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GLOSARIO

Actividad: Es el numero de transformaciones nucleares espontaneas, que tiene lugar en
un intervalo de tiempo. Su unidad de medida en el Sistema Internacional es el Becquerel

(Bq) y corresponde a una desintegracion por segundo (dps) (FAO/IAEA, 2001).

Actividad especifica: Numero de desintegraciones nucleares por unidad de tiempo y por

unidad de masa de un material radiactivo. Se expresa en Bq g™

Becquerel (Bq): Siendo la unidad de radioactividad el Bq, su expresion corresponde a

una desintegracion por segundo.

Curie (Ci): Unidad antigua de medida de radiactividad, su equivalencia es: 1Ci = 3,7

10" Bq

Capacidad de campo (CC): Cantidad relativamente constante de agua que contiene un
suelo saturado después de 48 horas de drenaje. El drenaje ocurre por la trasmision del
agua a través de los poros mayores de 0,05 mm de didmetro; sin embargo, la capacidad
de campo puede corresponder a poros que varian entre 0,03 y 1 mm de didmetro. El
concepto de Capacidad de Campo se aplica unicamente a suelos bien estructurados

donde el drenaje del exceso de agua es relativamente rapido (FAO, 2005).
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Liquido centelleador: Sustancia quimica que transforma la energia radiactiva en luz, por

medio de la emisign de fotones,



RESUMEN

El herbicida Glifosato y el insecticida Clorpirifos, son dos plaguicidas ampliamente
utilizados en la agricultura mundial y chilena. Mediante el conocimiento de los procesos
de degradacion y biodegradacion de estos plaguicidas en el suelo es posible predecir,
minimizar y/o descartar impactos ambientales asociados a su evolucion en los distintos

compartimentos ambientales.

En este trabajo se estudié la biodegradacion bajo condiciones controladas (20 °C, en
oscuridad y contenido de humedad de 75 % de la CC) y la degradacion bajo condiciones
-ambientales (de temperatura y radiacion solar, contenido de humedad del suelo variable)
de los plaguicidas Glifosato (**C) y Clorpirifos (*C) en un suelo agricola de la VI
Region, mediante el uso de técnicas isotopicas. Para ello, en ambos ensayos, las
muestras de suelo fueron fortificadas con una dosis de 0,75 mg de Glifosato por Kg de
suelo y otras con 10 mg de Clorpirifos por Kg de suelo. La determinacién de la
biodegradacion de los plaguicidas bajo condiciones controladas se realizo mediante
muestreos periddicos durante 99 dias de ensayo, a través de la cuantificacion del 14CO;
producido por la mineralizacion de los plaguicidas y de la cuantificacion de “Glifosato y
"Clorpirifos remanente en el suelo, detectados por medio de un Contador de Centelleo
Liquido. La degradacién de ambos plaguicidas bajo condiciones ambientales fue
determinada periodicamente durante 91 dias de ensayo, a través de la cuantiﬁqaci(’)n de
los residuos de plaguicidas remanentes en el suelo. Conjuntamente, en ambos ensayos se

determind la fraccion de residuos extraibles y ligados al suelo de los plaguicidas.
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La biodegradacion de Glifosato alcanzé un 50 % bajo condiciones controladas, mientras
la degradacién bajo condiciones ambientales solo llegd a un 3 %. Asi, la cantidad de
residuos de Glifosato remanente en el suelo fue de 61 % y 97 % bajo condiciones
controladas y ambientales respectivamente. El Glifosato mostré una fuerte tendencia a
ser adsorbido en el Suelo Serie La Lajuela, presentando un 60 % de residuos ligados

bajo condiciones controladas y 86 % bajo condiciones ambientales.

Clorpirifos mostré un comportamiento similar al de Glifosato bajo condiciones
controladas, donde un 46 % de Clorpirifos fue biodegradado quedando un 54 % de este
remanente en el suelo (25 % ligado y 25 % extraible). Bajo condiciones ambientales
Clorpirifos presenté una mayor degradacion, alcanzando un 81 % al final del ensayo,

quedando un 19 % de este en el suelo (13 % ligado y 6 % extraible).

En consecuencia los resultados obtenidos demuestran que los procesos de degradacion y
en especial de biodegradacion de Glifosato y Clorpirifos son fuertemente influenciados
por los factores ambientales y las caracteristicas intrinsecas de cada plaguicida, ya sea

directa o indirectamente a través de la adsorcion.

Dentro de las ventajas presentadas por la técnica utilizada, se destaca la baja variabilidad

entre mediciones vy la alta sensibilidad de deteccién y cuantificacion.
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ABSTRACT

Glyphosate herbicide and Chlorpyrifos insecticide are two pesticides widely used in the
world and in Chilean agriculture. Through the knowledge of degradation and
biodegradation processes in soil of both pesticides it is possible to predict, minimize and
discard environmental impacts associated with their evolution in different environmental

resources.

For this study the biodegradation under control conditions (20 °C, in the dark and
moisture of 75 % of the Field Capacity) and the degradation under outdoor conditions
(of temperature and solar radiation, variable moisture) of Glyphosate ('C) and
Chlorpyrifos ('*C) pesticides in an agricultural soil of the VI Region, by means of the
use of isotopic techniques, has been examined. In both tests some soil samples were
fortified with doses of 0,75 mg/Kg of Glyphosate and some with 10 mg/Kg of
Chlorpyrifos. The biodegradation of the pesticides was determined during 99 days of
test, by means of the quantification of *CO, produced by the mineralization of the
pesticides, and by the quantification of the remaining *Glyphosate and "*Chlorpyrifos
using a Liquid Scintillation Counter. The degradation of the pesticides under outdoor
conditions was determined during 91 days of test, through the quantification of the
remaining pesticides in the soil. Furthermore, in both tests, the labile and non-labile

fraction of pesticides was determined.
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The biodegradation of Glyphosate under control conditions was 50 % and under outdoor
conditions 3%. The amount of Glyphosate remaining in the soil was 61 % under control
conditions and 97 % under outdoor conditions. Glyphosate showed a strong tendency to
be adsorbed in La Lajuela Series Soil, and presented high amount of residues in the non-

labile fraction, 60 % under control conditions and 86 % under outdoor conditions.

Chlorpyrifos showed a similar behavior as Glyphosate under control conditions, 46 % of
Chlorpyrifos was biodegraded and 54 % of Chlorpyrifos remained in the soil (25 % in
non-labile fraction and 25 % in labile fraction). Chlorpyrifos under outdoor conditions
was degraded rapidly, the amount degraded was 81 % after 91 days of test. The amount
of Chlorpyrifos that remained in the soil was 19 % (13 % in non-labile fraction and 6 %

in labile fraction).

The results obtained have shown that the degradation and biodegradation processes of
Glyphosate and Chlorpyrifos are strongly affected by the environmental factors and by
the proper characteristics of every pesticide. Both factors also have direct or indirect

influence on the adsorption of the pesticides into the soil.

Among the advantages presented by the technique outlined above is the low variability

between measurements and the high sensitivity of detection and quantification.



L. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Generales

1.1.1 Problematica Ambiental

A medida que crece la poblacion mundial aumenta también la necesidad de mantener la
capacidad de produccion del suelo, lo cual ha significado un aumento de las areas
plantadas tanto en productos de consumo humano, como forrajero y forestal. Esta
situacion ha implicado un mayor uso de plaguicidas, para combatir a organismos vivos,
las plagas, que causan efectos no deseados sobre cultivos agricolas y forestales (Sanchez

M. y Sanchez C., 1984).

Frente a las ventajas presentadas por los plaguicidas en el control de plagas y
enfermedades, el uso de estos compuestos también lleva consigo serios problemas, ya
que los plaguicidas generalmente llegan al suelo, ya sea directa o indirectamente,
constituyendo una fuente de contaminacién en las zonas donde se emplean durante
periodos de tiempo mas o menos largos, asi como en zonas alejadas del lugar de
aplicacion, por su movilidad a través del agua o del aire, su acumulacion en los seres

Vivos y su incorporacion en la cadena alimenticia (Cornejo J., 2001).



Por esto, es importante conocer la evolucion de los plaguicidas en el medio ambiente, €s
decir, de los procesos que afectan a estos compuestos y de la implicacia de los mismos
en su persistencia y bioactividad. Con este conocimiento el impacto ambiental del uso de

un plaguicida en agricultura podria ser evaluado mas exactamente.

Si bien, el estudio de de las interacciones entre el suelo y los distintos plaguicidas
afiadidos al mismo es un tema de gran importancia practica, es complejo desde un punto
de vista cientifico y requiere grandes esfuerzos en investigacion, ya que existe gran
variedad en las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de los suelos y la diversidad

de ambientes en que ellos se encuentran y en los cuales los plaguicidas son utilizados.



1.1.2 Uso y Legislacion de Plaguicidas en Chile

La actividad agricola y forestal de Chile ha experimentado un aumento significativo en
las Gltimas décadas, principalmente en cultivos destinados a la exportacidn, donde los
mercados extranjeros determinan las exigencias respecto a la calidad de los productos,

debido a esto se ha producido un incremento en el uso de plaguicidas.

Segtin la “Declaracion de ventas de plaguicidas del afio 2004” (MINAGRI-SAG, 2006),
ese afio se vendi6 un total de 668 productos comerciales de plaguicidas en el pais, dentro
de los cuales predominan los de tipo insecticidas, acaricidas y rotendicidas (31 %) y

fungicidas y bactericidas (31 %) (Figura 1).

Miscelanecos  Insecticidas
12% Acaricidas
/ Rodenticidas
! & 31%
Herbicidas :

i 26%
|
Fungicidas
Bactericidas
31%

Figura 1. Distribucion porcentual de plaguicidas vendidos en Chile, segun tipo

(MINAGRI- SAG, 2006)



Las principales regiones donde se venden plaguicidas en todas sus presentaciones (Kg,
L, tabletas, placas y dispensador) son las Regiones VI, RM y VII, mientras que las
Regiones I, I XI y XII son las que menos utilizan estos productos. Si se consideran los
tipos mas importantes de unidades (Kilogramos y Litros), las Regiones IV, V, VI, VIl y

RM suman el 88,7 % del total expendido a nivel nacional (Figura 2).

35
30
25 4

20 -+

Plaguicidas vendidos (%)

1 :.H Bl

I o m ™ Vv VI vl viI X X XI XII RM

Regiones

Figura 2. Distribucion de ventas de plaguicidas (%) segiin Region (MINAGRI- SAG,

2006)

El SAG, servicio publico dependiente del Ministerio de Agricultura, es el ente
responsable del uso agricola de plaguicidas en Chile. Este fue creado el afio 1967
mediante de Ley N° 16.640 o Ley de Reforma Agraria y cuyo ambito de accion es el
sector silvoagropecuario. Entre otras funciones, el SAG, a través del Decreto de Ley N°
3.577 de 1980, tiene amplias facultades para regular y controlar la autorizacioén y post-

registro de plaguicidas de uso agricola en el pais.



La normativa vigente sobre plaguicidas de uso agricola en Chile establece lo siguiente:

. La clasificacion toxicologica de los plaguicidas de uso agricola.

« La obligacion de declarar ventas de plaguicidas de uso agricola.

« La denominacion y cédigos de formulaciones de plaguicidas de uso agricola.

. Los criterios y procedimientos para autorizar la internacion de plaguicidas de uso
agricola y la autorizacion para la distribucion y comercializacién de las
formulaciones nacionales, especialmente lo que se refiere a su muestreo y
analisis.

» Normas para la evaluacion y autorizacion de plaguicidas, ingreso de patrones
analiticos de plaguicidas e ingreso de muestras de plaguicidas para
experimentacion.

» Requisitos para e¢jecutar labores de muestreo y anélisis de plaguicidas y
fertilizantes bajo convenio y los requisitos que deben cumplir las etiquetas de los

envases de los plaguicidas de uso agricola.



1.2 Dindmica de los plaguicidas en el suelo

El estudio de la interaccion de los plaguicidas con la fase suelo, sustrato primario y mas
importante, tiene especial interés, ya que la mayor parte de los mismos reacciona con la
superficie de éste, ya sea, directa o indirectamente por lo que se hace necesario conocer

su dinamica en este sistema (Sanchez M. y Sanchez C., 1984).

1.2.1 Procesos que determinan la dinamica de plaguicidas en el suelo

Los mecanismos que influyen en la dinamica de los plaguicidas en el suelo son

esquematizados en la Figura 3 y descritos a continuacion.

absorcion por la

*fotodegradacion
planta
volatilizacion
escorrentia
/ *adsorcién en el suelo ™~
i i, *biodegradacion
lixiviacion
! *degradacion quimica

Figura 3. Mecanismos que influyen en la dinamica de plaguicidas en el suelo (adaptado
de Sanchez M. y Sanchez C., 1984).



a. Volatilizacién. Es la pérdida del compuesto en forma de vapor. Todas las sustancias
organicas son volatiles en algin grado dependiendo de su presion de vapor, del estado
fisico en que se encuentren y de la temperatura ambiente (Sanchez M. y Sanchez C.,

1984).

b. Lixiviacién. Es el proceso por el cual el agua, procedente de lluvia o riego, arrastra o
disuelve moléculas de plaguicidas dando lugar a un movimiento vertical en el perfil del
suelo. Es el parametro mdas importante de evaluacion del movimiento de una sustancia
en ¢l suelo. El riesgo de contaminacién de acuiferos por el movimiento vertical de
plaguicidas depende fundamentalmente de la velocidad de transporte a través del suelo
tanto como de su adsorcion y degradacion, ya que ambos procesos disminuyen el riesgo

de contaminacion de las aguas subterraneas (Bowman, 1989).

c. Difusién. Es el movimiento de moléculas a causa de un gradiente de concentracion.
Este movimiento es al azar pero trae como consecuencia el flujo de materiales desde las
zonas mas concentradas a las menos concentradas. Tanto el coeficiente de difusion,
solubilidad y presion de vapor de los plaguicidas, como la temperatura, humedad y
porosidad del suelo y el grado de adsorcién del compuesto son los principales factores

que influyen en este proceso (Navarro y col., 2007).

d. Escorrentia. Es el movimiento de agua sobre superficies inclinadas. La cantidad de
plaguicida asociada a este movimiento depende de factores tales como: la pendiente y el

tipo de suelo, la cantidad de agua en el suelo, la cantidad y tiempo de riego o lluvias



después del tratamiento, y de la cantidad y solubilidad del plaguicida usado (SAG,

2002).

e. Adsorcién. Es un fenémeno de atraccién entre una superficie solida y un liquido o un
vapor. Por este mecanismo, las moléculas de plaguicidas pueden ser adsorbidas o
retenidas por los coloides presentes en el suelo, arcilla y materia organica. Cuando un
plaguicida es adsorbido su concentracion en la solucién del suelo disminuye,
estableciéndose un equilibrio entre las concentraciones de materia activa disuelta y
adsorbida. El mecanismo de desorcion del compuesto dependera principalmente de la
energia de adsorcion. Cuanto mayor sea esta energia, més dificil sera la desorcion del

plaguicida a la solucién del suelo (Sanchez M. y Sanchez C., 1984).

f. Absorcién por la planta. Los plaguicidas pueden penetrar en el sistema radicular de la

planta junto al agua absorbida y trasladarse a través del vegetal por los sistemas
vasculares xilema y floema. La mayoria de los plaguicidas se degradan una vez que son
absorbidos. Sin embargo, algunos residuos de plaguicidas pueden permanecer dentro de

la planta o ser devueltos al ambiente cuando la planta se destruye (SAG, 2002).

g. Fotodescomposicion. Esta modificacién quimica de los plaguicidas es producida por

la interaccion de la radiacion solar ultravioleta y visible (240-700nm) con los enlaces y
afecta especialmente a los grupos -OH,-SH, C=0, -Cl, -N=, asi como a dobles enlaces,
sobre todo si estan conjugados. La fotodescomposicion también puede tener lugar a

través de sustancias fotorreceptoras (clorofilas, carotenos, y sobre todo compuestos



humicos) capaces de captar energia luminica y de traspasarla a los plaguicidas. Los
factores principales en este proceso son la presencia de catalizadores fotoquimicos,
intensidad y periodo de exposicion a la radiacién, aireacion y pH del suelo, estructura
quimica y estado fisico del plaguicida y su afinidad de adsorcidn coloidal (Navarro y

col., 2007).

h. Degradacién quimica. Es la transformacion de los plaguicidas mediante procesos de

oxidacion, reduccién, hidroxilacion, dealquilacion, rotura de anillos, hidrélisis e
hidratacion. Todas estas reacciones suelen ser catalizadas en mayor o menor grado por
la superficie de las arcillas, 6xidos metalicos, iones metalicos, superficies de sustancias

humicas y materiales organicos diversos (Cornejo y col., 1983).

i. Degradacién microbiana. Los microorganismos del suelo, bacterias, algas y hongos,

obtienen alimento y energia para su crecimiento por descomposicion de estos
compuestos organicos sobre todo cuando carecen de otras fuentes (Sdnchez M. y

Sanchez C., 1984).

En definitiva los mecanismos que afectan a la dinamica de los plaguicidas en los suelos
pueden ser agrupados en:

Procesos de transporte - volatilizacién, lixiviacion, difusion y escorrentia
Procesos de acumulacion - adsorcion-desorcion, absorcién por la planta
Procesos de transformacion -> fotodescomposicion, degradacion quimica y

biodegradacion
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1.2.2 Factores que rigen la dinamica de plaguicidas en el suelo

Dentro de estos factores se han de considerar tanto a las caracteristicas del plaguicida

como las propiedades del medio en que se encuentra.

1.2.2.1 Caracteristicas del plaguicida

a. Estructura Quimica. El caracter quimico, determinado fundamentalmente por el
namero, tipo y posicion relativa de los grupos funcionales, afecta los procesos de
adsorcion. Asi, la adsorcidn serd mayor en compuestos que tengan grupos funcionales
con atomos con pares de electrones no compartidos (P=0, C=0, NH, etc.) que exalten su
capacidad de formacion de puentes de hidréogeno y su poder de coordinacion a los
cationes de cambio. El tamafio y estructura molecular también influyen en la adsorcion y
en la disposicion de las moléculas organicas adsorbidas. La facilidad de penetracion en
la interlamina serd mayor cuanto mas elevado sea el momento dipolar y mas pequeiio el

tamafio molecular (Sanchez M. y Sanchez C., 1984).

b. Persistencia. Se define como la capacidad de cualquier plaguicida para retener sus
caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales en el medio en el cual es transportado o
distribuido, durante un periodo limitado después de su emision. Los plaguicidas que
persisten mas tiempo en el ambiente, tienen mayor probabilidad de interactuar con los

diversos elementos que conforman los ecosistemas. Si su vida media y su persistencia es
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mayor a la frecuencia con la que se aplican, los plaguicidas tienden a acumularse tanto

en los suelos como en la biota (Sanchez M. y Sanchez C., 1984).

c. Constante de Henry (K,,). Esta depende de la presion de vapor en estado liquido y de

la solubilidad en agua. Representa por tanto el reparto del plaguicida entre la fase liquida
del suelo y la atmosfera. Segun Jury y col. (1983), la duracién y la intensidad del
proceso de volatilizacion en suelos humedos depende mayoritariamente de la Ky,

Basados en los valores de Ky, estos autores definieron tres categorias de plaguicidas:

i) Ky >> 2,65 x 10°, plaguicidas altamente volatiles, cuya velocidad de
volatilizacion es mas alta después de la aplicacion y disminuye a una velocidad
que depende de la evaporacion del agua del suelo.

i) Plaguicidas moderadamente volatiles con valores intermedios de K.

iii) Ky << 2,65 x 10, plaguicidas ligeramente volatiles, que tienden a acumularse
en la superficie del suelo y a medida que se evapora el agua del suelo, aumenta la

volatilizacion con el tiempo, y disminuye lentamente si el agua no se evapora.

d. Coeficiente de reparto. Se define como la relacion de concentraciones de cualquier

especie molecular entre dos fases En el caso de plaguicidas se emplea el coeficiente de
reparto octanol/agua (Kow), que mide la hidrofobicidad (o la lipoafinidad) de un
compuesto. Kow, proporciona una estimacion de la posible distribucion del

contaminante entre el suelo (materia organica) y el agua (Racke, 1993).
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e. Solubilidad. Factor trascendente por dos razones fundamentales:
1. La fase liquida del suelo es una fase acuosa, lo que condiciona la dindmica del
plaguicida asociado a dicha fase.
ii. Los plaguicidas con mayor cardcter contaminante son poco solubles en agua.
La solubilidad est4 relacionada con la adsorcién y persistencia. Asi, si el coeficiente de
adsorcion del plaguicida es pequefio, indica una alta movilidad de un plaguicida soluble

(Cornejo, 2001).

f. Coeficiente de Adsorcion de carbono organico (Koc). Es una medida de la tendencia

de un plaguicida a ser adsorbido por la materia organica del suelo (Racke, 1993). El Koc
es especifico para cada plaguicida e independiente de las propiedades del suelo

(Cornejo, 2001).

g. Formulacion. La persistencia y biodisponibilidad pueden verse influidas segin sea la

presentacion del producto en emulsion, polvo, granulada, etc. (Navarro y col., 2007).

h. pKa, pKb. Parametros significativos para los plaguicidas que se comportan como
acidos y como bases débiles, ya que determinan el rango de pH en que se comportan

como especies neutras o ionizadas (Sanchez M. y Sanchez C., 1984).
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1.2.2.2 Caracteristicas del suelo

a. Coloides del suelo. Los suelos ricos en coloides (arcillas, humus) adsorben mas

fuertemente a los plaguicidas y dentro de estos a los orgdnicos con mas intensidad que a
los minerales. Las arcillas constituyen la fraccion coloidal inorganica del suelo y su
carga eléctrica superficial les permite adherirse a compuestos con carga de signo
contrario. De ahi radica su importancia en los fenémenos de adsorcion de las sustancias
que llegan al suelo. La materia orgéanica es otro componente de la fraccién coloidal del
suelo, muy importante también en los procesos de adsorcion. En la mayor parte de los
suelos las sustancias hiimicas constituyen el principal componente de la materia orgnica
del suelo, la capacidad de cambio de cationes de las sustancias himicas es més alta que
la de los minerales de la arcilla, siendo del orden de 200 a 400 meq * 100 g”' y tienen

ademas una gran area superficial, 500-800 m” g‘1 (Sanchez M. y Sanchez C., 1984).

b. pH. El pH de la solucién del suelo determina la carga superficial de los componentes
con carga variable del suelo y la ionizacién de los plaguicidas con propiedades acidas o
basicas. Asi, distintos trabajos han puesto de manifiesto la importancia del pH en los
procesos adsorcion, hidrolisis y biodegradacion (Eberbach, 1998, Racke y col. 1996,

Singh y col. 2003).

c. Estructura v textura. Las estructuras granulares presentan una elevada porosidad y

favorecen la volatilizacion, oxidacion y transporte del plaguicida; similares resultados se

producen en suelos de textura gruesa (Sanchez M. y Sanchez C., 1984).
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d. Microorganismos. Los microorganismos ejercen un papel fundamental en la

degradacion de los plaguicidas en el suelo, pero de manera mas importante en los

organofosforados (Racke, 1993).

e. Temperatura. La volatilizacion de los plaguicidas se incrementa con la temperatura

(Navarro y col. 2007), asi como la desorcion (Tubert y Talanquer, 1997).

f. Humedad. La humedad favorece la degradacion de los plaguicidas, ya que provoca
una menor adsorcion inicial del plaguicida y favorece la actividad microbiana. Ademas

aumenta la difusion del plaguicida (Navarro y col., 2007).
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1.3 Biodegradacion de plaguicidas

Este estudio se concentra en el proceso biodegradacion, ya que la accion de los
microorganismos del suelo sobre los plaguicidas es uno de los mecanismos de

descomposiciéon mas importante.

Este proceso natural no sélo permite la eliminacion de compuestos nocivos impidiendo
su acumulacion, sino que ademas es indispensable para el reciclaje de los elementos en
la biosfera, permitiendo la restitucion de elementos esenciales en la formacidén y

crecimiento de los organismos (carbohidratos, lipidos, proteinas).

Asi, los procesos microbiologicos de degradacion, son los sistemas de degradacion mas
activos y versatiles, ya que son siempre catalizados por enzimas y aportan energia a

través de los procesos metabolicos. Los tipos mas relevantes son;

Reacciones oxidativas. Destaca el complejo MFO (Mixed Function Oxidase) que
convierte xenobioticos liposolubles en hidrosolubles. Uno de sus componentes, el

citocromo P450, aparece en invertebrados y microorganismos.

Reacciones de reduccion. Comprenden la reduccion de grupos cetonicos y nitros

hasta hidroxilos y aminas respectivamente.
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Reacciones de hidrolisis. Catalizadas por las hidrolasas, afectan a reacciones como

la hidrolisis de ésteres aromaticos o alifaticos, amidas, etc.

Ruptura de anillos aromaticos. Estos procesos requieren que el anillo contenga al
menos dos grupos hidroxilo en posicién orto- o para- que pueden ser introducidos a

su vez por oxidasas.

Los factores que influyen en la actividad biolégica sobre los plaguicidas son: tipo de
suelo, contenido de MO, pH, grado de hidratacion, nivel de oxigeno, temperatura y tipo
y nimero de microorganismos presentes. En general la actividad microbioldgica es
mayor en suelos calidos, himedos, oxigenados con alto contenido de MO (Bridges y

Dempsey, 1998).

La estructura quimica del plaguicida también es un factor determinante en la actividad
microbiana. Por ejemplo, los compuestos drganofosforados y carbamatos son mas
rapidamente metabolizados por los microorganismos bajo condiciones aerdbicas que los

insecticidas érganoclorados (Bridges y Dempsey, 1998).
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1.4 Plaguicidas en estudio
1.4.1 Glifosato

El herbicida Glifosato aparecié en el mercado a principio de los afios setenta (1972-
1974), actualmente es el mas popular y el mas vendido en el mundo y se ha establecido
como lider de los herbicidas de postemergencia, sistémicos y no-selectivos para el

control de malezas anuales, bienales y perennes (herbaceas y lefiosas) (Kogan, 2003).

El Glifosato es un acido débil compuesto mitad de glicina y mitad de fosfonometil
(Figura 4). Quimica y fisicamente, el Glifosato se semeja mucho a sustancias que se
encuentran en la naturaleza, no tiene una gran persistencia biologica, no es
bioacumulable ni se biomagnifica a lo largo de la cadena alimenticia (Solomon y col.,

2005).

o | 0
I |
OH—-C—CHZ—-NH-—-CHz—-Ii' —OH
OH

Figura 4. Estructura quimica de Glifosato (4cido N-fosfono-metil-glicina)
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Este herbicida se caracteriza por presentar muy baja o casi nula actividad en el suelo.
Ademas presenta gran movilidad dentro de la planta, principalmente en el floema, y baja

toxicidad a mamiferos (Kogan, 2003).

El mecanismo de accion del herbicida Glifosato consiste en la inhibicion de la sintesis
de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosona y triptofano), lo cual altera la

produccién de proteinas y previene la formacion de compuestos secundarios como la

lignina.

El Glifosato ejerce su accion (sitio primario de accion) inhibiendo la enzima
5-enolpiruvil shiquimato 3-fosfato cintaza (EPSPS), la cual cataliza la reaccion entre
shiquimato-3-fosfato (S3P) y fosfoenolpiruvato (PEP) para formar S-enolpiruvil
shiquimato-3-fosfato (EPSP) y fosforo inorganico (Pi). Glifosato actua como un
inhibidor competitivo de EPSPS con respecto a PEP. Pero como un inhibidor
competitivo respecto a S3P. Mecanicamente, S3P forma un complejo con EPSPS al cual
Glifosato se acopla antes que PEP. Asi, se ha considerado que Glifosato participa como
un estado andlogo de transicion de PEP. Glifosato interactua con la region de sitio activo

de la enzima, que une al grupo fosfato del PEP (Figura 5) (Kogan, 2003).
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Figura 5. Biosintesis de aminoacidos aromaticos via del acido shiquimico. Glifosato
actla como inhibidor competitivo de la enzima EPSPS (5-enolpiruvil shiquimato 3-
fosfato sintasa), interactuando con el sitio activo de la enzima que se uniria al grupo

fosfato del PEP (Kogan, 2003).
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Giesy y col. (2000) determinaron un promedio de tiempo de vida media de Glifosato,
basado en 47 estudios de suelos agricolas y forestales en diversas localidades
geograficas, de 32 dias. La degradacion de glifosato en suelos se debe principalmente a
la accién de microorganismos, siendo su principal metabolito el acido aminometil

fosfonico (AMPA) (Figura 6).
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HC A~ O O"“ %
NH Tl Sarcosin ;)3 “NH; AMPA
HO o\
) OH

Hal Metilamina

Metilamina
deshidrogenasa

HL - Formaldehido
)

Figura 6. Ruta de degradacion de Glifosato (Wiersema y col., 2006).
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1.4.2 Clorpirifos

Clorpirifos (Figura 7), es un insecticida 6rganofosforado aplicado al follaje y de amplio
espectro de accion. Clorpirifos controla eficazmente insectos masticadores y chupadores

como escamas, conchuelas, pulgones y larvas de lepidopteros (AFIPA, 1999).

Segiin la Declaracion de ventas de plaguicidas del afio 2004 (MINAGRI-SAG, 2006),
Clorpirifos es uno de los ingredientes activos de insecticidas mas vendidos en nuestro
pais, alcanzando las 12.8373 Toneladas vendidas (19,81%), de las cuales 5.154

corresponden a la VI Region.

C,H;0
\
C,H,0” N /

Figura 7. Estructura quimica de Clorpirifos [O,0-dietil O-(3,5,6-tricloro-2-piridil)

fosforotiato]
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El mecanismo de accion del insecticida Clorpirifos consiste en la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa, enzima responsable de la eliminacion de acetilcolina. Con su

inhibicidn, se ve alterado el funcionamiento normal del impulso nervioso (Racke, 1993).

La inactivaciéon se produce cuando la acetilcolinesterasa interacciona con los

compuestos organofosforados mediante un grupo —OH de un resto de serina, formando

un enlace P=0, el cual no es hidrolizable (Figura 8).

0 9]
I (13 Il
ENIVME—OH 4+ X —P — (OR), m—==| ENIYME— oH -— X —P — (OR),
b 1(2)
|
l
] 8]
: (3) [
o - —— - ENIYME— © — P — (OR),
1(4:
O

Il
ENIYME—- O — P — OR

o -

Figura 8. Inhibicion de la colinesterasa por organofosforados.
(1) Formacién del complejo. (2) La parte acido del organofosforado se une
covalentemente a la serina, del centro activo de la enzima. (3) Una molécula de agua

libera la parte acida del 6rganofosforado y la enzima es reactivada; este proceso es muy

largo e irreversible (4).
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Para Clorpirifos se han registrado tiempos de vida media en un rango de 10 a 120 dias,
dependiendo de la formulacion del producto, del contenido de carbono orgénico,
temperatura, humedad y pH del suelo. Su degradacion se debe tanto a procesos bidticos
como abidticos. En ambos casos el principal metabolito originado es el 3,5,6-tricloro-2
piridinol (TCP) (Figura 9) (Racke, 1993).
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Figura 9. Clorpirifos y sus metabolitos (Racke, 1993)
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1.5 Técnicas Isotopicas

Los isotopos radiactivos son extremadamente utiles en las disciplinas cientificas, ya que
estos pueden sustituir al mismo elemento no radiactivo en formulaciones quimicas. Este
compuesto radiactivo resulta ser facilmente detectable y quimicamente idéntico al

material original.

Asi, la aplicacion de técnicas isotopicas permite evaluar la trayectoria del plaguicida en
diversos sistemas ambientales, identificando y cuantificando de manera precisa los
pesticidas en concentraciones muy bajas. Esta técnica emplea como trazadores is6topos
naturales y radiactivos. Su uso permite realizar estudios del comportamiento y destino

final de los plaguicidas.

1.5.1 Técnica de Centelleo Liquido

La técnica se basa en que ciertos compuestos organicos emiten luz fluorescente al ser
bombardeados por una radiacién nuclear. La fluorescencia o fotones emitidos por estos
compuestos organicos (liquidos centelleadores), pueden ser convertidos en un flujo de
electrones por medio de un tubo fotomultiplicador y posteriormente medidos como

pulso eléctrico (Skoog y Leary, 1991).

El uso de un liquido centelleador permite medir muestras de emisores Beta de baja

energia como *H y MC, casi sin absorcion ni autoabsorcion (Alay y col. 2006). Esta
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técnica presenta una alta eficiencia de conteo del orden de 90 % para '“C y mas de un 60

% para “H.

El Contador de Centelleo Liquido (CCL) consiste en un tubo fotomultiplicador en
contacto optico con un vial de vidrio. El vial contiene liquido centelleador organico y la
muestra a ser medida disuelta en un solvente apropiado. El sistema completo es

totalmente cerrado para protegerlo de los fotones luminosos.

El principal problema del Centelleo liquido consiste en el Quenching, que es un proceso
que interfiere ya sea con la produccion de luz en el liquido centelleador (quenching
quimico) o con la transmision de luz hacia el tubo fotomultiplicador (quenching de
color). Asi, el quenching quimico es causado por interferencias de sustancias disueltas
principalmente moléculas con grupos polares como NH;-, SH-, CHCI involucrando la
transferencia de energia desde la radiacion emitida por el fosforo; por su parte el
quenching de color se debe a la absorcion de parte de la luz por sustancias coloreadas lo

que produce una perdida de la energia de la radiacion transmitida (Alay y col. 2006).

Estas interferencias son corregidas determinando la eficiencia de conteo del equipo
CCL. Para esto se agregan cantidades crecientes de interferentes quimicos (por ejemplo
CCly), a muestras que contienen liquido centelleador y el radioisétopo a medir. Con ello
el instrumento calcula un factor de correccién, para cantidades de interferentes
especifico en una muestra y asigna un % de eficiencia de conteo a cada medicion (Pino y

col., 1992).



26

1.6 Hipotesis

Los plaguicidas Glifosato y Clorpirifos marcados con “C pueden ser identificados y

cuantificados en muestras de suelo, utilizando técnicas isotdpicas, y con ello, determinar

la degradacion de estos bajo condiciones controladas y ambientales.
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II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Estudiar y cuantificar la biodegradacion de los plaguicidas Glifosato y Clorpirifos en un

suclo agricola de la VI Region, mediante técnicas isotdpicas.

2.2 Objetivos especificos

i) Determinar algunas propiedades del suelo en estudio: humedad, pH y materia organica

(MO).

ii) Aplicar técnicas isotopicas, utilizando como trazador '“C, para determinar la

degradacion de los plaguicidas Glifosato y Clorpirifos.

iii) Analizar y comparar la degradacion de los plaguicidas Glifosato y Clorpirifos en

condiciones controladas y ambientales.
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II. MATERIALES Y METODOS

3.1 Recoleccién de muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron recolectadas en un predio viticola (Figura 10) de la VI
Region, ubicado en la localidad de Apalta, préoxima a la comuna de Santa Cruz,

provincia de Colchagua (Figurall).

Las muestras de suelo recolectadas corresponden al horizonte Ap de la Serie de Suelos

La Lajuela (CIREN- Chile, 1996).

Figura 10. Predio viticola.
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Figura 11. Localidad de Apalta, ubicada a 3 Km de la comuna de Santa Cruz,

VI Region.

3.1.1 Clasificacion del Suelo Serie La Lajuela

La Serie de Suelos La Lajuela, es miembro de la Familia franca fina, mixta, térmica de
los Ultic Haploxeralfs, formada a partir de material generador andesitico, topografia de
cerro, texturas que varian entre franco arcillo arenosa en superficie, a arcillosa en
profundidad, estructura de bloques subangulares hasta los 50 cm y macizo desde los 50
cm en profundidad (CIREN-Chile, 1996).El clima es xérico, la precipitacion anual se
encuentra entre los 750 y los 900 mm, y la temperatura media anual es de 14,5° C

(CIREN-Chile, 1996).
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3.1.2 Caracteristicas fisicas y morfoldgicas del horizonte Ap (0-14 cm)

Este horizonte es de color pardo muy oscuro (7,5YR 2,5/2) en hiimedo, franco arenosa,
estructura de bloques subangulares finos fuertes, ligeramente adhesivo y ligeramente
plastico, raices finas y muy finas abundantes, poros finos abundantes. Limite lineal

abrupto (Comunicacion personal, W. Luzio, 2006).

Las muestras recolectadas se llevaron al laboratorio, se secaron al aire y se tamizaron a

<2 mm.
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3.2 Plaguicidas utilizados en este estudio
3.2.1 Glifosato

Para este estudio se utilizo el herbicida Glifosato comercial, de calidad analitica y pureza

98 % (Chem Service Inc, USA) solubilidad 12 g L™ (European Comisién, 2002).

Ademés, se utilizo Glifosato marcado con '“C en el grupo fosfonometil, con una
actividad total de 37 MBq, actividad especifica 2,213 MBq mg"' (374 MBq mmol™) v

pureza superior al 95 % (Institute of isotopes Co, Ltd Hungary) (Figura 12).

o) 0
I . [
OH—C—CHz-*NHmCHg'-"Ii’ —OH
OH

Figura 12. Estructura quimica de "*C-Glifosato en el grupo fosfonometil.
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3.2.2 Clorpirifos

Se utilizé insecticida Clorpirifos comercial, de calidad analitica y pureza de 99 %,

solubilidad 1,2 mg L™ (25 °C) (Chem Service Inc, USA).

También se utilizé Clorpirifos marcado con 1C en el grupo etilo [Etil-l-MC], con una
actividad total de 9,25 MBq, actividad especifica 13,43 MBq g~ (630 MBq mol™) y

pureza superior al 95 % (Instute of isotopes Co, Ltd Hungary) (Figura 13).

1 s Cl

EHO L o =
P\ /CI
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C,H:O N

H.O

25

Figura 13. Estructura quimica '*C-Clorpirifos [Etil-1-'*C].
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3.3 Determinacion de pardmetros del suelo

3.3.1 Determinacion de la humedad inicial

Se maso en balanza analitica (Industry) en duplicado, entre 10-20 g (exactitud 0,01 g) de
suelo seco al aire en un recipiente de metal previamente tarado. Las muestras de suelo se
secaron a estufa (Kottermann modelo 2771) durante 24 h a 105 = 5 °C. Luego, las
muestras se retiraron de la estufa, se dejaron enfriar y se masaron. Finalmente se

determind el contenido de agua (Sadzawka, 1998).

3.3.2 Determinacion del pH

Se prepard una suspension de suelo agua desionizada en una proporcion suelo: solucién
de 1: 2,5 y en el sobrenadante se determino el valor del pH con un medidor de pH

(HANNA INSTRUMENT) (Sadsawka, 1998).

3.3.3 Determinacion de Materia Organica

La determinacion de la materia organica (MO) se realizé de acuerdo al procedimiento de
Walkley y Black, modificado (Sadzawka, 1998), el cual corresponde a una combustion
hiimeda de la materia organica con una mezcla de dicromato de potasio y 4cido
sulfirico. Después de la reaccion se determiné colorimétricamente la concentracion de

carbono organico mediante un espectrofotometro UV-Vis (UV 2, UNICAM).



Las dosis de aplicacion comercial (AFIPA, 1999. Manual de Fitosanitarios) son las
indicadas a continuacién:
Glifosato : 0,75 mg de herbicida por cada 1000 g de syelo,

Clorpirifos :10 mg de insecticida por cada 1000 g de suelo,
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a. Disolucion fortificante de Glifosato

Se tomé 29,2 uL con una micropipeta de desplazamiento positivo (Gilson Microman
Presicion) de una disolucién de Glifosato marcado con *C (14C-GLY) de concentracion
3,344 mg mL", actividad de 7.4 MBq mL™" y 1,783 mL de una disolucién de Glifosato
sin marcar (GLY) de concentracion 1 mg mL™". Estas disoluciones se aforaron a 25 mL

con agua de grado analitico (mq).

b. Disolucién fortificante de Clorpirifos

Se tom6 126 pL con micropipeta de desplazamiento positivo (Gilson Microman
Presicion) de una disolucién de Clorpirifos marcado con '*C (14C-CLP) de concentracion
122,6 mg mL™, actividad de 1,65 MBq mL" y 9,5mL de una disolucién de Clorpirifos
sin marcar (CLP) de concentracién 1000 ug mL™. Estas disoluciones se aforaron a 25

mL con isooctano (Merck p.a. pureza > 99,5 %).

3.4.2 Fortificacién y homogeneizacion del suelo

Se fortificé 2,5 Kg de suelo para cada plaguicida con las disoluciones ya mencionadas,
los cuales se dispusieron en 2 bandejas de vidrio (pirex). Para una fortificacion
homogénea, los suelos se dividieron en 164 cuadrados iguales (2,5 cm de largo y 3 cm
de ancho) a los cuales se les aplicé el mismo volumen de solucién fortificante

(Figura 14).
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A)

Figura 14. Fortificacion del suelo (A). Bandejas fortificadas bajo campana (B).

Para permitir la evaporacion del agua y del isooctano las bandejas se dejaron bajo
campana por 24 h. Una vez seco, el suelo se trasladé a un envase plastico y se llevo al

homogeneizador de tipo pantalon (24 vueltas min™) por 48 h (Figura 15).

Figura 15. Homogeneizador tipo pantalon.
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3.4.3 Incubacién de las muestras de suelo fortificadas con los plaguicidas para el ensayo

de degradacion en condiciones controladas

Se coloco 100 g de suelo, previamente fortificado y homogeneizado, en frascos de vidrio
con tapa hermética (750 mL de capacidad), etiquetados del 1 al 20, para cada plaguicida.
Posteriormente se ajusto el contenido de agua de cada frasco, a un 75 % de la capacidad
de campo del suelo (Steubing y col., 2002). En el interior de cada frasco se introdujo
otro frasco con 10 mL de NaOH 0,5 M. Esta solucion captura el CO, mediante la
siguiente reaccion:

COz + 2NaOH ) = Na,CO; (@) T H;O g

Posteriormente los frascos fueron dispuestos al azar en incubadora (Sanyo Incubator

MIR-253), a 20 + 1 °C y a oscuridad completa (Figura 16).

Figura 16. Incubacion de las muestras de suelo.
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3.4.4 Cuantificacién de la biodegradacion

Los frascos con 10 mL de NaOH 0,5 M, ubicados en el interior de los frascos
herméticos, se cambiaron cada tres dias para evitar la saturacion del NaOH. Asi, los
frascos retirados contienen el CO, liberado en tres dias por la biodegradacién de los

plaguicidas y la materia organica del suelo.

De estos frascos se tomé una alicuota de 1 mL en viales de vidrio, y se les agregd 5 mL
de liquido centelleador (Packard, Ultima Gold LLT). Posteriormente, los viales se
llevaron al contador de centelleo liquido (Beckman LS 500 TD) (Figura 17) donde solo
se cuantifica el diéxido de carbono marcado con “C (**CO), proveniente de la
biodegradacién del plaguicida. Asi se conoce la tasa de evolucién del *CO,, y por lo

tanto la biodegradacion del producto en el suelo.

Figura 17. Contador de centelleo liquido.
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3.4.5 Determinacion del plaguicida residual en el suelo

La determinacion del plaguicida residual en el suelo se realizo en intervalos de tiempo
definidos en el transcurso del ensayo. Para esta determinacidn se retiraron de la
incubadora muestras del suelo en duplicado, las que se secaron en estufa (Kottermann

2771) (Figura 18)a 50 + 2 °C por 24 h.

Figura 18. Secado de muestras (Estufa Kottermann 2771).

Una vez secas las muestras, se masé (PRECISA) 0,5 g de suelo méas 50 mg de manitol
(p.a) en cubetas de porcelana, las que fueron transportadas en una cuchara de cuarzo

(Figura 19) al oxidizador bioldgico (Biological Oxidizer OX 500) (Figura 20).
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Figura 19. Cubeta de porcelana con muestra de suelo y manitol.

En el oxidizador biologico las muestras se combustionan a 900 °C y como producto se
obtiene CO, y “CO,, proveniente del plaguicida marcado, el cudl se recoge en viales de
vidrio que contienen liquido centelleador (cocktail de Xileno Carbon-'*) (Figura 20).
Junto con las muestras de suelo, se combustioné una muestra de 50 mg de manitol, en

duplicado, la que es utilizada como blanco (Andreu y Pico, 2004).

Figura 20. Oxidizador Biologico
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Cada vez que se utilizo el oxidizador biologico se determiné un factor de combustion

(FC) con cada plaguicida, el cual chequea el buen funcionamiento del equipo.

Para la determinacién del FC se combustiond una lamina de papel filtro con 10 pL de
una solucion estandar de plaguicida marcado, siguiendo el mismo procedimiento que
para las muestras de suelo, a esta muestra se le llamd estandar combustionado.
Paralelamente, se deposito directamente 10 pl. de la solucién estandar de plaguicida en
un vial de vidrio con 10 mL de liquido centelleador, a esta muestra se le llam¢é estandar
directo (R. J. Harvey Instrument Corporation, 2002). Posteriormente, se llevd las dos
muestras de estandares al contador de centelleo liquido y finalmente se calculé el valor

de FC (Anexo I).

3.4.6 Determinacioén de residuos ligados y extraibles del plaguicida

Del plaguicida residual del suelo se determiné la cantidad que correspondia a residuos
ligados y a residuos extraibles. La determinacion se realizé mediante una extracciéon con
agua, asistida por microondas (CEM-Mars 5), (Figura 21). Para esto se maso en
cuadruplicado, 2 g de suelo (suelo retirado en 3.4.5) en vasos especiales para el
microondas y se les agregd 10 mL de agua destilada. Posteriormente, los vasos se
llevaron al microondas, para realizar la extraccién, durante 30 minutos y con una

potencia de 1.200 W (Jassie y col., 1997).
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Figura 21. Equipo microondas (CEM-Mars 5 ).

Luego de la extraccion, la solucién suelo se centrifugd a 3000 rpm (Heraeus Sepatech)
por 15 minutos para separar la fase liquida que contiene los residuos extraibles, de la

fase solida que contiene los residuos ligados.

Para determinar los residuos extraibles, se separo y se filtr6 la fase liquida. Luego, del
filtrado se tomé 1 mL en un vial de vidrio, se adicioné 5 mL de liquido centelleador
(Packard, Ultima Gold LLT) y posteriormente se llevaron al contador de centelleo

liquido.

La fase solida se dejé secando 24 h a 50 + 2 °C (Kottermann 2771). Una vez seca y
homogeneizada se combustioné en cuadruplicado siguiendo el procedimiento del punto

3.4.5. De esta manera se obtienen los residuos ligados.
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3.4.7 Testigos

Paralelamente al ensayo, se llevaron dos tipos de testigos con suelo esterilizado por
medio de radiacion. En un caso el suelo fue fortificado con plaguicida y luego
esterilizado (Testigo A) y en el otro, el suelo fue esterilizado y posteriormente

fortificado con plaguicida (Testigo B).

Para esto se maso (Industry) 50 g de suelo (suelo fortificado para el testigo A y suelo sin
fortificar para el testigo B), en frascos con tapa rosca y centro de goma (a), de 150 mL
de capacidad etiquetados como A-1, A-2 y A-3 6 B-1, B-2, B-3 para cada plaguicida. Al
interior de cada frasco se colocd otro frasco de menor tamafio (b) sostenido por un

tripode de alambre (c) (Figura 22).

Figura 22. Frasco para suelo testigo.
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Los frascos completamente cerrados se llevaron al irradiador (Seccion de Salud y
Alimentos, Departamento de Aplicaciones Nucleares, CCHEN). Las muestras de suelo
fueron irradiadas con una dosis de 25 KGy. Posteriormente, a los testigos B se les
agreg6 una disolucion de plaguicida marcado con MC, hecha segin la dosis de
aplicacién comercial. A ambos testigos se les agrego 10,7 mL de agua al suelo contenido
en los frascos (volumen de agua necesario para alcanzar el 75 % de la capacidad de
campo del suelo) con una jeringa a través del centro de goma y se agregaron 5 mlL de
NaOH 0,5 M esterilizado a los frascos ubicados en el interior, mediante una jeringa.
Estos testigos fueron incubados (Sanyo Incubator MIR-253) junto con las muestras a 20

+ 1 °C y oscuridad completa.

La cuantificacion del *CO, se realizo cada 6 dias, para esto se sacd con una jeringa los 5
mL de NaOH contenidos en los frascos pequefios. De el NaOH retirado se tom6 1 mL en
un vial de vidrio y se les agregd 5 mL de liquido centelleador (Packard, Ultima Gold
LLT). Posteriormente, los viales se llevaron al contador de centelleo liquido y se repuso

los 5 mL. de NaOH de los frascos pequefios.
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3.5 Determinacién de la Degradacién de los plaguicidas Glifosato y Clorpirifos en

condiciones ambientales

En este ensayo de 91 dias de duracién se determiné la degradacién de los plaguicidas
Glifosato y Clorpirifos en el suelo, expuesto a condiciones ambientales de temperatura y

radiacion solar.

3.5.1 Preparacion de disoluciones fortificantes

Al igual que en el ensayo de la determinacion de la biodegradacion en condiciones
controladas, se prepararon dos disoluciones fortificantes, basadas en la dosis de

aplicacion comercial, para cada plaguicida.

a. Disolucion fortificante de Glifosato

Se tomo 39,8 pL con una micropipeta de desplazamiento positivo (Gilson Microman
Presicién) de una disolucion de “C.GLY de concentracion 3,344 mg mL ™, actividad de
7,4 MBqmL™ y 1,1 mL de una disolucién de Glifosato comercial de concentracion 1 mg

mL™". Estas disoluciones se aforaron a 20 mL con agua grado mq.
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b. Disolucion fortificante de Clorpirifos

Se tomé 140 pl. con micropipeta de desplazamiento positivo (Gilson Microman
Presicion) de una disolucién de *C-CLP de concentracion 122,6 mg mL™, actividad de

1,65 MBq mL™ y se aford a 20 mL con isooctano (Merck p.a. pureza > 99,5 %).

3.5.2 Fortificacion y homogeneizacion del suelo

Se fortifico 1,7 Kg de suelo para cada plaguicida con las disoluciones ya mencionadas

(3.5.1), siguiendo el procedimiento descrito en 3.4.2.

3.5.3 Preparacion y ubicacion de las muestras de suelo

Se maso 50 g (Industry ) de suelo, previamente fortificado y homogeneizado, en placas

petri, etiquetadas del 1 al 12 para cada plaguicida, incluyendo muestras y contra

muestras. Se ajust6 el contenido de agua a un 75 % de la capacidad de campo del suelo

agregando 10,1 mL de agua a cada placa petr.
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Las placas se colocaron al aire libre, en las instalaciones del Centro de Estudios

Nucleares La Reina de la Comision Chilena de Energia Nuclear (Figura 23).

Figura 23. Ubicacion de las muestras de suelo del ensayo de degradacion en condiciones

ambientales.

3.5.4 Determinacion del plaguicida residual en el suelo

La determinacién del plaguicida residual en el suelo se realizo en intervalos de tiempo
definidos en el transcurso del ensayo. Para esta determinacién se retiraron placas con
muestras de suelo en duplicado las que se secaron durante 24 h a 50 + 2 °C (Kottermann
2771). Esta determinacién se realizo mediante la combustion de las muestras de suelo y
su posterior cuantificacion en el contador de centelleo liquido siguiendo la misma
metodologia mencionada en el apartado 3.4.5 del ensayo de biodegradacion de

plaguicidas en condiciones controladas.
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3.5.5 Determinacion de residuos ligados y extraibles de plaguicida

Del plaguicida residual del suelo se determiné la cantidad que correspondia a residuos
ligados y a residuos extraibles. La determinacion se realizé mediante una extraccion con
agua asistida por microondas (CEM-Mars 5) empleando la misma metodologia descrita
en el apartado 3.4.6 del ensayo de biodegradaciéon de plaguicidas en condiciones

controladas.

3.5.6 Testigos

Se masé 50 g de suelo, previamente fortificado y homogeneizado, en frascos herméticos
de vidrio con tapa rosca y centro de goma, etiquetados de 1 a 8 para cada plaguicida. Los
frascos se llevaron al irradiador para esterilizar el suelo. La dosis aplicada fue de 25
KGy. Posteriormente, se agreg6 un volumen de agua de 10,1 mlL a cada frasco, mediante
una jeringa a través del centro de goma de los frascos, para llevar el suelo a un 75 % de

su capacidad de campo.

Los testigos fueron puestos al azar en una bandeja junto a las muestras de suelo al aire

libre (Figura 24).
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Figura 24. Testigos ubicados junto a las muestras en ¢l ensayo bajo condiciones
ambientales.
Al suelo testigo se le determiné el plaguicida residual en distintos intervalos de tiempo
durante el ensayo. La metodologia utilizada para la cuantificacién de los residuos de
plaguicida fue la misma que se describié en el apartado 3.4.5 del ensayo de

biodegradacion de plaguicidas en condiciones controladas.

3.6 Recuento de microorganismos aerébicos mesofilos (RAM)

Se realizo el recuento microbiano de una muestra de suelo inicial sin fortificar, de una de
las muestras de suelo incubadas en el ensayo de biodegradacion en condiciones
controladas (3.4.3) y de los testigos A-3 y B-3 de cada plaguicida (3.4.7). Con este
recuento se obtiene el nimero de unidades formadoras de colonia por gramo de suelo
(ufc g) en cada muestra. El RAM fue realizado en el laboratorio de microbiologia de la
Seccion de Salud y Alimentos de la CCHEN, siguiendo el método del Manual

Bacterioldgico Analitico (BAM online, 2001).
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Este método consiste en diluir 25 g de la muestra de suelo en 225 mL de agua peptonada
0,1% estéril (WP). De esta disolucién se tomd 1 mL, el cual se diluyé con 9 mL de WP
en un tubo de ensayo y se agitd (vortex). De este tubo se tomdé 1 mL y se diluyo
nuevamente en 9 mL de WP en otro tubo de ensayo, de esta misma forma se realizaron
7 diluciones consecutivas. De la 7° disolucion se tomé 1 mL en placa de petri, en

duplicado, y se agregd un medio de cultivo (Agar de Soya Tripticasa) (Figura 25).

Las placas se dejaron por 48 h a 35 = 1 °C en estufa. Pasado este tiempo se realizo el
recuento de ufc en cada placa, el que finalmente fue expresado en ufc g para cada

muestra.

Figura 25. Cultivo de microorganismos.
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3.7 Determinacion del limite de deteccién y cuantificacion del equipo contador de

centelleo liquido (Beckman LS 500 TD) para Glifosato y Clorpirifos

Se determind el limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC) del equipo
contador de centelleo liquido (Beckman LS 500 TD) para los plaguicidas en estudio
mediante una curva de calibracion (concentracion versus actividad). Para la construccion
de las curvas de calibracion se utilizaron concentraciones de 0,3 x 107 ; 0,1 x 02 ¢
0,5x 10%;0,1 x 10" y 0,1 (mg L']) de Glifosato y concentraciones de 0,3 ; 0,5 ;1,0 ;

2,0y 5,0 (mg L") de Clorpirifos.

Los LD y LC se calcularon mediante la siguiente ecuacion:
LD =(Sm-Sbl)/m
LC =(Sm" —Sbl)/m

Donde:

Sbl : promedio mediciones blancos

Sm : Sbl + 3 x sbl

Sm’: Sbl + 10 x sbl

sbl : desviacidn estandar blancos

m : pendiente curva de calibracién
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Parametros fisicos y quimicos del suelo Serie La Lajuela

Los resultados obtenidos en la determinacion de las propiedades fisicas y quimicas del

Suelo Serie La Lajuela se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del Suelo Serie La Lajuela.

Pai‘émetros | Suelo Serie La Lajuela
Materia Organica (%) 4.2
pH (H20) 6,3
Distribucion por Arena (%) | 339
tamaiio de particula Limo (%) 282
Arcilla (%) 15,9

Clase Textural | Franco arenosa

Densidad Aparente (Mg m™) 1.4

Porosidad Total (%) 451

?
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El Suelo Serie La Lajuela presenta un alto porcentaje de materia orgénica (MO). Este
contenido de MO (4,2 %} es considerado alto para suelos agricolas, siendo asi un factor
clave en la fertilidad del suelo, ya que actua sobre las propiedades fisicas (porosidad,
capacidad de retencion hidrica y estabilidad de los agregados). Igualmente influye en las
propiedades quimicas en especial sobre la capacidad de intercambio de cationes que
actua como una reserva nutricional, a la vez que aporta nutrientes mediante los procesos
de mineralizacidn y sobre los bioldgicos, ya que mantiene la actividad microbiana del

suelo.

El pH de este suelo esta dentro del rango considerado débilmente acido (6,1 —6,5), y se
espera encontrar en el suelo una méaxima disponibilidad de nutrientes. Con respecto a los
microorganismos desarrollados, en los suelos con pH sobre 5,5, las bacterias y
actinomicetes son fuertemente competitivos y tienden a dominar la actividad
microbiana. Ademas se pueden encontrar hongos, ya que son muy versatiles y se

desarrollan satisfactoriamente en un amplio rango de pH (Sadzawka, 2006 a).

En general los suelos que contienen 15 a 30 % de arcilla, 40 a 55 % de arena y 15 a
30 % de limo, como el Suelo Serie La Lajuela, presentan escasos problemas de drenaje o
disponibilidad de agua. En consecuencia se les cataloga como suelos optimos para el

crecimiento de las plantas y para la produccion agricola (Casanova y col., 2006).
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La densidad aparente relaciona el peso del suelo y su volumen, incluyendo el espacio
libre poroso, es por esto que la densidad esta inversamente relacionada con la porosidad.
En la Tabla 1, se observa que el valor de la densidad aparente es alto sin embargo, se

aprecia un valor de porosidad que permite una buena aireacién y movimiento de agua.
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4.2 Determinacién de la biodegradacién del herbicida Glifosato en condiciones

controladas

En la Figura 26, se presentan los resultados de la biodegradacion de Glifosato bajo

condiciones controladas, en funcion del tiempo, durante los 99 dias de ensayo.
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Figura 26. Biodegradacién de Glifosato en condiciones controladas.

Las curvas representan la biodegradacion de Glifosato, expresadas como porcentaje de

CO,, considerando como 100 % a la cantidad inicial de Glifosato aplicado al suelo,

determinada experimentalmente.

La biodegradacion parcial representa el porcentaje de CO; recuperado cada tres dias,

alcanzando un maximo de 6,8 % al tercer dia de ensayo, disminuyendo al 5 % al sexto
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dia. A partir del octavo dia hasta el dia 39, la produccion de CO; se mantiene sobre el
1 %, la cual disminuye lentamente desde el dia 42 en adelante, no superando el 0,5 % de

CO; hacia la etapa final del ensayo (Figura 26).

Asi, al término del ensayo la curva de biodegradacion acumulada alcanzo un 49,8 % de
CO; total (Figura 26), resultado que concuerda con lo obtenido por Landry y col. (2005),

Serensen y col. (2006) y Rueppel y col. (1977).

En esta curva se observan tres etapas de biodegradacién (Tabla 2) considerando los
intervalos de tiempo, la pendiente de la curva (Anexo IIT) y los valores acumulados de
CO,. La primera etapa presenta una rapida biodegradacion inicial, seguida por una etapa
intermedia, que finaliza en una tercera etapa donde la pendiente de la curva presenta un
bajo valor (0,2) y el porcentaje de Glifosato biodegradado es menor al de las otras etapas

(12,6 %).

Tabla 2. Curva de evolucion de biodegradacion de Glifosato bajo condiciones

controladas.
Etapa Intervalo de tiempo  Pendiente de la curva Biodegradacién
(dias) en la etapa (%)
1 0-6 2.6 14,8
i | 739 0,6 22,4

I 40-99 0,2 12,6
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Contrariamente a lo esperado, la curva de biodegradacion del testigo (Figura 26),
presento valores similares a los alcanzados por las muestras, posiblemente producto de
una dosis de irradiacion menor a la necesaria 0 a una potencial contaminacion de las
muestras en el transcurso del ensayo, situacion que se confirma ya que al término del
mismo el recuento microbiano presenté un valor mayor (1,36 x 10° ufc g™') al encontrado
en las muestras de suclo sin esterilizar (3,5 x 107 ufc g). Por otro lado, analisis
realizados en el laboratorio de la Seccion Agricultura de la CCHEN, permiten descartar
un efecto en la degradacién del Glifosato producto de la irradiacién obteniéndose

valores similares en las condiciones indicadas,

Al trabajar con muestras de suelo con plaguicidas y esterilizadas mediante irradiacion,
Carazo y col. (1982) observaron que estas muestras esterilizadas presentaban una menor
o mayor degradacion del plaguicida con respecto a las muestras sin esterilizar. Mientras
Getzin y Rosefield (1968), citado por Carazo y col (1982), encontraron que la

degradacion de diversos plaguicidas en suelos irradiados es ligeramente menor que en

los no esterilizados.

La produccion de CO,, descrita anteriormente y representada mediante las curvas de
biodegradacion de Glifosato (Figura 26), es un proceso que estd directamente

relacionado con la disminucion de los residuos de Glifosato en el suelo (Figura 27).
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Asi, se observa que el porcentaje de Glifosato inicial en el suelo disminuye a medida que
transcurren los dias de incubacién (Figura 27), siendo inversamente proporcional a la

curva de biodegradacion acumulada (Figura 26).
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Figura 27. Glifosato residual (%) en el suelo, bajo condiciones controladas.

De este Glifosato residual, un porcentaje corresponde a residuos ligados al suelo y otro a

residuos extraibles (Figura 28).
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Figura 28. Residuos ligados y extraibles de Glifosato en condiciones controladas.

Al considerar el porcentaje de residuos de Glifosato total, se observa que a partir del
sexto dia de incubacion en adelante, el porcentaje de residuos ligados al suelo se
mantiene entre un 88 % y 93 % (Figura 28). Estos resultados concuerdan con lo
encontrado en la literatura respecto al comportamiento de Glifosato en suelos,
describiéndolo como una pequefia molécula que es adsorbida rapida y fuertemente a la
mayoria de los suelos a través de sus constituyentes, entre ellos, los 6xidos metalicos, las

arcillas, algunos materiales organicos y las sustancias humicas (Afonso y col., 2005).

Asi mismo, los residuos de Glifosato permanecen relativamente constantes con valores
menores al 12 %, siendo complementarios a los porcentajes de residuos ligados

(Figura 28).
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De acuerdo al modelo propuesto por Hamaker y Goring (1976) (citado por Eberbach,
1998), llamado “Compartimentacion”, la descomposicion del plaguicida solo puede
ocurrir desde la fase labil (plaguicida extraible) (Figura 29). Esta situacion es
particularmente valida para plaguicidas cuya mayor ruta de degradacion es

microbiol6gica, como sucede con el plaguicida Glifosato.

Volatilizacion Volatilizacidén
Lixiviacion Lixiviacién
Fase Labil Descomposiciéon Fase Labil Descomposicién
del plaguicida del metabolito
Plaguicida soluble . | Metabolito soluble N
o intercambiable o intercambiable
Adsorcion Adsorcidn
(rapida) T (rapida) T
Desorcion Desorcion
(lenta) (lenta)
Fase No-labil Fase No-labil
Plaguicida Metabolito
adsorbido adsorbido

Figura 29. Esquema del Modelo de Compartimentacién (Eberbach, 1998)
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Mediante este modelo es posible explicar los resultados obtenidos en la curva de
evolucion de la biodegradacion de Glifosato en condiciones controladas (Figura 26).
Asi, el mayor porcentaje de produccion de CO; se presenta en los primeros dias de
incubacion, cuando los residuos ligados estan en menor porcentaje y por lo tanto, el
Glifosato se encuentra mas biodisponible. A través del tiempo a medida que aumentan
los residuos ligados al suelo, se produce una disminucion de la biodegradacion de

Glifosato.

De esta manera, resultados obtenidos por Rueppell y col. (1977), afirman que la lenta
degradacion de Glifosato, después de 7 dias, refleja la adsorcion del substrato

reduciendo su disponibilidad para la descomposicion.
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4.3 Determinacion de la degradacion de Glifosato en condiciones ambientales

En la determinacion de la degradacion de Glifosato en el suelo bajo condiciones
ambientales a través del tiempo, se observé que, del Glifosato inicialmente agregado un
alto porcentaje (97 %) permanece en el suelo (Figura 30). Lo anterior evidencia una baja
o nula degradacion de Glifosato en las muestras de suelo. Los testigos presentan un
comportamiento similar, donde el Glifosato, inicialmente agregado, permanece en el

suelo, atn transcurridos los 91 dias de ensayo (Figura 30).
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Figura 30. Glifosato residual (%) en el suelo, bajo condiciones ambientales.
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Figura 31. Residuos ligados y extraibles de Glifosato bajo condiciones ambientales.

En la Figura 31, se observan los porcentajes de residuos ligados y extraibles en funcion
del tiempo, con una fuerte tendencia del Glifosato a ser adsorbido por el suelo. Esta
situacion se refleja desde el inicio del ensayo, donde se determinaron altos porcentajes
de residuos ligados al suelo (89-91 %). Esto impide su degradacion quimica y
microbiana, ya que el Glifosato disponible es aquel que se encuentra como residuo

extraible (< 12 %).

Esto resultados se ven reafirmados por Eberbach (1998), quién en uno de sus ensayos,
calcul6 los rangos de tiempo de vida media para el Glifosato en la fase labil y en la fase

no-labil, siendo de 6-9 dias y de 222-835 dias, respectivamente.
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4.4 Comparaci6n entre los ensayos de biodegradacién bajo condiciones controladas

y degradacién bajo condiciones ambientales de Glifosato

En la Tabla 3, se presenta un resumen de los valores obtenidos al término de los ensayos
de biodegradacion en condiciones controladas y degradacién en condiciones
ambientales, expresados en porcentaje con respecto al Glifosato aplicado inicialmente al

suelo.

Tabla 3. Biodegradacion de Glifosato en condiciones controladas y degradacién en

condiciones ambientales (%).

Condiciones Condiciones
Determinacién Controladas (%) Ambientales (%)
GLY total biodegradado 50 nd
GLY total degradado nd 3
GLY final remanente en el suelo 61 97
Residuos ligados 60 86
Residuos extraibles 8 i

nd : no determinado
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De los resultados expuestos, se observa que bajo condiciones controladas al cabo de 99
dias se biodegradd el 50 % del producto aplicado; mientras que bajo condiciones
ambientales, la degradacion del Glifosato alcanzé solo un 3 % al cabo de 91 dias de

ensayo (Tabla 3).

De igual manera, se observan grandes diferencias entre los porcentajes de residuos
ligados, para ambas condiciones de ensayo. Asi, el porcentaje de residuos ligados es
significativamente mayor bajo condiciones ambientales (86 %) que bajo condiciones
controladas (60 %), mientras que el bajo porcentaje de los residuos extraibles se

mantiene similar para ambas condiciones de estudio (Tabla 3).

Asi, las diferencias obtenidas en ambos ensayos son atribuidas a los factores de
humedad, temperatura y radiacion solar, condiciones que variaron entre un ensayo y otro

(Tabla 4) (Anexo TII).
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Tabla 4. Condiciones de humedad, radiacién solar y temperatura durante el periodo de

ensayos.
Factor - Condiciones ~ Condiciones
Controladas Ambientales
Humedad (% CC) | 75 Variable
Radiacién solar max. Promedio (W m™) 0 916
Temperatura max. promedio °C) 20 30"
Temperatura min. promedio (°C) 20 13°

"Valores promedio de base de datos de estacion meteorologica, periodo diciembre 2006 a febrero 2007.
Fuente: Departamento de Meteorologia del Centro de Estudios Nucleares, La Reina, de la CCHEN.

Durante el ensayo bajo condiciones controladas la humedad del suelo se mantuvo a un
75 % de su CC, mientras que, para el ensayo bajo condiciones ambientales, no se
mantuvo para todo el periodo de estudio (Tabla 4). Al inicio, la humedad de suelo fue
corregida diariamente, sin embargo las altas temperaturas provocaron una rapida
evaporacion del agua aplicada llevando a las muestras a condiciones de estrés hidrico.
La variabilidad del porcentaje de humedad del suelo, pudo provocar una disminucién de
la actividad microbiana, ya que ésta se desarrolla éptimamente cuando el suelo presenta
una humedad de 60 %, respecto al contenido total que el suelo puede almacenar.

(Navarro y col., 1992 citado por Camarda, 2005).
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Si bien, la radiacion solar puede provocar la fotodescomposicion del Glifosato al
interactuar con ciertos enlaces de la molécula, la accion de la radiacion solar sobre las
muestras, bajo condiciones ambientales (Tabla 4), no tuvo mayor influencia en la
degradacion del Glifosato (Tabla 3), pues el Glifosato es estable frente a la

fotodegradacion en suelos (EPA, 1993).

Al parecer, la temperatura seria el factor determinante en la diferencia de porcentaje de
disipacion del Glifosato, en ambos ensayos. En el ensayo bajo condiciones controladas,
la temperatura se mantuvo a 20 + 1 °C, mientras que bajo condiciones ambientales ésta
fue variable durante el dia presentando una temperatura maxima promedio de 30 + 3 °C

y una minima promedio de 13 + 2 °C (Tabla 4).

Por una parte, el aumento de la temperatura favorece la actividad microbiana (Varnero,
1992) y por otra, un aumento de temperatura provocaria una disminucién en la adsorcion
y un aumento en la desorcién, ya que la adsorcion es un proceso exotérmico. A pesar de
esto, el ensayo bajo condiciones ambientales presentd una mayor adsorcién del Glifosato
al suelo dejandolo menos disponible para los microorganismos, reduciendo su

degradacion.

Resultados similares obtuvo Eberbach (1998), quién encontré que a altas temperaturas,

el Glifosato es fuertemente retenido en suelos acidos.
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Finalmente, es la biodegradacion la principal ruta de disipacion del Glifosato, la que se
encuentra estrechamente relacionada con la cantidad de Glifosato presente en la fase
labil. Asi lo confirman Calderon y col. (2005), al decir que, la fuerte adsorcion de
Glifosato al suelo puede inducir a una proteccion de éste frente a la degradacion
microbiana, siendo los procesos de adsorcion-desorcion los que al final controlen la

cantidad de Glifosato en suelo.

Segun el trabajo de Chorbadjian y Kogan (2001), se ha determinado que la adsorcion de
Glifosato al suelo se incrementa al aumentar el contenido de arcillas del suelo (Glass,
1987; Hensley y col., 1978), también se ha especificado que la adsorcion del Glifosato a
las arcillas depende del tipo de arcilla, pH de Ia solucidn, composicion idnica de la
superficie de la arcilla (Hossner, 1985) y especialmente de la concentracion de Glifosato
en la solucién (Gerritse y col., 1977). Con respecto a estos factores, la montmorillonita
posee una gran capacidad de adsorcion de Glifosato (Glass, 1987) (citado por
Chorbadjian y Kogan, 2001). Concuerda con que la montmorillonita, arcilla expandible

2:1, es la principal arcilla presente en el Suelo Serie La Lajuela.

La molécula de Glifosato y la arcilla montmorillonita, generalmente, poseen cargas netas
negativas, de modo que no hay atraccién electrostatica asociada a la interaccion. Sin
embargo, la montmorillonita presenta alta capacidad de adsorcién de cationes, y ademas,
se sabe que el Glifosato es capaz de formar complejos de esfera interna con varios
metales como el Al” y Fe™, de modo que se pueden formar los mismos complejos en

las superficies de la montmorillonita como en sus intercapas (Afonso M. y col., 2005).
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Asi, el Glifosato (anién) se acopla a las cargas positivas de los iones Ca™, Fe™, Fe™ y
FY el que se encuentran asociados con los coloides del suelo, siguiendo el mecanismo de
adsorcion de los grupos fosfatos (H,PO,) (Kogan y Pérez, 2003). El mecanismo
consiste en el reemplazo de un hidroxilo estructural por un i6n fosfato no hidratado para
formar un complejo de esfera interna. Esta reaccion une al fosfato tan firmemente que no
puede ser facilmente reemplazado por otros aniones. Con el tiempo, un segundo oxigeno
del i6n fosfato puede reemplazar un segundo hidroxilo, de manera que el fosfato queda
unido a dos atomos de Al (o Fe) formando una unién binuclear estable. Cuando esto
ocurre, el fosfato pasa a formar parte integral del mineral y su liberacién a la solucién

suelo es extremadamente lenta (Sadzawka, 2006 b) (Figura 32).
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Figura 32. Reaccion del ion fosfato con una superficie de Al hidroxilado formando

finalmente un complejo de esfera interna con una unidn binuclear estable.
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Otro componente de la fraccion coloidal del suelo importante también en los procesos de
adsorcién es la MO, la cudl estd presente en un alto porcentaje (4,2 %) en el suelo en
estudio. La MO (sustancias himicas especificamente), podria adsorber igual cantidad de
Glifosato que las arcillas, dependiendo de su estructura quimica y tamafio molecular

(Piccolo y col., 1996 citado por Chorbadjian y Kogan, 2001).

El Glifosato se ioniza facilmente, y como anion, se adsorbe fuertemente a la materia

organica (Figura 33) en suelos con pH intermedio (Solomoén y col., 2005).

Particula de
materia organica

Figura 33. Adsorcion del Glifosato a las particulas de MO (Solomon y col., 2005).
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4.5 Determinacién de la biodegradacion del insecticida Clorpirifos en condiciones

controladas

Los resultados obtenidos en la determinacion de la biodegradacion de Clorpirifos en
condiciones controladas, en funcién del tiempo, se presentan en la siguiente figura

(Figura 34).

80 - ~

Biodegradacion (%)

Tiempo (dias)

~—O—— biodegradacion parcial —@—— biodegradacion total testigo

Figura 34. Biodegradacion de Clorpirifos en condiciones controladas.

En la figura 34, se observa la evolucion de la biodegradacion del Clorpirifos, en 99 dias
de incubacion bajo condiciones controladas de humedad, temperatura y oscuridad. El
100 % corresponde a la cantidad de Clorpirifos inicialmente agregada al suelo,

determinada experimentalmente.
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La curva de biodegradacion parcial muestra una maxima recuperacion de CO; al sexto
dia de incubacion, alcanzando un 6,43 %. A partir del séptimo dia de incubacion, la

produccion de CO, comienza a disminuir progresivamente, terminando con porcentajes

inferiores a 1.

La curva de biodegradacion acumulada puede ser descrita en tres etapas diferentes, las

cuales se presentan a continuacion (Tabla 5) (Anexo II1).

Tabla 5. Curva de evolucion de biodegradacion de Clorpirifos en condiciones

controladas.
Etapa Intervalo de tiempo  Pendiente de la curva | Biodegradacién
(dias) en la etapa (%)
1 0-6 2.4 " 14,11
1 7-33 ' 0,6 D 17,72
Il 34-99 02 13,9

Los resultados expuestos en la Tabla 5, presentan una gran similitud con los resultados
obtenidos en la determinacién de la biodegradacion del Glifosato en condiciones
controladas (Tabla 2). Nuevamente es posible apreciar una primera etapa,
correspondiente a los 6 primeros dias de ensayo, donde la produccion de CO, es muy

alta, en esta corta etapa se alcanzo un 14,11 % de Clorpirifos biodegradado.



La etapa II, ¢ etapa de transicion, tiene un periodo de duracion de 26 dias de ensayo
(desde el dia 7 al dia 33), dias en los cuales comienza a disminuir progresivamente la
produccion de CO; diario, esto se observa en el menor valor de la pendiente de la curva
(0,6). La etapa III, ¢ etapa final, muestra una muy baja produccion de CO,, a pesar de
ser la etapa mas larga, la cual consta de 35 dias de duracién (desde el dia 34 al dia 99),
en ella sélo se degrado un 13,9 % del Clorpirifos inicialmente agregado al suelo. La

biodegradacion neta de Clorpirifos al final del este ensayo fue de 46 %.

La disminucion de la produccién de CO; en el transcurso del ensayo, se puede atribuir a
que en un comienzo hay mayor cantidad de Clorpirifos disponible para ser biodegradado

por los microorganismos, la cual disminuye a medida que transcurre el tiempo.

Por otra parte la mayor biodegradacion al comienzo y su posterior disminucion, también
se puede atribuir a la acumulacion del TCP (metabolito principal del Clorpirifos), el cual
genera un efecto anti microbiano, que inhibe el desarrollo de los microorganismos

responsables de la biodegradacion del Clorpirifos en el suelo (Racke, 1990).

Con respecto a los testigos, estos, alcanzaron un 12 % de Clorpirifos degradado al fin del
ensayo (Figura 34), en contraste con el 46 % de degradacion de las muestras. A
diferencia de lo ocurrido con los testigos de Glifosato en condiciones controladas, estos

mantuvieron su condicion de esterilizacion.
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Al término del ensayo se realizo el recuento microbiano del suclo testigo, donde no se
encontraron ufc. Por lo que este 12 % de Clorpirifos degradado se atribuye a la hidrolisis
quimica, la cual es otra de via principal de disipacion del Clorpirifos. Otras posibles
rutas de disipacion de Clorpirifos en el suelo, como lixiviacion, volatilizacion, difusiéon y
fotodegradacion, son descartadas, ya que las muestras de suelo fueron incubadas en

condiciones de oscuridad y hermetismo.

Los residuos de Clorpirifos en el suelo (Figura 35), muestran una disminucion a medida
que transcurre el tiempo de incubacion, la cual refleja el aumento de la biodegradacion

de Clorpirifos (Figura 34).

CLP residual (%)

0 20 40 60 80 100

Tiempo (dias)

Figura 35. Clorpirifos residual en el suelo en condiciones controladas.

De esta fraccion de Clorpirifos remanente en el suelo, un porcentaje corresponde a

residuos extraibles y otro a residuos ligados al suelo (Figura 36).
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Figura 36. Residuos ligados y extraibles de Clorpirifos en condiciones controladas.

En la Figura 36, se observa el cambio de las proporciones en que se encuentran los
residuos ligados y extraibles de Clorpirifos en el suelo. Asi, a medida que disminuyen
los residuos extraibles, aumentan los residuos ligados al suelo, hasta alcanzar un

equilibrio entre ambas fracciones al final del ensayo.

La disminucion de los residuos extraibles se debe a que esta fraccion de Clorpirifos es la
disponible para ser degradada, ya sea quimica o biolégicamente. Estos resultados tienen
relacion con lo encontrado en la determinacion de la biodegradacion (Figura 34), la cual

se presenta en mayor porcentaje al inicio del ensayo.
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4.6 Determinacion de la degradacion de Clorpirifos en condiciones ambientales

Los resultados de la determinacion de la degradacion del Clorpirifos bajo condiciones
ambientales (Figura 37), muestran una acelerada disipacion del insecticida en el suelo.
Asi, al tercer dia de ensayo los residuos de Clorpirifos son inferiores al 50 %, con
respecto al inicialmente agregado al suelo. Al final del ensayo, el porcentaje de

Clorpirifos remanente en el suelo fue de 19 %.

Los testigos presentaron una rapida degradacion durante el primer dia de ensayo, en este
dia los residuos de Clorpirifos en suelo disminuyeron de un 100 % a un 86 %. Este
porcentaje de residuos se mantuvo en un 84 % hasta el dia 37. Al fin del ensayo, el

Clorpirifos presente en el suelo alcanzé un 68 % (Figura 37).
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Figura 37. Clorpirifos residual en el suelo en condiciones ambientales.
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Asi, el porcentaje de residuos de Clorpirifos en el suelo testigo, disminuyé un 32 %,
desde el inicio del ensayo al dia 91 (Figura 37). Este 32 %, se atribuye a procesos de
hidrélisis quimica y fotodegradacion. La volatilizacién, lixiviacion y difusion, como
posibles rutas de disipacion, se descartan en este caso, ya que el suelo testigo fue puesto

en frascos herméticos.

Racke (1993), donde se compara la degradaciéon de Clorpirifos en suelos esteriles y no
estériles, se encontrg tiempos de vida media significativamente largos en suelos estériles
versus los presentados en suelos naturales, reafirmando asi, la importancia de la accién

microbiana en la disipacién del Clorpirifos,

La proporcion de residuos extraibles y ligados al suelo, determinadas bajo condiciones

ambientales, se presenta en la Figura 38.
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Figura 38. Residuos ligados y extraibles de Clorpirifos en condiciones ambientales.

Asi es posible observar los cambios en las proporciones de residuos ligados y extraibles,
en el tiempo. En un comienzo la fraccion de residuos extraibles (79 %) es
considerablemente mayor a la de residuos ligados (14 %). Esta diferencia disminuye
paulatinamente durante el transcurso del ensayo, llegando a igualarse en el dia 22, y
revirtiéndose hacia el fin del ensayo, donde la fraccion de residuos ligados supera la de
residuos extraibles (72 % y 31 %, respectivamente), ya que el Clorpirifos extraible ha

sido degradado en su mayoria.
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4.7 Comparacién entre los ensayos de biodegradacion bajo condiciones controladas

y degradacién bajo condiciones ambientales de Clorpirifos

En la Tabla 6, se presenta un resumen de los valores obtenidos al término de los ensayos
de biodegradacion en condiciones controladas y degradacién en condiciones
ambientales, expresados en porcentaje con respecto al Clorpirifos aplicado inicialmente

al suelo.

Tabla 6. Biodegradacion de Clorpirifos en condiciones controladas y degradacion en

condiciones ambientales (%).

Determinacion Condiciones Condiciones
Controladas (%) Ambientales (%)
CLP total biodegradado 46 nd
CLP total degradado nd 81
CLP final remanente en el suelo 54 ' 19
Residuos ligadés 25 13
Residuos extraibles 25 6

nd : no determinado
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Al final del ensayo en condiciones controladas el porcentaje de Clorpirifos biodegradado
y el remanente en el suelo fue de 46 % y 54 % respectivamente, mientras que en el
ensayo bajo condiciones ambientales el porcentaje de degradacion fue muy superior al

de residuos (81 % sobre 19 %) (Tabla 6).

La degradacion de Clorpirifos en suelos puede ser por medio de procesos bidticos y
abidticos. Siendo el 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) el principal metabolito, originado
por hidrolisis en ambos casos. Existen estudios que indican que la division y
mineralizacion del anillo heterociclico, presente en la molécula de Clorpirifos, ocurre a
través de la actividad de los microorganismos del suelo. Asi, el rol mas importante de los
microorganismos, en la ruta de degradacioén del Clorpifos, es promover la mineralizacion

de los metabolitos TCP y TMP (3,5,6- tricloro-2-metoxipiridina) (Racke, 1993).

Respecto a los residuos de Clorpirifos extraibles y ligados al suelo. Al fin del ensayo
bajo condiciones controladas estos se encuentran en igual porcentaje (25 %), mientras
que en el ensayo bajo condiciones ambientales, el 19% de Clorpirifos residual, se

encuentra repartido en un 6 % extraible y 13 % ligado al suelo (Tabla 6).

Si bien los residuos ligados se presentan en porcentajes muy inferiores a los
determinados para el Glifosato (Tabla 3), de igual manera son influyentes en los
procesos de disipacion del Clorpirifos en el suelo. La importancia de la adsorcion se

debe a que afecta directa o indirectamente a los procesos de lixiviacion, volatilizacion y
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degradacion, en especial la biodegradacion, la que se ve disminuida y/o retardada, ya

que el plaguicida adsorbido es inaccesible para los microorganismos.

Es conocido que la adsorcion del Clorpirifos es un proceso que esta influenciado por las
propiedades intrinsecas del insecticida, factores ambientales y propiedades del suelo, sin
embargo, los mecanismos involucrados en la adsorcion del Clorpirifos al suelo no han

sido extensamente investigados (Racke, 1993).

Los plaguicidas organofosforados, se adsorben en el espacio interlaminar de los silicatos
laminares expandibles (montmorillonita, vermiculita) sustituyendo el agua de
hidratacion de los cationes de cambio, teniendo lugar la interaccion a traves de los
grupos funcionales P=O (fosfato) y P=S (tiofosfato) de la molécula organica y los
cationes de cambio, bien directamente o a través de puentes de hidrogeno. En algunos
casos, simultaneamente a la formacion de estos complejos, tiene lugar la
descomposicion del compuesto via hidrolisis. Como consecuencia de la formacion de
fuertes enlaces arcilla-molécula orgnica, puede producirse el debilitamiento de ciertos
enlaces, dentro de la molécula organica dando lugar a su descomposicion (Sanchez

Martin y Sanchez Camazano, 1984).

Por otro lado, se ha observado que los plaguicidas organicos, no idnicos, como el
Clorpirifos, presentan una alta afinidad por la materia organica y en menor medida por
las arcillas del suelo. Ademas, cuando el contenido de materia organica del suelo es

elevado, como el suelo en estudio (4,2 %), la adsorciéon podria tener lugar
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principalmente en las superficies orgdnicas, enmascarando el efecto de la adsorcion por

superficies minerales (Sanchez Martin y Sanchez Camazano, 1984).

En estudios posteriores, Sanchez Martin y Sanchez Camazano (1991) (citado por
Camarda, 2005), concluyeron que los plaguicidas organofosforados que presentan
enlaces tipo P=S en su estructura son adsorbidos fuertemente por la materia organica que

contiene el suelo, principalmente por los acidos fiilvicos a través de residuos ligandos.

Las diferencias entre Jos ensayos de degradacion de Clorpirifos bajo condiciones
controladas y ambientales, se deben a las distintas condiciones de humedad, temperatura

y radiacion solar, a las que fueron expuestas las muestras (Tabla 4).

Segiin Awasthi y Prakash (1997), la habilidad de un suelo para catalizar la degradacion
de Clorpirifos, depende de un numero de factores, tales como: cantidad de arcilla, tipo
de arcilla, contenido de materia organica, pH y contenido de humedad del suelo. De
estos factores, solo el contenido de humedad vari6 entre un ensayo y otro. Por un lado la
escasez de agua en el ensayo bajo condiciones ambientales, provoca una disminucion de
la actividad microbiana, ya que el agua es indispensable para el desarrollo de los
organismos vivos (Varnero, 1992). Sin embargo, la mayor degradacién del Clorpirifos
en condiciones de baja humedad se debe a la aceleracion de la degradacion hidrolitica

(Racke, 1996).
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Otras publicaciones han informado la aceleracion de la degradacion hidrolitica en suelos
con baja humedad para otros plaguicidas organo-fosforados como paration (Mingelgrin
y Saltzman, 1979) y fosforotioato (Rosenfield y van Valkenburg, 1965). La explicacion
de este mecanismo de hidrélisis de organo-fosforados bajo estas condiciones se ha
focalizado en la fracciéon mineral de arcilla del suelo, especificamente en el estado de
hidratacién y la composicion de la superficie-contraion. La Teoria de Camazano y
Martin (1983) (citado por Racke, 1996), dice que la interaccion arcilla/cation/OP que
ocurre en esta zona puede aumentar la naturaleza electrofilica del atomo de fésforo del

plaguicida, facilitando el ataque nucleofilico por el 10n hidroxilo.

La radiacion solar puede provocar la fotodescomposicion del Clorpirifos, sin embargo
en superficies de suelo seco el Clorpirifos es poco susceptible a suffir este tipo de

degradacion (Racke, 1993).

Las altas temperaturas registradas en los meses en que se desarrollo el ensayo bajo
condiciones ambientales (Tabla 4) favorecen la rapida y mayor degradacion de
Clorpirifos bajo estas condiciones versus condiciones controladas. A los 10 °C de
temperatura la actividad microbiana comienza a aumentar hasta llegar a un maximo
entre los 25-35 °C donde se encuentra el optimo de temperatura para el crecimiento de la
mayoria de microorganismos (Mora, 2007). Por otra parte, como la adsorcién es un
proceso exotérmico, el incremento de temperatura favorece la desorcion del adsorbato
(Tubert y Talanquer, 1997). Asi, el Clorpirifos desorbido tiene mayor probabilidad de

volatilizarse y ser degradado.
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4.8 Comparacién de los ensayos de biodegradacion en condiciones controladas y

degradacion en condiciones ambientales de los plaguicidas Glifosato y Clorpirifos

En el ensayo bajo condiciones controladas se observo gran similitud en los resultados
obtenidos, para Glifosato y Clorpirifos, en la determinacion de la biodegradacion. En
ambos casos, las curvas de biodegradacion fueron similares a las encontradas por otros

autores y presentaron la forma tipica de este tipo de curvas.

La mayor diferencia encontrada en este ensayo, entre los plaguicidas en estudio, fueron
los porcentajes en las fracciones correspondientes a residuos extraibles y ligados al
suelo. Diferencia que se vio aumentada en el ensayo bajo condiciones ambientales, la
cual tuvo como consecuencia una baja degradacién de Glifosato y una alta degradacion

de Clorpirifos.

Asi, los procesos de adsorcion- desorcidon, son determinantes en la diferente evolucion
de los plaguicidas estudiados, bajo iguales condiciones ambientales, ya que este proceso
influye directa o indirectamente en la magnitud y efecto de los otros procesos que rigen
la evolucién de los plaguicidas en el suelo. Estos procesos afectan particularmente la
degradacion de los plaguicidas, en unos casos, impidiéndola o retrasandola, ya que
mientras que estos compuestos estan adsorbidos los mecanismos de descomposicién de
los mismos o no pueden actuar o actiian mas lentamente. En otros casos, como sucede

con Clorpirifos, la adsorcion puede aumentar la degradacion del plaguicida, ya que los
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minerales de la arcilla pueden catalizar su descomposicion por medio de la formacion de

enlaces arcilla-molécula organica que debilitaran ciertos enlaces dentro de la molécula.

Al 1gual que los otros procesos que rigen la evolucion de los plaguicidas en el suelo, la
adsorcion depende tanto de factores relacionados con el medio (los que ya fueron

descritos), como de factores relacionados con las propiedades fisicas y quimicas de cada

plaguicida (Tabla 7).

Tabla 7. Propiedades fisicas y quimicas de los plaguicidas Glifosato y Clorpirifos

Propiedades fisicoquimicas Glifosato Clorpirifos
0 cl
I G0, ] 5 =
Estructura molecular OB—C—CHy—NH—CH,—P—0H PO )C
| CHO” N
OH \
Masa molar (g mol™) 169,1 350,59
"Solubilidad en agua (mg L™) 12000 1,2
Coeficiente de particion 56x 10" 50.000
octanol/agua (Kow)
"Presion de vapor (mmHg) 3,0x107 2,0x107

(") valores determinados a 25°C
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El pequefio tamafio y polaridad de la molécula de Glifosato permiten su penetracion en
la interldmina y favorecen la adsorcidn a las arcillas, a través de complejos estables con
metales como el Al™ y Fe™. Ademés, Glifosato se une a la materia orgénica del suelo,
principalmente, por puentes de hidrégeno con las sustancias humicas (Piccolo y col.,
1996. citado por Prata y col., 2005). Por otra parte, el Glifosato presenta una alta
solubilidad y bajo coeficiente de particion octanol/agua (Kow), describen una mayor

afinidad por la fase soluble del suelo.

Mientras, el mayor tamafio y apolaridad de la molécula de Clorpirifos limitan la
adsorcion de este a las arcillas del suelo, su mayor masa molar es una caracteristica de
los plaguicidas que generalmente esta asociada a una mayor adsorcion. Por otra parte,
Clorpirifos presenta una baja solubilidad en agua y un moderadamente alto Kow, el cual
proporciona una estimacion de la posible distribucién del contaminante entre el suelo
(materia organica) v el agua. Estas propiedades dan cuenta de la tendencia de Clorpirifos

a adsorberse en el suelo.

En general los plaguicidas que presentan una presion de vapor mayor a 1,0 x 10*a25°C
son susceptibles a volatilizarse. Seglin esto, ambos plaguicidas no son volatiles. Sin
embargo, Clorpirifos bajo ciertas condiciones de temperatura y periodo de exposicion

podria ser volatil.
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4.9 Discusién General

En el presente trabajo se determind la biodegradacion de los plaguicidas Glifosato y
Clorpirifos en un suelo agricola de la VI Region bajo condiciones constantes de
humedad, temperatura y oscuridad, utilizando para su deteccion y cuantificacion
técnicas isotopicas. Paralelamente, mediante las mismas técnicas isotdpicas, se
determiné la degradacion de ambos plaguicidas, bajo condiciones ambientales de
humedad, temperatura y radiacion solar, en el mismo suelo agricola. Conjuntamente se
determind los residuos extraibles y ligados al suelo de ambos plaguicidas. Asi, fue
posible analizar como las propiedades del suelo Serie La Lajuela, las caracteristicas
intrinsecas de Glifosato y Clorpirifos y los factores del medio, influyen en los procesos
que rigen la evolucion de los plaguicidas en el suelo, principalmente en la degradacion y

biodegradacion. Segun los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

1. Respecto a los ensayos con Glifosato, donde se registraron porcentajes de
biodegradacion y degradacion, de 50 % y 3 % bajo condiciones controladas y

ambientales respectivamente, se concluye que:

a. La biodegradacion es efectivamente la principal ruta de degradacion de Glifosato
en el suelo, la cual se encuentra estrechamente relacionada con la cantidad del

herbicida en la fase 1abil (Glifosato extraible).
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b. La presencia de montmorillonita, el alto contenido de MO, el pH del Suelo Serie
La Lajuela y la presencia del grupo fosfonometil en la molécula de Glifosato, son
factores que favorecen el proceso de adsorcion, el cual es un proceso
determinante en la degradacion tanto bidtica como abidtica de Glifosato. Segun

la magnitud del proceso la degradacion puede ser retrasada o inhibida.

c. Los factores del medio como humedad, temperatura y radiacién solar son
determinantes en el comportamiento de Glifosato en el suelo influyendo
directamente sobre los procesos de degradacion de este o indirectamente a través
de la adsorcion. En este caso, una disminucion en el contenido de humedad del
suelo, y la exposicion de las muestras a una mayor temperatura y radiacion solar
provoco un aumento de los residuos ligados al suelo en un 26 %, en comparacion

con las muestras incubadas bajo condiciones controladas.

d. La gran tendencia de Glifosato a ligarse con la fraccion coloidal del suelo, a
pesar de su alta solubilidad, presenta como ventaja la improbable lixiviacion de
este hacia las capas freaticas, impidiendo su contaminacion. Sin embargo, esta
fuerte adsorcién, lentamente reversible y bajo ciertas condiciones irreversible,

provoca una mayor persistencia de Glifosato en el suelo.

2. Respecto a los ensayos con Clorpirifos, donde se registraron porcentajes de
biodegradacion y degradacion, de 46 % y 81 % bajo condiciones controladas y

ambientales respectivamente, se concluye que:



89

a. La biodegradacion es una importante ruta de disipacion de Clorpirifos en el

suelo, junto con la hidrélisis quimica.

b. El alto contenido de MO del suelo, la lipofilicidad y la presencia del enlace P=S
en la molécula de Clorpirifos, son factores que favorecen el proceso de
adsorcion, retardando la biodegradacion. Clorpirifos presentd un 25% y 13% de
residuos ligados al suelo, bajo condiciones controladas y ambientales,

respectivamente,

c. Los factores del medio como humedad, temperatura y radiacion solar son
influyentes en el comportamiento de Clorpirifos en el suelo. La disminucion en
el contenido de humedad del suelo, y la exposicidon de las muestras a una mayor
temperatura y radiacion solar provoco una acelerada degradacion de Clorpirifos.
El aumento de la temperatura provoca una mayor desorcion, dejando a este
insecticida disponible para los microorganismos. Ademas, en condiciones de
escasa humedad se ve aumentada la naturaleza electrofilica del 4tomo de fosforo

de Clorpirifos favoreciendo el proceso de hidrolisis.
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3. Con respecto a las caracteristicas intrinsecas de los plaguicidas Glifosato y Clorpirifos
es posible concluir que estas cumplen un rol importante en el comportamiento de los
mismos. Si bien en el ensayo bajo condiciones controladas los porcentajes de
biodegradacion fueron similares para ambos plaguicidas, en el ensayo bajo condiciones
ambientales se presento una situacion completamente distinta: una rapida degradacién

de Clorpirifos y una casi nula degradacion de Glifosato.

4. Respecto a las técnicas isotopicas utilizadas en las determinaciones de biodegradacién
y degradaciéon de Glifosato y Clorpirifos, se comprobaron sus ventajas, las cuales
permiten detectar y cuantificar de manera precisa los plaguicidas en estudio.
Considerando un limite de deteccién de 5,7 x 10° mg L' y limite de cuantificacion de
1,9 x 10™ mg L™ para (**C) Glifosato y un limite de deteccién de 9,8 x 10° mg L y

limite de cuantificacién de 3,3 x 10? mg L™! para (**C) Clorpirifos.
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V. CONCLUSIONES

Las técnicas isotopicas utilizadas en las determinaciones de biodegradacion y
degradacion de Glifosato y Clorpirifos constituyen una buena alternativa de deteccion y
cuantificacion de plaguicidas en sistemas ambientales, presentando bajos limites de

deteccion y cuantificacion, ademas de baja variabilidad entre mediciones.

Los procesos de biodegradacion y degradacion de Glifosato y Clorpirifos en el Suelo
Serie La Lajuela estan condicionados por factores del medio, como humedad,
temperatura y radiacion solar. Ademas cada plaguicida estudiado presenta distinta
estabilidad y comportamiento en iguales condiciones debido a las diferencias en sus

propiedades fisicas y quimicas.

Finalmente, se concluye que una condicion necesaria, previa a la aplicacion de Glifosato
y Clorpirifos, es conocer el comportamiento de ellos, principalmente de los procesos de
degradacion y biodegradacion, tomando en cuenta los factores ambientales y las
caracteristicas del suelo. Asi, el conocimiento de estos aspectos daria lugar a un mayor

beneficio, con los minimos riesgos para la salud y el ambiente de “presente y futuro”.
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Anexo L Calculos Desarrollados

1. Determinacion del Factor de Combustion (FC)

La determinacion del FC se realizo segin los siguientes pasos:

+ Se promediaron los valores (dpm) obtenidos para el estandar directo (STDd) en
las dos mediciones

STDd ; + STDd , /2= STDd

« Se promediaron los valores (dpm) obtenidos para el estandar combustionado
(STDc) en las dos mediciones y se le resto el valor del manitol
STD¢ 1 +8TDe; /2 = STDe¢"

STDc* - manitol = STDc

+ Finalmenete se calculo el valor del FC

FC =STDd /STDe¢

Se considera aceptable un valor de FC comprendido entre 0,8 y 1,3 (R.J. Harvey

Instrument Corporation, 2002)



2. Determinacion de humedad

El contenido de humedad del suelo se calculd seglin la siguiente ecuacion:

Humedad del suelo (%) =a-b x 100
b-c

Donde:
a = masa (g) del suelo seco al aire mas masa (g) del recipiente.
b = masa (g) del suelo seco a 105 °C aire mas masa (g) del recipiente.

¢ = masa (g) del recipiente.

3. Determinacion del factor de correccion por humedad (fh)

El calculo del fh se realiz6 segun la siguiente ecuacion:

fh =100 + humedad del suelo (%)
100

99



100

4. Determinacion de la masa de suelo seco a 105 °C

La masa de de suelo seco a 105 °C se calcul6 a partir del peso de suelo seco al aire
corregido por el th, como se indica a continuacion:

Masa de suelo seco a 105 °C (g) = 100
Fh

Donde el valor 100 corresponde a la masa en gramos de la muestra de suelo seco al aire

5. Determinacion del volumen (6 masa) de agua necesaria para llevar el suelo a 75% CC

Se calcula la masa real de agua presente en la muestra de suelo seco al aire:

Masa real de agua presente en suelo seco al aire (g) = [100 — Masa suelo seco a 105°C (g)]

Posteriormente se calcula la masa de agua necesaria para llevar la muestra de suelo a un
determinado % de la CC total, mediante la siguiente ecuacidn:

Masadeaguna(gémL)=(AxB)-C
D

Donde:

A=masa de suelo seco a 105 °C (g) corregido por el factor de humedad (fh)
B= % de la CC que desea llevar la muestra de suelo

C=masa de agua real que contiene la muestra de suelo seco al aire (g)

D= masa de suelo seco al aire (g)
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6. Calculo porcentual de las mediciones

Para calcular la biodegradacion, degradacion y residuos de ambos plaguicidas en
porcentaje se asigno con un 100% a la actividad (dpm) medida en el tiempo cero. Luego,
el porcentaje biodegradado, degradado o residual de plaguicida, a cualquier tiempo, se
obtiene convirtiendo la actividad medida en porcentaje como se indica en el siguiente

ejemplo.

Residuos de Clorpirifos bajo condiciones controladas (Figura 35)

Tiempo N° de Actividad Promedio
(Dias) repeticién (dpm) (dpm)
1 2378,28
2444 47 2430,74
2413,61
2486,59
2021,10
1992 90 2012,27
202281
1885,79
1763,80 1834,71
1854,53

0

14

[8)]
W | =W NI W|N

a) Calculo de porcentaje de residuos de Clorpirifos para el sexto dia de ensayo

2430,74 dpm > 100 %
2012,27 dpm =2 x %
x = 82,78 %

b) Calculo de porcentaje de residuos de Clorpirifos para el dia 14 de ensayo
2430,74 dpm = 100 %

1834,71 dpm =2 x %
X = 75,47 %
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Anexo II. Tablas de datos experimentales

1. Determinacion de la Biodegradacion de Glifosato bajo condiciones controladas

a. Biodegradacion de Glifosato (datos correspondientes a Figura 26).

Tiempo
(Dias)

N°® de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

sD

0
(%)

CO;
(%)

CO2 (%)

acumulado

1355,17

1362,16

1451,93

1389,75

53,96

3,90

3,07

3,1

2570,08

3403,48

2662,32

3357,06

297566

2993,72

383,91

12,82

6,76

9,8

2110,54

2110,54

2110,54

2110,54

2223,59

112,50

5,06

4,99

14,8

1084,66

1182,87

1274,95

1318,29

1215,19

103,73

8,54

1

2,67

17,5

11

1575,40

1858,29

1765,14

1836,78

1758,90

128,65

7,31

3,92

21,4

14

128865

1443 26

1181,04

1214,95

1281,98

116,53

9,09

2,83

242

17

1137,69

1044,31

940,72

BWIN2BRWWIN[=IRWN[=2ARWN=BRWN A2 ORWN=WN[—

972,81

1023,88

87,36

8,53

2,23

26,5




103

Tiempo
{Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

CV
(%)

CO;
(%)

CO:2 (%)

acumulado

20

846,056

845,96

884 64

949,79

881,61

48,96

5,65

1,91

28,4

23

940,92

925,40

786,41

884,25

85,08

9,62

1,91

30,3

27

823,54

918,89

837,64

916,51

874,17

50,66

5,80

1,89

32,2

30

807,05

673,81

706,25

659,95

711,76

66,42

9,33

1,562

33,7

33

592,32

638,50

553,03

649,87

760,25

608,43

44,54

7,32

1,28

35,0

36

437,71

555,11

494,28

579,59

664,44

546,23

86,08

15,76

1,14

36,1

39

634,34

644,48

466,30

513,94

521,36

536,08

65,82

12,28

37,2

42

588,66

496,05

456,89

408,36

449,12

479,42

68,87

14,37

0,98

38,2

45

573,47

561,73

433,85

386,21

;b (WIN[~POBE|WIN[~OBRWIN|2OBRWN2ORWON=2IBIWN(=2]BRWOIN2WON | = BN =

467,42

484,54

81,24

16,77

1,00

39,2
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Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

Cv
(%)

CO;
(%)

CO;z (%)

acumulado

48

522,27

458,15

431,71

42594

399,49

447 .51

46,70

10,44

0,91

40,1

51

470,94

384,80

336,69

406,83

365,25

392,90

50,68

12,90

0,79

40,9

54

467,80

400,58

385,42

386,40

382,01

404,44

36,12

8,93

0,81

4.7

57

436,82

442,05

366,98

372,83

349,99

393,76

42,58

10,81

0,79

42,5

60

404,83

373,90

319,75

321,40

330,51

350,08

37,72

10,77

0,69

432

64

479,69

477,27

396,73

405,48

421,93

436,22

39,63

9,09

0,88

44,1

67

351,69

333,91

297,15

286,49

278,45

309,54

31,71

10,24

0,59

44,7

71

432,90

346,80

363,14

366,14

bW OB [WN[2(BON[2|O|R|OIN2O|BR|ON|= M ON = OB QN = 0N

336,33

369,08

37,70

10,22

0,73

45,4
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Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
{(dpm)

SD

Ccv
(%)

CO»
(%)

COx (%)
acumulado

74

1

318,45

295,01

261,77

276,82

243,86

279,18

28,93

10,36

0,52

45,9

77

338,44

285,67

297,76

294,13

274,14

298,03

24,35

8,17

0,57

46,5

80

275,83

222,87

236,70

233,48

233,82

240,54

20,41

8,49

0,44

46,9

84

357,65

335,31

313,89

393,28

297,30

339,49

37,67

11,10

0,66

47.6

88

364,25

335,87

314,85

293,97

327,23

30,02

9,17

0,63

48,2

92

356,73

348,52

308,06

297,58

327,72

29,26

8,93

0,64

489

95

262,86

251,51

230,94

219,62

241,23

19,55

8,10

0,44

493

899

293,41

275,97

AWINBRWNI=2RWNI2ARWINN2OMBRIWINI2ORARWINI2ON B WIN| =AW

274,99

281,45

10,36

3,68

0,53

498




b. Residuos totales de Glifosato en el suelo (datos correspondientes a Figura 27).

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

sD

cVv
(%)

Residuos
(%)

1880,27

1921,39

2186,80

2826,01

2206,12

434,15

19,68

100

1840,63

1941,26

1890,95

71,15

3,76

83,0

14

1481,12

1943,38

219570

1873,40

326,87

17,45

82,0

20

1538,66

1863,10

1680,26

1684,01

205,53

12,13

76,2

27

1530,37

1735,30

1883,53

1735,40

1721,15

145,11

8,43

711

36

2155,14

2212,51

1826,62

1850,47

2011,18

200,95

9,99

70,7

51

1489.45

1423,75

1445,07

1452,76

33,52

2,31

€0,9

84

1510,76

1343,01

13086,50

1337,38

1374,41

92,31

6,72

58,9

99

1571,00

1449,00

WN 2 (DWN2[WN2 (RN =2 BRWIN]=WN =N =2 N2 RN >

1589,71

1636,57

76,41

4,97

60,8
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¢. Residuos ligados al suelo de Glifosato (% respecto al Total de Glifosato agregado

inicialmente al suelo)

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

Ccv
(%)

Residuos L.
(%)

0

1

1774,81

1523,66

1649,24

177,59

10,77

77,5

6

1784,79

1855,62

1820,20

50,08

2,75

79,2

27

1461,80

1466,59

1497,87

1475,42

19,59

1,33

71,2

36

1547,31

1687,05

1666,91

1633,76

75,54

462

68,8

51

1209,04

1313,06

1279,66

1267,25

53,11

4,19

57,5

84

1361,11

1260,90

1380,84

1334,28

64,31

4,82

57,0

99

1511,41

1365,88

WIN=2WOIN =2 WOIN2WN (22NN (=N

1371,32

1416,20

222,65

15,72

60,3
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d. Residuos extraibles de Glifosato (% respecto al Total de Glifosato agregado

inicialmente al suelo)

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

Ccv
(%)

Residuos E
(%)

0

1

162,92

155,71

159,31

510

3,20

19,7

6

137,00

132,18

134,59

3,41

2,53

16,6

27

93,27

75,66

79,57

88,57

88,21

85,59

6,58

7,69

10,6

36

82,99

92,09

77,29

92,84

86,30

7,50

8,69

10,7

51

103,30

93,21

102,09

97,34

98,99

4,63

4,68

12,2

84

91,03

66,19

103,63

86,95

19,05

21,91

10,7

99

81,82

63,04

62,70

HDIWIN =2 WN[2(RWOIN 2 AWIN[2IOR|WOIN]=2IN= N

62,11

67,42

9,61

14,25

8,3

e. Balance de Residuos de Glifosato en el suelo (datos correspondientes a Figura 28).

Residuos
Tiempo Ligados Extraibles Totales Ligados Extraibles Balance
_(Dias) (dpm) (dpm) (dpm) (%) (%) (%)
0 6276,23 1593,14 8710,40 72,05 18,29 90
6 6408,51 1345,92 7226,67 88,68 18,62 107
27 5761,62 855,89 6191,24 93,06 13,82 107
36 5570,10 863,00 6160,64 90,41 14,01 104
51 4651,21 989,85 5304,50 87,68 18,66 106
84 4617,35 869,49 5131,24 89,98 16,95 107
99 488486 674,19 5295,49 92,25 12,73 105




f. Testigos de Glifosato (datos correspondientes a Figura 26).
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Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

cv
(%)

CO»
(%)

CO2 (%)

acumulado

1

261,57

346,65

375,18

327,801

59,104

18,031

0,875

0,9

1533,59

1272,08

1822,93

1542,864

275,543

17,859

4,716

586

10

1729,25

2559, 42

2212,29

2166,985

416,935

19,240

6,689

12,3

16

1749,53

248266

2181,28

2137,823

368,493

17,237

6,597

18,9

22

1380,71

2067,54

1619,87

1689,371

348,651

20,638

5,179

241

29

1133,45

1623,99

1330,40

1362,613

246,847

18,116

4,147

28,2

35

814,49

1140,07

954,66

969,740

163,316

16,841

2,905

31,1

44

999,98

1454,16

1204,06

1219,398

227,480

18,655

3,694

34,8

50

560,30

777,08

661,60

666,33

108,47

16,28

1,95

36,8

56

498,33

595,86

547,09

68,97

12,61

1,57

38,3

63

598,21

517,16

735,56

616,98

110,41

17,89

1,79

40,1

70

602,31

431,95

543,37

525,88

86,51

16,45

1,50

416

76

460,22

364,59

528,15

450,99

82,17

18,22

1,26

42,9

83

438,05

366,56

WIN2|IWON2(WN=2WIN=2 N2 W2 W2 WN2RIWIN(RIWIN[R W[N]

523,03

442 54

78,33

17,70

1,24

44,1
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829,78 | 74567 | 118,95

661,56 |

15,95

2.20 [

48,3

1

2. Determinacion de la Degradacion de Glifosato bajo condiciones ambientales

a. Residuos totales de Glifosato en el suelo (datos correspondientes a Figura 30).

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

CcV
(%)

Residuos
(%)

0

3994,71

3696,35

3607,49

3482,90

3695,36

217,92

5,90

100

0,08

3586,95

3538,94

3877,09

3667,66

182,95

4,99

98,4

3963,31

3944 .49

4038,85

3982,55

50,51

1,27

1086,0

3758,03

3492,18

392510

3450,28

3656,40

225,08

6,16

100,1

3759,33

3720,75

3599,24

3746,92

3706,56

73,33

1,88

100,3

3980,08

3578,37

3779,23

284,05

7,52

103,5

38

3662,77

3676,57

3549,31

3640,01

3632,16

57,26

1,58

97,3

63

3396,04

3532,30

346417

96,35

2,78

95,5

91

3628,08

3701,08

WN =N[R2 N2 (BR|ON=2 R WIN|= W[ WIN= AW =

3875,26

3788,17

123,16

3,25

96,9
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b. Residuos ligados al suelo de Glifosato (% respecto al Total de Glifosato agregado

inicialmente al suelo).

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticién

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

Ccv
(%)

Residuos L.
(%)

0

3334,40

3678,73

3395,54

3469,56

183,71

5,30

90,6

3440,48

3372,43

3505,11

3371,85

3422 47

63,82

1,86

91,6

38

3195,21

3314,83

3092,80

3200,95

111,13

3,47

88,9

91

3385,79

3415,70

WN |2 WN (2 BRWN[2WN [~

3478,92

3426,80

47,54

1,39

86,2

c. Residuos extraibles de Glifosato (% respecto al Total de Glifosato agregado

inicialmente al suelo).

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

Cv
(%)

Residuos E
(%)

0

1

122,44

198,89

151,42

104,00

144,19

41,36

28,69

10,2

177,73

175,69

172,13

157,49

170,76

9,14

5,35

12,0

38

155,26

182,69

161,15

128,56

156,92

22,28

14,20

o1

112,68

106,14

105,18

PR EEY E N TR [N N N PR C) G F O R TN

110,32

108,58

3,53

3,25

7,6




d. Balance de Residuos de Glifosato en el suelo (datos correspondientes a Figura 31).

112

Residuos
Tiempo Ligados Extraibles Totales Ligados Extraibles Balance
(Dias) | (dpm) (dpm) (dpm) (%) (%) (%)
0 12875,05 1441,87 14210,68 90,60 10,15 101
5 13014,76 1707 61 1424720 91,35 11,99 103
38 12633,95 1569,16 13824,69 91,39 11,35 103
91 12253,54 1085,79 13776,87 88,94 7,88 97
e. Testigos de Glifosato (datos correspondientes a Figura 30)
Tiempo N° de Actividad | Promedio SD CVv Residuos
(Dias) repeticion {dpm) (dpm) (%) (%)
1 3673,69
0 2 4262,00 3852,09 277,77 7,21 100
3 3687,28
4 3785,40
1 4091,59
1 2 4040,49 4026,27 100,29 2,49 105,7
3 3880,34
4 4092,66
1 3887,49
8 2 3879,03 3849,87 49,86 1,30 102,9
3 3854,97
4 3777,99
1 3520,84
37 2 3699,80 3643,24 82,95 2,28 08,4
3 3664,09
4 3688,24
i 4521,32
91 2 4498,24 446799 73,30 1,64 105,0
3 4384,40




3. Determinacion de la Biodegradacion de Clorpirifos bajo condiciones controladas

a. Biodegradacion de Clorpirifos (datos correspondientes a Figura 34).

b |

Tiempo

(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

cv
(%)

CO;
(%)

CO2 (%)
acumulado

1

1

1779,00

1783,70

1800,50

178773

11,30

0,63

3,39

34

2359,20

2267,90

2212,85

2236,77

2163,64

2248,07

72,87

3,24

4,29

7.7

3440,50

3346,59

3198,12

3476,81

3258,53

3344,11

117,84

3,52

6,43

141

1947,59

1699,23

1736,99

1830,15

1882,77

1819,34

102,22

5,62

3,45

17,6

11

1996,60

181291

2058,31

1986,29

1940,06

1958,83

91,82

4,69

3,72

21,3

14

134524

1235,30

1183,96

1300,64

NBRWINI2IOARWN 2B WIN[=2OBWIN=2O (RO (W]N

1328,12

1278,65

67,47

5,28

2,40

23,7
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Tiempo
{Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

cv
(%)

CO;
(%)

CO2 (%) |

acumulado

17

1

840,56

214,21

926,55

868,03

846,09

899,09

54,70

6,08

1,66

253

20

816,99

846,05

825,62

856,27

794,49

827,89

24,37

2,94

1,52

26,9

23

818,19

738,20

792,39

722,16

728,38

759,87

42,84

5,64

1,38

28,2

27

911,84

822,10

882,13

891,47

820,59

865,63

41,83

4,83

1,69

29,8

30

575,75

588,63

515,22

560,68

543,86

556,83

28,65

515

0,99

30,8

33

613,63

511,43

585,03

600,40

540,98

570,29

42,80

7,50

1,01

31,8

36

533,25

506,40

493,03

487,63

2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5

502,50

504,56

17,68

3,50

0,89

32,7
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Tiempo
(Dias)

N® de
repeticién

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

cv
(%)

CO;
(%)

CO (%)

acumulado

39

471,086

505,01

490,52

489,47

504,33

492,08

13,86

2,82

0,86

33,6

42

489,86

472,92

507,68

462,83

473,36

481,33

17.63

3,66

0,84

34,4

45

483,49

457,50

456,63

460,60

463,96

464,43

11,03

2,38

0,81

35,2

48

485,15

458,54

514,98

453,64

452,05

472,87

27,08

5,73

0,82

36,1

51

438,59

439,50

407,62

415,01

426,64

425,47

14,13

3,32

0,73

36,8

54

468,77

419,80

406,57

423,18

QRGN 22BN, OAMON OR[N~ |A N2 s|w o=

423,29

428,32

23,63

5562

0,74

37,5
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Tiempo
{Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

Cv
(%)

CO.
(%)

COz (%)
acumulado

57

439,61

398,82

391,87

405,34

420,08

411,14

19,02

4,63

0,70

38,2

60

365,59

377,69

371,28

378,35

389,86

376,55

9,08

2,41

0.64

38,9

64

458,37

475,04

527,68

478,04

489,21

485,67

25,95

5,34

0,85

39,7

67

383,49

365,41

34712

340,82

357,04

358,78

16,71

4,66

0,60

40,3

71

483,91

430,87

419,27

445,31

454,09

448,69

28,58

6,37

0,78

41,1

74

348,14

313,87

297,25

318,26

U‘I-h(;.)l\)—\U"i-l-\(.dM—‘Ch-h@?\)—‘(h-hwf\)—t(n-hmf\)—lm-hwl\}—*

318,23

319,156

18,37

575

0,52

41,6
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Tiempo
(Dias)

N° de
repeticidn

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

cv
(%)

CO;
(%)

CO2 (%)

acumulado

77

398,14

351,50

350,14

363,52

355,65

363,79

19,90

5,47

0,61

42,2

80

302,31

315,92

286,79

288,05

309,46

300,51

12,89

4,29

0,49

42,7

84

422,84

377,81

386,83

376,00

310,46

374,79

40,63

10,84

0,63

43,3

88

399,92

402,43

393,37

408,00

400,83

6,07

1,51

0,68

92

386,26

379,52

398,10

389,60

388,37

7,72

1,99

0,66

447

95

315,70

305,34

322,63

276,74

305,10

20,20

6,62

0,50

45,2

99

356,02

340,24

358,55

BOQN=2AQN2|AWIN|=2 RN 2R |([ON2ORA N[ O(B[WQIN|—=

371,42

356,56

12,80

3,58

0,60

45,8
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b. Residuos totales de Clorpirifos en el suelo (datos correspondientes a Figura 35).

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

Sb

Ccv
(%)

Residuos
(%)

2378,28

2444,47

2413,61

2486,59

2430,74

46,02

1,89

100

202110

1992,90

2022 81

2012,27

16,80

0,83

82,4

14

1885,79

1763,80

1854,53

1834,71

63,37

3,45

72,5

20

179460

1813,44

1814,84

1807,63

11,30

0,63

71,2

27

1719,45

182267

1771,42

1771,18

51,61

29

69,8

36

1763,62

1871,51

1808,64

1814,59

54,19

2,99

61,5

51

1553,02

1534,03

1639,86

1583,55

1677,84

46,08

2,92

60,6

84

1410,93

1344,04

1398,22

1438,84

1388,00

39,78

2,85

546

99

1424,03

1473,49

W =2 AR|WN|[2(RWIN[R RN W2 W= WIN| =2 N MW=

1488,42

1465,65

38,30

261

54,4




¢. Residuos ligados al suelo de Clorpirifos (% respecto al Total de Clorpirifos agregado

inicialmente al suelo)

119

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticién

Actividad
(dpm)

Promedio
{(dpm})

SD

Residuos
(%)

227,74

191,87

219,29

212,97

18,76

6,9

508,48

502,32

549,17

592,06

538,01

41,60

14,8

14

612,59

693,97

648,48

651,68

40,78

6,26

18,5

27

791,48

72917

694,26

738,30

49,25

6,67

235

51

761,79

931,42

917,27

708,04

829,63

111,70

13,46

27,2

84

616,72

637,80

686,83

647,12

35,97

556

22,4

99

819,92

672,34

W~ wp|arlblwN =W N2 BN |= W=

765,35

752,54

74,62

9,92

254
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d. Residuos extraibles de Clorpirifos (% respecto al Total de Clorpirifos agregado

inicialmente al suelo)

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
{(dpm)

SD

CcV
(%)

Residuos
(%)

879,19

889,35

875,70

881,41

7,09

0,80

86,0

667,79

656,86

700,63

650,78

669,01

22,22

3,32

653

14

519,37

506,75

519,83

608,04

538,50

46,76

8,68

52,6

27

441,68

419,57

386,24

382,29

407,45

28,29

6,94

39.8

51

317,08

326,37

387,87

313,88

336,30

34,79

10,34

32,8

84

282,22

274,06

330,22

285,50

30,34

10,27

28,8

1

99

240,06

244,59

278,78

ARWIN=2|OIN(2AWIN(=2 (MW= RN BN N|[=

252,51

253,99

17,31

6,82

24,8
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e. Balance de Residuos de Clorpirifos en el suelo (datos correspondientes a Figura 36).

Residuos
Tiempo Ligados Extraibles Totales Ligados Extraibles Balance
(Dias) (dpm) (dpm) {dpm) (%) (%) (%)
0 702,10 8814,09 10244,85 6,85 86,03 93
6 1510,82 6690,13 8440,02 17,90 79,27 97
14 1893,36 5385,00 7422 85 25,51 72,55 98
20 1140,54 5665,27 7297,03 15,63 77,64 93
27 2411,14 4074.,48 715223 33,71 56,97 91
36 1875,92 3640,69 6301,15 29,77 57,78 88
51 2789,92 3363,00 6207 .64 44 94 54,18 99
84 2292 80 2955,01 5596,85 40,97 52,80 94
99 259813 2539,86 5576,20 46,59 45,55 92
f. Testigos de Clorpirifos (datos correspondientes a Figura 34).
Tiempo N° de Actividad | Promedio SD cv CO, CO; (%)
(Dias) | repeticion | (dpm) (dpm) (%) (%) acumulado
1 72,13
1 2 90,02 79,35 9,44 11,89 0,06 0.1
3 7589
1 242 49
5 2 237,49 238,35 3,78 1,59 0,39 0,4
3 235,07
1 373,54
10 2 359,44 364,56 7,81 214 0,65 1,1
3 360,68
1 462,56
16 2 408,22 455,26 43,85 9,63 0,83 19
3 495,01
1 494,43
22 2 439,59 497.02 58,78 11,83 0,92 2,8
3 557,06
1 496,80
29 2 453,23 510,80 65,69 12,86 0,95 3,8
3 582,36
1 432,26
35 2 386,64 444 26 64,47 14,51 0,81 46
3 513,89
1 621,27
44 2 574,54 644 59 84,18 13,06 1,22 58
3 737,97
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50

425,96

388,71

546,09

453,59

82,25

18,13

0,83

8,7

56

392,52

368,90

500,92

420,78

70,40

186,73

0,76

7.4

63

428,92

405,26

502,31

445 50

50,60

11,36

0,81

8,2

70

412,99

392,00

501,18

435,39

57,94

13,31

0,79

9,0

76

371,71

376,66

503,53

417,30

74,72

17,91

0,75

9.8

83

386,54

372,38

449,65

402,86

41,14

10,21

0,73

10,5

98

747,30

673,29

WIN =2 WIN =N |w o= w o=

861,80

760,80

94,97

12,48

1,46




4. Determinacion de la Degradacién de Clorpirifos bajo condiciones ambientales

a. Residuos totales de Clorpirifos en el suelo (datos correspondientes a Figura 37).

Tiempo
{Dias)

N° de
repeticién

Actividad
(dpm)

Promedio
{(dpm)

SD

cv
(%)

Residuos
(%)

0

3817,94

3767,36

3696,76

3901,93

379599

86,35

2,27

100

0,08

352447

3780,57

3083,28

3506,60

3473,73

288,82

8,31

91,0

2978,63

3050,68

3135,00

3136,05

3075,09

75,73

2,486

80,4

1997,83

2060,66

1651,40

162512

1783,75

284,83

15,97

47 1

1671,29

1813,37

1447,95

1447.89

1695,12

179,60

11,26

41,5

1508,84

1511,25

1414,98

1478,35

54,90

3,71

38,5

1044 41

1687 45

1454,30

1024,08

127756

286,29

22,41

328

15

935,99

1038,31

987,73

971,34

983,34

42,53

4,33

24,8

22

1082,53

960,78

1020,39

836,50

977,55

108,37

11,09

24,4

29

715,45

842 07

853,98

PO | =A@ =2 AOIN|2> RO =N AR N2 DN RN RN 2SN =

835,66

811,79

64,67

7,97

20,3
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38

850,06

893,38

703,27

671,93

779,66

108,52

13,92

19,1

1

63

784,70

717,97

798,41

767,03

43,04

5,61

19,0

91

766,99

N[ W= A WN =

735,21

751,10

22,47

2,99

18,8

b. Residuos ligados al suelo de Clorpirifos (% respecto al Total de Clorpirifos agregado

inicialmente al suelo).

Tiempo
{Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

Residuos L.
(%)

0

752,84

715,99

1044,04

1133,45

911,58

208,35

13,7

748,47

794,21

801,08

789,62

783,34

23,72

3,03

15,4

38

835,15

676,72

838,43

866,85

804,29

86,23

10,72

12,8

91

848,63

N2 AhWN[ RN |RWON]|—=

844,35

846,49

3,02

0,36

13,5
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¢. Residuos extraibles de Clorpirifos (% respecto al Total de Clorpirifos agregado

inicialmente al suelo).

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

Ccv
(%)

Residuos E
(%)

0

1175,55

1166,07

1260,96

1352,98

1238,89

87,21

7,04

79,2

417,87

414,96

461,37

419,45

432,82

450,19

431,58

479,22

438,43

23,12

5,27

28,0

22

233,81

232,94

205,57

167,47

209,95

31,21

14,86

13,4

91

92,41

90,10

98,82

BIWIN|=2 AW N[rloNO A |WIN =AW (N[

86,22

91,89

5,28

575

5,9

d. Balance de Residuos de Clorpirifos en el suelo (datos correspondientes a F igura 38).

Residuos
tiempo Ligados Extraibles Totales Ligados Extraibles Balance
(dias) (dpm) {dpm) (dpm) (%) (%) (%)
0 214322 12388,90 | 15648,38 13,70 79,17 93
5 241249 4384,33 649582 37,14 67,49 105
22 2003,74 209948 3818,99 52,47 54,97 107
91 2105,09 918,88 2935,88 71,70 31,30 103




e. Testigos de Clorpirifos (datos correspondientes a Figura 37)

126

Tiempo
(Dias)

N° de
repeticion

Actividad
(dpm)

Promedio
(dpm)

SD

cv
(%)

Residuos
(%)

3645,61

3596,84

3537,55

347797

3564,49

72,66

2,04

100

2695,98

3044,87

2759,51

3233,02

2933,35

250,87

8,55

86,42

2826 56

2896,81

3026,94

2950,10

68,19

2,31

83,78

37

3066,28

3201,43

272775

2937,55

2908,48

201,55

6,72

84,46

g1

2404,16

2423,96

WIN2|ARWIN(=2(WN=2BRWIRN |2 WM (=

2519,79

2449 30

61,84

2,52

67,75
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Anexo IIL. Etapas de la curva de Biodegradacién en condiciones controladas de

1. Biodegradacion de Glifosato

Glifosato y Clorpirifos

Etapa |
60 — _ =
\
y=26412x .
= 40+ R%0,9298= |
S |
g 20 |
0 4 T 1
0 4 6 8
L Tiempo (dias)
.
i Etapa Il '
60 =
J
|
s 40 | i
20 - y=0602x+ 15,205 |
R20,965 = |
0 T T T i
0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias)
| =
- Etapa lit
60 - . )
g 404
o)
2 20
) y=0,1991x+30,823 |
R?0,9844 =
0 . ,
0 40 80 120
Tiempeo (dias)




2. Biodegradacion de Clorpirifos

Etapa |
50 — —
40 - y=2,4140x
= 30 . R?0,9779 =
)
8 20
10 /
0 T T T
2 4 6 8
Tiempo (dias)
Etapa i
50 ]
40
3:; 30 /
'8 20
y=0,5312x+ 15,359
10 R%0,9522 =
0 T T ]
10 20 30 40
‘ Tiempo (dias)
Etapa Il
50 )
40 /
g 30
g 20 _
y=0,2048x+ 26,15 |
10 R%0,9901 =
D T T
40 80 120

Tiempo (dias)

128



Anexo IV. Datos Meteorolégicos
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Diciembre Enero Febrero
T T® Rad. T? To Rad. To Te Rad.
Maxima | Minima Solar | Maxima | Minima | Solar |Maxima| Minima | Solar
Max. Max. Max,
Dia | (°C) (C) [Wm?| (°C) | (°C) |WmP| (°C) | (°C) |Wm?
1 22,9 9,7 7778 30,3 11,8 968,5 33,3 15,3 928,5
2 28,5 8,2 957 29,7 13,2 916,8 33,3 15,7 | 789,83
3 31,2 92 1018,5 31,5 12,9 941 25 31,2 15,7 789,83
4 28,6 10,5 993,3 29,5 14,3 922 25 29,6 12,8 899,5
5 297 10,8 9553 299 126 | 916,75 | 32,3 12,3 949
6 31,7 12,5 981.3 32 13,3 909,25 26,1 11,9 208
7 28 12,9 936 299 14,1 940,5 27.8 15,8 8775
8 28 8.5 9958 32 138 | 85275 | 31,4 12,6 884.5
9 294 11,7 975,5 33,7 14,7 981,5 30,3 15,3 835,5
10 30,7 11,2 991 31 14,3 978,5 32,6 13,5 | 921,25
11 29,5 11,8 996 296 127 | 950,75 | 31,4 16,2 | 900,75
12 30,2 10,9 9935 31,6 12,7 920 28,7 12,1 870,5
13 249 10,3 864 32 15,1 939,5 30,8 12,9 | 888,25
14 281 9.4 736,5 31,5 146 | 93875 | 278 11,5 8825
15 27,8 10,4 943 28,4 13,5 | 90775 | 253 11,4 8725
16 26,4 8.6 898 30,2 14,2 872 23 10 908,25
17 27,8 10,2 987 30,9 13,5 | 886,75 285 10,5 9245
18 28,6 9.6 10005 | 30,2 14,3 9255 28,3 11,9 917,5
19 30,2 10,2 980 26,2 14,5 769,13 245 10,4 856,75
20 28,6 142 941.3 31,1 12,4 946,5 25,1 13,3 743,85
21 26,4 11,4 895,8 28,4 12,1 947,75 28,9 9.8 932,75
22 29,9 11,9 958.5 26,1 132 | 62765 | 315 11,8 8904,5
23 24 1 11,6 569,6 30,7 11,5 951,25 34,2 14 921,5
24 253 13,6 1016 31,1 13,4 933,5 31,6 14,6 812,75
25 29,9 10,7 1012,3 28 12,5 943,75 28,4 13,8 8845
26 31,6 11,8 988 291 10,6 948,5 28,5 11.1 851,25
27 32,3 13 87,3 30,8 1256 | 94925 | 26,7 12 826,5
28 33,3 13,3 967 28 12,7 | 92275 | 271 8,7 886,5
29 34,1 14,7 963,5 296 99 961,25
30 35,2 17 952.8 32,2 13,2 032,5
31 33,3 16,6 9823 32,2 13,8 922,75
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Anexo V. Curvas de Calibracién del Contador de Centelleo Liquido

1. Curva de Calibracién de Glifosato.

16000 SES— — 1
E 12000 - ;
{= 3 |
= |
® 8000 - ;
=
Z
2 y = 140087x + 39,757 |
< ) ; f
4000 R? = 0,9999 ‘
0 T T T T T I |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 012 |
Concentracién (ppm) J:
Concentracién N° Repeticiones Promedio 8D
GLY (ppm) 1 (dpm) 2 (dpm) 3 (dpm) {(dpm)
0,0003 228,78 221,24 226,29 225 44 3,84
0,001 187,41 183,89 185,20 185,53 1.73
0,005 759,06 752,20 759,61 756,96 413
0,01 143527 1570,56 1424,05 1476,63 81,54
0,05 6917,08 6952 95 6938,43 6936,16 18,04
0.1 14211,28 1406910 14013,28 14097 89 102,09
Limite Detecciéon = (Sm - Sbl) / m
Sm= Sbl + 3 x sbl Sbi = promedio blanco = 20,22 dpm
2 sbl = desviacion blanco = 2,68 dpm
LD =5,74 x 10 ppm m= pendiente curva de calibracién = 140087

Limite Cuantificacién = ("Sm - Sbl)/m
"Sm=8bl + 10 x sbl

LC=1,91x 10" ppm
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2. Curva de Calibracién de Clorpirifos.

5000 -
4000 -
g
T 3000 -
o
2]
T
'S 2000 -
1000 y = B06,54x + 54,675
R? = 0,9993
O i 3 T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Concentracién (ppm)
Concentracion N° Repeticiones Promedio sD
CLP (ppm}) 1 (dpm) 2 (dpm) 3 (dpm) (dpm)
0,3 286,2633 | 280,0981 286,0455 284,14 35
0.5 522 4005 516,9539 519,9161 519,76 2,73
1 843,9282 | 8155842 | 860,9408 840,15 2291
1627,358 1612,478 | 1628,265 1622,70 8,886
5 4021,902 4208,98 4081,626 4104,17 95 55
Limite Deteccion = (Sm - Sbl) / m
Sm= Sbl + 3 x sbl Sbl = promedio blanco = 20,22 dpm
sbl = desviacion blanco = 2,68 dpm

LD = 9,97 x 10-3ppm m= pendiente curva de calibracién = 806,54

Limite Cuantificacién = ("Sm - Sbl) / m
"Sm=8bl + 10 x sbl

LC=3,32x107 ppm



132

Anexo V1. Recuentos de Microorganismos Aerabicos Mesofilos (RAM)

1. Resultados del recuento microbiolégicos de suelo seco sin fortificar.

Suelo Suelo

Suelo Irradiado Irradiado

Control 25 KGy 50 KGy
4,10x10° | 3,00x 10! s
Mediciones | 3,70 x 10° s/t s/t
(ufc/g) 3,90 x 10° s/t s/
7,00 x 10° s/t s/t
4,00x10° | 1,00 x 10 s/t
6,00 x 10° s/t s/t
3,00 x 10° s/t s/t
3,00 x 10’ s/t s/t
Promedio | 4,54x10° | 6,50 x 10 S/t

(ufc/g) | |

ufc/g = unidades formadoras de colonias por gramo de suelo
s/r = sin registro

2. Resultados del recuento microbiologicos de muestras y testigos, realizado al final de
los ensayos de biodegradacion bajo condiciones controladas.

Glifosato Clorpirifos
Muestra 17| Testigo | Muestra 17 | Testigo

2,5x10" |7,60x107| 1,50 x 107 s/t

Mediciones | 3,00 x 107 [9,80x 10’ | 1,70 x 10’ s/t

(ufc/g) | 5,00x107 | 1,70 x 10*| 1,00 x 10’ s/t

s/i 1,98 x 10%| 1,00 x 10’ s/t

Promedio | 3,5x107 |136x10*| 13x10 S/t
(ufc/g)

s/1 = sin informacion, ufc/g incontables.

s/r = sin registro



