FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

DETERMINACION MULTIRESIDUAL DE PLAGUICIDAS EN MUESTRAS
DE AGUA MEDIANTE GC/MS CON UN METODO DE EXTRACCION
LIQUIDO/LIQUIDO DENOMINADO MICROEXTRACTOR

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de

los requisitos para optar al Titulo de

QUIMICO AMBIENTAL

LUCIANO MARCIAL BAHAMONDE BAHAMONDE

Director de Seminario de Titulo: Dra. Adriana Nario Mouat

Profesor Patrocinante: M.Cs. Sylvia Copaja Castillo

Octubre de 2011

Santiago - Chile



UCH-FC
A. Qo b 1emtake
1 T

-~ {K‘?‘\“} =Ly {x’i\‘\
é’ BELOTECE -SQ?IELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE
T CENTRAL & )i
\* %j N4
. 7 N
N oE o/ I

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TiITULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile
que el Seminario de Titulo presentado por ¢l candidato:

LUCIANO MARCIAL BAHAMONDE BAHAMONDE

“DETERMINACION MULTIRESIDUAL DE PLAGUICIDAS EN MUESTRAS DE
AGUA MEDIANTE GC/MS CON UN METODO DE EXTRACCION
LIQUIDO/LIQUIDO DENOMINADO MICROEXTRACTOR”

Ha sido aprobado por la Comisién de Evaluacion, en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al Titulo de Quimico Ambiental

COMISION DE EVALUACION g P s

, )." /- - ) & , f{ i ,-"{
. V) g o S
Dra. Adriana Nario Mouat Y A ~—

Director Seminario de Titulo

Comision de Evaluacion Seminario de Titulo

M.Cs. Sylvia Copaja Castillo
Profesor Patrocinante

Dra. Isel Cortés Nodarse

Corrector
i
~ |
I ol
Sra. Ana Maria Parada Carrasco Ceed
Corrector ’
.

Santiago de Chile, Octubre de 2011



A mis hijos, Elisa y Mateo (los motores)

A mi Madre, Marcia (el timon)




LUCTANO MARCIAL BAHAMONDE BAHAMONDE

Nace un 29 de noviembre del afio 1985 en Santiago; hijo de Marcia
Bahamonde, con quien en 1986 se traslada a Espafia, donde residen durante 2 afios.
Al volver a Chile entra al Jardin Reina de la Paz, en su querida comuna de toda la

vida, Macul; desde ya se perfila como un alumno un tanto inquieto.

Su educacion basica y media la realiza en el Colegio Regina Pacis, del cual
guarda fabulosos recuerdos; de seguro el colegio también los guarda de ¢l pues
siempre se destacd por su mala conducta, su buena relacion con su entorno y sus
buenas calificaciones. Ingresa a la carrera de Quimica Ambiental en 2004, teniendo

ya a su hija Elisa, de 2 meses de edad.

Al entrar a la Universidad de Chile descubre que debe calmarse y no
distraerse en clases pues el nivel de exigencia es radicalmente distinto; cambia su
actitud y se ordena. Entre los estudios, conoce mucha gente nueva y con ellos
disfruta grandes momentos, vive la vida de Hijo de Bello en asambleas y marchas

esperanzadas de los primeros afios.



En el afio 2009 llega Mateo, su hijo menor, quien le da un nuevo empujoncito
para terminar su carrera. Y una vez mas con la ayuda de Pepe Grillo logra fijarse

objetivos mas claros.

En agosto de 2010 ingresa a la Comisién de Energia Nuclear en donde, con el
gran apoyo de Adriana Nario y Ana M* Parada (Any), puede desarrollar el presente
seminario de titulo. Ahi conoce grandes personajes como Oscar Andonie, Francisco

Diaz, Oscar Jiménez, Ximena Videla y Marco Acufa.



AGRADECIMIENTOS

El primer agradecimiento es para mi madre (Pepe Grillo y Editora/Correctora
de mi tesis) que con sus coscorrones y amor me hizo llegar hasta aca. A mis
hermosos hijos Elisa mi colorina, y Mateo mi ojos de estrella, que me alegraron

continuamente con sus rarezas, belleza e inteligencia.

Gracias a mi novia Paula, por su amor, amistad, compafia y diversion, por
estar ahi a pesar de comportarme tozudamente y ser a veces un tanto leso. Gracias

por incorporarme al grupo, que se porté conmigo cOmo uno mas.

Le agradezco al gran equipo de la Seccion de Agricultura de la Comision de
Energia Nuclear: Adriana Nario, Ana M" Parada (Any), Ximena Videla y Marco
Acufia de quienes recibi la colaboracién y ensefianza para adquirir nuevas
capacidades. Gracias también a Oscar Andonie, Francisco Diaz y Oscar Jiménez, por

los gratos almuerzos, conversaciones y consejos.

Agradezco también a la Profesora Sylvia Copaja, que con paciencia me
entregd muchos conocimientos y consejos a lo largo de la carrera, sobre todo al

realizar mi1 Unidad de Investigacion bajo su tutela.

Le doy las gracias a todos mis amigos de la U que en el transcurso de esta
etapa siempre estuvieron ahi: Leo (aun sigue ahi), Ricardo, Lucero, Xime, Adrian,
Seba, Cata, Ingrid, Nico 1., Dani, Vale, Yeanice, Carol, Sofi, Manzano, Leiva, Nico

S., Joe, Juanana’s y varios mas!

vi



Agradezco también a mis familiares que siempre estuvieron ahi en momentos
dificiles: desde siempre mi Tio René + Crew, AGUANTE!, mi Abuela Mami

Norma; y desde el cielo mi Abuelo Memo Bahamonde, el inigualable. Los quiero.

vii



INDICES

INDICE DE CONTENIDOS

INDICE DE TABLAS

INDICE DE FIGURAS

RESUMEN

ABSTRACT

I INTRODUCCION

1.1

1.2

1.4

1.5

Ser Humano y Plaguicidas

Técnica de Extraccion

Plaguicidas Estudiados

Efectos en el Medio Ambiente
Técnicas de Analisis

1.5.1 Cromatografia

1.5.2 Cromatografia de Gases (GC)
1.5.3 Espectrometria de Masas
1.5.4 Extraccion Liquido/Liquido

1.5.5 Microextractor

viii

viii

X1

Xii1

Xvii

(S

16

18

18

19

21

24

25



1.6

1.7

Hipotesis
Objetivos
1.7.1 Objetivo General

1.7.2 Objetivos Especificos

II MATERIALES Y METODOS

2.1

2.2

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

Recoleccion de las Muestras de Agua

Puntos de Muestreo

Preparacion de los Estandares

Determinacion de los Tiempos de Retencion (t;)
Creacion de una Biblioteca en GC/MS
Parametros Instrumentales en GC
Determinacion de los Limites de Deteccion (LD)
y Cuantificacion (LC)

Extraccion con Microextractor

III RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de los Tiempos de Retencion (t;)
Identificacion de Compuestos por MS
Curvas de Calibracion

Curva de Calibracion utilizando Microextractor

29

29

40

44

45



Eficiencia del Sistema de Extraccion Microextractor

Determinacion de los Limites de Deteccion (LD)  y
Cuantificacion (LC)

Resultados en Muestras de Agua
3.7.1 Parametros In-situ

3.7.2 Resultados de Cromatografia de Gases

IV DISCUSION GENERAL

V  CONCLUSIONES

VI REFERENCIAS

VII ANEXOS

ANEXO A

ANEXO B

32

54

57

57

61

66

69

71

75

76

81



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

Tabla 13

Tabla 14

Tabla 15

Tabla 16

Tabla 17

Tabla 18

INDICE DE TABLAS

Plaguicidas utilizados en Vifia Ventisquero

Propiedades fisicoquimicas de plaguicidas estudiados
Tiempos de retencion (min) de los plaguicidas estudiados
Coincidencia porcentual de plaguicidas estudiados

Datos depurados de areas de Sulfotep

Tratamiento estadistico de Sulfotep

Ecuacion y coeficiente de correlacion de los 12 plaguicidas
Eficiencias (%) de la extraccion de plaguicidas

Eficiencias y Log Pow de plaguicidas

LD y LC de plaguicidas

Parametros in-sifu Primera Campaiia: 30 de junio, 2010
Parametros in-situ Segunda Campafia: 29 de julio, 2010
Parametros in-situ Tercera Campaiia: 2 de noviembre, 2010
Parametros in-situ Cuarta Campaiia: 18 de noviembre, 2010
Primera Campaiia (en pgL™'): 30 de junio, 2010

Segunda Campaiia (en ugL™): 29 de julio, 2010

Tercera Campaiia (en pgL™): 2 de noviembre, 2010

Cuarta Campaiia (en ugL™): 18 de noviembre, 2010

Xi

47

48

49

52

53

56

57

58

59

59

61



Tabla 19

Tabla 20

Tabla 21

Tabla 22

Tabla 23

Tabla 24

Tabla 25

Tabla 26

Tabla 27

Tabla 28

Tratamiento estadistico de Diazinon
Tratamiento estadistico de Clorotalonil
Tratamiento estadistico de Clorpirifos
Tratamiento estadistico de Triadimefon
Tratamiento estadistico de Ciprodinil
Tratamiento estadistico de Kresoxym metil
Tratamiento estadistico de Fenpropatrin
Tratamiento estadistico de Azinfos etil
Tratamiento estadistico de Acrinatrin

Tratamiento estadistico de Esfenvalerato

xii

76

76

77

77

78

78

79

L2

80

80



iNDICE DE FIGURAS
Figura 1 Estructura molecular de Clorotalonil
Figura 2 Estructura molecular de Captan
Figura 3 Estructura molecular de Kresoxim metil
Figura 4 Estructura molecular de Ciprodinil
Figura 5 Estructura molecular de Diazinon
Figura 6 Estructura molecular de Clorpirifos
Figura 7 Estructura molecular de Azinfos etil
Figura 8 Estructura molecular de Sulfotep
Figura 9 Estructura molecular de Acrinatrin
Figura 10 Estructura molecular de Esfenvalerato
Figura 11 Estructura molecular de Fenpropatrin
Figura 12 Estructura molecular de Triadimefon
Figura 13 Movimiento y destino de plaguicidas en el medio ambiente
Figura 14 Diagrama de un cromatografo de gases
Figura 15 Esquema general de extraccion liquido-liquido
Figura 16 Esquema que muestra partes importantes del Microextractor
Figura 17 Montaje del sistema Microextractor

Figura 18 Recoleccion de muestras

xiii

10

11

12

12

21

24

28

28



Figura 19 Punto de muestra PO

Figura 20 Punto de muestreo PE

Figura 21 Punto de muestreo RT

Figura 22 Foto satelital de puntos de muestreo
Figura 23 Montaje del sistema de extraccion
Figura 24 Cromatograma de Clorpirifos 1 mgL”
Figura 25 Espectro de masa de Sulfotep

Figura 26 Espectro de masa de Diazinon
Figura 27 Espectro de masa de Clorotalonil
Figura 28 Cromatograma multiple de plaguicidas
Figura 29 Curva de calibracion de Sulfotep
Figura 30 Curva de calibracion de Diazinon
Figura 31 Curva de calibracion de Triadimefon
Figura 32 Comportamiento de la eficiencia
Figura 33 Curva de calibracion de Sulfotep

Figura 34 Concentracion v/s SD de Sulfotep

Xiv

40

41

41

42

44

50

51

51

54

53

55



RESUMEN

La agricultura continia siendo una de las principales areas productivas de nuestro
pais; esto exige mejorar continuamente los estandares de los procesos implicados en la
actividad; para ello la ciencia ha creado —entre otras tecnologias- plaguicidas que son
usados en diversas formas y con distintas finalidades, apuntando siempre a obtener un

optimo equilibrio rendimiento-calidad.

Las distintas sustancias desarrolladas para aplicacion en la agricultura son de
variado caracter quimico, lo que implica que su comportamiento en los diferentes
sistemas en que se movilizan, es variado también. A menudo los plaguicidas han
evidenciado potenciales riesgos para la salud del ser humano y/o para el entorno en el
que son utilizados. Este potencial riesgo no necesariamente significa que tenga que ser
descontinuado su uso sino que implica el deber de monitorear las concentraciones
utilizadas como también medir las cantidades que persisten en los sistemas donde los
plaguicidas continian su ciclo: la atmésfera —cuando son de caracter volatil-, el suelo y
el agua. Este ultimo sistema es particularmente dinamico y sensible, por lo que medir la

presencia de plaguicidas en ella cobra gran importancia.

El trabajo de este seminario de titulo se enfocdé en la determinacion de
plaguicidas en aguas que alimentan un sector vitivinicola y que potencialmente arrastran
contenido de sustancias utilizadas en las faenas agricolas. Para extraer los plaguicidas

desde 1a matriz agua se utilizé una técnica de extraccidn liquido/liquido, mediante un
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sistema denominado Microextractor, el que fue disefiado por el cientifico aleman Dr.
Berthold Kettner a comienzos de los afios 2000. Esta técnica es particularmente
interesante ya que, ademas de minimizar la cantidad de solvente utilizado, reemplaza el
diclorometano —utilizado habitualmente para este tipo de extracciones- por n-hexano,
solvente mas amigable con el medio ambiente y por tanto menos nocivo para el ser

humano.

Para detectar y cuantificar la presencia de plaguicidas en las muestras

recolectadas se utilizo un cromatografo de gases Agilent Co. (GC-uECD, GC-MS).

En este trabajo se realizaron 4 campafias de muestreo, las que fueron sometidas a
analisis cromatografico y de parametros In-situ. Para el analisis cromatrografico se
selecciond 12 pesticidas para la extraccion mediante Microextractor. De todos los
pesticidas analizados solo se encontrd Clorpirifos en todas las muestras recolectadas en
un rango de entre 2 y 4 ppb aproximadamente, a través de todas las campafas de

muestreo.
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ABSTRACT

In our country, agriculture remains one of the main productive activities, which
means a need to improve the products generated for this science has developed
pesticides that are used in various ways and for different purposes, aiming always for the

best quality.

However substances applied are of varied chemical nature, which means that
their behavior in different systems for those mobilized is also varied. Often pesticides
have shown potential risks to human health or to the environment in which they are
used, which does not necessarily mean the discontinuation of its use, but implies the
duty to monitor both the concentrations used, and also to measure remaining quantities
in systems where they continue their cycle, such as the atmosphere-when these are of a
volatile-, soil and water. The latter system is particularly dynamic and sensitive as

measuring the presence of pesticides in it becomes important.

This title seminar focused on the determination of pesticides in waters that feed a
wine sector, potentially dragging the content of substances used in agricultural work. To
extract the pesticides from the water matrix using a technique of liquid/liquid extraction,
using a system called Microextractor, which was designed by German scientist Dr.
Berthold Kettner in the early 2000s. This technique is particularly striking it minimizes

the amount of solvent used also to replace the commonly used for this type of
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dichloromethane extraction by n-hexane, which is more friendly to the environment,

and therefore less harmful to humans.

To detect and quantify the presence of pesticides in samples collected used a gas

chromatograph Agilent Co. (GC-pECD, GC-MS).

In this work were 4 sampling campaigns, which were subjected to
chromatographic analysis, and In-situ parameters. Cromatographic analysis for 12
pesticides were selected for extraction by Microextractor. Of all the pesticidas studied,
only Clorpirifos was found in all simples collected, in a range between approximately 2

and 4 ppb trough all sampling campaigns.
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1. INTRODUCCION

El aporte del area agropecuaria al Producto Intemo Bruto (PIB) nacional se
ha mantenido alrededor del 5% (ODEPA 2009), lo que representa una participacion

significativa que debe ser en lo posible sostenida en el tiempo.

Dadas las exigencias de los mercados internacionales, los productos de
exportacion deben cumplir con los estandares de calidad de los paises importadores,
considerando la observancia de normas para el desarrollo de productos libres de
patdgenos. A fin de cumplir con estas exigencias del mercado y lograr rendimientos
provechosos es que la industria agropecuaria utiliza sustancias quimicas que le

permitan obtener productos libres de plagas.

Estos quimicos son conocidos como plaguicidas y son definidos como una
sustancia 0 mezcla en cualquier estado fisico cuya finalidad sea Ia de controlar,
combatir y/o prevenir plagas o enfermedades. En general tienen el objetivo de
proteger al hombre de orgamismos que afecten su salud y/o su ambiente (Estrada,
1998, Robledo, 1998 y Ortiz-Hernandez y col. 1997).

Los fabricantes de plaguicidas estan constantemente evaluando nuevas
moléculas y formulaciones que consideren la dimension ambiental, de modo de que

su composicion y efectos sean lo mas especificos posible, disminuyendo el riesgo de

contaminacion hacia el operador agricola y hacia los compartimientos ambientales.

1



Sin embargo los plaguicidas presentan en su gran mayoria algunos riesgos para la

salud humana.

1.1 Ser Humano y Plaguicidas

El ser humano puede estar expuesto a los plaguicidas por tres vias
principales: inhalacion, exposicion oral o exposicion cutanea (Waldemar F., 1982).
Los efectos de estos productos sobre la salud del ser humano dependeran
principalmente del tiempo y de la concentracion a la que ha sido expuesto un
individuo; es asi como se puede diferenciar la sintomatologia aguda de la cronica. La
primera se define como una exposicion en breve tiempo a altas concentraciones, que
produce alteraciones rapidas y de elevada consideracion pero sin embargo tratables;
por el contrario la sintomatologia crénica es aquella que describe una exposicion
prolongada en el tiempo a concentraciones moderadas a bajas, lo que provoca un
deterioro no obstante lento, generalmente de caracter grave e irreversible como

mutaciones genéticas, malformaciones congénitas o muerte por cancer.

Estos graves efectos en la salud de la poblacion exigen a la actividad agricola
monitorear continuamente la presencia de plaguicidas en los diversos productos que
entraran en contacto con el ser humano, como frutas, verduras, hortalizas, vinos y

otros alimentos vegetales, incluso el agua destinada para su consumo.

Es en este punto que el presente trabajo cobra gran importancia, pues busca

analizar la presencia de plaguicidas en muestras de aguas provenientes de un sector

2



vitivinicola de la VI Regién de nuestro pais, a través de un analisis multiresidual
mediante cromatografia gaseosa con detectores Micro ECD y espectrometro de

masas.

1.2. Técnica de Extraccion

Para extraer los plaguicidas desde la matriz agua se utilizara una novedosa
técnica basada en la extraccion liquido/liquido, mediante un sistema llamado
Microextractor, creado por el académico aleman Dr. Berthold Kettner a comienzos
de los afios 2000. Esta técnica apunta a reducir los niveles de solvente utilizados para
realizar extracciones de compuestos apolares que comunmente son extraidos con
diclorometano, solvente muy toxico que puede provocar desde cefaleas hasta cancer.
Este solvente es de alta volatilidad por tanto su efecto no queda restringido sélo al
laboratorio, ya que forma parte de los compuestos organicos (COVs), de los que es
conocida su alta toxicidad (“Concentraciones de compuestos toxicos persistentes en
la poblacién espafiola: el rompecabezas sin piezas y la proteccion de la salud
publica”, 2002). Asi la técnica Microextractor reemplaza al solvente diclorometano
por n-hexano, un solvente muy eficiente en la extraccidn de compuestos apolares.
Este solvente cuenta ademas con la ventaja de ser menos nocivo para el ser humano
y presentar una presion de vapor mucho menor a la del diclorometano en similares
condiciones (diclorometano: 47,4 kPa; hexano: 17,3 kPa, ambos a 20 °C). Ademas la
técnica de Microextractor utiliza menor volumen de extractante ya que necesita
solamente 50 mL de hexano por cada litro de muestra de agua, en comparacion con

las técnicas tradicionales que utilizan desde los 100 hasta los 250 mL de solvente por
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muestra. Esto genera cantidades menores de desechos liquidos en el laboratorio y

con ello minimiza los impactos negativos hacia el medio ambiente.

13. Plaguicidas estudiados

El estudio implicado en este trabajo de Tesis, ha sido desarroilado en
conjunto entre la Comision Chilena de Energia Nuclear y Vifia Ventisquero, la que
ha encargado el estudio multiresidual de plaguicidas utilizados en sus predios,
particularmente en la Localidad de Apalta, Sexta Region de Chile. Los plaguicidas a
estudiar segun lo solicitado por Vifia Ventisquero son 22 y se presentan en la

siguiente tabla:

Tabla 1. Plaguicidas utilizados en Vifia Ventisquero

| Plaguicida
| Carbaryl ;"’—‘ Flusilazol
Sulfotep ﬂi Kr_c;;xym metil -
Diazinon A Propiconazol
Clorotalonil Tebuconazol
Clorpirifos Fenpropatrin :
| Triadimefon |  Azinfosmetil
Ciprodinil Fenarimol
Deneomazdl |  Adnfowet] |
Capt-z.m | Acrinatrin i
. Triflumizol Esfenvalerat;)w”ﬂ!
I Fludioxonil . Azoxystrobin




En el desarrollo del trabajo se observdo que no todos los plaguicidas
propuestos por Vifia Ventisquero para el analisis multiresidual respondieron a la
extraccién con n-hexano mediante el Microextractor, ademas de presentar sefiales
deficientes en la cromatografia gaseosa a bajas concentraciones (orden de los ppb),
lo que motivd a reducir la lista inicial de 22 plaguicidas a 12. Estos plaguicidas son
los que finalmente se analizaron en las muestras de agua recolectadas en la zona de
estudio. A continuacidn se muestra una resefia de cada uno de los plaguicidas
analizados en las muestras de agua de Vifia Ventisquero:

e Clorotalonil
Es un fungicida de contacto, preventivo y curativo que controla una amplia gama

de enfermedades fiingicas que afectan a cultivos de hortalizas, cereales, citricos y

= 5 i ; i ¢ v

gmol™. Su vida media por biodegradacion varia entre 8,1 y 8,8 dias en agua
marina; su vida media por fotdlisis es igual a 65 dias en la superficie del agua y
su vida media por hidrolisis tiene un valor de 38,1 dias en aguas alcalinas (pH de

9). A continuacion, la figura que muestra la estructura del compuesto.

CN

Cl

Fig. 1. Estructura molecular de Clorotalonil



Captan

Es un fungicida de contacto preventivo y curativo de amplio espectro. Favorece
el crecimiento sano del follaje, proporcionando mas superficie fotosintética. Su
nombre TUPAC es 1,2,3,6-Tetrahidro-N-(triclorometiltio)ftalimida 3a,4,7,7a-
Tetrahidro-2-((triclorometil)tio)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona y masa molar 300,6
gmol™. Este plaguicida se hidroliza facilmente bajo condiciones ambientales de
pH, con una vida media de 18,8 horas, 4,9 horas y 8,3 minutosapH de 5, 7y &
respectivamente. A continuacién, la figura que muestra la estructura del

compuesto.

O

/
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Fig. 2. Estructura molecular de Captan

Kresoxim metil

Es un fungicida de contacto, preventivo, curativo y erradicante. Inhibe la
respiracion mitocondrial de los hongos a través del bloqueo de la transferencia de
eiectrones entre el mitocondrio b y el citocromo ¢. Su nombre TUPAC es acetato
de metil (F)-metoxi-imino[a-(o-toliloxi)-o-tolil y masa molar 313,35 gmol™. En
el agua se adsorbe a sdlidos suspendidos y sedimentos y se degrada muy
facilmente bajo la accion de los microorganismos aerébicos, con una vida media

de 1,2 dias. A continuacion, la figura que muestra la estructura del compuesto.

o
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Fig. 3. Estructura molecular de Kresoxim metil

Ciprodinil

Es un fungicida de contacto, muy persistente, con una accion residual de
aproximadamente 2 meses. Altera la sintesis de varios aminoacidos entre ellos de
la metionina. Inhibe la germinacion de las esporas, el crecimiento del tubo
germinativo y la penetracion dentro de la planta. Su nombre IUPAC es 4-
ciclopropil-6-N-fenilpirimidin-2-amina y masa molar 225,29 gmol™”. Es muy
poco mévil en el suelo y se degrada rapidamente siendo su vida media de 24-59

dias. A continuacion, ia figura que muestra la estructura del compuesto.



CHs

Fig. 4. Estructura molecular de Ciprodinil

Diazinon

Es un insecticida que actia por ingestion y por contacto, usado para controlar
insectos en el suelo, en plantas ornamentales y en cosechas de frutas y hortalizas.
Bloquea la accion enzimatica de colinesterasa. Su nombre IUPAC es O,0-dietil
0-2-isopropil-6-metilpirimidin-4-il fosforotioato y masa molar 304,35 gmol”. En
suelo persiste poco tiempo y su movilidad es moderada, la cual depende del
contenido de materia organica y carbonato de calcio. No se une fuertemente a las
particulas y por ello puede lixiviarse hasta las aguas subterraneas. Su vida media
en agua es de 5 a 15 dias. A continuacion, la figura que muestra la estructura del

compuesto.
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Fig. 5. Estructura molecular de Diazinon

Clorpirifos

Es un insecticida que actia por contacto, ingestién e inhalaciéon. Su accion
insecticida se debe a la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa, lo que da
lugar a la acumulacion del neurotransmisor acetilcolina en las terminaciones
nerviosas. Su nombre I[UPAC es 0,0-dietil 0-3,5,6-tricloro-2-piridil
fosforotioato y masa molar 350,62 gmo!”. La volatilizacién es su principal ruta
de disipacion en el agua (vida media de 3,5 a 20 dias). A continuacién, la figura

que muestra la estructura del compuesto.
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Fig. 6. Estructura molecular de Clorpirifos
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e Azinfos etil
Es un insecticida y acaricida no sistémico de amplio espectro que actua por
ingestion y contacto inhibiendo la accion de la acetilcolinesterasa. Su nombre
TUPAC es 3-(Dietoxifosfinotioisuifanilmetil)-1,2,3-benzotriazin-4-ona y masa

molar 345,38 gmol™. A continuacién, la figura que muestra la estructura del

compuesto.
s 0
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Fig. 7. Estructura molecular de Azinfos etil
o Sulfotep

Es un insecticida y acaricida no sistémico de amplio espectro que actia por
ingestion y contacto inhibiendo la accion de la acetilcolinesterasa. Su nombre
IUPAC es O,0,0',0'-tetraetil ditiopirofosfato y masa molar 322,32 gmol'l. Si se
libera en el agua, Sulfotep se fijara a los s6lidos en suspension y sedimentos. La
hidrolisis no se espera que sea un proceso importante ya que este compuesto solo
hidroliza en soluciones alcalinas. A continuacion, la figura que muestra la

estructura del compuesto.

IRy
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Fig. 8. Estructura molecular de Sulfotep

Acrinatrin

Es un acaricida e insecticida que actia por contacto e ingestion sobre huevos,
larvas y adultos, de alta persistencia. Es neurotoxico para los acaros, modifica el
funcionamiento de una proteina de membrana celular responsabie de conducir los
impulsos nerviosos. Su nombre IUPAC es (S)-a-cyano-3-fenoxibencil (Z)-
(1R,38)-2,2-dimetil-3-[2-(2,2,2-trifluoro-1-
rifluorometiletoxicarbonil)vinillciclopropanocarboxilato y masa molar 541,44
gmol™. Su vida media en el suelo es de unos 52 dias en condiciones aerobias,
ademas se adsorbe fuertemente, hasta un 99,8% y es inmovil. Su vida media en el
agua es de unos 7 dias. A continuacion, la figura que muestra la estructura del

compuesto.
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Fig. 9. Estructura molecular de Acrinatrin

Esfenvalerato

Es un insecticida que actiia por contacto e ingestion, se destaca por su fuerte
efecto de choque. Su mecanismo de accion se basa en el bloqueo de impulsos
nerviosos. Su nombre TUPAC es (S)-a-ciano-3-fenoxibencil (S)-2-(4-clorofenil)-
3-metilbutirato v masa molar 419,9 gmol™. Tanto en los cuerpos de agua como
en los suelos humedos es degradado por fotolisis (vida media de 20 dias) y por
hidrolisis. La velocidad de las reacciones de hidrolisis depende del pH, con una
vida media de 16,3 dias, 1,63 dias y 3,9 h a pH 7, 8 y 9 respectivamente. A

continuacion, la figura que muestra la estructura del compuesto.

Fig. 10. Estructura molecular de Esfenvalerato
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Fenpropatrin

Es un insecticida y acaricida que actia por contacto e ingestion, de gran efecto de
choque y muy repelente. Su nombre TUPAC es (S)-a-ciano-3-fenoxibencil ($)-2-
(4-clorofenil)-3-metilbutirato y masa molar 349,43 gmol”. En los cuerpos de
agua su hidrolisis puede ser significativa, sobre todo a pH bésico (9) y
temperaturas calidas. A continuacion, la figura que muestra la estructura del

compuesto.

.O

Fig. 11. Estructura molecular de Fenpropatrin

e Tradimefon

Es un fungicida sistémico, de accion preventiva, curativa y erradicante Detiene el
desarrollo de los hongos interfiriendo con la sintesis del ergosterol. Su nombre
IUPAC es (RS)-1-(4-clorofenoxi)-3,3-dimetil-1-(1H-1,2,4-triazol-1-il)butan-2-
ona y masa molar 293,75 gmol’. En agua es muy estable, no se hidroliza
facilmente y no se adsorbe a los solidos suspendidos y sedimentos. A

continuacion, la figura que muestra la estructura del compuesto.
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Fig. 12. Estructura molecular de Triadimefon
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A continuaciOn se presenta una tabla que resume los parametros fisicoquimicos

mas relevantes de los 12 plaguicidas estudiados en las muestras de agua:

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de plaguicidas estudiados

Plaguicida

Sulfotep
Diazinon
Clorotalonil

p—
Triadimefon

- Ciprodinil
Ca_lptan
Kresoxym metil
Fenpropatrin
Azinfos etil

Acrinatrin

Esfenvalerato

| Formula

CsH2005P18,

Ci12H21N>O3PS

CsCluN;

CoH;1C1sNOsPS

C14H16CIN3O2

Ci4HisN3

CoHCINO,S

CisHioNOy

C2H23NO3
Ci2H16N3 O3PS,

Cy6H21FsNOs

CysH2CINO;

Log Pow = Piapor (mPa)

6,24

2

15

14

11,97

0,076

Solubilidad

(mgL™)
10
60

0.81

1,05

70



1.4. Efectos en el Medio Ambiente

Al estudiar plaguicidas es necesario incorporar la dimension ambiental,
puesto que estas sustancias son aplicadas directamente en sistemas abiertos, que
mantienen continua comunicacién entre los diferentes subsistemas que componen el
ecosistema: los suelos, la atmésfera, las aguas y la biota en general.

La interaccion de un plaguicida con el medio ambiente dependera casi
exclusivamente de sus caracteristicas fisicoquimicas particulares y de las
condiciones que presente el entorno donde es aplicado, es decir, debemos considerar
las variables ambientales predominantes: direccion de los vientos, temperatura
ambiental, caudales presentes (con su respectivo analisis de volumen transportado y
velocidades de los distintos regimenes) condiciones particulares de las aguas
(temperatura, pH, conductividad eléctrica, solidos disueltos, cantidad de materia
organica presente, etc.), presencia de aguas subterraneas, tipos y perfiles de suelos en
el entorno, entre otros factores importantes a ser considerados.

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).

Los plaguicidas tienen la capacidad de desplazarse en los distintos sistemas;

en la atmosfera el desplazamiento depende, ademas de la volatilidad de cada

compuesto, de las velocidades de viento presentes en el sitio de aplicacion, asi como
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de la direccion predominante ya que este factor determinara la zona hacia la cual la

mayor concentracion de plaguicida sera desplazada.

En el suelo la movilidad dependera de la cantidad de arcillas presentes, de la
materia organica y la granulometria, entre otros factores; éstos interaccionan de
distinto modo con los plaguicidas, por ejemplo si el plaguicida tiene afinidad con
arcillas y el suelo de la zona de aplicacion tiene una cantidad significativa de este
componente, la molécula tenderd a mantenerse retenida por adsorcion en el suelo
(Sanchez M.J., 1984).

En el agua la movilidad del plaguicida dependera principalmente de su vida
media en el medio; cada plaguicida tiene condiciones de hidrolisis, fotolisis y
catalisis bioldgica particulares, por tanto el plaguicida tendrd movilidad si tiene
dificultad para ser degradado en el agua donde se encuentre (condiciones de pH,
conductividad eléctrica, temperatura, DBO y DQO entre otros factores). Ademas es
importante la relacion entre columna de agua y el sedimento subyacente de la zona
que reciba el plaguicida aplicado, dado que el intercambio de materiales entre ambos
es continuo, pudiendo encontrarse plaguicidas tanto en el agua como en los
sedimentos.

En la siguiente figura se muestra esquematicamente el movimiento de los
plaguicidas en el medio ambiente, sus vias de descomposicion y posible

acumulacion en los distintos sistemas.
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Fig. 13. Movimiento y destino de plaguicidas en el medio ambiente

1.5. Técnicas de Analisis

1.5.1. Cromatografia

La cromatografia es una técnica analitica de separacion; se utiliza para la
caracterizacion de mezclas complejas y tiene aplicacion en todas las ramas de la
ciencia y la fisica. Esta basada en el principio de retencion selectiva, cuyo objetivo es
separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar y
determinar las cantidades de dichos componentes.

Las técnicas cromatograficas son muy variadas pero en todas ellas hay una
fase movil que consiste en un fluido gas, liquido o fluido supercritico, que moviliza a
la muestra a través de una fase estacionaria que puede ser un sélido o un liquido. Los
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componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la fase estacionaria o
columna v la fase movil a través de fuerzas intermoleculares como son las fuerzas de
dispersion, interaccion dipolo-dipolo inducido, puentes de hidrogeno e interacciones
electrostaticas.

De este modo los componentes atraviesan la fase estacionaria a distintas
velocidades y esto va permitiendo la separacion. Una vez separados son llevados al
detector a través de un medio liquido o gaseoso, generando una sefial especifica para
cada compuesto estudiado, que entrega informacién sobre la concentracion y el tipo
de compuesto existente en la muestra. El resultado grafico de esta técnica analitica es

llamado cromatograma, y se expresa en senal v/s concentracion Skoog, D.A., 1994).

1.5.2. Cromatografia de Gases (GC)

La cromatografia gaseosa es una técnica de separacion de compuestos en la
cual la muestra es volatilizada en una camara con una temperatura al menos 50 °C
mas elevada que la temperatura de ebullicion del compuesto menos volatil. Esta
volatilizacién es brusca con el fin de disminuir el ancho de las bandas
cromatogréaficas obtenidas, producto de la distribucion normal de velocidad de las
particulas inyectadas. La cantidad de muestra inyectada en este tipo de cromatografia
es reducida, pensando también en que la volatilizacion sea rapida y completa. La
fase modvil debe ser un gas inerte que, a diferencia de las otras técnicas

cromatograficas, no interacciona con la columna ni con la muestra, y solamente la
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transporta por arrastre. El gas portador debe cumplir una serie de requisitos para ser
usado en GC:
e Ser inerte para evitar interacciones (tanto con la muestra como con la fase
estacionaria)

o Ser capaz de minimizar la difusion gaseosa
e Facilmente disponible y puro
e Economico
e Adecuado al detector a utilizar

En este trabajo se utilizd un detector de captura de electrones (ECD) el que
opera casi de la misma forma que un contador proporcional para la medida de
radiacién X. En este caso el efluente de la columna pasa sobre un emisor 3, como
niquel-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
ionizacién, en ausencia de especies organicas, resulta una corriente constante entre
un par de electrodos. Sin embargo, Ia corriente disminuye en presencia de moléculas
orgéanicas con atomos electronegativos. La respuesta es poco lineal, a no ser que el
potencial a través del detector se aplique en forma de impuisos (McNair y 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 haldgenos, peroxidos, quinonas y grupos nitro; en cambio no es sensible a
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grupos funcionales como aminas, alcoholes e hidrocarburos. Una aplicacion
importante del detector de captura de electrones es la deteccion y determinacion de
plaguicidas clorados.

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

unos dos ordenes de magnitud (Skoog, D.A., 1994).
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Fig. 14. Diagrama de un cromatografo de gases
1.5.3. Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica que permite la medicion
de iones derivados de moléculas. El espectrometro de masas es un instrumento que
permite analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos
e is6topos atomicos, separando los nicleos atomicos en funcion de su relacion masa-

carga (m/z). Se puede utilizar para identificar los diferentes elementos quimicos que
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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 sélo sirve como detector sino que también para identificar compuestos
desconocidos, cuantificar compuestos conocidos y para elucidar la estructura y
propiedades quimicas de las moléculas. El detector registra la carga inducida o la
corriente producida cuando un i6n pasa cerca o golpea una superficie del detector
durante su trayectoria y producira un espectro de masa junto con un archivo de m/z
en el cual los iones caracteristicos del compuesto estan presentes y dan cuenta de la
identidad dei analito. La identificacion final se da por un conteo de las rupturas
i6nicas en las moléculas a lo largo del proceso, las que siguen el mismo patron para
un mismo compuesto o molécula. Los espectros de masas generados son comparados
con bases de datos de compuestos puros contenidos en una “biblioteca” de
COMPUESLOS 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 idn molecular M debido a la pérdida de
uno de los electrones de valencia, y es este 10n molecular el que genera la masa
molar del compuesto (Oriol y Del Castillo, 1998).

Luego de la etapa de ionizacion sigue una de aceleracion, donde una fraccion
de los iones moleculares formados en la ionizacion, los que poseen generalmente

carga positiva Unica, se transforma en un flujo de iones que adquiere una velocidad
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producida por un campo magnético o eléctrico. Dado que la gran mayoria de las
moléculas formadas son de carga positiva se puede lograr una dispersion efectiva de
éstas, 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:
e 1By

Donde E es la fuerza del campo eléctrico, B es la induccién del campo
magnético, q 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 la relacion masa/carga, estatica
o dinimicamente. Los iones incorporan un campo magnético o campo eléctrico que
dobla las trayectorias del ion dependientes en su masa y carga, desviando el traslado
mas rapido de iones mas ligeros. Asi, el analizador dirige las particulas al detector
variando un campo eléctrico o magnético que se basa en el cuociente 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).
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1.5.4. Extraccion Liquido-Liquido

La extraccion liquido-liquido también se conoce como extraccion con
disolventes; consiste en la separacion de los componentes de una solucion liquida
por contacto con otro liquido parcialmente insoluble. Si las sustancias que componen
la solucidn original se distribuyen de manera distinta entre las dos fases liquidas se
puede lograr cierto grado de separacion, que puede incrementarse mediante el uso de
contactos multiples. En todas las operaciones de este tipo, la solucion desde la cual
se va a extraer el soluto deseado se llama alimentacion (A + C) y disolvente (B) el
liquido con el cual se pone en contacto la alimentacion. El producto de la operacion
rico en disolvente se llama extracto (A + B), el liquido residual de donde se separd el
soluto es el refinado (C). En el siguiente diagrama se muestra ¢l proceso general de

extraccion liquido-liquido.

Fig. 15. Esquema general de extraccion liquido-liquido

En el proceso de extraccion hay factores que se deben considerar, entre ellos
la 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
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conocida como coeficiente de reparto (K), 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 que se disuelve en una fraccién de octanol y la
cantidad que se disuelve en agua estando los tres compuestos en contacto directo. A
este estado o interaccion de los tres compuestos del proceso se llama equilibrio
ternario. La constante se denomina Kow cuando la distribucion es entre octanol y
agua (octanol/water), la forma general es Kd 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).

1.5.5, Microextractor

La técnica de extraccion utilizada en este trabajo de tesis se denomina
Microextractor, y fue desarrollada por el cientifico y académico aleman Berthold
Kettner en la primera mitad de los afios 2000.

Es fundamentalmente una extraccion liquido-liquido, aplicado a la extraccion
de plaguicidas desde una fase acuosa con otra organica, las que por agitacion
continua logran el traspaso de los plaguicidas desde una a otra fase. Transcurrido el

tiempo necesario para observar la separacion de fases, entra en juego el diseno del
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Microextractor, que por adicion de agua produce el desplazamiento de la fase
organica fuera del sistema, la que es filtrada y rotavaporada para su concentracion y
posterior lectura en GC/MS.

La técnica Microextractor reemplaza al solvente diclorometano -
comunmente utilizado en extracciones liquido/liquido- por n-hexano, el cual es un
solvente eficiente en la extraccion de compuestos apolares (logPoWhesano = 3.9,
logPOWaiclorometano = 1,25; 1o que indica la alta afinidad de n-hexano por compuestos
apolares, en comparacién con diciorometano), que ademas cuenta con la ventaja de
ser menos nocivo para el ser humano y presentar una presion de vapor mucho menor
a la del diclorometano en similares condiciones (diclorometano: 47,4 kPa; hexano:
17,3 kPa, ambos a 20 °C). Ademas, esta técnica utiliza menor volumen de
extractante ya que necesita solamente 50 mL de hexano por cada litro de muestra de
agua analizada, generando menores cantidades de desechos liquidos en el laboratorio
y con ello hacia el medio ambiente.

El disefio del Microextractor, ademas de ser de bajo costo es sencillo y puede
ser replicado con facilidad en talleres de vidrio, por lo que se puede disponer de una
bateria de ellos para realizar estudios de laboratorio con mayor rapidez y de este
modo asegurar la reproducibilidad de los analisis. También cuenta con la ventaja de
ser mas independiente que el clasico embudo de decantacion, que debe ser agitado
continuamente exigiendo mayor atencion por parte del analista y reduciendo la

posibilidad de trabajar en simultaneo con varias extracciones; por el contrario, el
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Microextractor si bien requiere cierto manejo del analista, es mas sencillo de utilizar

y permite el analisis en serie.

En la siguiente figura se muestra el equipo Microextractor y se enumeran sus

partes mas importantes:

1.

(%)

Boquilla esmerilada que calza en la botella de 1L en la que se pone la muestra a
extraer (Fig. 26)

Brazo inferior que, introducido en la muestra, hace ingresar agua que por
desplazamiento hace salir a la fase organica que contiene el plaguicida

Brazo superior por el cual se hace ingresar suave y continuamente agua Mili-Q,
que desplaza a la fase organica que contiene el plaguicida

Punto de separacion: aqui el agua baja por el brazo inferior (2) y la fase organica
sube por el interior del cuerpo central

Boquilla por la cual se puede introducir una varilla de vidrio delgada, para
romper burbujas que frecuentemente se generan en el proceso de agitacion
(generacion de emulsion)

Salida desde la cual se recolecta la fase organica antes desplazada desde la

muestra
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Fig. 16. Esquema que muestra partes importantes del Microextractor

El sistema se ensambla a una boiella 4mbar de 1 L con boca esmerilada, la
que alberga la muestra en su interior, como se muestra en la siguiente figura (esto se

desarrolla en materiales y métodos):

Fig. 17. Montaje del sistema Microextractor
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1.6 HIPOTESIS
Con el sistema Microextractor como técnica de extraccion liquido/liquido es
posible realizar la extraccion de residuos de plaguicidas en la matriz agua, para su
posterior analisis en Cromatografia Gaseosa con Espectrometria de Masas y Micro

ECD.

1.7 OBJETIVOS
1.7.1 Objetivo General
e Identificar los plaguicidas en muestras de agua de una zona vitivinicola de la VI
Regién de Chile mediante extraccion liquido/liquido utilizando un

Microextractor y posterior cuantificacion en GC/MS y Micro ECD.

1.7.2 Objetivos Especificos

e Determinar las condiciones experimentales adecuadas para el analisis y
cuantificacion de los plaguicidas en un cromatografo de gases con espectrometro
de masas.

o Cuantificar los plaguicidas detectados en las muestras de agua recolectadas en la

zona de estudio.

e Analizar la eficiencia del Microextractor como sistema de extraccion de

plaguicidas desde una matriz de agua.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1. Recoleccion de las Muestras de Aguas

Las muestras de aguas que se utilizaron en este estudio fueron recolectadas en ia
localidad de Apalta, comuna de Santa Cruz, VI region. Los cursos de agua estudiados
corresponden a canaies de riego de predios agricolas dedicados al cuitivo de vides para
la produccion de vino, pertenecientes a la Vifia Ventisquero.

Las muestras fueron recolectadas en botellas ambar de 4 litros que contuvieron
acetona Suprasolv Merck, con tapa con sello de teflon y debidamente rotuladas. Ademas
se realizaron analisis in-sifu de las aguas estudiadas: conductividad eléctrica, medicion
de pH, temperatura.

Para asegurar su mantencién hasta la llegada al laboratorio donde se realizaron
los analisis, se introdujo las muestras en coolers con hielo para mantener la temperatura
a menos de 10 °C. Al llegar al laboratorio se trasladaron las muestras a refrigeradores
programados a 4 °C donde se conservaron hasta su tratamiento pre-anélisis e inyeccion

en GC el 28 de diciembre de 2010.
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Fig.18. Recoleccion de muestras

2.2, Puntos de Muestreo
Los puntos de muestreo escogidos son tres, y basicamente fueron
seleccionados a peticion de la propia vifia, ya que son las aguas que utilizan para

riego y que se encuentran en la zona de estudio:

PO (Punto Cero): se trata de un punto alejado de la intervencion agricola de

la vifia, por lo que es tomado como punto referencial, Fig. 19.
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Fig. 19. Punto de muestra PO

¢ PE (Punto Estanque): se trata de un estanque de almacenamiento de aguas para
el riego en época primavera-verano. Se alimenta principalmente del Rio

Tinguiririca y de canales aledafios, Fig. 20.

Fig. 20. Punto de muestreo PE
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RT (Rio Tinguiririca): este punto esta ubicado en medio del cauce del rio, esto
debido a que aguas abajo se encuentra una bomba extractora de agua que sirve

para regadio de los predios, Fig. 21.

Fig. 21. Punto de muestreo RT

Como referencia espacial, en la siguiente figura se muestra una foto satelital

de los puntos de muestreo, obtenida con el software Google Earth.



Fig. 22. Foto satelital de puntos de muestreo

2.3. Preparacion de los Estindares

Los estandares fueron disueltos cada uno por separado en acetona (Merck
Suprasolv), en concentraciones alrededor de los 2000 mg' L™ (soluciones madre o
iniciales), los que fueron conservados a menos de 5 °C.

2 de los 22 plaguicidas en estudio (Sulfotep y Diazinon) estan en forma
liquida por lo que fueron sacados con cuidado de las ampollas que los contenian y se
cuidd el minucioso lavado de las ampollas con solvente para arrastrar todo su

contenido y asi asegurar la concentracion de las soluciones iniciales.



2.4. Determinacion de los Tiempos de Retencion (t;)

De las soluciones iniciales se prepararon soluciones de 1 mg L, usando esta
vez como solvente n-hexano (Merck Suprasolv), pues este es el solvente utilizado en
la extraccion liquido/liquido y fueron analizados en el cromatografo de gases (GC
Agilent 6890) usando un detector de captura de electrones (WECD, Electron Capture

Detector) y para su comprobacion con un detector de masas (Agilent 5975B).

2.5. Creacién de una Biblioteca en GC/MS

El cromatografo utilizado tiene la caracteristica de permitir ia creacion
(ademas de poseer una propia) de una biblioteca de iones moleculares caracteristicos
de compuestos para que sean identificados por el espectrometro de masas. A cada
plaguicida se le asignan valores de t. encontrados, como también de los iones
moleculares que se generan al bombardear las moléculas con luz radiante y asi
provocar su ionizacion. De este modo, al inyectar una molécula desconocida, se le
puede comparar con los compuestos ingresados a la biblioteca creada en este trabajo
junto con la que posee el equipo por defecto, y por porcentaje de coincidencia de sus
iones moleculares (que son siempre iguales para cada compuesto) son identificados y

posteriormente cuantificados por curvas de calibracion.

2.6. Pardametros Instrumentales en GC
En el estudio de plaguicidas por GC/MS es necesario programar el equipo
con parametros instrumentales que permiten la separacion optima de compuestos y

asi mejorar la resolucion de los peaks cromatograficas, que luego sirven como huella
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de identificaciéon y cuantificacion. Los parametros instrumentales utilizados en este
estudio fueron:

J Inyeccion: 1 pL, splitless

o T° camara de inyeccion: 250 °C

® Gas portador: Helio 99,9995% de pureza

® Flujo: 7,3 mL/min

® Rampla de temperatura: desde 60 hasta 290 °C

o Columna de fenil metil siloxano, 30 m x 250 um x 0,25 um de diametro

nominal

2.7. Determinacién de los Limites de Deteccion (LD) y Cuantificacién

(LC)

Para la determinacién de los limites de deteccion y cuantificacion se
realizaron mediciones en la parte inferior del rango lineal de la curva de calibracion.
Se graficaron las concentraciones del analito versus la respuesta (area del pico)
promedio y se determind la ecuacion de esta recta, obteniendo de ella una estimacion
de la respuesta del blanco: Ybl, que corresponde al intercepto de la curva de la zona
baja. Postertormente se obtuvo una segunda curva, graficando concentracion de
analito versus desviacion estindar de las respuestas; de la ecuacion de esta recta se
obtuvo una estimacion de la desviacion estandar del blanco: Sbl, cuyo valor

corresponde al intercepto de esta segunda curva (Mennickent y col, 2000).
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ecuaciones: limite de deteccidon =

Los limites de deteccion y de cuantificacion se calcularon mediante las

Yy +38

- ) ., o +108
b - limite de cuantificacion = Yo T 00

b

donde “b” es la pendiente de la curva de calibracion inicial (Proakis y Manolakis,

1998).

2.8. Extraccion con Microextractor

A continuacién se detalla la metodologia para el uso del Microextractor en la

extraccion de plaguicidas desde una muestra de agua:

a)

b)
¢)

d)

h)

La muestra de agua se debe filtrar con microfibra de vidrio para eliminar todo
tipo de impurezas tales como pequefias algas, sedimentos y solidos
suspendidos (Whatman, 2,7pm)

En un matraz de aforo se mide 1L de la muestra de agua a analizar

Se adiciona la muestra a la boteila 4mbar con boca esmerilada (Fig. 26)

Se agregan 20 g de NaCl (Merck) a la muestra y se agitan en agitador orbital
hasta disolucion de la sal

Se adicionan 50 mL de n-hexano (Merck Suprasolv) y se agita en agitador
orbital durante 15 min

Se deja reposar la muestra durante 10 min para que se separen las fases

Se monta el Microextractor sobre la botella ambar, cuidando de encajar
bien los esmerilados

Se agrega cuidadosamente agua Mili-Q por el brazo superior (Fig. 26) para

comenzar a desplazar la fase organica hacia la salida del Microextractor
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)

)

Se recolecta la fase organica en un baldn filtrandola previamente con papel
filtro (Whatman 42) y sulfato anhidro (Merck) para retener el agua que
pudiera haber salido junto con la fase organica

Se lava el fiitro 10 veces con n-hexano al balon con la muestra para arrastrar
todo el plaguicida que pudiera haber quedado retenido

Se adicionan dos pipetas Pasteur de isooctano (Merck Suprasolv) —que tiene
un punto de ebullicion mayor al de n-hexano- y se rotavapora hasta
aproximadamente 2 mL

Se extrae el remanente desde el balon con pipeta Pasteur y se lleva con
cuidado a un matraz de aforo de 10 mL, el que se afora con n-hexano

La muestra se lieva a un vial y se lee en el cromatograio de gases

Fig. 23. Montaje del sistema de extraccion
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T RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Determinacién de los Tiempos de Retencion (t,)

Los tiempos de retencion encontrados para cada plaguicida se presentan en la

siguiente tabla:

Tabla 3. Tiempos de retencion (min) de los plaguicidas estudiados

Plaguicida t, (min) Plaguicida t, (min)
' Sulfotep 17,177 | Captan 23,353 |
| Diazinon 19,187 , Kresoxym metil 25,633

i

Clorotalonil | 19,393 | Fenpropatrin | 20313 |
| | | |
| | | —
' Clorpirifos i 22201 | Azinfos etil 31,030
ll. - - I ‘ i ......... ‘_i
| Triadimefon 22,297 | Acrinatrin | 31,158 |
| | |
' Ciprodinil . 22960 | Esfenvalerato L 34910

Para encontrar estos tiempos de retenciéon se inyectdé 1 mg'L™' de cada
plaguicida por separado y se obtuvo cromatogramas bien definidos, con peaks de
buen tamafio, sin deformaciones y sin interferentes. En la siguiente figura se muestra

un ejempio de cromatograma obtenido para la determinacion de t,:
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Fig. 24. Cromatograma de Clorpirifos 1 mgL"

3.2 Identificacion de Compuestos por MS

Cada plaguicida estudiado fue identificado mediante espectrometria de
masas, apoyando la identificacién en la biblioteca de compuestos que posee el
cromatografo de gases, ademas de la creada para el presente trabajo las que por
porcentaje de coincidencia de los fragmentos ionicos, arrojan la identidad del
compuesto analizado. Las muestras fueron de plaguicidas individuales, en un mismo
dia, con dos inyecciones por muestra y analisis en duplicado de cada una.

A continuacién se muestran algunas imagenes a modo de ejemplo arrojadas
por la biblioteca, que evidencian la presencia del plaguicida esperado en las muestras

analizadas, y se destaca ademas el porcentaje de coincidencia:
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Fig. 26. Espectro de masa de Diazinon
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Fig. 27. Espectro de masa de Clorotalonil
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En la siguiente tabla se muestran los porcentajes de coincidencia arrojados en la
identificacion de compuestos mediante espectrometria de masas para los 12

plaguicidas estudiados en las muestras de agua de la Vifia Ventisquero:

Tabla 4. Coincidencia porcentual de plaguicidas estudiados

Compuesto analizado c:;::zic:;glti‘g; ?;0)
| Sulfotep 09
! Diazinon 99
Clorotalonil ' 99
Clorpirifos 95
Triadimefon 5 91
| Ciprodinil | 64
Captan — 74 |
Kresoxym metil _ | 93
Fenpropatrin 72 |
| Azinfos etil 91
A;crinatrin i 86 ,
- Esfenvalerato | 93 |
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Se puede observar de esta tabla que exceptuando a Ciprodinil, Captan,
Fenpropatrin y Acrinatrin, los plaguicidas son reconocidos con un porcentaje mayor
al 90%, criterio minimo de aceptacion en el reconocimiento por espectrometria de
masas usado en este seminario, por lo que no son incluidos en el analisis de las

muestras de agua recolectadas en la Vifia Ventisquero.

3.3 Curvas de Calibracion

Se realizaron inyecciones muitiples (los 22 plaguicidas juntos) previas a las
curvas de calibracién definitivas (las curvas previas fueron realizadas sin extraccion
de por medio), con el fin de observar la resolucion de los cromatogramas y
determinar de esta manera si era posible estudiarios juntos o si exisiia
incompatibilidad por superposicién picos cromatograficos o interferencia entre

compuestos.
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Fig. 28. Cromatograma multiple de plaguicidas
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Como se observa en la figura, los picos tienen buena resolucion y no hay
sobreposicion entre sehales. De esto se desprende que no existen impedimentos para
analizar de forma simultanea la serie de plaguicidas, por lo que se comenzo a
trabajar en inyecciones de concentraciones multiples (todos los plaguicidas juntos en
una solucién inyectada) de la que se elaboran las curvas de calibracion para cada
compuesto.

Se crearon cuatro curvas de calibracion distintas para cada plaguicida (cada
curva fue creada en base a la precedente) con el fin de ajustar las concentraciones
minimas de trabajo, las que dependen de la sensibilidad del detector utilizado en el
cromatografo de gases. También se busco encontrar el rango Optimo de
concentraciones de cada plaguicida para obtener la mejor curva que represente
matematicamente la relacion existente entre la sefial arrojada por el cromatdgrafo y

la concentracion real del plaguicida en solucion.

3.4 Curva de Calibracién utilizando Microextractor

Habiendo encontrado los rangos de concentraciones optimas para cada
plaguicida, se realizaron dos ensayos de la técnica de extraccion Microextractor en
muestras de concentraciones multiples creadas en base al trabajo de las curvas de
calibracion sin extraccion del punto 4.3, v se llegd a que en la construccion de la
curva de calibracién con extraccion no se incluirian los 22 plaguicidas iniciales, esto

debido a causas tales como:
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e No todos los plaguicidas incorporados en el estudio eran extraidos con n-hexano
mediante el uso de la técnica Microextractor

e Debido a las bajas concentraciones a las que se llegd con los consecutivos ajustes
(4 curvas iniciales) algunos compuestos dejaron de ser detectados por el detector
uECD (mas aun por el detector de masas, que tiene menor sensibilidad)

e Por la razén anterior los picos cromatograficos de algunos plaguicidas perdieron

su calidad, mostrando frentes y colas grandes, ademas de simetria irregular

Por las razones expuestas anteriormente se decidid realizar una
reestructuracion al listado de los 22 plaguicidas inciuidos en un comienzo y se redujo
éste a 12 plaguicidas, los que seran revisados mas en detalle al inicio de este trabajo.

Las curvas de calibracion se construyeron con seis puntos de concentraciones
crecientes, realizando tres extracciones por punto y leyendo en duplicado en el
cromatografo, por lo que se obtuvo seis datos de areas por cada uno de ios puntos;
con esto se realizo un trabajo estadistico en el cual se eliminaron hasta dos valores de
area por punto (no mas de dos, para no reducir el espacio muestral), discriminando a
aquellos que salian de los limites inferior y superior de datos definidos por las

ecuaciones:

]
’,'.\
Il
v
|
LAy
v}

Donde X es promedio, v SD desviacion estandar.
A continuacion se muestra un ejemplo del tratamiento estadistico para un

plaguicida, utilizando el criterio antes mencionado:
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Tabla 5. Datos depurados de areas de Sulfotep

] ] | | 1 |
Concentracién | | |
(mgLfl) \ x1 x 1dup x2 x 2dup x3 x 3dup |
0,01 255 252 134 252 | 250 | 34
| | |
|
0,02 419 469 | 553 | 501 484 | 542
0,04 046 | 105k | 876 1038 | 885 | 900
0,06 | 1681 | 1691 | 1747 | 2046 2236 | 2073
0,08 2270 | 3045 | 2725 | 2713 | 2611 | 2590
| |
0,1 3391 3779 | 3642 3637 | 3977 | 4060

De esta tabla se calculd el promedio y la desviacion estandar y utilizando las
ecuaciones de Linr y Leup Se obtuvo el rango donde los valores deben encontrarse,
seglin los cuales se eliminaron los datos tachados de la tabla anterior. En la siguiente
tabia se muestran los resultados de promedio (X), desviacion estandar (SD), limites
del rango de datos aceptables y el coeficiente de variacion (CV) (que se calcula con
los datos ya tratados) resuitante de la ecuacion:

_ SD
v = 5! 100
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Tabla 6. Tratamiento estadistico de Sulfotep

[ [ : [ I
' Concentracién | . | CV |
(mgL-l) I Promedio SD %) Lint P
001 | 242 2 | 1 18 | 300
| | |
0,02 | 495 | 32 | 6 | 446 544 |
| 0.04 o0 313 | 87 1027 |
|
006 | 1911 195 10 | 1677 | 2145
a |
008 | 2654 | 6 | 3 2412 | 2896
| | | ) |
| 0.1 3748 | 160 | 4 3502 | 3994

De la tabla anterior se puede destacar que los valores obtenidos para el
coeficiente de variacion (CV) no superan el 10%, que es el valor que para este
estudio se propone como maximo para aceptar como validos los datos obtenidos para
las curvas de calibracion. Los coeficientes de variacion que validan los datos
obtenidos son expuestos en el Anexo A.

A continuacién se muestra una tabla que contiene las ecuaciones de las
curvas de calibracién (con proceso de extraccion) obtenidas para cada plaguicida,

junto con su coeficiente de correlacion:
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Tabla 7. Ecuacion y coeficiente de correlacion de los 12 plaguicidas

Plaguicida Ecuacién C::f:j; nctig:lie
Sulfotep | y = 38703x - 333,17 0,9907
Diazinon |y = 8E+06x + 18962 0,9978
Clorotalonil y =3E+07x - 44710 0,9815
Clorpirifos y = 5E+07x + 264113 0,9942
Triadimefon y = 2E+07x - 15661 0,9987
Ciprodinil | y = 60050x + 123,23 0,9814

Captan |y = 2E+06x - 21994 0,0803
Kresoxym metil v = 3E+07x + 59649 0,9982
Fenpropatrin y =3E+07x + 65842 0,9979

a ,,,,,,,,

; Azinfos etil y = 3E+06x - 46907 0,9715

{

| Acrinatrin y = 4E+07x + 140024 0,9955

' Esfenvalerato y = 4E+07x + 98992 0,9956

1
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Se puede observar de la tabla anterior que la mayoria de los compuestos
estudiados exhiben coeficientes de correlacion igual o mayor a 0,995, que se acercan
a un valor perfecto de correlacion; se asume como un buen valor al que se encuentra
entre 0,995 y 1 (Gallego, 1995); sin embargo los valores que se escapan por debajo
de esta clasificacion son igualmente considerados como validos para el estudio de la
concentracion de plaguicidas en muestras reales de agua. Por otra parte, Clorotalonil,
Ciprodinil, Captan y Azinfos etil muestran valores que pueden no ser considerados
como adecuados, pero son respaldados por los bajos coeficientes de variacion
(%CV) calculados para la construccién de sus respectivas curvas de calibracion, por
lo que son iguaimente considerados como aceptables (Tabias adjuntas en Anexo A).

A continuacién se muestran algunos graficos de las curvas con extraccion

obtenidas para los plaguicidas en estudio:
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Fig. 29. Curva de calibracién de Sulfotep
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Fig. 30. Curva de calibracion de Diazinon
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Fig. 31. Curva de calibracion de Triadimefon
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3.5 Eficiencia del Sistema de Extraccion Microextractor

De la elaboracion de curvas con y sin extraccion se determind la eficiencia
porcentual de la extraccion de plaguicidas realizada con el sistema Microextractor, la
que se calculod segun:

.. arew con ealraccion
Eficiencia %) = = : — = 1 0{
aren sin exytroncion

En la siguiente tabla se muestran los resultados de la eficiencia de extraccion,
la que fue calculada para cada punto de la curva, ademas de la eficiencia promedio

del proceso, calculada como el promedio de todos los estandares de cada plaguicida:

Tabla 8. Eficiencias (%) de la extraccién de plaguicidas

Plaguicida | St1(%) | S2 (%) | St3 (%) a St4 (%) | St5 (%) . St6 (%) 1 X (%)
Sulfotep 71 63 0 | 81 | 83 ' 82 | 7
Diazinon | 132 56 | 66 70 75 | 81 | 80
Clorotalonil 99 | 65 95 ‘_61 65 58 74
Clorpirifos | 103 87 83 | 80 89 | 92 89
| Triadimefon | 78 30 | 36 20 37 37 | a1
Ciprodinil . 90 32 6o | 42 | 6 47 | 55
Captan 53 '42 32 31 37 | 31 41
| Kresoxymm. | 92 7 |83 68 78 83 79
Fenpropatrin | 92 78 1 77 | 80 83 82
| Azinfos etil — |70 57 56 54 | 52 58
Acrinatrin B 84 67 | 75 | 79 7
.‘ Esfenvalerato 81 | 79 | 79 ' 67 : 77 E 83 78
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Se considera como un rango aceptable de eficiencias al comprendido entre un
80 y un 120%; por lo que vemos la mayoria de los plaguicidas estudiados presentan
eficiencias que bordean el 80% por lo que son considerados como aceptables (la
forma de calcular la eficiencia se muestra en el Anexo B). Se observan valores bajos
de rendimiento para los compuestos: Triadimefon, Ciprodinil, Captan y Azinfos etil;
las razones por las cuales se puede estar produciendo este efecto y que pueden
afectar en conjunto o por separado, son:
Los plaguicidas con bajos valores de eficiencia tienen bajos coeficientes de
reparto octanol/agua (log Pow) en comparaciéon con compuestos como
Clorpirifos y Fenpropatrin, que tienen tanto eficiencias como coeficientes de
reparto elevados. Esto implica que los compuestos que tienen bajo log Pow
tienen menor afinidad por solventes apolares como n-hexano, por tanto su

solubilidad serd menor. En la siguiente tabla se muestran los valores

comparativos:
Tabla 9. Eficiencias y log Pow de plaguicidas
' ' Eficiencia
Plaguicida ~ Promedio log Pow
S ) (%) .
Triadimefon 41 3,11
Ciprodinil 55 39
' Captan 41 2,35
'~ Azinfos etil 58 3,18
Clorpirifos 89 4,96

Fenpropatrin 82 5
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Al aumentar la concentracion en los estandares (desde St 1 al St 6) los compuestos
experimentan una “competencia” por el solvente, ya que se encuentran todos en un
volumen fijo, que considera las concentraciones de cada plaguicida como si
estuvieran de forma individual (no se consideran interacciones entre plaguicidas).
Em

n el siguiente grafico se muestra la tendencia a reducir la eficiencia de extraccion

en cada estandar a medida que aumenta la concentracion:
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Fig. 32. Comportamiento de la eficiencia

3.6 Determinacion de los Limites de Cuantificacion (L.C) y Deteccion

(LD)

Para obtener estos valores se realizaron graficos de las zonas bajas de cada
curva de calibracion de los plaguicidas que continuan en estudio -lista de 12 en vez
de los 22 iniciales-. (La manera de calcular estos parametros se encuentra en

Materiales y Métodos y es detallada en el Anexo B). A continuacién se muestran los
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craficos de la zona baja de Sulfotep, tanto de Concentracion v/s Area y de

Concentracion v/s SD, de los cuales se extraen los valores necesarios para los

,

calculos:

y=38221x- 74,064
2500 §

2000 : -

1500 —— e

-

Area

- e o

500 —

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,08 0,07

Concentracion {(mglL!)

Fig. 33. Curva de calibracion de Sulfotep
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Fig. 34. Concentracion v/s SD de Sulfotep
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El mismo procedimiento se realizo con los restantes plaguicidas y los

resultados para los LD y LC se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 10. LD y LC de plaguicidas

1
Plaguicida LD (pgL™) ! LC (ngL™")
Sulfotep | 25 | 46
|
Diazinon 5,0 0,6
Clorotalonil 4.8 7.8
Clorpirifos 1.1 2.2
|
Triadimefon 1.2 1.3
Ciprodinil 4,0 5,6
Captan 52 5.8
Kresoxym m. 0,7 1,3
“ Fenpropatrin 0,6 1,0 ;
| ;
Azinfos etil 16,7 19,6 :
Acrinatrin 7.4 ‘ 10,5
Esfenvalerato 2.1 | 3.1
? 1
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En la tabla anterior se puede ver que los valores obtenidos son bajos; en
general del orden de los ppb (ugL™) y esto se debe principaimente a que el
cromatografo de gases utilizado posee un detector puECD que tiene una alta
sensibilidad, incluso en bajas concentraciones. Ademas este resultado esta
relacionado con las caracteristicas moleculares de cada plaguicida y su
compatibilidad con el detector. Los compuestos con centros electronegativos y
anillos aromaticos con posibilidad de deslocalizacion electronica son mejor
detectados; caso contrario es el de compuestos como Azinfos etil, perteneciente a la
familia de organofosforados, que por su estructura tienen menor probabilidad de ser

detectados mediante Captura de Electrones.

3.7. Resultados en Muestras de Agua

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en el analisis de
muestras de agua recolectadas en la Vifia Ventisquero, VI Region de Chile.

3.7.1. Parametros In-situ

Los resultados de parametros im-situ se resumen segun la campafia de

muestreo en la que fueron tomadas las muestras -cuatro en total-, durante el afio

2010.
Tabla 11. Parametros in-sifu Primera Campafia: 30 de junio, 2010
Punto de | o .
mresiires CE (uS/cm) pH C 1 Hora |
PO | 90,7 635 3 1030
| PE 271 685 | 139 | 1225
| PR C334 700 102 | 1330
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Los datos de conductividad eléctrica son consecuentes con las caracteristicas
de cada sitio, el Punto O presenta baja conductividad pues es un punto alto de la vifia,
de aguas muy claras y con muy pocos solidos disueltos, situacion contraria a la del
PE y PR, los que tienen gran cantidad de sohidos disueltos y otros componentes
como materia organica (en el caso de PR). Los valores de pH son medianamente
constantes entre puntos, pues se trata de una zona no muy extensa, que posee

caracteristicas comunes.

Tabla 12. Parametros /n-situ Segunda Campafia: 29 de julio, 2010

i
Punto de |
|

muestreo | CE (pS/cm) pH °C | Hora
RO 812 | 65 | 16 11:15
o | 6 o 1240 |
E S 708 | 82 1405 |

Al igual que en la campafia anterior, se repite la tendencia en conductividad
eléctrica y pH debido a los mismos factores antes mencionados. No se observan
variaciones sustanciales entre ambos periodos debido a que los dos muestreos se

realizaron en fechas relativamente cercanas, en periodo invernal.
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Tabla 13. Parametros in-situ Tercera Campafia: 2 de noviembre, 2010

| ,I:::;‘:rgg CE (uS/cm) pH °C Hora
"PO 107 7,03 14 12:00
PE 203 826 n1 | o140
PR 330 -‘9;,04 24 13:40

En este periodo, respecto del anterior se observan cambios; en la

conductividad eléctrica de PO se observa un aumento y esto se debe principalmente a

que este muestreo se realizo en un periodo de mayor temperatura ambiental, lo que

reduce el volumen de agua transportado y con esto aumenta la concentracion de

solidos disueltos. Se observa por otra parte un aumento en los valores de pH

medidos, esto puede deberse a efectos de concentracion; al reducirse los niveles de

caudal, la concentracion de aniones alcalinos como bicarbonato y carbonato es

mayor, lo que aumenta el pH.

Tabla 14. Parametros in-sifu Cuarta Campafa: 18 de noviembre, 2010

Punto de A

sinaEbG CE (uS/em) pH C Hora |
PO 122 6,71 17.6 13:55 |
PE 284 7.9 29.8 14:17
PR 257 8.49 28.1 14:40
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En esta campaiia se aprecia una tendencia relativamente similar en lo que a
conductividad eléctrica se refiere, mientras que se ve un comportamiento inverso
entre pH y temperatura entre la tercera y cuarta campafia; en la Gltima hay un
aumento de temperatura y una disminucion del pH, esto se puede deber a que el
equilibrio quimico del CO; en el agua se ve desplazado hacia la forma gaseosa, lo
que reduce su concentracion en el agua y con esto la concentracion de aniones como
HCOs" disminuyen su presencia llevando el pH hacia valores menores; esto también
es apoyado por actividades biologicas que proliferan al aumentar la temperatura y
por ende la demanda biolégica de CO, se incrementa aportando al desplazamiento
del equilibrio antes mencionado y presentado a continuacion:

H,0 + CO; « HyCO;
H,CO; < H' + HCOy

HCOy > H + CO5”
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3.8. Resultados de Cromatografia de Gases

Para el analisis de las muestras recolectadas en la Vifia Ventisquero se
realizaron dos extracciones por muestra y se leyo en duplicado. A continuacion se
muestran los resultados del analisis realizado el 28 de diciembre de 2010 mediante
GC para las 4 campafias de muestreo:

Tabla 15. Primera Campaiia (en pgL™"): 30 de junio, 2010

Plaguicida PO PE PR
| Sulfotep ND ND ND
Diazinon ND ND ND ﬁ'
Clorotalonil * ND ND ND '
Clorpirifos | 0,8 2.7 2.0 —(
Tri;dimefon ND ND ND .
Ciprodinil  ND | ND ND
Captan | ND ND ND |
Kresoxym m. j ND ND ND
Fenpropatrin ND N ND ND UHM
Azinfos etil ND ' ND ND
Acrinatrin J ND I ND _ ND i
- Esfenvalerato I ND l ND ND |
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Se puede observar que de los 12 plaguicidas estudiados en las muestras reales
solo se encontro Clorpirifos, el que tiene como limite de deteccion (LD) vy
cuantificacion (LC) 1,1 y 2,2 ugL™' respectivamente, por lo que solamente el PE est4
dentro del rango de cuantificacién, mientras que el PR esta dentro del rango de

deteccion. La concentracion en PO es tan baja que cae fuera del rango de deteccion.

Tabia 16. Segunda Campafia (en pgL™) de muestreo: 29 de julio, 2010

Plaguicida | PO . PE PR

Sulfotep | ND ND ND
Diazinon ND ND : ND
: Clorotalonil ND ND i ND
: Clorpirifos | 2.0 3,7 i 0,5
- Triadimefon : ND ND | ND
} Ciprodinil ND ND ND
; Captan “ ND ND ND
‘ Kresoxym m. ND ND ND

Fenpro;)atrin ND ND ND
;infos etil ND ND ND

Acrinatrin ND ND ND
| Esfenvalerato ND - ! ND ND
1 s
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En esta campafia de muestreo se observa que al igual que en la anterior solo
se encontraron cantidades de Clorpirifos. Las concentraciones en PO y PE
aumentaron respecto de la primera campafia, mientras que la concentracion en PR
disminuy6, probablemente debido a factores de dilucion, provocada por las
precipitaciones propias de la época de muestreo. PO se encuentra dentro del rango de
deteccién (LD = 1,1 pgL™) mientras que el PE se encuentra dentro del rango de
cuantificacion (LC = 2,2 pgL™"). Por el contrario, la concentracion del PR es tan baja

que escapa del rango de deteccion calculado.

Tabla 17. Tercera Campaiia (en pgL.™") de muestreo: 2 de noviembre, 2010

' Plaguicida | e | PE | PR
| Sulfotep N ND D
| Diazinon W W
Clorotalonil ND : ND I ND
Clorpirifos T 2.7 2,0 ' 4,2
- Triadimefon I ND B ;D ND
Ciprodinil ND N ND ND
Cepn | WD N N
Kresoxym m. ND ND ND
g—Fenpropatrin | ND ND | ND
;;;z_infos etil ND '— ND ND
Acrinatrin NI; ND : ND
Bsfenvalersto | ND | ND | ND
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En esta campaiia al igual que en las anteriores, solo se encontrd Clorpirifos
en las muestras de agua, en concentraciones dentro del rango de cuantificacion (LC
= 22 pgl”) para PO y PR, mientras que PE mostré una reduccién en las
concentraciones respecto de la campafia anterior, ubicandose dentro del rango de
deteccion calcuiado (LD = 1,1 pgL™). Ei aumento en las concentraciones respecto de
la campaiia anterior se puede deber a las temperaturas de la época, las que al ser
mayores, reducen el nivel de as aguas provocando un aumento en la concentracion

de sustancias en solucion.

Tabla 18. Cuarta Campaiia (en pgl.') de muestreo: 18 de noviembre, 2010

' Plaguicida PO PE PR
Sulfotep ND ND ND
Diazinon ND ND ND |
Elioirotalonil ND i ND ND
Clorpirifos ND 2.4 43

Triadimefon ND ND ND ]

Ciprodinil | : ND | : ND e ND

Captan : ND ND . ND ;

| Kresoxym m. ND ND ND "
Fenpropatrin ND ND ND
Azinfos etil ND | ND N[;__
Acrinatrin § — ND ND ND

| ‘ 1
Esfenvalerato ND ND ND
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En esta campafia se repite la situacion de las campafias previas, donde se
observa solo la presencia de Clorpirifos. Al igual que en la campafia anterior se
mantuvieron relativamente constantes las concentraciones de los puntos PE y PR, los
que se encuentran dentro del rango de cuantificacion (LC = 2,2 pel), esto debido
también a que las temperaturas ambientales son elevadas en la época de muestreo.
En el PO se muestra un comportamiento que difiere completamente de lo exhibido en

o~ » H .- F 9. -]
la campafia anterior, la que arroj6 una concentracion de 2,7 pugl™.
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IV. DISCUSION GENERAL

Desde un punto de vista instrumental, la técnica Microextractor resulta
simple de utilizar y versatil ademas de eficiente y segura, pues da la posibilidad de
realizar mas de una extraccion en paralelo, lo que disminuye los tiempos de analisis
(dependiendo, logicamente, de la experticia del analista); por otro lado facilita la
labor del analista al reducir la manipulacion del sistema de extraccion, que en el caso
del clasico embudo de decantacion requiere un elevado nivel de contacto exponiendo

de algiin modo al analista a riesgos asociados a derrames o salpicaduras.

La realizacién de varias curvas de calibracion previas a la definitiva con
extraccion de plaguicidas tiene una utilidad fundamental, pues este proceso sirve
para determinar los limites en deteccion que posee el equipo utilizado, ademas de
servir como lineamiento para establecer los rangos de concentraciones optimos para

cada plaguicida estudiado.

Del proceso mencionado anteriormente se llegd a la fase de prueba del
sistema de extraccion Microextractor en muestras multiples de plaguicidas, en la que
se observo que no todos los plaguicidas fueron extraidos por n-hexano; por otra parte
hubo algunos que presentaron porcentajes de eficiencia en la extraccion muy bajos,
lo que significa que no son lo suficientemente afines al solvente de extraccion por lo

que quedan mayoritariamente en ia matriz. Otros, por ias concentraciones tan bajas a
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las que se llego en las curvas de calibracidbn previas, mostraron picos
cromatograficos con poca definicion, baja intensidad y forma asimétrica. Por todas
estas razones se redujo la lista inicial de plaguicidas desde 22 a 12, quedando en
evidencia que la técnica Microextractor no es eficiente en la extraccion de todos ios
plaguicidas propuestos para este estudio; esto no indica en todo caso que sea una
mala técnica, pues si puede presentar mayor afinidad con otros compuestos no

incluidos en este trabajo.

De los 12 plaguicidas considerados en el analisis de las muestras recolectadas
en la Viiia Ventisquero, solo se observo presencia de Clorpirifos en todos los sitios
de muestreo en las cuatro campaiias realizadas (con excepcion del PO en la cuarta
campafa); las concentraciones siguen el mismo patron de conducta que la
conductividad eléctrica entre campanas de época fria (alto caudal hidrico) y
campaiias de época calida (bajo caudal), lo que sugiere que la concentracion de
Clorpirifos fluctia por las variaciones del caudal desde donde se tomaron las
muestras y no necesariamente por aumento en la cantidad del compuesto vertida -

directa o indirectamente- a las aguas estudiadas.

Es importante destacar que la presencia de Clorpirifos en las aguas de la Vifia
Ventisquero no proviene de la propia Viiia. Esta entregd abiertamente el calendario
de aplicacion de plaguicidas, las fechas y cantidades utilizadas en cada aplicacion, y

en ninguna del periodo octubre-noviembre del afio 2010 se aplicé Clorpirifos, lo que
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claramente sugiere que su presencia en estas aguas obedece a probables aplicaciones
en predios aledanos a la Vina y que por procesos de transporte Clorpirifos haya sido
depositado en las aguas recolectadas; esto concuerda con el hecho de que Vifia
Ventisquero posee una toma de agua para riego desde el Rio Tinguiririca, el que
recorre un extenso tramo entre predios agricolas, los que pueden haber aportado en la

concentracion de Clorpirifos observada.

Si bien la normativa chilena no incluye datos para Clorpirifos, es interesante
hacer una comparacion entre lo descrito para Carbaril —aunque no se trate del mismo
plaguicida- en la Norma Chilena para Agua de Riego (Nch N° 1.333) que establece
una concentracion maxima de 70 ugl”’; en este trabajo el valor mas alto encontrado
es de 43 ugl” lo que significa que las aguas de riego que utiliza la Viha
Ventisquero se encuentran dentro de la “norma” -en términos comparativos-

cumpliendo asi con los estandares nacionales requeridos.
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V. CONCLUSIONES

e Fl programa de anélisis ingresado en el cromatografo de gases utilizado en este
trabajo fue eficiente para entregar cromatogramas con la separacion adecuada entre
picos cromatograficos y buena resolucion de los mismos

e El espectrometro de masas mostr6 un buen nivel de identificacién de
compuestos, ya que la mayoria de ellos exhibid coincidencias porcentuales mayores
al 90%

e El detector de captura de electrones (UECD) mostré una alta sensibilidad,
llegando a detectar cantidades del orden de los ppb (ugL™)

e De los 22 plaguicidas incorporados inicialmente en el estudio, so6lo 12 fueron
extraidos con una eficiencia aceptable desde la matriz agua, comprobandose que n-
hexano no es un solvente efectivo para toda la lista propuesta de compuestos

e [El sistema de extraccién Microextractor, utilizado en este trabajo es simple de
usar y de sencillo funcionamiento y fabricacion

e Se observd que en los estandares multiples de compuestos como Triadimefon,
Ciprodinil, Captan y Azinfos etil, las eficiencias de extraccién van disminuyendo a
medida que las concentraciones aumentan

e En las 4 campafias de muestreo se detecta presencia de Clorpirifos en todos los

sitios de muestreo, con excepcion del PO en la Cuarta Campaiia

69



e Los parametros in-sifu presentan una clara influencia estacional, mostrando
aumentos en la conductividad eléctrica y temperatura de las muestras a lo largo de
las sucesivas campafas

s PO mostrd generalmente las menores concentraciones de Clorpirifos, por tratarse
de un punto de aguas claras, ubicado en el sector mas alto de la Vifia; esto lo valida
como “punto limpio”

e En las primeras dos campafias, PE presentd las mas altas concentraciones de
Clorpirifos. En las dos ultimas campaiias, PR presento las mas altas concentraciones
de Clorpirifos

e La presencia de Clorpirifos en las aguas de riego de la Vifia Ventisquero no
parece estar asociada a labores de aplicacién de la misma, pues esta informé no
haber utilizado este plaguicida en los periodos de muestreo

e Clorpirifos puede ser transportado en fuentes fluviales como el Rio Tinguiririca,
hasta llegar a las aguas de la Vifia Ventisquero

e Comparando con lo informado en la Nch 1.333 de Calidad para Aguas de Riego,
las concentraciones encontradas de Clorpirifos se encuentran por debajo del limite

maximo impuesto por esta norma
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ANEXO A

A continuacion se muestran las tablas de tratamiento estadistico de los 12

plaguicidas incluidos en el analisis de muestras reales:

Tabla 19. Tratamiento estadistico de Diazinon

C“"(‘;‘:‘g‘g’i‘;i"’“ Promedio SD | CV (%) o Laup
0,001 24247 4908 20 16431 28614
0,002 22428 2315 ; 10 20176 | 31815
| 0,005 56534 3574 6 53212 62739
0,01 E 140576 5129 ] 4 136385 1;7'121 |
‘ ; |
| 0,05 I 411374 13408 i 3 393051 428976 ;
| 0,1 } 868605 33148 4 815256 989249 L
Tabla 20. Tratamiento estadistico de Clorotalonil
Concentracion | j
(mgl) Promedio SD | CV (%) Lins Lgup
0,002 30818 E 4384 14 22273 38689
0,005 73983 3775 5 57028 < 97793
0,01 327323 ‘ 19034 6 301482 | 361934 '
0,02 703126 53966 8 ; 551177 [ 773373
0,05 : 992767 111798 ! 11 | 862226 1158896
0,1 f 3007009 383460 13 2479956 3528115
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Tabla 21. Tratamiento estadistico de Clorpirifos

C““(‘::‘g‘g?)"“”“ Promedio i SD | CV (%) . -
0,002 207981 | 11106 | 5 ]Té-6485 223317
0,005 504675 45445 ’ 9 444931 557766
0,01 762692 33519 4 739027 848440
0,02 1747275 15931 1 F 1703483 1948164
0,05 | 2739756 50011 2 2611462 2800203

0,1 * 5668384 | 231559 4 ; 5381004 5920069
Tabla 22. Tratamiento estadistico de Triadimefon
i -
Con(::]g‘g?;: 101 | promedio SD CV (%) Lin Lsup

0,002 25595 4223 16 19633 33632

| 0,005 27116 52908 20 20472 33779

! 0,01 72082 8543 12 60240 122808 N

] 0,02 180978 17506 10 108665 198212

0,05 835249 14910 2 796173 1012976
0,1 1861338 36773 2 ! 1590666 1921801
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Tabla 23. Tratamiento estadistico de Ciprodinil

Con(f;gg?; ion Promedio | SD CV (%) Lins L
0,0025 3 59 19 211 365
0,005 351 113 32 201 512
0.01 971 1 1 012 | 1238

0,05 2350 318 14 1823 2781

0,07 4990 186 4 4754 5270

0.1 6031 345 6 5634 7740

Tabla 24. Tratamiento estadistico de Kresoxym metil

Con(:gg?)c o ' Promedio { SD ! CV (%) Lins Louy
0,001 50604 | 2596 5 | 48364 54451
0,002 90900 9405 10 79721 100840
0,005 219270 5043 2 209434 228431
0,01 430279 14450 3 414660 496957
0,05 1338399 45528 3 1256735 1400215

0,1 2846438 | 91666 3 2723513 2973750

~}
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Tabla 25. Tratamiento estadistico de Fenpropatrin

| I

i

[
{

l

| C““(‘I’l‘:;'gﬁ';i"’“ | Promedio SD CV(%) | L Leup
0,001 54118 i 1384 3 47983 58839
0,002 103566 | 5499 5 | 02364 112616
0,005 | 239481 5427 2 230647 249008
0,01 526313 25861 } 5 500649 576534
| 0,05 1585979 81843 | 5 1504137 1667822
: 0,1 3384122 118342 | 3 3226215 3727560
Tabla 26. Tratamiento estadistico de Azinfos etil
| !
C““gﬁ;‘g‘;‘;i"’“ Promedio SD | CV (%) L Loup
0,02 31533 3818 12 27081 36576
0,04 42315 9651 23 29406 55042
0,06 i 90647 7283 8 76952 111109
0,08 177309 12042 7 160053 191178
0,1 ; 234224 45944 20 173618 272433
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Tabla 27. Tratamiento estadistico de Acrinatrin

%C"“(‘:I‘;"g'f’;‘)cié“ Promedio |  SD CV (%) | Tig Loup

|

0005 315761 5300 > | 245106 331544

oo 555504 2146 | 4 524081 | 624674
0,02 1131538 | 9s32 | 8 1037077 | 1316124
0,05 1947546 | 19008 1 1702825 | 2001054
0.1 311471 = 350751 8 3860339 | 4730431

Tabia 28. Tratamiento estadistico de Esfenvalerato

Cm}::'g‘g?; ion Promedio SD CV (%) Ling Licup
| 0,002 106302 | 1924 2 101302 117954
0,005 302116 27648 | 9 265153 334878
0,01 532546 61547 12 465041 612487
0,02 : 1159106 103735 ‘ 9 1052380 1372143
0,05 | 1962016 87023 | 4 1799364 2114112
0,1 4346675 296941 7 3924951 } 4861126
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ANEXO B

Calculo de eficiencia porcentual en la extraccion
A continuacion se muestra la manera de calcular la eficiencia, procedimiento
que se realiza de igual manera para todos los plaguicidas. Se ejemplifica con
Sulfotep, estandar 5 de la curva definitiva:
e De un cromatograma de extraccion de plaguicida, se toma el area del
estandar deseado y se divide por el area del mismo estandar pero el obtenido

sin el proceso de extraccion:

. a&rea con extraccion
Eficiencia (%) = — - — % 100
area sin extraccion

2654
3198

Eficiencia (%) = = 100 = 83%

Calculo de LD y L.C

A continuacion se muestra la manera de calcular los limites de deteccion y
cuantificacién, procedimiento que se realiza de igual manera para todos los
plaguicidas. Se ejemplifica con Sulfotep:

e Se realizan graficos de la zona baja de Sulfotep, tanto de Concentracion v/s
Area y de Concentracion v/s SD, de los cuales se extraen los valores
necesarios para los calculos: la respuesta del blanco: Ybl, que corresponde al
intercepto de la curva de Ia zona baja. Posteriormente se obtuvo una segunda
curva, graficando concentracion de analito versus desviacion estandar de las

respuestas; de la ecuacién de esta recta se obtuvo una estimacién de la
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desviacion estandar del blanco: Sbl, cuyo valor corresponde al intercepto de

esta segunda curva y donde “b” es la pendiente de la curva de calibracion

L. .. ' +38
Limite de deteccion = 22" 204

o . 74,064 +3%*13,707 ,
Limite de deteccion= =0,0025mgL”
45656

o e o +108
Limite de cnantificacién=22_" -8

_  74,064+10%*13,707 ]
Limite de cuantificacion= =0,0046 mgL’
45656

82



