787212 | 7015294 | 6931033 |6834888,8| 195550,0 10,029 29
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porcentajes de recuperacion de Azinfos metil

Tabla 35. Reproducibilidad de los datos utilizados en Ia determinacién de los

C"(‘:;:ji"f‘f;"’“ Al A2 A3 A4 Promedio DESV | CV | CV%
0,07 11768981 | 11930742 | 134016113 |134401962 | 73029449,5 | 70644309.7 | 0,967 96,7
0,1 8422032 9002525 11019841 | 11873142 | 10079385,0 | 1633857,2 | 0,162 16,2
0,2 6666083 7197894 8694972 8164428 7680844 3 917476,6 | 0,119 11,9
0,3 8368010 8400984 | 12716073 | 12520538 | 105014013 | 2445730,6 10,233 | 233
0.4 187872713 | 191989759 | 365407917 | 379888988 | 281289844,3 | 105670725,91 0,376 | 37.6
0,5 225706564 | 250146097 | 166145178 | 125254111 | 1918129875 | 566875844 | 0,296 | 29,6
Tabla 36. Reproducibilidad de los dates utilizados en la determinacion de los
porcentajes de recuperacion de Azoxistrobin
e Y A2 A3 A4 | Promedio | DESV | CV | CV%
(mgeL-1)

0,03 318479 | 329032 | 356090 | 372077 | 343919,5 | 28516,2 | 0,083 8.3
0,05 1944292 | 1989092 | 1804049 | 1868361 | 1901448,5 | 92268,2 | 0,049 4,9
0,1 4009304 | 4174148 | 4621888 | 4606919 | 4353064,8 | 369588 8| 0,085 8.5
0,2 11343114 11498205 | 12738896 | 12650049 |12057566,0|900721,8|0.075 7.5
03 9470137 | 9403104 | 9827428 | 9988980 | 9672412,3 |333459.910,034 3.4
0,4 15745881 (15174455 15562641 [ 15945994 115607242 8|207995,1 {0,013 1.3

102




3. Reproducibilidad de los datos utilizados en el calculo de las concentraciones en

los extractos de las muestras de aguas del estudio.

Para la determinacion de las concentraciones de las muestras que arrojaron
sefales en los tiempos asociados a los plaguicidas se realizaron tres repeticiones las

cuales fueron medidas tres veces.

En las tablas 37 a 41 se presentan las areas obtenidas para cada plaguicida en la

construccion de su curva de calibracion, donde:

Al, A2, A3, representa las areas promedio de cada muestra de estandar de cada

concentracion.

DESV, es la desviacion estandar de los promedios.

CV, corresponde coeficiente de variacion que se obtiene al dividir el valor de la

desviacidn estandar por el promedio respectivo.

CV %, corresponde al porcentaje de variacion de cada estandar.

Tabla 37. Reproducibilidad de los dates utilizados en la determinacién de la
concentracién de los plaguicidas encontradosen V 1

Vi Al A2 A3 Promedio | DESV (A CV%
Clorpirifos 33573 | 30248 | 32349 32057 1682 [0,052 5,2
Azoxistrobin| 61691 | 63487 | 62376 62518 906 0014 1.4
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Tabla 38. Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacion de la
concentracion de los plaguicidas encontrados en N |

N1

Al

A2

A3

Promedio

DESV

cv

CV %

Clorotalonil

159170

152845

162710

158242

4998

0,032

3,2

Tabla 39 Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacién de Ia

concentracion de los plaguicidas encontrados en N e (1° campaiia)

Ne

Al

A2

A3

Promedio

DESV

cv

CV %

Clorpirifos

681624

662478

131729

691944

35760

0,052

5,2

’

Tabla 40. Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacién de la

concentracion de los plaguicidas encontrados en N e (2" campaiia).

Ne

Al

A2

A3

Promedio

DESV

CvV

Clorpirifos

1195791

1127375

1184594

1169253

36697

0,031

Tabla 41. Reproducibilidad de los datos utilizados en la determinacion de la

concentracion de los plaguicidas encontrados en Rie Tinguiririca

Vi Al A2 A3 Promedio DESV CV CV %
Clorpirifos 62557 | 67501 | 68177 66078 3068 10,046 4.6
Carbaril 18497 | 19973 19187 19219 739 0.038 3.8
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ANEXO B

1. Calculo de los limites de deteccion (LD) vy cuantificacion (LC).

Tabla 42. Regresiones lineales para la determinacion de los limites de deteccion
y cuantificacion.

. . Regresion desviacion
Plaguicidas Regresiones de LD estindar
Carbaril y=1-10"x + 4309,9 Y =40172x + 10.57
Sulfotep y= 771468 x + 109135 Y =21673x + 708,48
Diazinon y=4-10"x +1011,1 Y =322787x - 39326
Clorotalonil y=2-10°x - 258720 Y = 4-10° x + 23577
Clorpirifos y = 1-10°x + 30005 Y = 3E+06x + 5926,4
Kresoxim metil |y = 6-10"x + 147920 Y=977717x +4139,5
Azinfos metil [y =1-10"x — 178302 Y =425230x - 80472
Azoxistrobin |y =7-10"x — 1492422 3 Y = 12918x + 66362
a.-Carbaril

4309,9+3-10,57
1386761,02

Limite de deteccion = =0,0031 mgL" =31 pgL”

4309.9+10-10,57
1386761,02

Limite de cuantificacion = =0,0035 mg'L" = 3,5 ug-L”



h.-Sulfotep

109135+3-708,5
515094

Limite de deteccion =

Limite de deteccién = 0,216 mg-L™ =216 ugl!

109135+10-7085
515094

Limite de cuantificacion =

Limite de cuantificacion = 0,225 mgL™ =225 pgL”!

¢.-Diazinon

1011,1+3-3932,6
4032439,63

Limite de deteccion =

Limite de deteccion = 0,06032 m g-L”l =32 ;Lg-L'1

1011,1+10-3932,6
4032439.63

Limite de cuantificacion =

Limite de cuantificacion = 0,0100 mg'L™" = 10 pg L™
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Clorotalonil

258720 +3-23577
303832157,0

Limite de deteccidn =

Limite de deteccion = 0,0011 mg-L'} =11 ug'L‘}

258720 +10-23577
3038321570

Limite de cuantificacion =

Limite de cuantificacion = 0,0016 mgl'=16 yg-L‘l

Clorpirifos

30005 +3-5926,4
149786377,24

Limite de deteccion =

Limite de deteccién = 0,00032 mgL” = 0,32 pgL™

30005 +10- 59264
14978637724

Limite de cuantificacion =

Limite de cuantificacion = 0,0006 mg-L'l‘ =0.60 1,Lg-L‘1
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Kresoxim metil

147920 +3-41395
63676864,73

Limite de deteccion =

Limite de deteccion = 0,0025 mg-L"l =25 ug'L']

147920 +10-4139,5
63676864,73

Limite de cuantificacion =

Limite de cuantificacion = 0,0030 mg'L™" =30 pg'L”

Azinfos metil

178302 +3- 8047
19966653,0

Limite de deteccion =

Limite de deteccion = 0,009 mg'L" =9,0 pg'L”!

178302 +10-8047
19966653,0

Limite de cuantificacién =

Limite de cuantificacion = 0,0091 mg-L"' = 9,1 pgL”
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Azoxistrobin

Limite de deteccion =

149242226 +3- 66362

99719714,59

Limite de deteccion = 0,017 mg-L‘1 =170 pg-L”

Limite de cuantificacion =

149242226 +10- 66362

99719714,59

Limite de cuantificacion = 0,0216 mg-L™ = 21,6 pg-1.”

2. Determinacion de los porcentajes de recuperacion de los estandares utilizados en

las curvas de calibracion

Tabla 43. Areas promedio de las extracciones, para la determinacién de los

porcentajes de recuperacién para cada compuesto en estudio.

Plaguicidas ST1 ST 2 ST3 ST4 ST 5 | ST6

Carbaril 19823 82522 104623 136525 637334 1359261
Sulfotep 308852 311199 | 341696,5 | 3858288 438554 472263
Diazinon 156237 288588 | 438205,8 | 7176928 623446 880459
Clorotalonil 1961983 | 3987860 | 9872541 | 18671379 | 20893251 | 30270666
Clorpirifos 1296308 | 2720293 | 6170474 | 10508463 | 12690937 | 17386051
Kresoxim metil 473870 | 1438702 | 2638034 | 5316854 4381553 6834888
Azinfos metil 73029449 | 10079385 | 7680844 | 10501401 | 281289844 | 191812987
Azoxistrobin 343919 | 1901448 | 4353064 | 12057566 9672412 | 15607242
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Tabla 44. Areas promedio de los estindares de cada plaguicidas para comparacién
con los datos extraidos

Plaguicida ST1 ST 2 ST3 ST 4 ST'S ST6

Carbaril 18355 83355 106758 140748 678015 | 1401300
Sulfotep 268763 | 305454 398272 | 448819 471774 519428
Diazinon 117836 1 203185 400050 826564 | 1219116 | 1585345
Clorotalonil 1961783 | 4781280 | 11483348 | 25589114 | 41873631 | 60490397
Clorpirifos 1411536 | 2962807 | 7430660 | 14476519 | 22070317 | 30128487
Kresoxim metil | 625375 | 1380723 | 3119829 | 6194771 | 9424743 | 12859079
Azinfos metil 548068 | 583280 | 1814244 | 3808726 | 5716385 | 8615536
Azoxistrobin 734091 | 2001228 | 5748096 | 16302856 | 26178088 | 37418828

Ejemplo de calculo realizado para Carbaril.,

Se toma el valor promedio del estandar extraido, y se divide por el valor del

estandar sin extraer y se multiplica por 100 y se obtiene el porcentaje, para el ST1.

2
R(,%):_:-z—%g-mo:}os*%
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3. Determinacion de las concentraciones de plaguicidas en las muestras de agua

area de estudio.

Para calcular las concentraciones se toman las regresiones lineales de los
compuestos encontrados para cada area informadas en la tabla 3, luego se considera la

concentracion que se realizo es decir 50 veces (250/5) v luego el porcentaje de

recuperacion correspondiente.

Tabla 45. Areas promedio obtenidas para los compuestos encontrados en V 1

Vi Area
Clorpirifos | 32057
Azoxistrobin | 62518

Regresion de Clorpirifos (CLP), y = 1:10% 151075 = 149786377,24x - 151075

Regresion de Azoxistrobin (AZX), y = 1:10% -3-10° = 99719714 59x - 3219017,29

[CU’]= 32057 +151075

=0,0012mg - 17" =1,22ug - 1!
149786377,24

1,22ug - 1™ - Sk
250mt

[cLpr]= =0,0244 g - 1!
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0,0244 g - 1™ -100
115

[cLP]= =0,0212ug - L' =212ng - L

Se utiliza el porcentaje de recuperacion de la zona baja de la curva de linealidad.

62518+ 3219017,29
AZX | = = =0,0330mg- 17 =33,0ug- L
btz 99719714,59 e e

1'\ . Jml .
[azy]= 22008 L SBE _\ Cooug - 17

250mE
. _1 -

[4zx]= Opedpe-1 100 0,4049ug - I = 4049ng - 1!

163

Se utiliza el porcentaje de recuperacion de la zona baja de la curva de linealidad.

Tabla 46. Areas promedio obtenidas para los compuestos encontrados en N 1

N1 Area
Clorotalonil 158242

Regresion Clorotalonil (CLT), y = 3-10% -2:10° = 303832157,0x - 2475248 2

D
[cLT]= AR 0,0087mg- L' =867ug- L™
303832157
-1
[cLT]= 867Hg L - _ 17340 . 17

250mE



0,1734pg - L7 - 100
100

[crr]= =0,1734ug- 17 =173,4ng - 1"

Tabla 47. Areas promedio obtenidas para los compuestos encontrados en N e,
ambas campafias.

Ne Area
Clorpirifos 1° campana 691944

Clorpirifos 2° campana | 1169253

0]2691944+151075

=0.0056me- 1" =563ue- 1"
14978637724 & 0348

[cLP1

5.63ug - 17 - Smk

[cLP1°] = ¥ =0,1126ug -1

lczpre] =2 126“]"5’1 -51;' 100 _ 0,09740g - I = 97,458 - 1
2° campana

[cLP2°]= 3 1129;7556; ;5 ’1;475 =0,0095mg - L' =9,48ug - L™
[cLp2e]= 223K L -5 oy 896,¢ - L

250mt:



0,1896ug- I -100

CLP2|=
! ] 115

=0,1649ug - L' =164.967g - 1"

Se utiliza el porcentaje de recuperacion de la zona baja de la curva de linealidad.

Tabla 48. Areas promedio oebtenidas para los compuestos encontrados en rio

Tinguiririca
RIO Area
Clorpirifos 66078
Carbaril 19219

Regresion Carbaril (CARB), y= 1:10°x +4905.8 = 1386761,02x + 490585

51075
(cLp]= 66078 + 151075
14978637724

=0,00145mg - 17" =1,45ug- L™

T . -1 -
lcrp)= 1AM L 5t r00ug - 1
250mE
| =1
[cLP]= 0,02%0ug L 100 _ 0,0252ug - L =252ng - L7

115

Se utiliza el porcentaje de recuperacion de la zona baja de la curva de linealidad.

19219 - 490585
1386761,02

[CARB]= =0,0103mg- L7 =1033ug- I
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1033ug - L - Smb

— 0.2066ug - L
250mE o

[C4RB]=

0,20664g - L™ 100
108

[CARB] = =0,1913ug- L =191 3¢ - L™

Se utiliza el porcentaje de recuperacion de la zona baja de la curva de linealidad.
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